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RESUMO 
 

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema de liberação 

controlada de enrofloxacina, fármaco antimicrobiano de uso exclusivo em 

veterinária, a partir de matriz de malonilquitosana. As microesferas de 

quitosana foram preparadas pelo método de coacervação por separação de 

fases, com NaOH. Em seguida, foram caracterizadas pelo grau de 

desacetilação; titulação condutimétrica; espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (RMN 13C); espectroscopia no infravermelho (IV); análise 

elementar (CHN), análise termogravimétrica (TGA) e análise de calorimetria 

exploratória diferencial (DSC). As microesferas de malonilquitosana (MLQT) 

foram obtidas através da reação de amidação da quitosana na presença de 

ácido malônico. O produto de amidação foi reticulado e depois caracterizado 

por espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN 13C), 

espectroscopia no infravermelho (IV), análise termogravimétrica (TGA); 

análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC); microscopia eletrônica 

de varredura (MEV). A enrofloxacina foi impregnada nas microesferas da 

malonilquitosana e a massa foi determinada por espectroscopia no 

ultravioleta. Neste trabalho verificou-se que o grau de intumescimento (GI) 

das microesferas de malonilquitosana em água foi de 188%, enquanto os 

polieletrólitos formados pelas microesferas de MLQT se comportaram como 

géis apresentando um intumescimento acumulativo nos pH’s do TGI 

simulado, atingindo o valor de 83,0%.  O grau de intumescimento elevado do 

hidrogel malonilquitosana é um importante parâmetro associado ao 

mecanismo e à cinética de liberação da enrofloxacina. As análises 

termogravimétricas revelaram um comportamento estável das microesferas 

de MLQT perante a ação da temperatura. Os estudos in vitro de liberação da 

enrofloxacina a partir da MLQT dependeram do tempo de trânsito 

gastrintestinal simulado, do pH do TGI e do alto grau de intumescimento da 

matriz polimérica. Na avaliação do estudo in vivo, a microencapsulação da 

enrofloxacina na matriz polimérica possibilitou uma cinética de liberação 

prolongada. Desta forma, é indicada uma aplicação diária do fármaco. O perfil 

da liberação da enrofloxacina impregnada nas microesferas da MLQT foi 

interpretado pela Lei de Potência ou equação de Peppas. Para este caso, 
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admite-se que o mecanismo foi apenas por difusão, independente de fatores 

tais como solubilidade e intumescimento. 
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ABSTRACT 
 

The aim of this work was to develop a controlled release system of 

enrofloxacin, an antimicrobial drug used specifically on veterinary, from the 

malonylchitosan matrix. The chitosan microspheres were prepared by phase 

separation method using the coacervation with NaOH. Then, these 

microspheres were characterized by deacetylation degree; conductimetric 

titration; NMR 13C; infrared spectroscopy (IR); elemental analysis (CHN); 

thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetric (DSC). 

The malonylchitosan microspheres were obtained by amidification reaction of 

crosslinked chitosan using malonic acid. The amidified product was 

crosslinking with glutaraldehyde and later characterized by NMR 13C, IR, TGA, 

DSC and scanning electronic microscopy (SEM). Enrofloxacin was 

impregnated on malonylchitosan microspheres (MLCT) in order that weight 

was determined by ultraviolet spectroscopy. In this work could also determined 

a percentage of 188% on swelling degree, meanwhile, polyelectrolytes, made 

by MLCT microspheres acted out as gels when they absorbed some water as 

well as showed an accumulative swelling on pH from simulated 

gastrointestinal transit (GT) reaching 83%. This high level of swelling from 

malonylchitosan hydrogel is a very important parameter, which is associated 

to the mechanism and kinetics from enrofloxin release.  The thermogravimetric 

analysis revealed a stable behaviour of the MLCT in the presence of 

temperature action. In vitro studies of enrofloxacin release from MLCT 

depended on the simulated gastrointestinal transit time, on GT pH and on the 

high degree of swelling from polymeric matrix. Regarding in vivo studies 

evaluation, the enrofloxacin micro-encapsulation on polymeric matrix assisted 

on prolonged release kinetic. So, a daily drug use is indicated. The profile of 

enrofloxacin release, impregnated in MLCT microspheres, was understood by 

the Power Law or by the Peppas equation. Lastly, it can be admitted from this 

trial that the mechanism was only for diffusion, despite factors such as 

solubility and swelling. Lastly, it can be admitted from this trial that the 

mechanism was only for diffusion,despite factors such as solubility and 

swelling.
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1. Introdução  

 

___________________________________________________________________ 

 

Os animais e os seres humanos são expostos a múltiplos agentes químicos 

potencialmente tóxicos (ANADON, 2003). Muitas doenças bacterianas que ocorrem 

nos animais são potencialmente fatais, enquanto que outras causam dor e aflição. 

Os fármacos antimicrobianos usados em animais são produtos que afetam 

as bactérias inibindo seu crescimento ou matando-as completamente. Estes 

fármacos também são usados para tratar doenças bacterianas nos seres humanos 

e desde sua descoberta têm prevenido incontáveis números de mortes (FDA - 

CVM, 1999). 

O uso apropriado de fármacos antimicrobianos cura determinadas doenças, 

acelera a recuperação de outras, e melhora o bem-estar dos animais tratados, 

reduzindo a propagação da infecção a outros animais. No exemplo de doenças 

zoonóticas, a propagação em seres humanos pode também ser reduzida 

(MCKELLAR, 1998). 

Em paralelo com a introdução do uso de antimicrobianos na medicina 

humana (1930), o uso veterinário forneceu controle similar em animais de fazenda 

e em animais domésticos. Historicamente, muitos dos antimicrobianos, aqueles que 

são importantes na terapia humana, pela sua eficácia, também são usados na 

medicina veterinária (FDA-CVM, 1999), isto contribuiu extremamente para o bem-

estar animal e permitiu a melhoria na produção de animais domésticos. 

 Em humanos, como também na medicina veterinária, as fluoroquinolonas têm 

provado ser um grande grupo de agentes bacterianos sintéticos de alto valor 
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antimicrobial e com propriedades farmacocinéticas únicas (SCHEER, 1987.; 

BROWN, 1996). 

 As fluoroquinolonas aprovadas para uso em medicina veterinária de pequenos 

animais incluem a enrofloxacina, difloxacina, orbifloxacina e marbofloxacina. A 

danofloxacina, enrofloxacina e sarafloxacina são aprovadas para uso em gado e 

avicultura. As fluoroquinolonas, rotuladas para humanos, de potencial interesse 

veterinário, incluem a ciprofloxacina, enoxacina, lomefloxacina e ofloxacina. Os 

nomes comerciais patenteados e companhias licenciadas para produzir ou vender 

estes antibióticos variam bastante de país para país (PARADIS et al., 1990). 

 As fluoroquinolonas foram utilizadas, durante os últimos 10 anos, na 

dermatologia veterinária, para o tratamento da piodermite canina (PARADIS et al., 

1990; IHRKE.,1996). Alguns estudos mostram o uso da enrofloxacina em muitas 

formulações orais e parenterais para o tratamento de várias doenças infecciosas 

(BAUDITZ, 1990; CINQUINA et al., 2003), por exemplo, do trato urinário, 

respiratório e da pele (BOOTHE, 1994).  

 Estudos realizados com ciprofloxacina, o pricipal metabólito da enrofloxacina, 

mostrou que a concentração no soro, em pacientes saudáveis, com uma única 

dose de 400 mg a meia-vida de eliminação é de 3,5 horas e que somente 14-25% 

da ciprofloxacina do soro se liga às proteínas, o que facilita a penetração no tecido 

e o acesso ao sítio alvo (CHAMBERLAIN, 1997). 

       Todas as fluoroquinolonas apresentam um número reduzido de ligações com 

as proteínas plasmáticas, portanto não há interações de ligações às proteínas de 

significado clínico e nem limitação à distribuição nos tecidos. Outro estudo provou 

que a absorção oral da ciprofloxacina é aproximadamente metade da enrofloxacina, 

em cães. Além disso, as fluoroquinolonas freqüentemente são os fármacos 
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escolhidos para as otites caninas causadas por Pseudomonas aeruginosa (IHRKE, 

1998).  

 A enrofloxacina é um agente antibacteriano sintético da classe das 

fluoroquinolonas desenvolvida exclusivamente para ser usada em medicina 

veterinária (OTERO et al 2001a). Este fármaco se caracteriza por uma boa 

atividade antimicrobiana e um amplo espectro de ação contra uma extensa classe 

de bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo aquelas resistentes aos 

antibióticos β-lactâmicos e sulfonamidas (SCHEER, 1987a). Apresentam efeitos 

colaterais que vão desde desconforto gástrico, náuseas, vômitos, cefaléia até 

efeitos tóxicos no sistema nervoso central (SNC). Apresenta ainda sabor 

desagradável dificultando sua administração via oral em animais. 

A indústria farmacêutica, nos últimos anos, se destacou no uso e 

aproveitamento de matérias-primas de baixo custo e fácil obtenção para o 

desenvolvimento de novos materiais poliméricos, permitindo com isto o uso de 

técnicas para a encapsulação de compostos em sistemas de multipartículas, como 

microesferas e microcápsulas, com a intenção de estabilizar, proteger e mascarar os 

sabores indesejáveis ou ainda de modificar as propriedades de liberação  de 

fármacos (KAZUHIRO et al., 1987 , 1989).  

 Estes sistemas de multipartículas têm despertado grande interesse nas 

formulações orais, pois apresentam vantagens, tais como, redução do número das 

doses, variabilidade do tempo de trânsito no trato gastrointestinal e a possibilidade 

de mistura de fármacos com diferentes propriedades de liberação (FLORENCE & 

Jani, 1994). O encapsulamento de fármacos para o tratamento de diferentes 

patologias vem sendo usado com muita eficiência. O desenvolvimento de um 

método de liberação controlada nos quais o agente ativo pode ser liberado 
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independentemente de fatores externos e com uma cinética bem estabelecida, 

oferece vantagens sobre os métodos convencionais (ATCHE et al., 2000). 

Neste contexto, a quitosana um polímero biocompatível, biodegradável, de 

baixa toxicidade, vem sendo pesquisada como uma matriz potencial para a liberação 

controlada de fármacos na forma de microesferas (AMANO & ITO, 1978; 

NAKAMURA et al., 1992).  

Esta pesquisa procura desenvolver um sistema de liberação controlada  em 

que modificações nas características das microesferas de quitosana com outros 

compostos como ácido malônico produz um derivado com elevado grau de 

intumescimento na faixa de pH neutro (BROWN, 1996).  

Esta nova matriz de quitosana permitiu a liberação entérica da enrofloxacina 

in vitro e in vivo, sugerindo que com o seu uso poderão ser diminuídos os efeitos 

colaterais adversos do fármaco, mantendo o efeito terapêutico desejado. 
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2. Revisão Bibliográfica 

 

___________________________________________________________________ 

 

2.1 Antimicrobianos 

 

2.1.1 Antimicrobianos da classe das quinolonas 

 

Entre os antimicrobianos que atuam na inibição da síntese de ácidos 

nucléicos incluem-se as quinolonas, que inibem a DNA-girase, essencial para a 

síntese do DNA bacteriano (KOROLKOVAS & FRANÇA, 2004; VANCUTSEM et al., 

1990). A enrofloxacina um agente da classe das quinolonas é a primeira 

fluoroquinolona desenvolvida para aplicação em medicina veterinária (OTERO et 

al., 2001b). É usada em muitas formulações parenterais para o tratamento de 

várias doenças infecciosas (BAUDITZ, 1990; CINQUINA et al., 2003), por exemplo, 

do trato urinário, respiratório e da pele (BOOTHE, 1994). Esta fluoroquinolona tem 

mostrado ter rápida ação bactericida, com espectro de atividade, contra uma 

extensa classe de bactérias gram-positivas e gram-negativas (RYAN & RIJKSTRA, 

1991), incluindo aquelas resistentes aos outros agentes antimicrobianos (BAUDITZ, 

1987; SCHEER, 1987a). 

 A grande maioria dos ensaios disponíveis das quinolonas avalia amostras 

em fluídos biológicos, tais como soro e urina. Nestes ensaios microbiológicos, a 

determinação da enrofloxacina no plasma, está bem descrito (ELSHEIKH et al., 

2002)  
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2.1.2 Aspectos biológicos dos antibióticos 

 

Vírus, bactérias e outros microrganismos que existem no meio ambiente, 

também podem viver dentro do corpo humano. Esta relação organismo-hospedeiro 

pode produzir respostas biológicas desejáveis bem como indesejáveis no 

hospedeiro. Estas respostas indesejáveis são chamadas de infecções. As 

abordagens terapêuticas no tratamento das doenças infecciosas geradas por essa 

invasão são duplas: (1) destruição ou remoção dos organismos invasores e (2) 

alívio dos sintomas. A disponibilidade de agentes farmacológicos que podem 

erradicar organismos invasores varia muito com o tipo e o local dos organismos no 

hospedeiro humano (BRODY et al., 1999). 

Muita abordagem química e farmacológica tem sido usada para a produção 

de fármacos que destroem bactérias específicas ao mesmo tempo em que 

produzem o mínimo de efeitos adversos no hospedeiro humano. Os muitos 

fármacos antimicrobianos e a ampla variedade de microrganismos existentes 

exigem uma seleção destes fármacos para que a terapia seja mais eficaz. Para 

isto, encontra-se a disposição uma grande variedade de substâncias químicas 

chamadas quimioterápicos ou antibióticos (RANG et al., 2001) que por definição 

são substâncias químicas específicas produzidas por organismos vivos, bem como 

seus análogos estruturais obtidos por sínteses ou semi-sínteses, capazes de inibir, 

em concentrações baixas, processos vitais de uma ou mais espécies de 

microrganismos. São utilizados para combater infecções, incluindo as 

gastrintestinais (KOROLKOVAS & FRANÇA, 2004). 

Os principais fármacos usados como antimicrobianos e sua classificação 

estão sumarizados na tabela abaixo:  
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Tabela 1. Fármacos usados como antimicrobianos.  

 

 

Quimioterápicos 

 

Antibióticos 

 

Fármacos 

Bactericidas 

 

Fármacos 

Bacteriostáticos 

 

Fármacos que 

Interferem na 

Duplicação do 

DNA 

 

Sulfonamidas 

 

 

Penicilinas 

 

Aminoglicosídios 

 

Sulfonamidas 

 

Quinolonas 

Trimetoprim 

 

Cefalosporinas Quinolonas Macrolídeo Novobiocina 

Àcido nalidíxico 

 

Tetraciclinas Penicilinas Trimetoprim Grisiofulvina 

Ácido pipemídico 

 

 Cefalosporinas Cloranfenicol  

Nitrofurano 

 

  Acido nalidíxico / 

pipemídico 

 

(BAYER, S.A. 1993) 

 

 

 

2.1.3 Evolução das quinolonas 

 

A quinoleína é uma substância conhecida há muito tempo, sua estrutura faz 

parte de vários alcalóides e fármacos antimaláricos sintéticos entre os quais a 

cloroquinona. A síntese da cloroquinona (1962) dos laboratórios Sterling-Winthrop 

produzia a partir de uma substância halogenada, a 7-cloroquinolona, que 
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apresentou pequena ação antibacteriana contra bacilos gram-negativos. Este fato 

deu início às pesquisas para obtenção de derivados das 7-quinolona com melhor 

atividade antimicrobiana. O resultado foi à descoberta do ácido nalidíxico, o 

precursor das atuais quinolonas de uso clínico. O ácido nalidíxico apresenta no 

núcleo central uma naftiridina, e no início de sua utilização era conhecido como 

sendo um derivado 1,8-naftiridina, com uma função cetona no carbono 4 

(TAVARES, 1996).  

Esta substância mostrou-se ativa contra bactérias gram-negativas, sem ação 

contra Pseudomonas aeruginosa, e pequena atividade contra bactérias gram-

positivas.  

Os centros de pesquisas viram no ácido nalidíxico, (Figura 1) um promissor 

agente antimicrobiano e deram início às pesquisas para obtenção de substâncias 

com características químicas semelhantes e que tivessem melhor atividade 

antimicrobiana e farmacocinética mais favorável. 

                                         

N N

COOH

O

H3C
 

 

Figura 1. Estrutura do ácido nalidíxico. 
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Assim, encontramos entre os vários derivados, o ácido oxolínico (Figura 2), 

que se mostrou com maior potência antimicrobiana. Este ácido representa uma 

verdadeira quinolona, por apresentar estrutura central de quinoleína contendo uma 

cetona ligada ao C4. O ácido oxolínico foi o protótipo para esta classe de 

antimicrobianos.  

Em 1970 foi sintetizado outro análogo do ácido nalidíxico. Tratava-se do 

ácido piromídico (Figura 3), uma substância bicíclica, cujo núcleo é uma 

piridopirimidina com função ceto no C4. Sua vantagem era administração oral em 

duas ou três doses diárias. Subseqüentemente, novas substâncias foram 

sintetizadas. Em 1977 mais de 1000 derivados já haviam sido descobertos. 

 

 

 

O

C2H5

COOH

N

N

NN

O

C2H5

COOH

N

O

O

 

 

Figura 2. Estrutura do ácido oxolínico                                       Figura 3. Estrutura do ácido piromídico 

 

 

 

. 
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A introdução, em 1974, da piridopirimidina-ona ou ácido pipemídico (Figura 

4), que contém um anel piperazínico na posição 7 do núcleo central, veio dar a esta  

substância a propriedade de agir contra enterobactérias e também contra 

Pseudomonas aeruginosa. Sua farmacocinética permite a obtenção de níveis 

elevados no aparelho renal e na próstata e administração a cada 12 horas.  

Ademais, este fármaco também se revelou útil no combate à flora gram-

negativa intestinal. Devido a estas características, o ácido pipemídico foi nomeado 

como uma quinolona de segunda geração, enquanto que o ácido nalidíxico e 

substâncias afins tornaram-se conhecidos as quinolonas de primeira geração. 

                                  

O

C2H5

COOH

N

N

N
NH

N

                              

Figura 4. Estrutura do ácido pipemídico. 

 

  

Em 1980, a descoberta da norfloxacina (Figura 5) deu grande impulso a 

família das quinolonas.  

Foi à primeira das quinolonas fluoradas e que apresentava elevada potência 

contra os Pseudomonas aeruginosa (por conter o anel piperazínico), atividade 

inibitória para Estafilococos coagulase positivo e hemófilos.  
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Possui a vantagem de ser administrada a cada 12 horas para o tratamento de  

infecções das vias urinárias e das vias intestinais (ALBRECHT, 1996). 

 

 

O

N
N

N

F

C2H5

COOH

H
 

 

Figura 5. Estrutura da norfloxacina 
 

 

. 

A síntese da norfloxacina marcou o início do descobrimento de diversas 

quinolonas fluoradas como tais como a pefloxacina e a enoxacina (1980), 

ciprofloxacina (1983) entre outras (TAVARES, 1996) 

Com o advento da norfloxacina, outras mudanças estruturais foram propostas 

nas fórmulas das quinolonas. Isto garantiu o conhecimento da importância de 

determinadas posições na configuração estrutural das novas quinolonas fluoradas.  

As quinolonas também são classificadas por gerações, por apresentarem 

propriedades farmacocinéticas e antimicrobianas diferentes entre si. A tabela 2 

mostra esta classificação (TAVARES, 1996). 
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Tabela 2. Classificação das Quinolonas em: primeira, segunda, terceira e quarta geração.  

 

    

 

Primeira geração 

 

Segunda geração 

 

Terceira geração 

 

Quarta geração 

 

Ácido nalidíxico 

 

Ácido pipemídico 

 

Ciprofloxacina 

 

Temafloxacina 

Ácido oxolínico Norfloxacina Pefloxacina Tosufloxacina 

Rosoxacina  Ofloxacina Esparfloxacina 

Cinoxacina  Lomefloxacina  

Ácido piromídico  Enrofloxacina  

         (TAVARES, 1996). 

 

 

 

 

2.2 Enrofloxacina: Uma fluoroquinolona de uso exclusivo em veterinária 

 

A enrofloxacina é um ácido carboxílico quinoleínico, de peso molecular 359,40 

g/mol e de fórmula molecular C19H24 FN3O3, que apresenta cor amarela cristalina pálida 

com um grau elevado de pureza. Na água em pH 7, é ligeiramente solúvel. Entretanto, 

por conter grupos ácidos e básicos, pode ser identificada na solução, quando os 

valores de pH são alcalinos ou ácidos. Desta forma a absorção máxima no espectro 

UV-Vis desta molécula em pH neutro é de 276 a 318nm, com absortividades molares 

de 58.500 e 17500 respectivamente (LIZONDO et al., 1997). 
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2.2.1 Aspectos biológicos e químicos da enrofloxacina 

 

 

Na América Latina, assim como em outras partes do mundo, a 3º geração de 

fluoroquinolonas como enrofloxacina, danofloxacina e sarafloxacina gozam de 

excelente reputação por apresentarem potencial efetivo contra a maioria dos 

agentes patogênicos veterinários (BARROS et al., 1996).  

A enrofloxacina, a primeira fluoroquinolona desenvolvida para aplicação 

veterinária em diversas formulações, oral e parenteral, é usada no tratamento de 

algumas doenças infecciosas em animais domésticos. Tem utilização terapêutica em 

bovinos, suínos, ovinos e caprinos no tratamento de infecções, por exemplo, do trato 

urinário, do trato respiratório e da pele. Este medicamento também pode ser usado 

em cães ou em gatos para combater tipos diferentes de infecções, especialmente 

aquelas que envolvem Pseudomonas aeruginosas, são também ativas contra 

Staphylococcus aureus, sendo usado geralmente para infecções de pele (PARADIS 

et al., 1990).   

A enrofloxacina é um antimicrobiano de amplo espectro de ação contra uma 

extensa classe de bactérias como rickétsias, clamídeas, micoplasmas como 

também para as bactérias gram-negativas e gram-positivas, incluindo aquelas 

resistentes aos antibióticos β-lactâmicos e sulfonamidas (KOROLKOVAS & 

FRANÇA, 2004)  

Quimicamente, a enrofloxacina é 1-ciclopropil-7-(4-etil-1-piperazinil)-6-fluoro-

1,4-dihidro-4-oxo-3-ácido quinolínico carboxílico (BUDAVARI et al., 1996).  
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A enrofloxacina é uma 6-fluoroquinolona sintética (Figura 6). A estrutura do 

núcleo é idêntica ao ácido nalidíxico. Devido a mudanças graduais na estrutura 

básica, os potenciais farmacocinéticos e antimicrobiais foram melhorados.  

Os grupos coplanares do carbonil (C=O) nas posições 3 e 4 são os 

responsáveis pelas atividades antimicrobial das fluoroquinolonas.  O átomo de flúor 

na posição 6, é eficaz contra as bactérias gram-negativas e aumentam o espectro 

de ação para as bactérias gram-positivas. O anel piperazínico aumenta a atividade 

antimicrobial na posição 7, especialmente para os pseudomonas. O grupo C2H5, 

unido ao anel piperazínico aumenta a capacidade de absorção pelos tecidos 

(BARROS et al., 1996). 

 

 

 

        

Figura 6. Estrutura da enrofloxacina. 

 

 

. 
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As propriedades espectroscópicas de absorção de radiação UV-Vis da 

enrofloxacina foram determinadas em água, tampão acetato pH 4,7, metanol, etanol 

e clorofórmio e foi verificado que os valores máximos são influenciados pela 

polaridade dos solventes. Também sofre um leve deslocamento batocrômico com a 

diminuição da polaridade do solvente. Entretanto a absorção desta molécula é pH-

dependente (Figura 7). Um aumento de pH produz um deslocamento hipsocrômicro 

do pico de maior intensidade enquanto que o menor sofre deslocamento 

batocrômico. Ainda nesta figura observam-se dois pontos isobésticos a 270 ± 1 e 

314± 2 nm (RILEY et al., 1989). 

Segundo Lizondo (1997), o conhecimento das constantes de dissociação 

desta fluoroquinolona é importante, pois elas definem o estado de ionização em 

todos os pHs. Isto é importante uma vez que a habilidade da quinolona de ser 

absorvida pelo trato gastrintestinal ou através de membrana biológica é determinada 

pela fração da quinolona e em particular pelo estado iônico. As análises mostraram 

pka1= 5,94 ± 0,09 e pka 2 = 8,70 ± 0,44. 

Estes valores correspondem ao grupo ácido carboxílico na posição 3 e ao 

grupo piperazinil na posição 7. De modo geral para as fluoroquinolonas o pKa  

correspondente ao grupo carboxílico está ao redor de 6,0 ± 0,3 sendo relativamente 

independente da substituição na posição 7 (LIZONDO et al., 1997). 

A enrofloxacina pode ser encontrada em quatro formas dependentes do pH: 

como cátion acídico (C); espécie neutra não-ionizada (N); um intermediário 

zwitterion (Z) e como um íon básico (A) (Figura 8). 
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Figura 7. Espectro de absorção no UV da enrofloxacina em 4 pH's.(LIZONDO et al., 1997). 
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Figura 8. Distribuição das quatro possíveis espécies da enrofloxacina: cátion acídico (C); 
espécie neutra não-ionizada (N); intermediário zwitterion (Z) e íon básico (A). (LIZONDO et al., 1997). 
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As frações das quatro possíveis formas da enrofloxacina podem variar em 

função do pH. Na solução, as espécies catiônica e aniônica se aproximam da 

concentração total da enrofloxacina em valores de pH elevados e baixos, 

respectivamente, e a espécie neutra alcança um máximo no pH isoelétrico. A 

constante dissociação para o ácido carboxílico é maior do que para a amina, a 

forma neutra é principalmente o zwitterion. As espécies neutras sem cargas estão 

em proporções extremamente baixas. 

A Figura 9 expressa o equilíbrio protolítico da enrofloxacina e análogos. 

Nesta figura, KCN, KCZ, KNA, e KZA representam as constantes de dissociação, que 

foram determinadas pelas mudanças de absorbância causada pela variação de pH 

(1,0 a 10,0 à 25ºC) na solução de enrofloxacina (LIZONDO et al.,1997). 

        

 

Figura 9. Equilíbrio protolítico da enrofloxacina e análogos (Levison & Jawetz, 1998). 
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A solubilidade também foi determinada por Lizondo (1997) em amostras à 

25ºC por 48 horas, e variou de pH 5,05 a 8,83. A Figura 10 mostra o perfil pH-

solubilidade da enrofloxacina, onde aparece uma zona de baixa solubilidade nas 

vizinhanças do ponto isoelétrico. A solubilidade máxima foi encontrada em pH 5,02.  

2.5

2

1.5

1

0.5

0
5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0               

  pH     

 

Figura 10. Perfil da solubilidade x pH da concentração enrofloxacina. 
 

 

 

2.2.2 Mecanismo de ação das quinolonas 

 

 A atividade bactericida das quinolonas, incluindo a enrofloxacina, é atribuída 

a sua habilidade de inibir a DNA-girase (MANDELL & SANDE, 1990). 

 As quinolonas interferem com a síntese de DNA inibindo a DNA-girase, 

(topoisomerase II) uma enzima bacteriana essencial para a replicação do DNA. As 
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fluoroquinolonas inibem a super-helicoidização do DNA in vitro e provem ruptura do 

DNA de dupla fita em locais específicos (OTERO et al., 2001a).  

 O cromossomo bacteriano é formado por uma longa e única molécula de 

DNA que procura ocupar um espaço mínimo no interior da célula e por isto acha-se 

dobrado sobre si mesmo e enrolado em espirais. Este estado é mantido por meio 

de enzimas denominadas de topoisomerase, entre as quais a topoisomerase II, 

chamada de DNA-girase.  A DNA-girase é constituída por duas subunidades A e 

duas subunidades B. As primeiras são responsáveis pela divisão de cada uma das 

duplas cadeias de DNA cromossômico e seu agrupamento e enrolamento da nova 

cadeia formada. As subunidades B introduzem os elementos necessários à 

formação da nova cadeia do DNA em replicação e mantêm o superespiralamento. 

 As quinolonas inibem a ação das subunidades A da DNA-girase. Com isto, o 

DNA tem relaxado suas espirais e passa a ocupar um espaço maior que o contido 

nos limites do corpo bacteriano, conduzindo a morte celular (TAVARES, 1996). 

 

2.2.3  Propriedades farmacocinéticas  

 

Os estudos farmacocinéticos envolvem a cinética de absorção, a distribuição 

e eliminação do fármaco, incluindo excreção e metabolismo (SHARGEL & YU 1999). 

A enrofloxacina é altamente lipofílica, conforme demonstrado pelo seu alto 

coeficiente de partição octanol:água e ela se comporta como um zwitterion em 

vários valores de pHs. Estudos conduzidos em laboratório demonstraram que a 

enrofloxacina é bastante estável quando misturada com água, solução salina e 

vários fármacos, devido às suas propriedades químicas estáveis. A enrofloxacina 

em comprimido ou solução injetável foi reformulada de várias formas para produzir 
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uma formulação oral de dosagem conveniente devido à sua alta lipossolubilidade, 

sendo bastante absorvida após a injeção intramuscular ou administração oral 

(PAPICH et al., 2002). 

A enrofloxacina, como todas as quinolonas, tem uma estrutura baseada no 

anel 4-quinolônico. A modificação fundamental das quinolonas mais antigas, como 

os ácidos nalidíxico e oxolínico foram à introdução de um flúor no C6, o qual 

proporcionou um aumento na penetrabilidade tissular e celular, o que poucas 

substâncias antimicrobianas podem alcançar. Isso dá lugar a uma farmacocinética 

especial vinculada à sua distribuição (BROWN, 1996).  

As fluoroquinolonas são bem absorvidas após ingestão oral e completa 

absorção parenteral; apresentam meia-vida sérica longa que vai de 3  até 8 horas 

permitindo uma posologia de 12 ou 24 horas. Sendo que a eliminação se faz 

fundamentalmente por excreção renal e metabolismo hepático (SUMANO, 1993; 

NEER, 1988; MARTINEZ et al., 1997) 

Este antimicrobiano é bem absorvido e bastante distribuído em quase todos 

os animais examinados. A absorção oral varia de 40% em cavalos para quase 100% 

em cães e gatos. Nas espécies em que estão disponíveis comparações, a 

enrofloxacina é absorvida em maior extensão do que a ciprofloxacina. Penetram 

bem em tecido pulmonar, fluido de revestimento, resultando em maiores 

concentrações séricas (ALTREUTHER, 1987; ALTREUTHER & KLOSTERMANN, 

1994).  

Na maioria das espécies em que foi examinada a eliminação, a enrofloxacina 

mostra metabolismo variável. Em cães, gatos, cavalos adultos, bovinos e alguns 

répteis, a enrofloxacina é metabolizada parcialmente para o metabólito ativo 

ciprofloxacina (ANADON et al., 1995).  
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Em outros animais, tais como porcos, potros, lagartos e crocodilos, pouca ou 

nenhuma ciprofloxacina é detectável no plasma depois da administração de 

enrofloxacina (IHRKE et al., 1999). 

Os fármacos com os menores volumes de distribuição (Vd) se diluem menos 

no fluido corpóreo e produzem concentrações plasmáticas mais altas em 

comparação com fármacos com um Vd mais alto. A conseqüência clínica dessa 

diferença é refletida na administração das doses. 

 Para ilustrar a relação do Vd com a dose, pode-se examinar a seguinte 

equação geral: Dose = Vd X Cmax. Para atingir a mesma Cmax, os fármacos com 

alto Vd requerem uma dose maior, que é uma das razões para a maior variação de 

doses para a enrofloxacina em comparação com a orbifloxacina e a marbofloxacina 

(IHRKE, 1996).  

O volume de distribuição da enrofloxacina varia de 2 a 4L/kg (OTERO, 2001a) 

na maioria das espécies estudadas, sendo muito maior que o alcançado pelos 

antibióticos betalactâmicos e aminoglicosídeos (WISE, 1991). O que demonstra 

habilidade para penetração intracelular e para atingir altas concentrações em tecidos 

também chegando com rapidez às glândulas mamárias (GIGUERE & BÉLANGER, 

1997; KUNG et al., 1993; KAARTINEN et al., 1997). 

 

 

2.2.4 Biodisponibilidade das fluoroquinolonas 

 

A biodisponibilidade relaciona-se à quantidade absorvida e à velocidade do 

processo de absorção do princípio ativo no organismo.  
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Em outras palavras, a biodisponibilidade é o tempo que demora a substância 

responsável pela ação terapêutica do medicamento (princípio ativo) entrar na 

corrente sangüínea (SHARGEl & YU, 1999). 

Em animais as fluoroquinolonas (FQs), tem boa disponibilidade por via oral 

em todas as espécies animais, a exceção dos ruminantes.  

Scheer (1987A) demonstrou que a enrofloxacina parenteral é rapidamente 

absorvida em terneiros, gatos, cães, galinhas e perus, alcançando concentrações 

máximas de 30 minutos a 2 horas, o que sugere boa absorção digestiva.  

Em eqüinos, a enrofloxacina tem uma biodisponibilidade de 60%, alcançando 

concentrações eficazes em plasma e tecido em animais submetidos a jejum 

(LANGSTON et al., 1996; POSYNIAK et al., 1999).  

Em estudos realizados em ratos (espécie e número não relatadas) tratados 

oralmente ou intravenosamente com uma única dose de enrofloxacina (5mg/Kg) 

radiolábil foi determinada a bioavaliabilidade que foi calculada em aproximadamente 

75%, sendo que a enrofloxacina foi rapidamente absorvida e distribuída em todos os 

tecidos apresentando altas concentrações no rim e fígado. A eliminação foi via urinária 

e fezes. A radioatividade encontrada na urina foi atribuída ao seu metabólito, 

ciprofloxacina (ALTREUTHER & KLOSTERMANN, 1994).  

Nas espécies animais considerados de alimento, a ciprofloxacina foi o 

metabólito principal recuperado. O fígado é considerado sítio primário do metabolismo 

da enrofloxacina, nesta espécie, formando ciprofloxacina por processo de 

desalquilação oxidativa. Outros metabólitos concorreram com menos de 10% do 

resíduo total (ALTREUTHER & KLOSTERMANN, 1994). 

Um estudo qualitativo investigou a influência de uma preparação de amostra 

de resíduos para determinação analítica de fármacos veterinários em tecido animal. 

 Neste estudo comparou-se a eficiência de diferentes procedimentos de 
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extrações da enrofloxacina e seu metabólito (a ciprofloxacina), da sarafloxacina e da 

difloxacina em amostras de fígado e tecidos de aves domésticas.  

Os resultados mostraram que todas as fluoroquinolonas estudadas foram 

extraídas com alta eficácia (> 80 %) da matriz biológica e os melhores resultados 

ocorreram na amostra de fígado (DUREJA et al., 2001). 

 

2.2.5  Propriedades farmacodinâmicas  

 

A farmacodinâmica se refere à relação entre a concentração do fármaco e o 

sítio de ação (receptor) e a resposta farmacológica, incluindo efeitos fisiológicos e 

bioquímicos que influenciam a interação do fármaco com o receptor. As interações 

de uma molécula do fármaco com o receptor iniciam uma seqüência de eventos 

moleculares resultando numa resposta farmacológica ou tóxica.  

Os modelos farmacocinéticos e os farmacodinâmicos são construídos para 

mostrar os níveis de concentração do plasma no sítio de ação e estabelecer a 

intensidade e tempo do curso do fármaco (SHARGEL & YU, 1999). 

A concentração mínima inibitória (CMI) é a menor concentração de um 

antibiótico necessária para inibir o crescimento de uma bactéria em particular. A 

tabela 3 contém uma lista parcial do CMI para bactérias importantes na dermatologia 

veterinária (ASUQUO & PIDDOCK, 1993; STEGEMANN et al., 1996; SPRENG et al., 

1995; MEINEN et al., 1995). 
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Tabela 3. Dados microbiológicos comparativos para patógenos comuns CMI das bactérias (µg/ml).  

 

                   Pasteurella                Escherichia             Staphylococcus                  Pseudomonas 

                     Multocida                 coli                           intermedius                        aeruginosa 

_________________________________________________________________________________ 

 

Ciprofloxacina       0,015                     0,03                                 0,25                                   0,5 

 

Difloxacina           <0,05                 0,11 - 0,23                            0,91                                   0,92 

 

Enrofloxacina        0,03                  0,03 - 0,06                            0,125                                   2 

 

Marbofloxacina     0,04                        0,25                                 0,23                                  0,94 

 

Orbifloxacina        0,05                        0,39                                0,39                               6,25 - 12,5 

_________________________________________________________________________________ 

* Os valores de CMI listados representam uma média da literatura disponível publicada ou de 

informação técnica do fabricante. (www.bayervet.com.br). 

 

Mesmo que existam diferenças na eficácia das fluoroquinolonas atualmente 

disponíveis, vale a pena observar algumas diferenças. A Pasteurella spp, assim 

como as cepas encontradas em feridas de pele, são as mais suscetíveis. Os bacilos 

entéricos gram-negativos como a Entamoeba coli têm uma CMI baixa. Os cocos 

gram-positivos têm uma CMI um pouco mais alta. (CAPUTO et al., 1997; WATTS, 

1999). 

Finalmente, a Pseudomonas aeruginosa, se for sensível, tem a CMI mais alta 

de todas as bactérias suscetíveis. Embora não listados na tabela 3, os 

estreptococos, enterococos e as bactérias anaeróbicas têm tipicamente uma CMI 
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alta o suficiente que faz com que eles geralmente figurem na categoria resistente. 

Informações sobre o uso da mais nova geração de fluoroquinolonas na medicina 

veterinária são limitadas a estudos experimentais (CAPUTO et al., 1997; WATTS, 

1999). 

Fármacos como a grepafloxacina, trovafloxacina e premafloxacina têm sua 

atividade aumentada contra cocos gram-positivos e bactérias anaeróbicas e podem 

ter vantagens para uso em determinadas infecções. Entretanto, estes fármacos não 

são tão efetivos como a ciprofloxacina contra bactérias gram-negativas, 

especialmente a Pseudomonas aeruginosa (WATTS et al., 1997). 

Neste momento, o Comitê Nacional sobre padrões de Laboratórios Clínicos 

(CNPLC) nos EUA não tem valores de corte aprovados para as fluoroquinolonas 

veterinárias. Nas novas linhas gerais a serem publicadas em breve, entretanto, a 

categoria de "dosagem flexível" irá substituir a categoria de "sensibilidade 

intermediária". As novas linhas gerais para a enrofloxacina, a única fluoroquinolona 

veterinária sabidamente listada, será relatada como sendo sensível: < = 0,5 g/ml; 

dosagem flexível = 1-2 g/ml e resistente = > 4 g/ml. Os valores de corte aprovados 

pelo CNPLC para outras fluoroquinolonas veterinárias não estão disponíveis no 

momento. Com base no entendimento e na interpretação dos autores sobre os 

dados farmacocinéticos disponíveis, as fluoroquinolonas veterinárias atualmente 

disponíveis devem ter atividade similar contra patógenos da pele (PARADIS et al., 

1990, COMMITTEE, 1998).   

Todas as fluoroquinolonas atualmente disponíveis são licenciadas para 

infecções dermatológicas, mas isso pode não implicar piodermite em todos os casos. 

Foram publicados relatos documentando a eficácia da enrofloxacina no tratamento 

da piodermite em cães. De acordo com o conhecimento dos autores, não foram 
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realizados estudos comparativos que possam mostrar diferenças na eficácia clínica 

entre as drogas atualmente aprovadas (IHRKE, 1996, 1998; PARADIS et al., 1990). 

 

2.2.6  Efeitos toxicológicos 

  

Os estudos toxicológicos são realizados para determinar a dose letal (DL90 ou 

DL50) quantidade requerida de uma substância que mata 50% ou 90% da população-

teste (WILEY, 2005). 

Os efeitos colaterais como vômito e diarréia ocorrem quando a dose excede 

em dez vezes a dosagem recomendada. Em doses normais, isto não deve ser 

observado. Os cães vomitam após dosagens acima de 1000 mg/kg, que é 200 vezes 

a dosagem recomendada, sendo que uma DL50 não poderia ser estipulada 

(ALTREUTHER, 1987; GIGUERE et al., 1997). 

Os cães com infecções da orelha por pseudomonas requerem doses 

elevadas de enrofloxacina e a náusea pode certamente transformar-se num 

problema. Em cães jovens (menos de 8 meses da idade) pode ocorrer dano nas 

articulações e cartilagem. Este fenômeno é visto somente em animais jovens em 

fase de crescimento não parece ser um problema nos gatos. O uso da enrofloxacina 

pode produzir cristais na urina (COLOMBINI & HOSGOOD, 2000; SCOTT et al., 

2001).  

Valores de toxicidade agudos foram determinados em diferentes espécies. 

Sendo que estes efeitos aparecem nas doses que excedem as doses terapêuticas 

(LIZONDO et al., 1997).  

A toxicidade aguda da enrofloxacina em: camundongo, rato, coelho e cão 

estão sumarizados na tabela 4. 
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Tabela 4. Estudos de toxicidade aguda da enrofloxacina. 

Espécies Sexo Via de 

administração 

 

DL50   

mg /kg 

 

 

Camundongos 

 

 

Macho 

Fêmea 

 

Via oral 

 

> 5000 

4336 

 

Ratos 

 

Macho 

Fêmea 

 

Via oral 

 

> 5000 

 

Coelhos 

 

Macho 

Fêmea 

 

Via oral 

 

500-800 

 

Cães 

 

Macho 

Fêmea 

 

Via oral 

 

Não 

Determinada* 

  

* não determinada devido a vômito do fármaco (SCHMIDT, 1985). 

 

 

 

 

 Os animais estudados por Schmidt (1985) foram observados diariamente 

por 14 dias de pós-exposição nestes estudos de toxicidade. Os sinais clínicos 

associados à toxicose da enrofloxacina foram de letargia, tremores, convulsões, 

dispnéia e ataxia entre outros distúrbios. Os animais clinicamente afetados que não 

morreram recuperaram-se dentro de 15 minutos a 7 dias de pós-exposição. As 

lesões pós-morte revelaram congestão pulmonar e hemorragia (SCHMIDT, 1985). 
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          Estudos toxicológicos em animais de laboratório mostraram também que, 

doses orais de enrofloxacina de até 100 mg/Kg, 20 vezes a dosagem recomendada, 

não mostraram nenhum efeito adverso significativo na composição e coagulação do 

sangue e na diurese. No teste local, de sensibilidade da pele, em coelhos e porcos 

da güinea, a enrofloxacina (Baytril) não provocou irritação após aplicação 

(NATIONAL COMMITTEE, 1994). 

    Estudos toxicológicos em longo prazo (52 semanas) e também estudo de 

carcinogenicidade (104) semanas da enrofloxacina foram realizados em ratos 

Wistar (6 grupos de 10 ratos). (MULLIGAN, 1997). 

No estudo toxicológico crônico 10 ratos destes grupos receberam dieta 

alimentar que continham 0, 41, 103, 338 ou 856 mg/Kg doses diárias de 

enrofloxacina para ratos machos e 0, 58, 146, 466 ou 1000 mg/Kg doses diárias 

para fêmeas. Nestes estudos não foram observados efeitos adversos até 5,3 

mg/Kg. Nenhum efeito teratogênico foi observado em ratos até 50 mg/Kg e em 

coelhos até 25 mg/Kg (MULLIGAN, 1997)  

No estudo de carcinogenicidade, 6 grupos de 50 ratos receberam na dieta 

alimentar doses diárias de 0, 41, 103, ou 338 mg/Kg de enrofloxacina para ratos 

machos e 0, 58, 146,  ou 466 mg/Kg na dieta alimentar diária para as fêmeas.   

As taxas de mortalidade, as observações diárias, e os achados 

oftalmológicos em animais tratados eram comparáveis aos controles. Neste estudo 

o FAO/WHO conclui que a enrofloxacina não foi carcinogênica para esta espécie 

nas seguintes dosagens 41, 103, 338 e 856 mg/Kg (MULLIGAN, 1997). 

As avaliações bioquímicas do soro após 6, 12, 18 e 24 meses, mostraram 

diminuição significativa das proteínas totais no macho e na fêmea neste período 

(BOMHARD & SCHLADT, 1991B; HALL, 1992; LESER, 1993).  
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Outros estudos de toxicidade foram realizados com 15 grupos de 6 ratos. 

Nestes animais foi administrado na dieta alimentar 36, 150, ou 577 mg/Kg de doses 

diárias de enrofloxacina para ratos machos e para as fêmeas 45, 182, ou 690 mg/Kg 

por 90 dias.  

  Nenhum efeito na aparência ou no comportamento foi notado nas dosagens 

brandas. Durante este estudo houve perda de peso de 20% para os machos e 23% 

para as fêmeas nas doses mais elevadas. Observaram-se também mudanças 

degenerativas na cartilagem auricular nas doses iguais a 150 e 577 mg/Kg diárias 

para os machos (KOWALSKI et al.,1985).  

Os estudos revelaram uma ausência de informações sobre os efeitos da 

enrofloxacina nos microorganismos obtidos do intestino humano. Sendo assim, o 

National Committee, em 1994, estabeleceu um ADI provisório de 0,6 µg/Kg. Estes 

resultados foram baseados nos testes microbiológicos de atividades antimicrobiais in 

vitro, da enrofloxacina e ciprofloxacina (MULLIGAN, 1997).  

Uma nova ADI (dose diária aceitável) de 0-2 µg/Kg, baseado nos efeitos 

microbiológicos in vitro da enrofloxacina e da ciprofloxacina, foi estabelecido pelo 

National Committee (CHAMBERLAIN, 1997).  

Um outro relatório com modificação na ADI para bovinos, porcos e aves 

domésticas foi emitido pelo Committee for Veterinary Medicinal Products.  E uma 

nova ADI de 6,2 µg/Kg por peso de corpo, ou seja, 372 µg/ pessoa foi estabelecida 

para a enrofloxacina (CHAMBERLAIN, 1997).  

Neste relatório o Committee for Veterinary Medicinal Products (1998), 

recomenda que no Anexo I do regulamento do conselho (EEC) 2377/90 sejam feitas 

as seguintes emendas de acordo com a Tabela 5. 

 



 30

 

Tabela 5. Teor de Enrofloxacina e Ciprofloxacina em algumas espécies animais.  

 

 

Substância  

farmacologicamente 

ativa 

 

Resíduo 

 Marcado 

 

Espécie  

Animal 

 

* * MRLs 

µg/kg 

 

 

Tecido 

Alvo 

 

Enrofloxacina 

Teor de 

Enrofloxacina 

e 

Ciprofloxacina 

Bovino 100 

100  

300  

200  

Músculo 

Gordura 

Fígado 

Rim 

  Porcos e 

*Aves 

domésticas 

100  

100  

200  

200  

Músculo 

Gordura + pele 

Fígado 

Rim 

 

OBS:  * (Não foi usado em animais produtores de ovos para consumo humano). 

          * * (limite máximo de resíduo µg/kg).  

           

 2.3 Polímero quitosana  

 

Muito tem sido estudado e publicado sobre quitosana e seus usos na última 

década. Por se tratar de um polímero natural, biodegradável, extremamente 

abundante e atóxico, a quitosana tem sido proposta como um material 

potencialmente atraente para usos diversos, principalmente em engenharia, 

biotecnologia e medicina (POLYMAR, 2004; PADETEC, 2004).  

As aplicações mais comuns é o seu emprego como complexante de íons 

metálicos, (KAMIÑSKI & MODRZEJEWSKA, 1997) na formação de coberturas com 
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ação antifúngica e bactericida (NO et al., 2002), e como elemento básico para a 

formação de matrizes de liberação controlada de fármacos, (ATCHE et al, 2000). 

Ainda embora controverso, seu uso como agente ativo no emagrecimento humano 

por sua interação com gorduras e estruturas afins, entre outras possíveis aplicações 

sugeridas para este material (PITTLER et al., 1999; KANAUCHI et al., 1995). 

Há cerca de três décadas a quitosana está sendo usada em processos de 

purificação de água, principalmente devido à propriedade quelante (remoção de íons 

metálicos), bem como no tratamento de água para remoção de óleo. Dessa forma, 

modificações químicas na superfície do biopolímero quitosana com a imobilização de 

agentes complexantes melhoram a seletividade para íons específicos de metal e 

podem caracterizar novos materiais adsorventes (JUSTI, et al., 2005; SPINELLI et 

al., 2004).  

A quitosana é um polissacarídeo amino derivado do processo de 

desacetilação da quitina, que constitui a maior fração dos exoesqueletos de insetos 

e crustáceos, sendo assim assumido como o segundo composto orgânico mais 

abundante da natureza (RATHKE & HUDSON, 1994), ficando atrás apenas da 

celulose. Enquanto a quitina é inerte e insolúvel, a quitosana é reativa e solúvel em 

ácidos orgânicos fracos ou diluídos como ácido acético 3% , ácido fórmico, e ácidos  

 

O O O

OH

OHOH

OH OH

OH

OOO
NHCOCH3NH2NH2

 

Figura 11. Estrutura molecular da quitosana 
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minerais, produzindo uma solução viscosa (FURLAN et al., 2000). A quitosana é 

insolúvel em água, podendo ser caracterizada como um polieletrólito catiônico, 

sendo geralmente purificada na forma neutra. Sua estrutura é formada pela 

repetição de unidades β(1→4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose ou (D-glucosamina) 

apresentando uma cadeia polimérica similar à da celulose (exceto pela substituição 

dos grupos hidroxila na posição 2 por grupos acetamida). A fórmula molecular 

genérica pode ser expressa como (C6 H11 O4 N)n . 

Em pH próximo de 3, os grupos amino de sua cadeia estão todos protonados 

e o polímero está carregado positivamente o que facilita sua dissolução. 

O pKa situa-se entre 5,9 e 6,7 e depende da dimensão da cadeia polimérica 

(MATHUR & NARANG, 1990). Os grupos amino na cadeia polimérica da quitosana 

atuam como polieletrólitos catiônicos em pH< 6,5 e apresentam alta densidade de 

carga, que se adsorve facilmente em superfícies carregadas negativamente. 

Podem servir como sítios quelantes para íons de metais de transição, e é o ponto 

de partida para muitas modificações químicas. O nitrogênio dos grupos amino e o 

oxigênio dos grupamentos hidroxilas podem ser acilados para obter derivados 

formila, acetila e benzoíla (KIMURA et al., 1999; FÁVERE, 1994).   

Os ésteres de quitosana, tais como o succinato de quitosana e o ftalato de 

quitosana foram usados com sucesso como matrizes para a liberação oral do 

diclofenaco de sódio em local específico. Por conversão do grupo amino do 

polímero na forma de succinato, o perfil da solubilidade da quitosana muda 

significativamente. (AIEDEH & TAHA, 1999).   

A esterificação da quitosana com ácido monocloroacético forma a 

carboximetilquitosana que pode formar bases de Schiff com aldeídos e cetonas 

com glutaraldeído e epicloridrina, através de ligações cruzadas, formando um 
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material reticulado insolúvel em ácidos diluídos (LONGHINOTTI et al., 1996). Este 

polímero tem atraído atenção como matriz polimérica para liberação controlada de 

fármacos.  

No Departamento de Química da UFSC, as modificações químicas e as 

aplicações da quitosana (Figura 11) na forma de microesferas para liberação 

controlada de fármacos vêm sendo estudadas há vários anos (FURLAN et al., 2000; 

FÁVERE, 1994; VALGAS et al., 2005; GONÇALVES et al., 2005; ATCHE, 2002; 

NASCIMENTO, 2005).  

Fatores como fácil degradação, produtos gerados não tóxicos, tem chamado 

atenção para a quitosana como excipiente para liberação controlada de fármacos 

na forma de microesferas. Mas o seu uso tem sido limitado pela sua insolubilidade 

em água e em alguns solventes orgânicos como dimetilformamida (DMF) e acetona 

entre outros (THNOO et al., 1991). 

A quitosana também está sendo usada para acelerar o processo de 

cicatrização de feridas em humanos (KOJIMA et al., 1998). A quitosana simula a 

migração de células polimorfonucleares assim como células mononucleares e 

acelera a re-epitealização e a regeneração normal (USAMI et al., 1994). Também 

foi documentado que a quitosana confere considerável atividade antibacteriana 

contra um largo espectro de bactérias (SU et al., 1997). 

A quitosana é biocompatível com tecidos vivos por não causar reações 

alérgicas e rejeições. Degradada sob a ação dos fermentos, facilmente removível 

do organismo sem causar reações colaterais. Possui a propriedade antimicrobial e 

habilidade de coagulação sangüínea (NICO, 1991). 

Sistemas de micropartículas baseadas na quitosana foram propostos para o 

tratamento local de infecções gástricas, pois podem atingir uma área extensa da 
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mucosa e liberar o fármaco instantaneamente (PEPPAS et al., 2000; ALVAREZ-

LORENZO, 2003, 2004; KO et al., 2003). 

A quitosana com grupo amino, pode permitir o estabelecimento de diferentes 

tipos de interação com fármacos iônicos e não iônicos (KUMBAR et al., 2002) e 

também fornecer sistemas pH-sensíveis, que intumescem em pH gástrico 

permitindo uma liberação local-específica (HEJAZI & AMIJI, 2003).  

 

2.4 Ácido malônico 

 

O ácido malônico, C3 H4 O4, é um ácido dicarboxílico orgânico com um grupo 

metileno que separa as duas moléculas de carbonil. É um pó cristalino, branco 

derivado do ácido málico. Pode também ser obtido oxidando o alileno e o propileno 

com solução a frio de permanganato de potássio, pela hidrólise do ácido barbitúrico 

com alcalóides. O ácido malônico funde à 133ºC, em temperaturas mais altas 

decompõe-se rapidamente no ácido acético e no dióxido de carbono. Apresenta 

104,6g de peso molar, é instável e tem poucas aplicações na forma livre. O éster 

dietil do ácido malônico é usado nas sínteses das vitaminas B1 e B2, dos barbitúricos 

e de numerosos outros produtos farmacêuticos, agroquímico, na indústria de 

aromatizantes e dos compostos das fragrâncias (ALLINGER et al., 1999). 

 

HO OH

O O
 

 

Figura 12. Estrutura molecular do ácido malônico 
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2.5 Microcápsulas e microencapsulação 

 

O conceito de microcápsulas surgiu da idealização do modelo celular onde a 

membrana que envolve e protege o citoplasma e os demais componentes exerce ao 

mesmo tempo outras funções, como controlar a entrada e saída de material na 

célula (RÉ, 2000).  

De modo semelhante, a microcápsula consiste, em geral, em uma camada de 

polímero que atua como um filme protetor, isolando a substância ativa (gotículas 

líquidas ou partículas sólidas) e evitando os efeitos de sua exposição inadequada. 

Essa membrana desfaz-se sob estímulo específico, liberando a substância no local 

ou momento ideal. O material ativo também pode estar incluso em uma matriz sólida 

de polímero, formando nesse caso uma microesfera (RÉ, 2000). 

Na literatura, as microcápsulas são definidas como partículas de diâmetro que 

vão desde 1 até 1000 µm, contendo material de núcleo envolvido por membrana 

especial, liberando-o no tempo desejado (OLIVEIRA, 2003) 

Os primeiros registros de tentativas de aplicação da idéia de 

microencapsulação datam dos anos 30, mas somente em 1954, surge o primeiro 

produto com material microencapsulado. A empresa norte-americana National 

Cash Register foi à pioneira, ao comercializar um papel de cópia sem carbono, que 

revolucionaria a indústria de formulários. Esse papel recebia uma fina camada de 

microcápsulas (menores que 20μm) contendo uma tinta incolor. Tal camada era 

recoberta com um reagente também incolor. A pressão da ponta do lápis na 

superfície do papel rompia as microcápsulas, liberando a tinta incolor que, ao entrar 

em contato com o reagente, tornava-se colorida, produzindo em outra folha uma 

cópia idêntica ao que estava sendo escrito no primeiro papel (LANGER & PEPPAS, 

1983).  
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As microcápsulas encontram inúmeras aplicações industriais. São de extrema 

importância na área farmacêutica, permitindo o desenvolvimento de fórmulas de 

liberação lenta, ou seja, aquelas com capacidade de liberar agentes ativos somente 

nos órgãos nos quais devem agir ou onde serão absorvidas como os 

anticoncepcionais injetáveis, usados uma vez ao mês. As substâncias 

antiinflamatórias podem ter seu tempo de atuação no plasma sanguíneo aumentado 

pela microencapsulação prolongando seu efeito no organismo.  

Inúmeros métodos permitem microencapsular um material ativo, dependendo 

do tipo do material, da aplicação e do mecanismo de liberação desejado para sua 

ação. A diferença básica entre esses métodos está no tipo de aprisionamento do 

material ativo pelo agente encapsulante, sendo que a combinação entre o material e 

o agente pode ser de natureza física, química ou físico-química (Figura 13). As 

técnicas de microencapsulação permitem produzir microesferas (Figura 13A), nas 

quais o material ativo está ‘preso’ em uma matriz polimérica, ou microcápsulas 

(Figura 13B), nos quais o material ativo está apenas envolto pelo agente 

encapsulante (PAVANETTO et al., 1993; RÉ, 2000). -- 

 

 

 

Figura 13. (A) microesfera onde o material ativo (cor cinza) está preso na matriz polimérica; 

(B) microesfera onde o material ativo está envolto pelo agente encapsulante (cor amarela). 
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Entre os métodos físicos, temos “spray drying”, (secagem de gotículas), 

“spray cooling” (solidificação de gotículas por resfriamento) e extrusão 

(modelamento de microesferas por meios mecânicos). (PAVANETTO et al., 1993; 

RÉ, 1998). 

Nos métodos químicos, destaca-se a inclusão molecular (encapsulação de 

certas moléculas por outras) e polimerização interfacial (reação de polimerização 

no limite entre duas soluções, uma delas contendo o material ativo em suspensão). 

(PAVANETTO et al., 1993) 

Já os métodos físico-químicos mais estudados são a coacervação ou 

separação de fases (separação do polímero encapsulante de um meio líquido e sua 

precipitação na superfície do material ativo disperso no mesmo meio) e 

envolvimento lipossômico (encapsulação por membranas lipídicas) (Li et al., 1991). 

A substância encapsulada pode ser liberada por estímulos mecânicos 

(rompimento das microcápsulas através de pressão) e outros (variação da 

temperatura; do pH do meio), onde estejam as microcápsulas ou microesferas.  

A microencapsulação oferece vantagens sobre outras formas de formulações 

farmacêuticas, evitando a reatividade elevada e a oxidação de vários minerais que 

alteram a cor e/gosto quando são incorporados aos alimentos. Nesses casos, a 

microencapsulação pode mascarar o sabor dos minerais nos produtos enriquecidos, 

reduzirem a reatividade com outros componentes e controlar sua liberação nas 

áreas do trato gastrintestinal que permitam melhor absorção (SHAHIDI & HAN, 

1993). 

Para que a mucosa do estômago seja protegida do contato com o princípio 

ativo e este seja liberado apenas no local exato de sua absorção (no intestino), 
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pode-se usar um agente encapsulante que só se dissolva em meio alcalino (como o 

intestinal). 

          Uma outra aplicação conhecida na área farmacêutica é a redução da irritação 

gastrintestinal conseguida pela microencapsulação de princípios ativos, como o 

ácido acetilsalicílico (aspirina) para a qual uma liberação constante é conseguida 

através do revestimento do fármaco com etilcelulose (VARMA et al., 2004).  

Os produtos microencapsulados hoje à venda no Brasil (fármacos 

antiinflamatórios, vitaminas e suplementos minerais e cosméticos) são importados, 

pois poucas empresas de países desenvolvidos dominam essa tecnologia. Em todo 

o mundo, a falta de conhecimentos básicos sobre mecanismos de formação de 

partículas e sobre as possibilidades de aplicação dos vários processos de 

microencapsulação conhecidos ainda limita o uso destes, apesar do crescente 

interesse da indústria (RÉ, 2000). 

 

 

2.6 Sistemas de liberação controlada de fármacos  

 

Em 1950, iniciaram-se estudos de sistemas de liberação controlada de 

substâncias biologicamente ativas, pois não se conheciam materiais que pudessem 

liberar moléculas de alta massa molecular, como peptídeos e proteínas sem induzir 

inflamações (FOLKMANN, 1990). 

Define-se liberação controlada, como um sistema no qual a substância ativa é 

liberada independentemente de fatores externos e com uma cinética bem 

estabelecida (BAKER, 1987). 
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A ciência farmacêutica atual direciona seus estudos na busca de um veículo 

capaz de transportar o fármaco até seu lugar de ação a fim de evitar os possíveis 

efeitos adversos. De acordo com este critério, tem-se desenvolvido novos sistemas 

de administração de fármacos, como lipossomas, nanopartículas e micropartículas, 

entre outras, sendo portadores coloidais particulares que se usam como sistemas 

de liberação de fármacos (EDMAN, 1985; VALERO et al., 1985). 

Encontramos outro sistema de liberação controlada de fármacos, além da 

microesferas, que é constituído pelas bombas, as quais são semelhantes a 

seringas em miniaturas que, ao entrar em contato com o organismo, liberam as 

substâncias nelas inseridas. Podem-se classificar as bombas em dois tipos: a de 

uso externo e a implantável. (LANGER, 1990) 

A bomba de uso externo, cujo esgotamento se faz através de pressão 

orientada, é uma seringa em miniatura, que libera o fármaco nela contido pelo 

cano, a velocidade constante, a qual é ajustada pela alteração da concentração do 

respectivo fármaco. 

A bomba implantável de pressão orientada é desenvolvida utilizando-se um 

propulsor de fluorocarbono, como força motriz. Neste caso, a bomba controla um 

fole dobrável, o qual divide o seu interior em duas câmaras, uma contendo o 

propulsor e a outra a solução do fármaco. Na temperatura corporal, o vapor de 

pressão exercida pelo propulsor força a solução do fármaco através do filtro, 

regulando o fluxo a uma velocidade constante (LANGER, 1990). 

As bombas são usadas no tratamento de câncer, em que um catéter é 

estendido a partir da bomba, sendo inserido no vaso sangüíneo, a fim de alimentar 

o órgão doente, como, por exemplo, o fígado ou o cérebro debilitado, aumentando, 
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dessa maneira a sua velocidade de liberação e realizando uma economia de força 

para o resto do corpo (LANGER, 1990). 

Nos dois casos (bomba de uso externo e implantável), a força motriz é uma 

diferença de pressão que resulta no volume de escoamento fármaco, através de 

um orifício (LANGER, 1990). 

 Segundo LANGER (1990), as bombas implantáveis são as mais usadas e 

mais baratas que o sistema polimérico. Embora necessitem de uma cirurgia para a 

sua implantação, tem como vantagem um controle preciso do fármaco e sua 

liberação diretamente na corrente sangüínea. As bombas vêm sendo empregadas 

também para a liberação de insulina, heparina, morfina e outros fármacos (LANGER, 

1990).  

Para GRAHAM (1998) os sistemas de liberação controlada oferecem 

vantagens sobre os sistemas farmacêuticos convencionais que liberam o fármaco 

num curto período de tempo  

• Liberação do fármaco no sítio de ação, diminuindo os efeitos colaterais 

sistêmicos. 

• Proteção do fármaco que poderia ser destruído pelo organismo, como as 

proteínas que são biologicamente ativas.  

• Mantém constante, o nível plasmático do fármaco no organismo, evitando as 

variações nas concentrações máximas e mínimas. 

• Redução do número de doses, evitando efeitos tóxicos e aumentando o 

conforto do paciente. 

• Pequena variação na concentração do fármaco com o tempo, aumentando a 

ação terapêutica.  
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  Sistemas de liberação controlada diferem da liberação sustentada ou 

liberação lenta que são as formas farmacêuticas convencionais que incluem 

complexos de sais ou resinas de troca iônica, suspensões, emulsões, revestimentos 

de diluição lenta e os comprimidos (LANGER, 1990). 

Os sistemas de liberação sustentada liberam o fármaco num tempo inferior a 

24 horas sendo que as condições ambientais influenciam a velocidade de liberação 

(LANGER, 1990). 

Os sistemas de liberação controlada liberam fármacos e/ou outras 

substâncias, numa velocidade e num período de tempo programado, em geral, as 

velocidades de liberação são determinadas pelo tipo do sistema de liberação e 

quase independem das condições do meio e do pH. Nestes sistemas a liberação do 

fármaco pode demorar dias e até anos (LANGER, 1990).  

Existem outros sistemas de liberação de fármacos como as vesículas que são 

microesferas ou transportadores coloidais, compostas de substâncias como 

proteínas, lipídios, carboidratos ou polímeros sintéticos (KOST & LANGER, 1991). 

Partilham de algumas vantagens dos fármacos macromoleculares conjugados como 

a farmacocinética e a biodistribuição modificada tornando assim, possível uma 

administração potencialmente mais alta do fármaco (LANGER, 1990).  

Outros como os lipossomas, que são vesículas largamente estudadas, são 

constituídos por uma variedade de estruturas lipídicas, sendo atóxicos, degradáveis, 

embora apresentem uma baixa estabilidade na estocagem e uso. Os lipossomas 

estão sendo usados para liberar agentes tóxicos como o arsênio, para tratar 

doenças por parasitos específicos no fígado (como a esquistossomose) em animais 

de laboratório (LANGER, 1990).  
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Os sistemas de liberação de fármacos transdérmicos são designados como 

suporte para a passagem de fármacos da superfície da pele, através de várias 

camadas até atingir o sistema circulatório. Tem como vantagem evitar a passagem 

do fármaco pelo fígado. Outras vantagens da medicação transdérmica estão no 

tempo de liberação. Por exemplo, para o antipertensivo clonidina, cujo tempo de 

liberação é de 7 dias; 72 horas para o analgésico fentanil e de 24 horas  para a 

liberação da nitroglicerina usada para doenças do coração (CHIEN, 1983).    

Os materiais poliméricos geralmente liberam os fármacos através dos 

seguintes mecanismos: difusão, reação química e ativação do solvente.  

O sistema polimérico de liberação mais usado é o de difusão, no qual o 

fármaco migra da posição inicial no polímero para a superfície e depois para o lugar 

onde irá agir, podendo ser em escala macroscópica (através dos poros da matriz 

polimérica) ou em escala molecular (passando entre as cadeias poliméricas) 

(BAKER, 1987).  

A microencapsulação de fármacos é uma alternativa da qual se tem lançado 

mão para minimizar e até eliminar efeitos colaterais indesejáveis (KIM & CHOI, 

2004).  Desta forma microesferas ou grânulos foram preparados em um sistema 

sólido-lipídio para retardar a taxa de liberação da enrofloxacina e para mascarar seu 

gosto amargo usando o alginato de sódio ou carragena 2% como um material de 

proteção e manteiga de cacau como núcleo do sistema sólido-lípídio. Estes grânulos 

têm o potencial de mascarar o gosto amargo da enrofloxacina e estender sua taxa 

de liberação (KIM & CHOI, 2004).  

Os hidrogéis de polímeros que combinam propriedades mecânicas 

adequadas com uma potencialidade elevada do carregamento do fármaco 
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mostraram um potencial enorme como base para sistemas de liberação controlada 

de fármaco (PEPPAS et al., 2000; ALVAREZ & CONCHEIRO, 2004). 

No exemplo da quitosana, os grupos amino do polímero podem permitir o 

estabelecimento de tipos diferentes de interação com fármacos iônicos e não-

iônicos (KUMBAR, 2002) e também fornecer os sistemas pH-sensíveis, que 

intumescem em sistema gástrico permitindo uma liberação local-específica (HEJAZI 

& AMIJI, 2003). Os sistemas microparticulados baseados na quitosana foram 

propostos para o tratamento local de infecções gástricas desde que podem cobrir 

uma grande área da mucosa e liberar o fármaco imediatamente (BERGER et al., 

2004; BARREIRO et al., 2005). 

Diversos procedimentos para preparar hidrogéis (BERGER et al., 2004, 

2004a) e micropartículas (PENICHE et al., 2003; SINHA et al., 2004) de quitosana 

têm sido recentemente revisados. A maioria dos métodos envolve o uso de 

solventes orgânicos e a formação de emulsão ou de coacervação e a reticulação do 

polímero que ocorre em uma segunda etapa. (KOSEVA et al., 1999; KUMBAR et al., 

2002). 

Dados recentes da literatura mostram um procedimento em uma só etapa 

para se obter microesferas de quitosana com simultânea formação de ligações 

covalentes cruzadas com glutaraldeído e precipitação em um meio aquoso por uma 

simples mudança no pH. Neste procedimento usando uma proporção adequada de 

glutaraldeído é possível obter microesferas, que exibem um intumescimento pH-

sensível e que podem liberar o fármaco rapidamente em pH ácido como o do 

estômago. Os resultados obtidos também destacaram a importância do pH do meio 

para modular a quantidade de fármaco, (metronidazol) carregado e a influência da 

temperatura em que os grânulos são preparados (KOSEVA et al., 1999) 
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Comparado aos métodos geralmente usados, este procedimento de uma 

única etapa que evita o uso de solventes orgânicos e de emulsão, é mais simples e 

mais rápido porque as ligações cruzadas ocorrem enquanto as microesferas estão 

sendo formadas, não sendo necessária uma segunda etapa (KOSEVA et al. 1999; 

KUMBAR et al., 2002). 

 Outro estudo envolvendo o polímero quitosana envolveu a 

microencapsulação da oxitetraciclina em um sistema de alginato/quitosana. Elas 

foram produzidas pela gelificação iônica com íons cálcio, para a liberação 

controlada em meio ácido, simulando o meio gástrico, e em pH 7,4 simulando o 

ambiente intestinal. Os resultados mostraram que esse tipo de microesfera 

intumesce em pH 7,4, no qual o efeito de sorção e desorção das moléculas de 

água promovem a liberação controlada do antibiótico tetraciclina (FLORES et al 

2003). 

 

 

2.7 Mecanismos de liberação de fármacos  

 

Muitos são os esforços para elucidar o mecanismo de liberação de núcleos 

ativos a partir de matrizes hidrofílicas (FERRERO et al., 2000; ROY & ROHERA, 

2002). Neste contexto, as cinéticas de liberação têm-se tornado alvo para entender o 

processo de liberação. 

Tem sido mostrado, que a liberação de solutos a partir de matrizes 

hidrofílicas, é uma interação complexa entre intumescimento, difusão, erosão e 

relaxação (HARLAND et al., 1988). A penetração gradual de água produz 

intumescimento para formar um gel hidratado através da qual o soluto deve passar 



 45

pela dissolução e difusão para o meio aquoso (MUNDAY & COX, 2000). Portanto, na 

prática, matrizes poliméricas, geralmente, liberam o soluto via combinação de vários 

mecanismos (PEPPAS & SAHLIN, 1989). 

O interesse pelo tipo da matriz de liberação é justificado completamente pelas 

suas vantagens biofarmacêuticas e farmacocinéticas, sobre as formulações de 

dosagens convencionais (LONGER et al., 1985). São sistemas de liberação que 

retardam o controle da liberação de um fármaco que seja dissolvido ou disperso em 

um suporte resistente à desintegração. Entretanto, o comportamento da liberação é 

de natureza inerentemente não linear, com a taxa de liberação continuamente 

diminuída devido à resistência difusional e/ou à diminuição na área efetiva da 

difusão. 

De tempos em tempos, diversos autores propuseram vários tipos de 

mecanismos de liberação de fármacos das matrizes. A liberação de fármacos das 

matrizes, geralmente implicava na penetração da água na matriz (hidratação), no 

inchamento, na difusão do fármaco dissolvido no polímero, e/ou na erosão da 

camada gelatinosa. Diversos modelos matemáticos foram criados para mostrar a 

cinética de liberação ou como os fármacos se liberavam das matrizes (XU & 

SUNADA, 1995; HIGUCHI, 1963; RITGER & PEPPAS, 1987). 

Entretanto, vale a pena mencionar que o mecanismo de liberação de um 

fármaco dependeria da seleção da dosagem, do pH, da natureza do fármaco e, 

naturalmente, do polímero usado (KHAN, 2001). 

Idealmente, o mecanismo de liberação do fármaco deve controlar a taxa de 

liberação que deverá ser constante (ordem zero). Entretanto, mudanças na 

concentração dos gradientes podem conduzir a um efeito aumentado aditivo, 

mudando a porosidade, etc., que dentro dos dispositivos de liberação significa 



 46

tipicamente que a liberação do fármaco varia em função do tempo (GOHEL et 

al.,2000).  

Estes sistemas poliméricos de liberação são importantes porque eles 

envolvem uma melhor administração e uma liberação prolongada dos fármacos 

encapsulados. Para este fim, foram desenvolvidas expressões matemáticas que 

descrevem a cinética de liberação das substâncias ativas encapsulados no 

polímero. Existem três tipos de equação que descrevem as cinéticas de liberação 

de fármacos microencapsulados: a difusão Fickiana; transporte não-Fickiano ou 

transporte anômalo e transporte do tipo II (cinética de ordem zero) (PEPPAS et al., 

2001).   

A equação de Ritger e Peppas (equação 1) é chamada de “power law”, ou lei 

das potências. É uma fórmula que abrange outras expressões matemáticas usadas 

para encontrar os mecanismos de liberação e que simplificadamente descreve os 

mecanismos de liberação de fármacos a partir de sistemas poliméricos (PEPPAS et 

al., 2001; RITGER.; PEPPAS, 1987). 

 

 
nt Kt

M
M

=
∞

                              (eq. 1) 

 

 

Onde Mt representa a quantidade em mg do fármaco ou da substância 

liberada no tempo t, M∞ é a quantidade total em mg de fármaco ou substância 

encapsulada, Mt / M∞ é a fração de fármaco ou da substância no tempo t, K é a 

constante de difusão, dependendo do modelo cinético usado. O termo n é o 
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expoente da difusão que caracteriza o mecanismo de transporte da liberação do 

fármaco (PEPPAS, 1985; SIEPMANN & PEPPAS, 2001; RITGER & PEPPAS, 1987). 

Para a cinética de liberação de solutos a partir de sistemas intumescíveis com 

geometria esférica, um valor do expoente de liberação de n ≤ 0,43, indica que o 

mecanismo de liberação observado é de difusão do soluto através de camadas da 

matriz, também conhecido como mecanismo de liberação Fickiano ou “Caso I”. Um 

valor de n = 0,85, indica que a liberação do soluto é controlada apenas pelo 

intumescimento/relaxação da cadeia polimérica, isto é, independente do tempo, 

mecanismo este, também conhecido como “Caso II” de transporte. Quando 0,43 < n 

< 0,85, obtém-se um transporte não-Fickiano ou anômalo, onde ocorre a 

superposição dos dois fenômenos, sendo que a liberação é controlada pela difusão 

e intusmecimento, simultaneamente. Para valores de n > 0,85 tem-se um super caso 

II de transporte, no qual ocorre a contribuição simultânea de processos como 

difusão, intumescimento, relaxação e erosão da matriz polimérica (SIEPMANN & 

PEPPAS, 2001; RITGER & PEPPAS, 1987).  

Existem dois tipos de mecanismos de controle difusão: reservatórios e matriz. 

O primeiro tipo (reservatório) é efetuado por uma reação química acompanhada pela 

degradação do polímero ou clivagem do fármaco pelo polímero. O “Ocurset” foi um 

dos primeiros sistemas de liberação controlada usado clinicamente. Consiste num 

sistema reservatório projetado para melhorar a terapia para glaucoma, uma das 

principais causas mundiais de cegueira. O “Ocurset” é colocado sob a pálpebra 

inferior e libera pilocarpina, continuadamente por 7 dias (LANGER, 1990).  

O segundo tipo (matriz) é ativação de solventes, que compreende o 

intumescimento do polímero ou efeito osmótico. O mecanismo de difusão depende  
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da  hidrofilicidade e da hidrofobicidade do polímero, do tamanho dos poros, do grau 

de intumescimento e da hidrofilicidade do soluto (KOST & LANGER, 1991).  

Nos sistemas de reservatório a taxa de liberação é constante se houver 

concentração constante do fármaco no interior do reservatório. Este mecanismo é 

governado pela 1ª Lei de Fick  (equação. 2). 

 

 

x

i
i d

dc
DJ =                                      (eq. 2) 

 

Sendo J e ci respectivamente, o fluxo de massa e a concentração do soluto; 

i, D coeficiente de difusão do soluto e dci / dx o gradiente de concentração à 

distância (THACHARODI & RAO, 1996). 

Esforços estão sendo feitos para desenvolver novos conceitos de fármacos a 

fim de se conseguir cinética de ordem zero ou próxima da liberação de ordem zero. 

(QIU et al., 1998). Desta forma estão sendo pesquisadas combinações de matrizes 

que apresentam difusão, erosão e mecanismo de inchamento-controlados (KHAN, 

2001; KHAN & ZHU, 2001a).                    

                    

 

2.8 Sistema gastrintestinal das espécies animais 

 

O trato gastrintestinal (TGI) é composto pela boca, laringe, esôfago, intestino 

delgado (duodeno, jejuno e íleo) e intestino grosso (ceco, cólon e reto) e glândulas 

anexas (glândulas salivares, fígado e pâncreas). 
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 O esôfago é a ligação entre a cavidade oral e a faringe com o estômago, 

possuindo apenas glândulas mucosas que lubrificam e protegem o esôfago, 

evitando escoriações na porção superior e a ação do suco gástrico na porção inferior 

(DÂNGELO & FATTINI, 2000). 

O estômago (Figura 14) serve de ponto de recepção e armazenamento do 

alimento ingerido. As funções primárias do estômago são atuar como reservatório, 

iniciar o processo de digestão e esvaziar seu conteúdo no duodeno de maneira 

controlada. O aparelho digestivo apresenta um diferente grau de especialização de 

acordo com a espécie animal, pois, está adaptado ao tipo de alimento e precisa ser 

diferente para processar a digestão e a absorção. (GETTY et al., 1986). 

 

 

 

Figura 14. Porções gástricas do estômago dos monogástricos (cão). 

                                            (GETTY et al., 1986). 
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Por exemplo, os caninos (carnívoros) apresentam digestão enzimática, TGI 

curto e simples e ceco pequeno, os suínos (onívoros) digestão microbiana, ceco e 

cólon saculados, intestino delgado e intestino grosso compridos e os eqüinos 

(herbívoros) digestão por fermentação microbiana, ceco e cólon mais volumoso e 

saculado (GETTY et al., 1986). 

O tempo do trânsito intestinal pode influenciar a absorção do fármaco, 

particularmente para os fármacos que são absorvidos pelo transporte ativo (por 

exemplo, vitaminas do complexo B), que se dissolvem lentamente como a 

griseofulvina, ou que é demasiado polar (lipídio-solúvel) cruzar prontamente as 

membranas como muitos antibióticos. Para tais fármacos, o trânsito pode ser 

demasiado rápido para que a absorção seja completa (WILEY, 2005). 

Segundo FLORIO (2002), é na absorção via oral de medicamentos para as 

diferentes espécies de animais domésticos que ocorrem grandes discrepâncias. Isto 

tem causa na disposição anatômica do trato gastrintestinal e a na sua fisiologia 

digestiva. Portanto, pode haver diferenças importantes na absorção de 

medicamentos quando se comparam animais monogástricos e poligástricos.  

FLORIO (2002) compara o reservatório gástrico dos eqüinos que é 

relativamente pequeno e grande o comprimento do ceco-cólon, ao dos cães que ao 

contrário, têm uma extensão estomacal relativamente grande e pequeno tamanho do 

ceco-cólon, estando os suínos em posição intermediária (FLORIO, 2002). 

Também se refere ao pH estomacal dos eqüinos menos acídico (pH 5,5) do 

que dos cães e gatos (pH 3-4). Além disso, deve-se também considerar os 

contrastes entre os herbívoros (eqüinos) e os carnívoros (cães). 
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Desta forma, em relação às espécies animais, a disposição anatômica do 

trato gastrintestinal e a sua fisiologia determinam à característica de absorção do 

medicamento (FLORIO, 2002).  

Após o esvaziamento gástrico, inicia-se a etapa interdigestiva no qual 

ocorrem contrações gástricas vigorosas de atividade motora apesar de o estômago 

estar praticamente vazio, sendo conhecida como complexo motor interdigestivo 

(CMI) ou complexo motor migrante (CMM) (SZURSZEWSKI, 1969; MARIK & CODE, 

1975; SARNA, 1985) 

A etapa interdigestiva (CMI), do cão divide-se em três fases distintas de 

motilidade gástrica, compondo um ciclo de 70 a 140 minutos. Ocorrendo ingestão 

alimentar, o CMI é abruptamente interrompido, iniciando-se o padrão prandial de 

motilidade, ou seja, a fase normal de digestão (MARIK & CODE, 1975; SARNA, 

1985). 

 

 

2.9 Condições fisiológicas para a liberação controlada de fármacos 

 

 Os meios pelo qual um fármaco é introduzido no corpo são tão importantes 

quanto o próprio fármaco. Os fármacos são quase sempre combinações estranhas 

ao corpo e ao contrário das substâncias endógenas que não são eliminadas 

continuadamente (RANG et al., 2001).  

A absorção dos fármacos é determinada pela suas propriedades físico-

químicas, pelas suas formulações (tabletes, cápsulas ou solução) e pelas rotas de 

administração (oral, sublingual, retal, parenteral, tópica e por inalação). Outro fator 

muito importante é o fator fisiológico que inclui o pH gastrintestinal, tempo de 
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esvaziamento gástrico e o tempo de trânsito gastrintestinal (WILEY, 2005). O 

esvaziamento gástrico lento pode aumentar a absorção de fármacos pobremente 

absorvidos, mas também podem diminuir a extensão da absorção de fármacos 

lábeis ácidos (MEUNIER et al., 1993).  

A rota mais comum para a administração de fármacos é a via oral. Entretanto, 

para um fármaco ser absorvido deverá atravessar membranas semipermeáveis das 

células epiteliais e alcançar a circulação sistêmica. Neste processo, o transporte 

através da membrana da célula depende do gradiente da concentração do soluto. O 

caso mais comum é a penetração do fármaco por difusão simples seguindo um 

gradiente de concentração em virtude de sua solubilidade na camada lipídica 

através de uma região de concentração elevada para uma de baixa concentração, 

por exemplo, líquidos no trato gastrintestinal (TGI) e no sangue, respectivamente. 

 Também, o tamanho da molécula intervém no processo de difusão, pois 

quanto menor a molécula mais rapidamente ela se difundirá. No entanto o elemento 

mais importante para a permeabilidade de uma molécula é a lipossolubilidade, pois, 

quanto maior ela for mais rapidamente a molécula se difundirá (WILEY, 2005). 

Os animais são geralmente usados como modelos experimentais para 

estudar aspectos da absorção e da farmacocinética de fármacos. Como modelo 

animal o cão tem numerosas vantagens. O intervalo gastrintestinal do cão permite a 

administração da formulação de dosagem do tamanho padrão sem alterar testes 

padrões. Além disso, seu TGI se assemelha ao do ser humano, em teste padrão de 

motilidade, composição da bile, em dimensões gástricas (YOUNGGILL, 2001). As 

diferenças na absorção oral podem parcialmente ser explicadas por diferenças na 

anatomia e na fisiologia (LIN, 1995).  
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 A comparação entre a absorção oral dos fármacos nos seres humanos contra 

cães foi revisada (CHIOU et al., 2000; SABNIS, 1999). Por exemplo, os cães têm 

uma estadia de trânsito gastrintestinal mais curta do que nos seres humanos (2 

horas contra 4 horas, respectivamente). Entretanto, os cães compensam com as 

vilosidades intestinais mais longas, que fornece maior área de superfície para a 

absorção. Os cães têm secreção mais elevada de sal biliar, que aumenta a 

solubilidade de alguns fármacos pouco solúveis em água. Um pH mais elevado no 

intestino dos cães resulta uma absorção melhor dos fármacos que são bases fracas. 

Por outro lado, os cães (e provavelmente os gatos) têm uma secreção ácida basal 

mais baixa do que os seres humanos (KARARLI, 1995; DRESSMAN, 1986). 

As principais diferenças na atividade do estômago do homem e do cão estão no 

tempo de esvaziamento gástrico pós-refeição e no pH no estado em jejum: o tempo 

de esvaziamento gástrico dos alimentos e da forma de dosagem (DFs) no estado 

alimentado é significativamente maior nos cães do que nos seres humanos.  

 No cão, seguindo uma refeição pequena, os tabletes de fármacos de 8 mm 

são retidos por mais de 8 horas; e o complexo motor migrante (CMM) é anulado para 

aproximadamente 8 horas (KHOSLA & DAVIS,1990; KARARLI, 1995; KLAUSNER et 

al., 2003). 

No homem, após uma pequena refeição de 360 kcal, tabletes de fármacos de 

13 mm de diâmetro foram retidos no estômago por 171 ± 29 min (KHOSLA & DAVIS, 

1990; KARARLI, 1995; KLAUSNER et al., 2003). A tabela 6 mostra a comparação do 

esvaziamento gástrico e o tempo de trânsito intestinal entre o homem e o cão. 
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Tabela 6. Comparação do esvaziamento gástrico e tempo de trânsito intestinal 

entre o homem e o cão.  

___________________________________________________________________ 

                                                                           Homem (min)                  Cão (min) 

 

_________________________________________________________________________________ 

Meio tempo de esvaziamento gástrico                    8 - 15                          4 - 5  

 

Tempo de trânsito no intestino delgado                   238                             111  

 

Tempo total do trânsito intestinal                             2350                           770  

 

(YOUNGGIL, 2001) 

 

2.10 Liberação controlada de fármacos na medicina veterinária 

 

A tecnologia da liberação controlada de fármacos teve um papel muito 

importante no desenvolvimento da indústria da saúde animal desde 1980. 

Esta tecnologia foi mais eficiente no ser humano do que na medicina 

veterinária embora essas tecnologias igualmente inovadoras e eficazes fossem 

desenvolvidas para ambos (BRAYDEN, 2003). 

Na medicina veterinária, os dispositivos intra-ruminal, os implantes 

subcutâneos, os sistemas de liberação intramamaria e aplicações tópicas foram os 

mais bem sucedidos. Outros exemplos como, formulações que mascaram o gosto 

quando misturadas ao alimento são altamente comercializáveis junto aos clientes. 

As tecnologias de liberação nasal usada pelo homem podem ser adaptadas para 

doenças novas e antigas em pequenos animais (BRAYDEN, 2003).  



 55

A liberação controlada de fármaco em animais pequenos de companhia foi 

restrita pela maior parte ao uso de colares contra pulgas; implantes oculares e em 

bioadesivos dentais. O princípio nos colares de pulga é que o agente ativo (fipronil 

ou imidaclopride) está misturado em uma matriz do polímero. O fármaco é 

seqüestrado pelas glândulas sebáceas da pele do animal, então é gradualmente 

liberado deste reservatório em concentrações suficientes para matar os parasitos na 

pele (BRAYDEN, 2003). Já as gotas oftálmicas têm notadamente uma pobre 

bioavaliabilidade e a inserção de polímeros solúveis biodegradáveis pode ser 

impregnado com antibiótico a fim de aumentar o tempo de residência e não 

requerem a remoção (BAEYENS et al., 2002).   

Outros exemplos de fármacos de liberação controlada incluem o gel, filmes-

plásticos e inserções de liberação lenta dos agentes colinomiméticos tais como 

pilocarpina, fisostigmina que são usados no tratamento do glaucoma aberto de 

ângulo em seres humanos e em pequenos animais (KATSUNG, 2001). 

O tratamento de doenças periodontais e da gengivite nos cães pode ser 

melhorado usando tabletes bioadesivos que contêm os anti-sépticos, que se unem 

firmemente à mucosa oral (GRUET et al., 1995).  

No controle do ciclo de fertilidade em animais produtores são usados 

implantes intravaginais; para o tratamento de mastite são usadas microesferas 

biodegradáveis intramamaria. Cápsulas de fentoína estão sendo usadas para a 

liberação oral sustentada no tratamento de epilepsia em cães (ROTHEN et al., 

2000).  

Uma comparação entre a liberação controlada de fármaco na medicina 

humana e veterinária demonstra que na medicina veterinária a liberação controlada 

de fármaco, esteve à sombra dos sucessos comerciais vistos na medicina humana 
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nos últimos 20 anos. Contudo, segundo WOOD (2002), no mercado mundial os 

gastos com a saúde animal é de 11,05 bilhões de dólares, 14% destas vendas foram 

atribuídas aos produtos de liberação controlada. Sendo que os fármacos mostram 

ser uma subdivisão significativa e crescente do setor veterinário (WOOD, 2002). 

Os medicamentos mais freqüentes para a liberação transdermal em animais 

são os fármacos antiparasíticos para o gado. Um exemplo útil é uma película 

transdermal colocada sobre a pele do animal e que contém um opiáceo lipofílico ( 

produto oriundo do ópio) sintético potente, o fentanil. (RIVIERE & PAPICH, 2001). 

Projetado para uso em seres humanos para o tratamento da dor causada pelo 

câncer, também está sendo usado em hospitais veterinários nos E. U. A. 

(MUIJSERS & WAGSTAFF, 2001), para o controle da dor em cães. O sistema é 

projetado para liberar uma quantidade de fentanil por hora por três dias, 

conseguindo um estado constante em um dia. Este é um sistema de liberação de 

ordem zero, pois a taxa de liberação da película do opiáceo permanece constante.   

Uma das vantagens, nas terapias da liberação controlada na medicina 

veterinária é que os testes podem ser realizados diretamente na espécie do alvo 

em contraste com a exigência para testar produtos seqüenciais de humanos 

inicialmente em diversas espécies (WELSLEY, 2002). 

Nestas formulações, idealmente se deseja que a concentração do fármaco no 

plasma permaneça constante. Assim, há menor possibilidade de existir 

concentrações tóxicas e efeitos terapêuticos secundários (CHIEN, 1992). 
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3. Objetivos 

 

 

3.1 Objetivo geral  

 

O objetivo deste trabalho é desenvolver um sistema polimérico de liberação 

controlada in vitro e in vivo do antimicrobiano enrofloxacina impregnado em 

microesferas da malonilquitosana para ser usado na medicina veterinária a fim de 

diminuir efeitos colaterais indesejáveis.  

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 
• Preparar as microesferas de quitosana (QT) pelo método de inversão 

de fases. 

• Caracterizar a quitosana através do grau de desacetilação por 

titulação condutimétrica (%GD), espectroscopia de infravermelho (IV) 

análise elementar (CHN), análise termogravimétrica (TGA), 

calorimetria exploratória diferencial (DSC) e espectroscopia de RMN 

13C. 

• Sintetizar a malonilquitosana reticulada na forma de microesferas a 

partir da reação de amidação entre quitosana e ácido malônico. 

 

• Caracterizar as microesferas da malonilquitosana (MLQT) através de 

espectroscopia de infravermelho (IV), análise termogravimétrica 
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(TGA), Calorimetria exploratória diferencial (DSC) e análise elementar, 

e espectroscopia de RNM 13C.  

 

• Reticular as microesferas da quitosana com glutaraldeído para 

aumentar sua resistência mecânica e torná-las insolúvel no meio 

aquoso. 

 

• Caracterizar as microesferas da malonilquitosana contendo ou não o 

fármaco enrofloxacina por microscopia eletrônica de varredura (MEV).  

 

• Determinar o grau de intumescimento das microesferas não reticulada 

(MLQT) em água e das microesferas da malonilquitosana reticulada 

(MLQTR) em soluções tampão cujos valores de pH simulam aqueles 

do trato gastrintestinal (TGI).  

 

• Impregnar com o fármaco antimicrobiano enrofloxacina as 

microesferas da malonilquitosana reticulada (MLQTR) e determinar a 

quantidade impregnada por espectroscopia no ultravioleta (UV). 

 

• Estudar a cinética de liberação in vitro do fármaco enrofloxacina 

impregnado nas microesferas de malonilquitosana reticulada 

(MLQTR) por espectroscopia no ultravioleta (UV). 

• Avaliar a liberação in vivo em ratos do fármaco enrofloxacina 

impregnado nas microesferas da malonilquitosana (MLQTR) 

estudando o tempo dependente. 



 59

4. Metodologia 

 

__________________________________________________________________ 

 

4.1 Reagentes e soluções 

 

O fármaco enrofloxacina, 90% (Baytril®;Bayer) foi gentilmente cedido pela 

Empresa Sementes Prezzoto Ltda. A quitosana foi obtida da Purifarma (São Paulo), 

com 90% de pureza. Os reagentes utilizados foram: álcool etílico, ácido acético, 

ácido clorídrico, hidróxido de potássio, hidróxido de potássio, glutaraldeído 2,5% 

(m/v), ácido malônico, todos de pureza analítica e obtida da Merck Chem ou da 

Vetec Química Fina Ltda. 

 As soluções tampões de pH 1,2 (solução de Clark-Lubs) foram obtidas pela 

mistura de 50,0 mL de KCl 0,2 mol/L e de 64,5 mL de HCl 0,2 mol/L; as soluções  

tampão de pH 6,8 foram obtidas pela mistura de 15,45 mL de solução de Na2 HPO4  

0,2 mol/L e 4,55 mL de solução de ácido acético 0,2 mol/L; as soluções tampão de 

pH 9.8 foram obtidas por diluição do tampão tris-(hidroximetil)-aminobutano 0,1 

mol/L e ajustado com HCl 0,1 mol/L. O gás N2 foi obtido da White Martins S.A. 

  

 

4.2 Animais  

 

Os animais usados nos experimentos in vivo foram obtidos do biotério da 

Universidade Federal de Santa Catarina. Foram utilizados para os experimentos 60 
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ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 200 e 250g, e idade média de 2,5 

meses.  

 
4.3 Métodos 

 

4.3.1Preparação das microesferas de quitosana (QT) 

  

 O processo para a formação das microesferas de quitosana usado foi o 

método de separação de fases por coacervação. 

A quitosana foi dissolvida em solução aquosa de ácido acético 5% (m/v) tendo 

sido obtido uma solução viscosa 3% (m/v). Em seguida, esta solução foi gotejada em 

um banho contendo solução aquosa de NaOH 2,0 mol/L através de uma bomba 

peristáltica da marca Ismatec, sob agitação constante para a obtenção  das 

microesferas de quitosana gelatinizadas. Em seguida, estas microesferas foram 

lavadas com água destilada até alcançarem o meio neutro (RORRER et al., 1993). 

 

 

4.3.2 Caracterização das microesferas de quitosana (QT) 

 

4.3.2.1 Grau de desacetilação da quitosana (%GD) 

 

O grau de desacetilação (% GD) ou porcentagem de grupos amino livres foi 

encontrado pelo método da titulação condutimétrica com o auxílio de um titulador 

automático Schott Gerate, modelo T802/20 e um condutivímetro Micronal, modelo 

B 330.  
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O princípio do método baseia-se na somatória das condutâncias individuais 

das espécies presentes na solução. Estão presentes os íons hidrogênio e hidroxila, 

que são os mais condutores, observa-se uma mudança na condutância destes, 

devido à concentração desses íons serem função do volume do titulante 

adicionado. (EWING, 1993). 

Para isto, uma amostra de 200 mg de quitosana foi transferida para um 

recipiente e dissolvida em 5 mL de solução de HCl  1,0 mol/L e 450 mL de água 

destilada para a dissolução do polímero. Nesta titulação, foram adicionadas 

alíquotas de 0,2 mL de solução de NaOH  0,1 mol/L, em atmosfera de nitrogênio 

até a obtenção de valores estáveis de condutância. A curva de titulação mostrou 

dois pontos de inflexão. A diferença entre estes pontos corresponde à quantidade 

de NaOH necessários para protonar os grupos amino. A titulação condutimétrica foi 

realizada em triplicata. 

O grau de desacetilação foi calculado pela média das três titulações 

condutimétricas, através da equação 3 ( RAYMOND et al., 1993). 

                                                             

 

                                                                              (eq. 3) 

100161)..(% 12
2 x

W
VVMNH −

= 

 

 

 Onde %NH2 é o grau de desacetilação da quitosana, V1 e V2 são os volumes 

de NaOH empregados para neutralizar o excesso de ácido clorídrico  e a quitosana 

protonada; M é a molaridade da solução de NaOH e W é a massa da amostra de 

quitosana usada na titulação. 
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4.3.2.2 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear RMN 13C das 

microesferas de quitosana  

 

 A espectroscopia de RMN de 13C é uma técnica não destrutiva que possibilita 

realizar análises de amostras no estado sólido e fornece informações sobre a 

estrutura química de uma grande variedade de produtos naturais ou sintéticos tais 

como carboidratos, lipídios, proteínas, polímeros sintéticos e biopolímeros, princípios 

ativos de medicamentos entre outros. (LIU et al., 2005). 

A técnica utilizada nos aparelhos de RMN 13C consiste em irradiar um pulso 

curto e potente de radiofrequência, que excita todos os núcleos de 13 C existentes 

na amostra. Os dados são digitalizados automaticamente e guardados em 

computador e uma série de pulsos repetidos, que acumula os pulsos, construindo os 

sinais. (LIU et al., 2005). 

 Os espectros de RMN de 13C para as microesferas de quitosana foram 

obtidos em um aparelho Oxford Instruments, NMR 400 MHZ-Varian Model Eur 0028, 

através do programa Mercury NMR Spectrometer Systems.  

 

 

4.3.2.3 Espectroscopia no Infravermelho (IV) das microesferas de quitosana  

 

A radiação na região do infravermelho (IV) é uma forma de identificação 

de compostos orgânicos e corresponde a parte do espectro situada entre as 

regiões do visível e microondas. A faixa espectral de maior utilidade está situada 

entre 2,5 – 25 µm, entre 4000-400 cm-1. Todas as moléculas têm certa 

quantidade de energia distribuída por sua estrutura, que causa deformações 



 63

lineares e angulares das ligações. Assim, em um espectro de IV através da 

comparação dos valores de energia da radiação infravermelho para os quais há 

absorção, é possível identificar os diferentes grupos funcionais presentes num 

determinado composto orgânico (SILVERSTEIN, 1991). 

  Os espectros das microesferas de quitosana no infravermelho (IV) foram 

obtidos com o espectrofotômetro FT Perkin Elmer-modelo 16PC, na região de 

4000-400 cm-1. As amostras foram prensadas com KBr  na forma de pastilhas.  

 

4.3.2.4 Análise termogravimétrica (TGA) e termogravimetria derivada (DTG) das 

microesferas de quitosana  

 

 

 A análise termogravimétrica (TGA) é uma técnica que consiste em 

aquecer uma pequena quantidade de massa da substância, a fim de estabelecer 

a faixa de temperatura na qual o material adquire composição química definida 

ou a temperatura na qual inicia o processo de decomposição. Desse modo, as 

curvas de TGA permitem obter a composição e a estabilidade de compostos 

intermediários e resíduos. A análise termogravimétrica fornece informações 

sobre o conteúdo dos componentes voláteis como solventes ou água, da cinética 

das reações, sobre o comportamento de decomposição e conteúdo de cinzas em 

função do tempo ou da temperatura (EWING, 1993). 

A termogravimetria derivada (DTA) é a técnica que fornece a derivada 

primeira da curva TGA em função do tempo. É utilizada para determinar as 

temperaturas máximas de decomposição de uma dada substância e assim 

identificar os diferentes estágios de decomposição.  
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As análises termogravimétricas das microesferas da quitosana original e da 

quitosana modificada foram realizadas em um analizador termogravimétrico da 

marca Shimadzu termogravimetric analyser (TGA 50, Kioto, Japan). Uma amostra foi 

submetida a uma faixa de temperatura de 0-700ºC com taxa de aquecimento de 

10ºC/min em atmosfera de nitrogênio. Estes testes foram realizados em duplicata.  

 

 

 

4.3.2.5 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) das microesferas de quitosana 

  

A técnica de DSC é usada para detectar mudanças físicas ou químicas que 

são acompanhadas pelo ganho ou pela perda de calor, devidas ao aquecimento 

fornecido a substância. As transformações físicas ou químicas envolvem absorção 

(processo endotérmico) ou evolução de calor (processo exotérmico). O DSC é 

empregado para caracterizar materiais biológicos, orgânicos, inorgânicos, 

poliméricos e fornecem informações como o comportamento de fusão, cristalização, 

transição sólido - sólido e reações químicas (SANTOS et al., 2003). 

A curva DSC foi obtida no equipamento Shimadzu DSC-50. Uma amostra de 

quitosana original (QT) foi submetida uma temperatura de 0-400ºC com taxa de 

aquecimento de 10ºC/min em atmosfera de nitrogênio. Estes testes foram realizados 

em duplicata. 
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4.4 Preparação das microesferas de malonilquitosana (MLQT) 

 

Foram suspensas 5g de microesferas de quitosana original em 20 mL de 

etanol anidro e agitadas por uma hora; o etanol foi retirado por filtração.  Este 

procedimento foi repetido por 3 vezes, para a completa retirada de água das 

microesferas da malonilquitosana. 

As microesferas de quitosana úmidas foram suspensas em 20 mL de etanol 

anidro com 450 mg de ácido malônico adicionados à suspensão. Esta mistura 

reacional foi refluxada por 36 horas à 78ºC e então resfriadas e secas em 

temperatura ambiente. Estas microesferas permaneceram insolúveis em ácidos e 

solúveis em água. A Figura 15 mostra o método de obtenção da MLQT.  

 

 

4.5 Reticulação das microesferas de malonilquitosana (MLQT)  

 

As microesferas de malonilquitosana foram colocadas em contato com uma 

solução de glutaraldeído 2,5% (m/v), por 12 horas, sob temperatura ambiente 

constante para ocorrer à reação de reticulação. Após este tempo, as microesferas 

de quitosana foram filtradas com auxílio de uma peneira (1 mm de diâmetro) e 

lavadas com água destilada para a retirada do excesso do material reticulante 

(RAO & MURTHY, 2000). 
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                                                                                     Gotejamento em NaOH  

                                                                          2, 0 mol/L 
Quitosana / HAc 5% 

           

 

                                                                                                      Agitar / etanol/ 1 h Microesferas de quitosana 

                                                                                       

 

 

Suspender em 
450 mg de ácido malônico 

20 ml de etanol 

 

 

 

 

 

Refluxar a mistura por 36 h, 78ºC 
Lavar e secar a temperatura 

ambiente 

 

 

 

 

 

 

Reticulação Glutaraldeido 
2,5% (m/v), 12 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterização da 
Malonilquitosana 

IV, TGA, CHN, RMN 13C. 

 

Figura 15. Obtenção das microesferas da malonilquitosana (MLQT). 
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4.6 Caracterização das microesferas de malonilquitosana (MLQT) 

 

4.6.1 Determinação de grupos amino livres (-NH2) por titulação condutimétrica 

 

Uma amostra triturada de 150 mg de microesferas da malonilquitosana 

reticulada foi adicionada em 100 mL de solução padrão de HCl 0,100 mol/L e esta 

mistura foi deixada em contato por 24 horas, para ocorrer a protonação dos grupos 

amino livres. O número de grupos amino livres foi determinado por titulação 

condutimétrica. A titulação foi realizada em triplicata. Procedimento idêntico foi 

descrito no item 4.3.2.1. 

 

 

 
4.6.2 Determinação do grau de substituição do grupo malonil por análise 

elementar (CHN) 

 

O grau de substituição nas microesferas de malonilquitosana foi determinado 

pelo método descrito por Inukai e colaboradores de acordo com a equação 4 

(INUKAI et al., 1998). 

 

                           

GS = ((C/N)r – (C/N)o) / 3,                                (eq. 4 ) 

 

 Sendo (C/Nr),  a razão C/N das microesferas de malonilquitosana resultante e 

(C/N0)  a razão C/N das microesferas de quitosana original;  o número 3, indica o 

número de carbonos após a quitosana modificada.  
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Os valores de C/N foram medidos usando um aparelho da marca Elemental 

Analyzer Carlo Erba EA 1110. Desta maneira, os valores experimentais percentuais 

de C, H e N foram determinados para ambas as microesferas da malonilquitosana e 

das microesferas de quitosana original. 

 

 

4.6.3 Espectrometria de ressonância magnética nuclear RMN 13C 

 

 Os espectros de RMN de 13C para as amostras microesferas de 

malonilquitosana foram obtidos em um aparelho Oxford Instruments, NMR 400 MHZ-

Varian Model Eur 0028, através do programa Mercury NMR Spectrometer Systems.  

 

 

4.6.4 Espectrometria no infravermelho (IV) da malonilquitosana 

 

As amostras das microesferas da malonilquitosana foram pulverizadas para a 

análise de espectroscopia na região do infravermelho. Os espectros foram obtidos 

utilizando-se o aparelho Perkin Elmer-Modelo FT-PC-16. As amostras foram 

preparadas na forma de pastilhas de KBr. 

 

4.6.5 Análise termogravimétrica (TGA) das microesferas da malonilquitosana 

 

Para a análise de TGA, amostra de 12,76 mg da MLQT no estado sólido foi 

colocada dentro de uma panela de alumínio e submetida a uma temperatura de 0 – 
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700ºC com uma taxa de 10ºC/min no aparelho Shimadzu diferential calorimeter  

TGA50, Kyoto, Japan. Estes testes foram realizados em duplicata. 

 

 

4.6.6 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) das microesferas de 

malonilquitosana quitosana   

 

As curvas DSC foram obtidas no equipamento Shimadzu DSC-50.  Amostras 

no estado sólido da malonilquitosana (MLQT), da malonilquitosana impregnada com 

o fármaco enrofloxacina (MLQT-ER) e do fármaco livre (ER), pesando 5,4 mg; 10 mg 

e 7,2 mg respectivamente foram submetidas a uma temperatura de 0-400ºC com 

taxa de aquecimento de 10ºC/min em atmosfera de nitrogênio. Estes testes foram 

realizados em duplicata. 

   

4.6.7 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Para a realização destas análises, amostras de microesferas da 

malonilquitosana sem o fármaco e amostras contendo o fármaco enrofloxacina, 

foram colocadas em suportes de alumínio, recobertas com uma camada de ouro 

para então serem microfotografadas num microscópio eletrônico de varredura 

(Phlips-modelo XL30). As fotomicrografias das microesferas foram obtidas de sua 

superfície e de sua região transversal, de modo a se observar a morfologia interna e 

externa.  
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4.6.8 Determinação do grau de intumescimento (GI%) da malonilquitosana em  

água. 

 

O grau de intumescimento (GI%) das microesferas (MLQT) foi estudado para 

medir a diferença de massa de amostra hidratada com uma outra amostra que não 

tenha sido submetida ao teste. Este estudo foi realizado em água deionizada. 

Uma amostra de 200g de microesferas (MLQT) secas foi colocada em contato 

com 50 mL de água deionizada e mantidas sob agitação e termostatizada a 37ºC, 

por 8 horas. Em intervalos de 30 minutos, as microesferas foram retiradas desta 

solução, secas ligeiramente em papel absorvente, para eliminar excesso de água, e 

pesadas para medir a diferença de massa comparada à outra amostra que não foi 

submetida ao teste. Este procedimento foi realizado em triplicata para obter uma 

média.  

O grau de intumescimento (GI %) foi calculado pela equação 5.      

                            

 

100% x
Mo

MoMtGI −
=       (eq. 5 ) 

 

 

Sendo GI% o grau de intumescimento, M0 a massa da amostra seca (g) e Mt a 

massa da amostra hidratada (g). 
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4.6.9 Determinação do grau de intumescimento (GI%) seqüencial das 

microesferas da malonilquitosana em diferentes pH. 

 

Este estudo foi realizado em soluções tampão de pH 1,2; 6,8 e 9,0 para 

simular as condições fisiológicas do trato gastrintestinal. Uma amostra de 200g de 

microesferas (MLQT) secas foi colocada em contato com 50 mL de solução tampão 

de pH 1,2, e mantida sob agitação e termostatizada à 37ºC por 2 horas.  

 Em intervalos de 30 minutos, as microesferas eram retiradas da solução 

tampão, secas ligeiramente em papel absorvente, para eliminar excesso de solução, 

pesadas para medir a diferença de massa comparada à outra amostra que não foi 

submetida ao teste. Em seguida estas microesferas foram colocadas em contato 

com 50 mL de solução tampão de pH 6,8, nas mesmas condições por 2 horas, e em 

pH 9,0 por mais 2 horas. Este procedimento foi realizado em triplicata para se obter 

uma média.   

 O grau de intumescimento (GI %) foi calculado conforme a equação do item 

4.6.8. 

 

 

4.7 Processo de impregnação da enrofloxacina 

 

As microesferas da malonilquitosana (MLQT) foram impregnadas com 

enrofloxacina usando a técnica de adsorção por contato como sendo o melhor meio 

para a impregnação deste fármaco. A solução escolhida para a impregnação foi à 

solução aquosa de KOH 1,0 mol/L. 
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Foram colocadas 1,0g de microesferas da MLQT em contato com 4,0g de 

enrofloxacina, numa solução de KOH 1,0 mol/L. A mistura reacional permaneceu em 

contato por 24 horas em temperatura ambiente, com agitação constante de 100 rpm. 

Após este período, as microesferas foram lavadas rapidamente com água destilada 

para a retirada do excesso de material não reagente e em seguida foram 

neutralizadas com solução aquosa de HCl 1,0 mol/L e secas à temperatura 

ambiente. Este procedimento foi repetido para uma segunda amostra das 

microesferas da MLQT por um período de 48 horas.  

 

 

4.7.1 Determinação da quantidade máxima de enrofloxacina, impregnada em 

microesferas da malonilquitosana. 

 

O conteúdo máximo de enrofloxacina impregnada nas microesferas de 

malonilquitosana (MLQT) foi determinado em 1, 2, 4 e 6 horas. Três amostras de 

200 mg de microesferas de MLQT-ER foram colocadas em contato com 100 mL de  

solução de KOH 1,0 mol/L. Após 1 hora de contato uma alíquota de 100µL foi 

retirada da solução e diluída em 10mL de solução KOH 1,0 mol/L, para a 

determinação da absorvância. Procedimento idêntico foi repetido para as 2, 4 e 6 

horas. 

A leitura da quantidade máxima de enrofloxacina impregnada nas 

microesferas da malonilquitosana foi realizada em um espectrofotômetro UV-Vis, 

marca Hitachi-modelo U3000 λmax  276 nm, a partir de uma curva padrão preparada 

por uma solução de enrofloxacina 1,2 g/L dissolvida em 50 mL de solução de KOH 

1,0 mo/L.  
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4.8 Estudo de liberação in vitro da enrofloxacina impregnada nas microesferas 

da malonilquitosana (MLQT) 

 

Amostras de 200 mg de microesferas de MLQT contendo enrofloxacina foram 

suspensas em 50 mL de solução tampão de pH 1,2; pH 6,8; pH 9,0 e mantidas sob 

agitação em um sistema termostatizado à 37ºC, simulando as condições do trato 

gastrintestinal de um cão, em um sistema termostatizado à 37º  por um período de 6 

horas (AHN et al., 2001; LIN, 1995). 
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Figura 16. Curva padrão da concentração enrofloxacina em solução de KOH 1 mol/L. 

 

A determinação da quantidade de enrofloxacina liberada das microesferas foi 

feita retirando um volume de 100 µL da solução tampão de pH 1,2 contendo 

enrofloxacina e diluído em 10 mL de solução de KOH 1,0 mol/L. A cada 30 minutos 

uma alíquota foi retirada do sistema de liberação e lido a absorvância em 

espectrofotômetro por um período de 2 horas, para simular as condições de tempo 

do trânsito estomacal. Alíquotas foram retiradas no pH 6,8; de 2 até 4 horas; e no pH 
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9,0 de 4 até 6 horas para simular as condições de trânsito intestinal. A quantidade 

de enrofloxacina foi monitorada pela leitura das absorvâncias das alíquotas em 

espectrofotômetro. O conteúdo de enrofloxacina liberada foi determinado após 

extração com solução de KOH 1,0 mol/L a partir da curva padrão descrita no ítem 

4.7.1. (Figura 16) 

 

 

4.9 Estudo de liberação in vivo da enrofloxacina impregnadas nas 

microesferas da malonilquitosana (MLQT) 

 

Três lotes de ratos machos da linhagem wistar (n= 6, p= 250-300 g) foram 

abrigados sob circunstâncias controladas (ciclo de 12 horas claro-escuro; 22 ± 2°C, 

umidade do ar 60%). Os ratos foram divididos aleatoriamente em grupos de seis 

com ração apropriada para roedores e ad libitum de água. As microesferas (MLQT) 

impregnadas com enrofloxacina e ou com a enrofloxacina na forma livre foram 

dissolvidos na água destilada, e administrados via oral (V.O.) na dose de 5mg/kg 

(dose terapêutica veterinária) (WOLFSON & HOOPER, 1991; LINNEHAN et al., 

1999). 

 Os animais controle receberam somente microesferas da malonilquitosana 

sem o fármaco nas mesmas condições. O sangue foi coletado pela punctura ocular 

em animais anestesiados em 30 minutos, 1, 3, 6, 9, 12, 24 horas de acordo com o 

Guia internacional de Cuidados e Uso Apropriado dos Animais de Experimentação, 

2003. O sangue foi coletado centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm e o soro foi 

separado com ajuda da pipeta de Pasteur e feita a leitura da concentração sérica da 

enrofloxacina, usando o espectrofotômetro UV-Vis, marca Hitachi em  λ max  276nm. 



 75

 Para a leitura do conteúdo de enrofloxacina no soro plasmático extraídos dos 

animais, foram colocadas em contato alíquotas de 100μL de soro, 100μL de ácido 

tricloro acético (TCA) e 800 μL de solução de KOH 1,0 mol/L nos tempos 

determinados e procedeu-se a leitura em espectrofotômetro. 

 A concentração sérica da enrofloxacina foi determinada a partir de uma curva 

padrão (Figura 17), preparada a partir de uma solução contendo enrofloxacina na 

concentração de 1,2 g/L, 100μL de soro e 25mL de etanol 50%. (YOUNGGIL, 2001) 

 Os dados estatísticos foram expressos como médias ± SEM usando um 

programa específico de software chamado de análise de variação (ANOVA). Este 

programa foi aplicado para avaliar o significado da diferença entre as concentrações 

de enrofloxacina no soro plasmático nos período de 30 minutos, 1, 3, 6, 9, 12, e 24 

horas. 
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Figura 17. Curva padrão da concentração da enrofloxacina soro plasmático. 
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5. Resultados e Discussão 

 

 

 

5.1 Titulação condutimétrica e Análise elementar 

 

 A porcentagem de grupos amino livre na malonilquitosana em 36 horas, foi 

verificado por titulação condutimétrica com solução NaOH 0,1 mol/L. O índice dos 

grupos amino encontrados foi de 11 % que corresponde a 80% de substituição 

considerando que quitosana original apresentava-se 90% desacetilada (Figura 18).  

As substituições dos grupos malonil nas microesferas de quitosana original 

foram também confirmadas pelo aumento do raio atômico da razão do carbono para 

o nitrogênio (C/N) nas microesferas da malonilquitosana (C/N= 7,77) quando 

comparada com as microesferas de quitosana original (C/N= 5,30). O grau de 

substituição (GS%) das microesferas da malonilquitosana resultantes foi de 82%, 

calculados a partir da análise elementar. 

Os resultados encontrados na análise elementar foram: C 36,67%, H 6,71 e N 

4,71% para as microesferas da malonilquitosana (36 horas), e C 38,81%, H 7,4 % e 

N 6,95% para microesferas de quitosana original. O grau de substituição (GS%) das 

microesferas da malonilquitosana resultantes foi de 82%, calculados a partir da 

análise elementar. 

A substituição por grupos da malonil nas microesferas de quitosana original 

pode ocorrer para o grupo hidroxi mais reativo no C6 , e o grupo amino no C2 da 

quitosana. Entretanto, a N-substituição (C2) é relatada para ser preferida sobre a O-

substituição (C6) (KAS, 1997). 
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Conseqüentemente, é razoável considerar que uma N-substituição na 

quitosana pelos grupos malonil ocorre, visto que o índice de grupos amino 

substituídos foi determinado por titulação condutimétrica (Figura 18) das 

microesferas de quitosana modificadas antes da reticulação foi de 80 %,  dado este 

que foi confirmado também pelos resultados da  análise elementar.  

 É importante destacar que a utilização do método por titulação condutimétrica 

e de análise elementar na determinação do grau de substituição por grupos malonil 

na quitosana mostraram uma excelente concordância nos resultados obtidos.  
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Figura 18. Titulação condutimétrica da malonilquitosana, 36 horas 
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5.2 Espectrometria de ressonância magnética nuclear RMN de 13C  

 

No espectro RMN de 13C da quitosana e do produto da reação de amidação, 

os principais picos estão situados entre 20 e 200 ppm (Figura 19 e 20). Nesta faixa 

pode ser encontrado o pico correspondente ao grupo carbonila do produto 

amidificado em 176,47ppm (Figura 20).  A análise do espectro mostra que os picos 

em 54,40; 71,20; 74,86 ppm são atribuídos ao C2, C6 e C5, respectivamente do 

anel piranose e os picos em 100,31 e 97,98 ppm correspondem aos carbonos 

anoméricos (Figura 20). O sinal observado em 22,93 ppm, (Figura 20) corresponde 

ao grupo metila da unidade N-Acetilglicosamina da quitosana, visto que a quitosana 

não é 100% desacetilada. Outro sinal também pode se observado em 46,05 ppm, 

correspondente ao grupo metileno situado entre duas carbonilas (LEBOUC et al., 

2005).  

Os grupos funcionais amida, de ácido, de éster ou de anidrido apresentam um 

sinal de carbonila na faixa de 155 a 185 ppm. O aparecimento do sinal de carbono 

carbonílico em δ 176,45 ppm, poderia então ser atribuído a carbonila presente no  

quitosana substituída com ácido malônico (Figura 20). Este sinal poderia confirmar 

preliminarmente a presença das funções monoamida e monoácido na estrutura 

proposta do produto malonilquitosana (Figura 18) (FERNANDES et al., 2000).  

Entretanto, como esta técnica não pode distinguir entre um grupo amida ou 

ácido presente no produto, é sugerido a utilização da técnica da espectroscopia no 

infravermelho a qual pode fornecer informações mais reveladoras para a 

confirmação da estrutura molecular do produto da reação de amidação (Figura 20). 
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Figura 19. Espectro de RMN 13C das microesferas de quitosana. 
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Figura 20. Espectro de RMN  13C das microesferas da malonilquitosana . 



 80

5.3 Espectrometria na região do infravermelho (IV) 

 

Os espectros na região do infravermelho das microesferas de quitosana e da 

malonilquitosana são mostrados na Figura 21(a; b) respectivamente. As bandas de 

absorção em 3420-3446 cm-1 das microesferas modificadas são mais intensas como 

conseqüência das vibrações de estiramento-OH e da água.  A banda em 1377 cm-1 

observada para as microesferas de quitosana modificada pode ser atribuída às 

vibrações de deformação de intensidade média das ligações N-H das aminas 

primárias e de pouca intensidade das ligações C-H dos grupos CH3.  

 

 

 

Figura 21. Espectro no infravermelho da quitosana (a) e da malonilquitosana (b).  

 

Pequenas quantidades de resíduos do grupo da acetamida podem ser 

encontradas na cadeia polimérica em conseqüência da desacetilação incompleta da 
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quitosana. A banda em 1072 cm-1 corresponde ao estiramento vibracional das 

ligações C-O de álcool primário.  

A banda de absorção observada em 1637 cm-1 para a quitosana modificada 

corresponde à deformação vibracional de amida primária N-H (amida II) a qual se 

encontra ausente nas microesferas de quitosana originais, assim como a banda de 

absorção em 1721 cm-1 atribuída ao ácido carboxílico alifático. Isto sugere a 

formação de um grupo monoamida e de um grupo ácido monocarboxílico após 36 

horas, para o derivado resultante malonil. 

Podemos concluir que os resultados de caracterização obtidos pelas técnicas 

de titulação condutimétrica, análise elementar, RNM de 13C e de infravermelho estão 

de acordo com a estrutura proposta para a malonilquitosana (MLQT), 

monossubstituída com grupos amida e ácido carboxílico (Figura 22).  

O produto da reação de amidação e a sua provável estrutura está mostrado 

abaixo (Figura 22).      
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Figura 22. Estrutura da quitosana quimicamente modificada com ácido malônico 
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5.4 Análise termogravimétrica (TGA) das microesferas de quitosana e da 

malonilquitosana 

 

Na curva termogravimétrica da quitosana se observam três etapas de perda 

de massa, sendo que a primeira etapa relaciona-se com perda de água e 

corresponde a 9,5%, a segunda e a terceira, são atribuídas perda de massa do 

polímero e que correspondem respectivamente a 56,2% e 5,5 %. 
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Figura 23. Curvas de TGA e DTG da quitosana (⎯) e da malonilquitosana (⎯). 

 

As análises termogravimétricas da quitosana e das microesferas de quitosana 

modificadas (MLQT) (Figura 23) mostraram que a estabilidade térmica da 

malonilquitosana é diminuída em comparação com a quitosana, sendo que o pico de 
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degradação da quitosana  de 323,31ºC é deslocado para 284,17ºC  para a 

malonilquitosana.  

Esta diminuição na estabilidade do polímero modificado é devido à presença 

de cadeias laterais ramificadas na cadeia polimérica  (BROWN, 1988).  

 

 

5.5 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

 

As análises de DSC foram realizadas para compreender o comportamento do 

fármaco enrofloxacina impregnado nas microesferas da malonilquitosana.  
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Figura 24. Curva DSC da quitosana (a); malonilquitosana (b); malonilquitosana contendo 

enrofloxacina (c); mistura físico polímero-fármaco (d) 2:1; enrofloxacina livre (e). 
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Na curva do DSC (Figura 24a) da quitosana original observam-se dois picos. 

O primeiro, endotérmico, a 79ºC, corresponde ao processo de desidratação, e o 

segundo, exotérmico, a 299ºC, corresponde ao processo de decomposição das 

cadeias do polímero quitosana.      

Para a curva DSC das microesferas da malonilquitosana (Figura 24b) o pico 

exotérmico aparece a 257,7ºC correspondente ao processo de decomposição da 

malonilquitosana, o qual está de acordo com a diminuição da estabilidade térmica 

observada na análise de TGA. 

A curva DSC da enrofloxacina (Figura 23e) mostra um pico endotérmico, que 

correspondente ao ponto de fusão do fármaco em 224ºC. Um pico semelhante 

aparece na mesma região do termograma da mistura física da malonilquitosana e do 

fármaco enrofloxacina (Figura 24d) na proporção 2:1 (MLQT                 

e fármaco, respectivamente). Para as microesferas da malonilquitosana contendo 

fármaco (MLQT-ER) (Figura 24c), aparece um pico endotérmico a 235,2ºC e outro 

exotérmico em 275,2ºC.  

 Comparando-se o perfil endotérmico das curvas (c), (d) e (e), o pico a 235,2ºC 

da curva (c) está ligeiramente deslocado à direita com relação às curvas (d) e (e), 

podendo ser atribuído à presença do fármaco nas microesferas da malonilquitosana. 

Ainda o aparecimento de pico em 275,7ºC em (c) pode ser atribuído à decomposição 

da cadeia polimérica. 

A presença do pico endotérmico da enrofloxacina na matriz polimérica indica 

que durante o processo de impregnação, o fármaco não se dissolveu na matriz 

polimérica. Isto sugere que tal impregnação se realizou como se fosse um processo 

de mistura física, durante o qual o fármaco foi armazenado nas microesferas da por 
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intermédio dos poros existentes (RODRIGUÈZ et al.,1998; BODMEIER & 

PAERATAKUL, 1994). 

 

5.6 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) das microesferas da 

malonilquitosana (MLQT) sem enrofloxacina e das contendo a enrofloxacina 

 

As fotomicrografias na figura 25(A e C) mostram respectivamente a morfologia 

da superfície externa das microesferas da malonilquitosana (MLQT) e 

malonilquitosana (MLQT-ER) contendo o fármaco enrofloxacina.  

A figura 25 (A) mostra uma boa esfericidade com uma superfície lisa e com 

relativa porosidade para as amostras da malonilquitosana (MLQT). O tamanho 

médio destas partículas foi 1,05 µm, enquanto que nas microesferas da 

impregnadas com enrofloxacina (MLQT-ER), o tamanho médio foi de 1,45 mm. 

As diferenças apresentadas na morfologia externa das microesferas podem 

ser atribuídas ao excesso de fármaco que ficou retido na superfície destas 

partículas. 

 A presença do fármaco enrofloxacina nas microesferas da malonilquitosana 

(MLQT) foi confirmada por uma camada esbranquiçada na superfície das 

microesferas (Figura 25 C). 

As fotomicrografias na figura 25 (B, D, E, e F) mostram respectivamente as 

secções transversais da superfície interna das microesferas de malonilquitosana (B) 

e de malonilquitosana contendo o fármaco enrofloxacina (D, E, F). 
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Figura 25. Fotomicrografias  (A, C) da superfície externa das microesferas MLQT E MLQT-ER; (B) da 

secção transversal da microesfera da MLQT ampliação (2000x) ; (D, E, e F) das secções transversais 

da microesfera da MLQT com enrofloxacina com ampliação ( 100x  ; 400x ; 800x respectivamente). 
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5.7 Grau de intumescimento (GI %) da MLQT em água e em soluções tampão 

simulando o TGI animal.  

 

O grau de intumescimento (GI%) é um importante parâmetro associado ao 

mecanismo e à cinética de liberação de fármacos a partir de hidrogéis (LEE & KIM, 

1991). Fatores tais como grau de reticulação, hidrofilicidade e hidrofobocidade do 

polímero influencia no grau de intumescimento e na sensibilidade ao pH, isto é, na 

importância da resposta às mudanças do pH (BRONDSTED & KOPECK, 1992; 

THANOO et al., 1991). 

O grau de intumescimento (GI%) das microesferas da malonilquitosana em 

água foi de 188% determinado após ter sido removida à água em excesso da 

superfície das microesferas, com auxílio de papel absorvente e do peso das 

microesferas desidratadas em temperatura ambiente até peso constante.    

As propriedades de intumescimento de hidrogéis iônicos são originalmente 

devido à ionização de seus grupos funcionais pendentes. Parâmetros fisiológicos 

tais como pH pode mudar drasticamente o grau de equilíbrio do intumescimento por 

diversas ordens de magnitude.  

Para este estudo as microesferas de MLQT se comportaram como géis de 

polieletrólitos intumescendo nos pH que simulam o TGI de cães,  podendo ser 

usadas como matriz para sistemas de intumescimento-controlados na liberação da 

enrofloxacina. Desta maneira, a mudança de pH no intervalo gastrintestinal age para 

o hidrogel como um estímulo de liberação (LOWMAN & PEPPAS, 1999). 

A tabela 7 mostra que houve um intumescimento acumulativo nos pH do TGI 

simulado, atingindo o valor de 83% após 6 horas. Observa-se um intumescimento 
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acentuado em pH 1,2 para depois decrescer em pH 6,8 e novamente aumentar 

ligeiramente em pH 9,0. 

 

 

Tabela 7. %Grau de intumescimento das microesferas da MLQT em diferentes pHs. 

 

 pH                                 Tempo (h)                % Grau de intumescimento médio 

 

    1,2   0 –2    41,0 ± 0,9 

 6,8   2– 4    20,3 ± 1,0 

 9,0   4 –6    21,7 ± 0,1 

 

 

 

Estes resultados estão de acordo com o comportamento da quitosana como 

um polieletrólito catiônico em que os grupos amino de sua cadeia estão protonados 

em pH ácido o que deverá favorecer seu intumescimento. Em pH 6,8 os grupos 

amino e os carboxilato estão deprotonados provocando uma diminuição no 

intumescimento. Em pH 9.0 nota-se um leve aumento no intumescimento do 

polímero da MLQT. É importante ressaltar que o valor acumulativo revela um grau 

de intumescimento elevado (83%), porém menor do que o intumescimento em água 

pura, considerando o efeito de pH e um tempo maior de contato no caso da água 

(Figura 26). 
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Figura 26. Curva cinética de intumescimento das microesferas da MLQT em 

solução tampão pH 1,2; pH 6,8; pH 9,0. 

 

 

5.8 Liberação in vitro da enrofloxacina impregnada nas microesferas de 

malonilquitosana  

 

A concentração do fármaco enrofloxacina impregnada na microesferas de 

malonilquitosana (MLQT-ER) obtido em 24 horas foi de 520 mg/g.  

Os resultados dos estudos de liberação da enrofloxacina foram obtidos 

simulando o meio fisiológico. Os valores obtidos no período de 6 horas estão listados 

na tabela 8. 
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Tabela 8. Liberação da enrofloxacina impregnadas nas microesferas de MLQT-ER. 

 

pH                                   Tempo (h)                   Média liberação  % 

 

1,2   0 – 2   40,0 ± 0,4 

6,8   2– 4   23,9 ± 1,0 

9,0   4 – 6   37,1 ± 0,9 

 

 

Em pH 1,2 intervalo de 0 a 2 horas, foi caracterizado por uma rápida liberação 

de grande parte da enrofloxacina, cerca de 40%. Enquanto que, em pH 6,8 houve 

uma liberação mais lenta no intervalo de 2 a 4 horas, cerca de 20%, resultando um 

valor acumulativo de 63% , e em pH 9,0 uma liberação igual a 37,1%, equivalendo a 

um valor acumulativo final de 101% (Figura 27). 

0 1 2 3 4 5 6

0

20

40

60

80

100
pH 9,0pH 6,8pH 1,2

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
da

 e
nr

of
lo

xa
ci

na
 (m

g)

Tempo (horas)

Figura 27. Curva de liberação da enrofloxacina impregnadas nas microesferas da MLQT-ER. 
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A liberação da enrofloxacina das microesferas de malonilquitosana é 

dependente do pH do meio. O que explicaria sua maior liberação em pH ácido, pois 

nesta fase os grupos carboxila do fármaco estariam totalmente protonados e de 

acordo com o perfil da solubilidade da enrofloxacina em função do pH (Figura 27). 

 Por outro lado, a malonilquitosana apresenta 11% de grupos amino, os quais 

neste pH estão totalmente protonados, com um máximo de intumescimento 

contribuindo dessa forma para o processo de liberação.  

 

 

  

5.9 Estudo cinético de liberação da enrofloxacina em solução tampão pH 

      6,8  

  

O perfil de liberação em pH 6,8 do fármaco enrofloxacina Figura 28 mostra 

uma cinética muito rápida na sua fase inicial atingindo um máximo de 45 minutos. 

Entretanto a alta carga de impregnação de 610 mg/g contribui para esta rápida 

liberação e com indicação de que o procedimento experimental foi o responsável por 

este efeito.  

Os parâmetros cinéticos (n) podem ser determinados por um ajuste não linear 

aplicado à lei de potência (PEPPAS, 1985). Quando o valor de n ficar em torno de 

0,45 predomina o fenômeno de difusão Fickiana. A Figura 28 mostra um padrão de 

comportamento não linear no seu perfil de liberação inicial e aplicando a equação 

simplificada de Peppas na forma logaritimada (equação 6). 
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tnK
M
M t lnlnln +=

∞
     ( eq. 6) 

 

Onde Mt é quantidade de liberação do fármaco num tempo t, M∞ é a quantidade 

total de fármaco encapsulado, Mt / M∞ é a fração do fármaco no tempo t, e K  é a 

constante de difusão, dependendo do modelo cinético usado. O termo n é o 

expoente de difusão que caracteriza o mecanismo de transporte da liberação do 

fármaco. 

Figura 28. Perfil da liberação da enrofloxacina em tampão pH 6,8. 

 

Linearizando a equação 6 , obtida através do gráfico de ln Mt /M∞  em função de 

ln t,
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 obtém-se o expoente difusional n. Os dados de liberação da enrofloxacina 
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foram avaliados para Mt/M∞ < 0,60  e determinou-se  o valor de n= 0,01 que foi 

considerado um valor muito pequeno.  
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Figura 29. Curva cinética de liberação da enrofloxacina das microesferas de 

MLQT em função do tempo em solução tampão 6,8 

 

Este resultado pode ser relacionado com o alto conteúdo de fármaco presente 

nas microesferas da malonilquitosana, sendo ele parcialmente responsável pela 

rápida liberação da enrofloxacina nos primeiros 45 minutos a partir das microesferas 

de MLQT. 

Teoricamente com o expoente de difusão n= 0,45 à lei de potência pode ser 

aplicada para simular os primeiros 60% de liberação do fármaco. No presente caso 
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isto deixa somente 2 ou 3 pontos para serem usados para  ajuste não linear para 

uma taxa de liberação rápida (Figura 29). Conseqüentemente isto resultou num 

ajuste inadequado o qual explicou o baixo valor de expoente de difusão encontrado 

para esta liberação. Neste caso admite-se que o mecanismo foi somente de difusão 

e outros fatores como solubilidade e intumescimento não interferiram no resultado.  

Outro fator a considerar é o fato de que a formulação com o polímero 

apresenta alta carga de fármaco e a rápida liberação é devida provavelmente ao 

sistema que se torna fraco para reter o fármaco pela diminuição na concentração do 

polímero em relação ao fármaco (CHUN & CHOI, 2004). 

 

 

 

5.10 Liberação in vivo da enrofloxacina impregnada nas microesferas de 

malonilquitosana 

 

 

Geralmente, quando um comprimido convencional de enrofloxacina de 400 

mg é administrado em animais saudáveis, via oral, a concentração no soro de 

enrofloxacina e da ciprofloxacina, seu maior metábolito é de 1-2 h. O pico da 

concentração do soro é de 1,5 µg/ml, e sua meia-vida de eliminação é de 3,5 h. 

(BOISSEAU, 1993). 

In vivo a avaliação da liberação da enrofloxacina contida nas microesferas de 

malonilquitosana foi realizada em ratos saudáveis e normais. Os níveis plasmáticos 

do fármaco foram medidos em espectrofotômetro após a administração oral de uma 

dose equivalente a 520 mg/kg de enrofloxacina impregnada, comparada com o nível 
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plasmático da mesma dosagem oral de enrofloxacina livre. Os resultados destes 

estudos são mostrados na Figura 30.  

A administração oral da enrofloxacina livre (F-ER) resultou em um pico de 

concentração máxima de 488 μg/mL em 1 hora e este nível de fármaco foi mantido 

por 3 horas, após este tempo produziu um declínio não exponencial da concentração 

do soro de acordo com os dados obtidos e relatados por Papich e Otero (PAPICH et 

al., 2002; OTERO et al., 2001b). 

Entretanto, no exemplo as microesferas da malonilquitosana que contêm o 

fármaco (MLQT-ER), observou-se um nível alto da enrofloxacina no soro alcançando 

um pico máximo em torno de 670 μg/mL e se manteve durante o período de 6 horas 

a 12 horas.  

Conseqüentemente, a microencapsulação da enrofloxacina representa uma 

mudança no parâmetro cinético e um aumento na concentração do fármaco no 

sangue o que poderia ser uma vantagem para o uso veterinário terapêutico deste 

fármaco antimicrobial. 

O aumento do tempo e do efeito sustentado observado por um longo período 

de tempo no caso das microesferas é devido provavelmente a uma absorção e 

liberação mais lenta da enrofloxacina no período mais prolongado.  
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Figura 30. Liberação in vivo das microesferas malonilquitosana impregnadas com enrofloxacina (-▪-

MLQT-ER); enrofloxacina-livre (-o- F-ER) e microesferas da malonilquitosana (▼-MLQT) em ratos 

tratados com 520 mg/Kg (v.o). Todos os valores são expressos como médias ±SEM, n=6, (*) e (***) 

denota diferença significativa com relação a F-ER (P< 0,001 e P<0,05).  

  

 

6. Perspectivas de trabalho 

 

 A impregnação e a liberação do fármaco enrofloxacina com cargas menores do 

fármaco enrofloxacina, poderá possibilitar uma melhor desempenho na cinética de 

liberação in vitro, e desta forma aumentar a eficácia terapêutica nos resultados in 

vivo.  
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 Aplicar o sistema malonilquitosana com a enrofloxacina, usando outros modelos 

animais, como por exemplo, o cão. 

 Estender o uso da malonilquitosana como matriz para o desenvolvimento de 

novas formulações orais de liberação controlada ampliando seu uso para outros 

fármacos, tanto na área veterinária como na área humana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 98

7. Conclusões 

 
___________________________________________________________________________ 
   

  

  De acordo com os objetivos propostos e a partir dos resultados encontrados 

neste trabalho podem-se fazer as seguintes considerações: 

 

• A matriz de liberação entérica de enrofloxacina como um novo tipo de formulação 

farmacêutica na forma de microesfera foi desenvolvido a partir da reação de 

amidação da quitosana com ácido malônico.  

 

• Os espectros no infravermelho confirmaram a modificação ocorrida na reação de 

amidação pelo aparecimento de bandas características de amida II e de ácido 

carboxílico.  

 

• As análises de RMN de 13C tiveram papel relevante na confirmação da estrutura 

molecular do produto da reação de amidação. 

 

• Os estudos de intumescimento das microesferas da quitosana com ácido 

malônico, revelaram a formação de um hidrogel com alta capacidade de 

intumescimento (188%) em água. Os estudos de intumescimento em tampões de pH 

1,2; 6,8 e 9,0 similares ao do TGI dos cães revelaram que as microesferas de MLQT 

se comportaram como hidrogéis de polieletrólitos.  
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• As análises termogravimétricas da QTS e da MLQT mostraram que a 

estabilidade térmica da malonilquitosana é diminuída, pela presença de cadeias 

laterais ramificadas na matriz polimérica. 

 

• As principais vantagens apresentadas pelo sistema de liberação controlada do 

hidrogel malonilquitosana incluem:  

(i) facilidade de preparação (especialmente se considerar a modificação química na 

superfície do biopolímero quitosana ao se introduzir grupos carboxílicos e amida em 

escala industrial); 

(ii) aplicabilidade para diferentes tipos de fármacos de baixa massa molar;  

(iii) a possibilidade de atingir níveis plasmáticos terapêuticos por um período de 

tempo prolongado como a enrofloxacina microencapsulada que possibilita uma só 

administração diária comparada ao fármaco livres contidas em comprimidos 

comerciais cuja administração oral é feita várias vezes ao dia.   

(iv) Melhora da biodisponibilidade da enrofloxacina nas microesferas de  

malonilquitosana quando comparados com as formulações farmacêuticas 

tradicionais.  

 

• O perfil de liberação da enrofloxacina  mostra um comportamento não linear com 

uma cinética rápida na sua fase inicial atingindo um máximo de 45 minutos. Este 

resultado pode ser relacionado com o alto conteúdo de fármaco sendo ele 

parcialmente responsável pela rápida liberação. Devido a isto se admite que o 

mecanismo fosse de difusão independente da solubilidade e do intumescimento. 
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• O desempenho in vitro do sistema de liberação estudado na faixa do trânsito 

gastrintestinal simulado foi dependente da variabilidade do tempo com o pH e 

também do grau de intumescimento elevado da matriz polimérica.  

 

• Estudos in vivo indicaram que a microencapsulação da enrofloxacina pela matriz 

de malonilquitosana foi a responsável pela cinética de liberação prolongada e no 

aumento na concentração do fármaco no sangue. 

 

• Os resultados do presente estudo sugerem que o sistema de liberação 

desenvolvido pode ser uma formulação potencial para o uso veterinário terapêutico 

deste fármaco antimicrobial.  
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