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GLOSSARIO

cecum (ceco) - porgdo do intestino grosso na qual se abrem o ileo € o apéndice
vermiforme.

estdmago - Viscera na qual se faz parte da digestéo dos alimentos, situada entre o
esbfago e o duodeno.

intestino delgado - 6rgdo formado por trés segmentos: duodeno (parte superior),
jejuno (parte mediana) e o ileo (parte inferior), este Ultimo caracteriza-se por
constituir-se de um agregado de tecido linfatico: placas de Peyer.

intestino grosso - 6rgdo composto por trés segmentos: célon, reto e canal anal.

fuz intestinal - calibre (espago) interior dos intestinos (grosso e delgado).

plasma - fluido intercelular (histologicamente homogéneo) e ligeiramente alcalino.
Representa 55% do sangue e contém os elementos figurados, globulinas, albumina,

sais inorganicos, principalmente, cloreto, bicarbonato e fosfato de sodio.
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RESUMO

Microesferas de quitosana com grau de desacetilagdo médio de 85,6% foram
~enxertadas com poli(acido acrilico) para aplicagdo como sistemas de liberagdo
controlada de farmacos. O corante eosina impregnado nas microesferas de
quitosana modificada foi utilizado como marcador para estudo in vitro de liberagéo
de farmacos. A rifampicina € o farmaco escolhido para este estudo. As microesferas
- de quitosana foram obtidas pelo método de inversdo de fases com NaOH, seguidas
de reticulagdo com glutaraldeido, redugdo com cianoboroidreto de sodio e enxertia
com poli(acido acrilicé), na presenga de uma solugdo de nitrato de cério(lV)
amoniacal como iniciador redox. As microesferas de quitosana foram caracterizadas
por espectroscopia no infravermelho (IV);, andlise de porosidade e grau de
intumescimento; analise termogravimétrica e na microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Os estudos in vitro de liberagdo da eosina, a partir de microesferas de
quitosana modificada, mostraram que o corante foi liberado em fungdo do tempo a
pH 6,8 e 9,0 que simulam as condig¢des fisioldgicas do trato gastrointestinal, n&o
havendo liberagdo a pH 1,2. Os ensaios in vitro de liberagdo de rifampicina,
impregnadas nas microesferas de quitosana modificada, mostraram que a liberacéo
de rifampicina nas solugdes tampdes similares ao do TGl é superior aocs do meio
biolbgico artificial (suco gastrico, fluidos intestinal e cecal artificiais). Esta diferenga é
devida, possivelmente, a composi¢cdo das solugdes tampdes e do -meio biolégico
artificial. Os resultados dos estudos cinéticos de liberagdo in vitro da eosina ou a
rifampicina impregnada nas microesferas de quitosana modificada foram
interpretados pela equacdo de RITGER e PEPPAS e revelaram que essas
microesferas atuam, possivelmente, por sobreposicdo de dois mecanismos
independentes de liberagdo de farmacos (a difusdo Fickiana e o intumescimento).
Os ensaios de liberagdo in vivo da rifampicina, impregnada nas microesferas de
quitosana, sugerem que microesferas, contendo 400 mg do farmaco, manteriam as
concentragbes sangliineas necessarias para impedir a proliferagdo do agente
infeccioso da tuberculose.
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ABSTRACT

Chitosan microspheres with an average deacetylation degree of 85,6% were grafted
with poly (acrylic acid) in order to be used as drug delivery systems. The eosin dye
impregnated at the modified chitosan microspheres was used as a marker for in vitro
study of drugs release. Chitosan microspheres were obtained by coacervation-phase
separation with NaOH, followed by cross-linkage with glutaraldehyde, reduction with
sodium cyanohydroborate and grafted with poly(acrylic acid), using ammonium
cerium(lV) nitrate as redox initiator. The chitosan microspheres were characterized
by the following technics: infrared spectroscopy; porosimetry;, swelling degree;
thermogravimetric analyses; and scanning electronic microscopy (SEM). The in vitro
release studies of eosin from the modified chitosan microspheres, showed that dye
release was time dependent at pH 6.8 and 9.0, typical of the gastrointestinal tract. No
eosin release could be observed at pH 1.2. The in vitro release assays of rifampicin
impregnated in the modified chitosan microspheres showed that the release of
rifampicin in buffer solutions similar to that of TGl is higher than that at the synthetic
biological environment (gastric juice, synthetic intestinal and cecal fluids). This
difference is likely due to the composition between buffer solutions and the synthetic
biological environment. The results of kinetic studies of the in vitro release of eosin or
rifampicin impregnated in the modified chitosan microspheres were interpreted by the
RITGER and PEPPAS equation and revealed that the microspheres likely should act
by superposition of two mechanisms (a Fickian diffusion and swelling). The in vivo
release assays of the rifampicin impregnated at the modified chitosan microspheres
showed that the microspheres containing 400 mg would be the best form to keep the
necessary rifampicin concentrations in the blood in order to inhibit the proliferation of

the tuberculosis infectious agents.



1. Introducgao

Nos dultimos anos, tem-se constatado um notavel crescimento em torno da
criacdo de novos sistemas de liberagéo controlada de farmacos. Dvurante esse periodo,
a industria farmacéutica se destacou no uso e no aproveitamento de matérias- primas
de baixo custo e facil obtengdo para o desenvolvimento de novos materiais poliméricos,
0 que permitiu o uso de varias técnicas para encapsulagéao de muitos corhpostos em
sistemas de multiparticulas, como microesferas e microcapsulas, no intuito de proteger,
estabilizar e mascarar os sabores indesejaveis ou modificar as propriedades de
liberaggio'?. Os sistemas de multiparticulas tém suscitados um grande interesse nas
'formulagées orais por apresentarem muitas vantagens, tais como, redu¢do no namero
de doses, Variabilidade do tempo de transito no trato gastrointestinal e a possibilidade
de mistura de farmacos de diferentes propriedades de liberagao **.

O avango das pesquisas acerca desses sistemas de liberagcdo permite fazer
algumas observagoes:

- muitos ensaios realizados com farmacos antigos, e até mesmo com os novos,

ndo sédo realizados com o Unico intuito de melhorar a sua eficacia e a satde do

paciente, mas também para permitir, em alguns casos, testar novas terapias;

- os farmacos complexos ou novos, como as proteinas, produzidas pela

engenharia genética, cuja liberagdo €, as vezes, mais complicada que os

convencionais, necessitam de novos sistemas de liberagao;
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- existe uma consciéncia de que as moléculas do farmaco liberado afetam

significativamente as respostas terapéuticas;

- calcula-se que, em média, o custo de uma nova molécula farmacéutica nao

menor que 150 milhdes de ddlares, ao passo que o gasto para melhorar o

sistema de liberagdo de um farmaco jé existente apresenta um custo muito mais

reduzido (exemplo de 4&cido acetilsalicilico encapsulado), dessa forma,

mostrando, ser uma alternativa importante;

- 0s avangos nas ciéncias dos materiais e da biotecnologia permitirdo o

desenvolvimento de novos métodos fisico-quimicos de liberagdo de farmacos®.

Nesse contexto, o encapsulamento de férmacos para o tratamento de
tuberculose é de grande importéncia. A ciéncia que Itrata a tecnologia da
microencapsulagdo constitui um dos exemplos de aplicagdo de uma técnica em
determinado campo que pode ser estendida a outras areas, incluindo as das ciéncias
fisico-quimicas e farmacéuticas.

ﬁos anos 80, a microencapsulagdo de substancias comegou a se firmar como
uma tecnologia de compartimentalizagao das substancias, possibilitando a manutengio
ou o isolamento de agente ativo no intérior das microesferas ou das microcapsulas
cujas dimensbes variam de nandmetros a alguns milimetros de didmetros. Devido ao
seu avango promissor, 0s cientistas das areas tecnoldgicas estdo usando o proceséo
de microencapsulagdo nas aplicagdes industriais de alimentos, de produtos cosméticos,
fertilizantes e outros®?.

Principalmente na éreé farmacéutica, a microencapsulagdo esta atualmente se
tornando uma das alternativas viaveis para o desenvolvimento de novas formulagdes,

uma vez que possibilita, de maneira racional e efetiva, aumentar a eficiéncia terapéutica
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de substancias ja utilizadas no tratamento de grande variedade de doengas. A
aplicagédo de sistema de microencapsuvlagéo nessa area esta sendo também
~amplamente estudada, e tem sido utilizada para obteng&o de formas sdlidas de 6leos,
no mascaramento do sabor e odor desagradéveis de substancias ativas, na protegéo de
farmacos contra a umidade, calor e oxidagdo, na alteragdo da solubilidade, na
diminuicdo da volatilizagdo de farmacos liquidos, na prevengédo de ianmpatibilidade
entre substancias ativas contidas na mesma formulagdo, para materiais toxicos
manipulaveis de maneira segura, para aumentar caracteristicas de fluxo de materiais
solidos em processos de compressdo, e para produzir liberagdo controlada e
vetorizagdo de farmacos, entre outras®?®,

A tuberculose, conhecida como mal de poft, € uma das doencgas transmissiveis
que mais afetam o homem ha muito tempo. Seus vestigios foram constatados em
muitos povos pré-histéricos como, por exemplo, em muimias egipcias. Também a
doenca se alastrou em toda a Europa e, depois, nas Américas, com a chegada dos
colonizadores europeus elevando, ainda, o indice de mbrtalidade nesse continente no
século XIX e na primeira metade do século® XX.

Inicialmente, a etiologia da doenga foi associada aos "habitos pessoais
negativos" (como luxo excessivo, a ingestdo de alimentos deteriorados, o sedentarismo)
a sifilis e o abuso da terapéutica mercurial, entre outros fatores'. Apos a descoberta
do agente etioldgico Mycobacterium tuberculosis, por Robert Koch, em 1882,
especulou-se a possivel erradicagdo da doenca. Mas, até hoje, a tuberculose &€ uma
infecgdo bacteriana qué_ ainda persiste como um grave problema de salide publica nos
paises em desenvolvimento, voltando a preocupar os paises desenvolvidos, devido ao

aumento progressivo da doenga associada a epidemia de infecgéo pelo HIV,
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Os desafios do diagnostico clihico e laboratorial encontram diversas dificuldades
devido aos sinais clinicos, muitas vezes ndo especificos. No entanto, apesar de suas
~limitagGes, a bacilo_scopia parece ser o método basico. O tratamento da tubevrculose

foca um complexo regimento de farmacos (rifampicina, isoniazida, pirazinamida,
etambutol ou estreptomicina) que pode durar um ano, expondo os pacientes aos efeitos
toxicos dds agentes antituberculose, que podem ser graves para alguns pacientes”.

A rifampicina, desde seu isolamento em Streptomyces mediterranei, tem sido
utilizada como antibictico de amplo espectro junto com a isoniazida na terapia da
tuberculose'® . Alguns estudos realizados com pacientes mostraram que a sua
concentragdo no soro alcanga o maximo em duas horas e depois o nivel sérico decai
drasticamente. A analise farmacocinética deste composto tem mostrado que a taxa
intestinal de absorgdo aumenta com o tempo. A continua administracédo da rifampicina
leva a indugdo de enzimas no figado com uma concomitante diminuigdo da
concentragdo no plasma que pode levar a graves Varia(;(")es nos niveisvplasméticosw'w.
Por causa dessa aguda variagédo dé concentragéo da rifampicina no plasma, algumas
formulagbes farmacéuticas de liberagdo controlada pH-dependente vém sendo
desenvolvidas para favorecer uma liberagédo prolongada do farmaco. Estas formulagfes
sao as nano e microcapsulas, constituidas de polimeros resistentes ao pH do estdmago
e ao pH neutro do intestino delgado dissolvendo-se no pH alcalino'”°. |

A principal preocupacgdo desta pesquisa & desenvolver produtos alternativos e
viaveis para microencapsulacdo da rifampicina na quitosana modificada por enxertia

com poli(acido acrilico) e mostrar as caracteristicas de biodisponibilidade da rifampicina

quando administrada na forma encapsulada.



2. Revisdo bibliografica

2.1. Quitina e quitosana

Apos décadas sem esclarecer a estrutura e caracterizar a quitina, foi somente
“na metade dos anos 70 que o Professor Ricardo MUZZARELLI desvéndou esse
mito, publicando um Iivfo no qual esclareceu algudmas propriedades desta molécula.
Desde entdo, pesquisadores se interéssaram pelo estudo é pela descobérta de
outras fontes desse composto natural”._

A quitina, o maior -dos polimeros naturais?®’, produzida por vérios animais
marinhos, insetos e fungos, € um biopolimero de peso molecular relativamente alto
(1,6x10°-3.3x10%e constituido principalmente de unidades de B(1Z4) -2-acetamido-

2-desoxi-D-glicopiranose (Figura 1)

OH OH ¢ OHg
S\ 4

38

Figura 1. Estrutura da quitina

Muitos estudos realizados sobre o contetido dos grupos amino livres na quitina
indicaram que cerca de 10% destes grupos nas cadeias ndo se encontram
acetilados, embora alguns autores tenham proposto que 16% dos residuos s&o

23,24

desacetilados e outros, ainda, afirmam que a proporgédo de N-acetil varia de

acordo com a origem do polimero %,
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Quando o grau de N-acetilagéo é inferior a 50% a quitina apresenta-se solavel
em solugbes acidas diluidas e é chamada de quitosana (QTS)?%. Todavia, na
natureza a quitina se encontra em diferentes formas, como microfibrilas nos
tegumentos de crustaceos e insetos, cristalina hidratada, polimérica e y-quitina®®,

A quitosana [B (1Z4) -2-amino-2;desoxi-B-D-incopiranose] (;:igura 2) obtida
por N-desacetilagdo, tem atraido atengdo como matriz polimérica para liberagédo
controlada de farmacos. Este polimero é biocompativel®®2°, biodégradé\)el e quase
atoxico, com DLso em camundongos de 1{6 g/kg, sendo que 0 seu processo de
biodegradacdo ocorre via hidrolise enzimatica, através de um mecanismo de
despdii_meriza(;éo, semelhante ao das paredes celulares das bactérias e dos fungos.
" Essa molécula de estrutura quimica similar & da celulose, é degradada por lisozima,
presente no corpo humano, e por quitosanase bacteriana®*.Devido a facil
degradagédo e por que os produtos gerados ndo sdo toxicos, a quitosana tem atraido
a atencdo como excipiente para liberagdo controlada de farmacos, mas 0 seu uso
tem sido limitado por causa de sua insolubilidade em agua e em alguns solventes
organicos®' , tais como, acetona, DMF, etc.

A presenga de grupos amino confere a quitosana a solubilidade em solventes
orgénicos e inorganicos, diluidos na ‘faixa especifica de pH até aproximadamente
6,0 e mais versatilidade quimicé do que a celulose, assim aumentando, o seu campo
de atuagdo como, por exemplo, na medicina, odontologia, agricultura, industrias
cosmeéticas e de alimentos?.

A quitosana devido a seu carater catidnico, atua como um polieletrdlito,
agindo como floculante nos tratamentos de efluentes liquidos e como resina

quelante na remog&o de metais pesados®¥**%,
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OH o

NHCOCH3

Figura 2. Estrutura da quitosana

2.2 Caracterizagao da quitosana

2.2.1. Determinac¢ao do grau de desacetilagao

Segundo ASAKO e colaboradores® a estrutura molecular e as propriedades
da quitosana sdo largamente afetadas pelo grau de desacetilagéo. Por essa razéo,
necessita-se estabelecer um metodo para determinar exatamente o grau de
desacetilagdo. De acordo com os citados pesquisadores, existem varias técnicas
para esta determinagado, tais como: a titulagéo coloidal, a analise elementar, a
proporgéo absorvida no infravermelho e a espectroscopia em RMN H.

O uso da quitosana em diferentes areas requer a escolha de um método de
determinacdo do grau de desacetilagdo seja confiavel para satisfazer as exigéncias

da utilizagao preferida para este polimero.

O teor dos grupos amino de quitosana sera deterrﬁinado usando a
titulagé@o coloidal por condutometria. Obtem-se um gréafico de conduténcia em fungao
do volume de titulante, o qual permite a determinagdo dos volumes relativos aos
pontos de equivaléncia, cuja diferenga corresponde ao volume requerido para
neutralizar os grupos amino>*.

O principio desse método estd baseado no somatério das condutancias

individuais das espécies presentes na solugdo. Como na solugéo estio presentes os
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ions hidrogénio e hidroxila, que sdo os mais condutores, observa-se uma mudanga
na condutancia destes, visualizada no monitor do condutivimetro, devido a
concentracdo desses ions ser fungdo do volume do titulante adicionado. O valor
algébrico da condutdncia varia proporcionalmente & concentragdo dos ions
presentes no meio, mas a conduténcia de uma determinada solugdo nao varia
linearmeénte com adi¢do de reagente, devido ao efeito da diluigdo da agua que‘ esta
sendo adicionado junto com o reagente e a influéncia da températura na
condutividade. Assim os trabalhos de precisdo exigem que as experiéncias devam

ser feitas em banho termostatizado® %,

2.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono-

13 (RMN *3C)

A espectroscopia de RMN é» uma forma de espectroscopia de absorcdo, na
qual uma amostra absorve radiagdo eletromagnética, na regido de radiofreqﬁéncia,
em uma freqiiéncia governada pelas caracteristicas estruturais da amostra. Esta
absorgao é fungao de determinados nucleos da molécula. O espectro RMN obtido de
uma amostra apresenta um registro grafico das freqiéncias dos picos de absorgao
contra suas intensidades® .

Em virtude do desenvolvimento cientifico, muitas inovag¢des estdo sendo
feitas sobre esta instrumentagdo, permitindo aumentar as vantagens no seu uso.
Uma delas, foi a transformagdo de Fourier que converte através de software
adequado a informagao obtida em um espectro convencional de RMN"C, permitindo
a caracterizacéo e identificacdo dos compostos quimicos. Pode-se usar as amostras

tanto na forma liquida como sélida®’. Os deslocamentos quimicos observados no
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éspectro de C vdo até 240 ppm, isto é, uma faixa 20 vezes maior
aproximat-ivamente, que a observada em espectros de 'H (cerca de 12 ppm). Esta
caracteristica fornece a resolugéo da maioria dos sinais individuais®.

O espectro *C de polissacarideos, apresenta um deslocamento quimico de
carbono anomérico (C) na regido de 95-110 ppm bem separado dos outros sinais.
Na regido de 60-65 ppm encontra-se um sinal distinto do carbono (Cg) primario do
alcool. Os dois sinais proximos de 80 ppm estéo' relacionados ao (C4q). Os
deslocamentos, na regido de 75 ppm, sdo dos carbonos secundarios (Cz) e (Cs) e
séo sinais dificeis de identificar. O sinal do (C2) aparece de 56 a57 ppm. No caso
especifico da QTS duas linhas correspondentes ao C=0 e CH3z aparecem no

espectro devido ao polimero ndo estar completamente desacetilado®®*".

2.2.3. Espectroscopia vibracional no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho é também uma instrumentagdo usada
freqiientemente para identificagdo dos compostos. Nesse Caso, a regido do espectro
eletromagnético, correspondente ao infravermelho, fepresenta a localizagdo da
maior parte da energia das vibracées moleculares e tem o comprimento de onda*"*%
* entre 2,5 e 15um (4000 a 667cm™). Os grupos funcionais e os atomos de uma
amostra estudada apresentam, por exemplo, as frequéncias caracteristicas
permitindo, apés um estudo minucioso, determinar as estruturas esperadas ou nao>>
37' |

'Esta técnica é muito importante na obtengdo de informagdes estruturais dos
polimeros e suas modificagées, assim como na identificagdo da ocorréncia ou néo

das interagdes fracas (pontes hidrogénios, dipolares) entre os componentes
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poliméricos**™*’, deslocamentos de bandas de absorgdo de certos grupos funcionais
-OH (3200 - 3600 cm™"), =NH (3300 cm™), grupos carbonilicos (1640 - 1870
cm™). Por essa razdo, o espectro no infravermelho sera usado para identificar a

QTS e a QTS modificada®’.

2.3. Modificagdes quimicas na quitosana

A QTS é geralmente usada na forma de p6 ou de flocos, ambos n&o porosos
mas soluveis em meio acido. Essa solubilidade limita seu uso nas diferentes areas
tecnoldgicas, como a da recuperagéo dos ions metélicos em agua residual com
valores baixos de pH . Também sua transformagéo em gel no TGl impede a
absorgdo de vitamina C. |

A transformacéo da QTS em flocos ou p6, em microesferas ou microcapsulas
porosas, pode superar muitas destas limitagées. Ainda, alguns tratamentos quimicos
como a reticulagdo dos grupos aminos, a redugdo dos iminos e a enxertia com o
poli(acido acrilico) feitos nas microesferas ou microcapsulas permitem melhorar sua

resisténcia bioldgica e quimica.

2.3.1. Reticulagao da quitosana

As bases de Schiff ou iminas substituidas sdo formadas por desidratagdo
espontanea das a-hidroxi-aminas, apds reagéo das aminas primarias e secundarias

com o0s grupos carbonila de aldeidos e cetonas, em presenga de catalisadores

acidos*.
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A QTS, devido a presenga de grupos amino livres na sua estrutura, pode
reagir com glutaraldeido para fdrmar ligagGes intermoleculares ou reticuladas
através das bases de Schiff resultantes, obtendo um formato de redes. As ligagbes
covalentes entre os grupos amino e os aldeidos terminais extremos do agente
reticulante s&o irreversiveis e resistentes a pH e temperatura. A razio para o uso do
agente reticulante bifuncional glutaraldeido (1-5 pentanodiol) para inibir a
solubilizagéo através da formagéo de bases de Schiff com os grupos amino livres da
unidade glucosamina do polimero® (Figura 3). A reticulagdo da QTS resulta na
formagdo de molécula insoltvel na faixa de pH do TG, apresentando um aumento
da resisténcia biolégica, quimica e mecanica®. |

NAKATSUKA e ANDRADY estudaram a permea.bilidade.e a difusdo da
vitamina B-12 em QTS, QTS reticulada e blenda de QTS/alcoo! polivinilico (PVA).
Esses estudos mostraram que aparentemente o coeficiente de difusdo ,D, para
membranas de blendas e QTS reticulada depende somente do equilibrio de

‘intumescimento, Q, do material na agua “°.
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Figura 3. Reticulagao da QTS com o glutaraldeido

Copolimerizagao de enxerto

2.3.2.1. O uso de cério como iniciador redox

O uso dos ions cério para iniciar a copolimerizagéo foi proposto pela primeira

vez por MINO e KAIZERMANN®® em 1958. Essa técnica, por ser de aplicagdo

relativamente facil e de alta eficiéncia, atraiu os pesquisadores durante trés décadas.
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Salienta-se, todavia, que a natureza heterogénea da reacao dificultou o acerto entre
a cinética € o mecanismo da mesma.

Estudos realizados sobre substratos celulésicos, utilizando-se cério(IV) como

51-53 54-55

LEZA e colaboradores realizaram

iniciador redox, tém sido publicados
estudos sobre a capacidade do ion Ce** de iniciar a polime'rizagvéo do mondémero 4-
'vinilpiridina na celulose, nas fibras de celulose modificadas e na auséncia de agente
redutor.

Também comprovaram que quando a celulose é oxidada por sais de cério,
como o nitrato de cério(lV) amoniacal, radicais livres capazes de iniciar a
polimerizacéo vinilica sédo formados na celulose. Quando os radicais produzidos sdo
abundantemente formados, a reagdo de copolimerizacdo de enxerto é mais
favorecida que a do homopolimero. Outras pesquisas envolvendo mondémeros

" vinilicos, tal como acido acrilico, com iniciador redox, também tém sido

investigadas®®.

2.3.2.2. Copolimerizagao de enxerto de acido acrilico sobre a quitosana

Nos Uultimos anos, tem si.do observado um crescente interesse pela
modificagéo de polimeros, através da copolimerizacdo de er\1xerto, com o objetivo de
melhorar as suas propriedades. Nesse sentido, a reacdo de enxertia, iniciada por
sistemas redox (Ce IV), tem mostrado grande eficiéncia, apresentando as seguintes
caracteristicas: curto periodo de indugédo, baixa energia de ionizagdo, condigdo
reacional a temperatura abaixo ou igual & ambiente e pouca formacdo de

homopolimero 53,

Os copolimeros consistem em uma cadeia principal de um homopolimero com

ramificagdes de um outro homopolimero, através de ligagbes covalentes. Os
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copolimeros enxertados sdo heterogéneos e multifasicos, sendo suas propriedades
atribuidas diretamente ao seu caréterv multifasico, o qual € inerente a
incompatibilidade entre as diferentes seqiiéncias de polimeros™.

Os copolimeros enxertados com cadeias laterais de mondémeros vinilicos,
apresentam uma promissora perspectiva como novos materiais para um grande
numero de aplicagées, tais como trocadores iénicos, agentes quelantes, eletrodos
modificados, bactericidas, membranas de separagdo, suporte para enzimas e
revestimento para papéis etc.552

O poli(acido acrilico) (Figura 4) € solavel ém solventes polares, tais como,
metanol, etano!, etileno, glicol, dioxano, dimetilformamida (DMF), agua e também em
bases diluidas.' E insolivel em solventes apolares, como os hidrocarbonetos
aromaticos e alifaticos. Esse polimero, devido a sua solubilidade em agua, tem
muitas aplicagdes como gomas téxteis, agente. de suspensdo para pigmentos

inorganicos, adesivos e espessantes.

NWWCHz—(FH—CHz—(fH—CHz—CfHM’W
COOH COOH COOH

Figura 4. Estrutura do acido poliacrilico

-

O acido poliacrilico € preferido por apresentar a melhor estabilidade
hidrolitica e é suscetivel de polimeriiagéo devido a existéncia de um radical simples.
Este polimero, de facil aproveitamento, apresenta baixo custo de sintese.

O arranjo tatico dos residuos monomeéricos nos polimeros hidrofilicos, pode
influenciar a solugdo ou as propriedades de intumescimento®. O 4cido poliacrilico é

muito sensivel ao pH, mas a sua forma espiral “estendida” pode suportar até 25% de
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ionizag&o®. Por essa razdo, a sua titulagdo, quando realizada de alto valor de pH
até baixo valor de pH permite determinar o pK, ou pKy aparente 8¢ como fungéo do
grau de ionizag&o ou de protonagéo. Conclui-se que o tamanho do acido poliacrilico
diminui com a redugéo dos mondmeros nos polimeros e desaparece quando a
fragdo molar esta ao redor® de 10%. O peso molecular do acido poliacrilico & de
aproximadamente 20.000 daltons, sendo que sua funcao € introduzir nova
funcionalidade no polimero e uma das vantagens de seu uso é a sua
biocompatibilidade ©’.

Um mecanismo de copolimeriza¢do de enxerto foi proposto por MOHANTY e
colaboradores para o enxerto de metacrilato na celulose'sé, conforme mostrado

abaixo:

[niciag&o: " 3w+ _
R+Ce—» Ce+R+H (1)
R+M —» R—M" | 2)
Co+M —> M*CE+H (3)
Propagagéo:
R—Mmt M ——» R—Mh,, (4)
M+ M —— Mg (5)
Terminagao:
R—M;:+ R— My——> Polimero ' (6)

7
Mp+ R* —— Polimero (7)

R—M*+ Ce" o Produtos + Cé + H' (8)

Onde R é a celulose, M o acido acrilico, R e M s3o radicais livres da celulose e do

acido acrilico respectivamente.
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Certas reacdes de enxerto foram estudadas cuidadosamente, como por
exemplo, o acrilato de etila na gelatina usando o nitrato de cério em meio aquoso®,
o metacrilato de metila na celulose’®, que permitiram calcular a concentragéo dos
composioé empregados (iniciador, mondémero e gelatina) e o grau de enxerto em

fun¢éo dos parametros reacionais o tempo e a temperatura.

Célculo do grau de enxerto (%GE):

%GE = '-Dz—P"B‘—xmo (@)

onde
%GE: grau de enxerto
P+ : massa do polimero n&o enxertado

P2 : massa do polimero enxertado

2.4. Eosina

A eosina (Figura 5) é um corante utilizado como marcador para estudo da
liberagdo de farmacos microencapsulados, apresentando-se sob duas formas:

- cristal vermelho com tom azul e p6é vermelho com tom marrom

A eosina na forma ‘de pé vermelho que sera utilizada na padroniiégéo da
reagdo de liberagdo da rifampicina, apresenta as seguintes caracteristicas:

- é muito sollvel em agua, pouco solavel em alcool e insoltvel erh éter;

- a solugdo aquosa concentrada acentua a coloragdo vermelho-azulada, mas

a diluigdo 1/500, apresenta a coloragdo vermelho-amarelada;

- a solugao alcodlica exibe uma forte fluorescéncia verde;
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-aDLsy no porco € de 5 g/Kg;
- apresenta peso molecular 691,91 mol/g (C2oHeBrsNazOs);
.~ é util para a coloragdo de diversos materiais, como, por exemplo, papéis,

seda, unhas etc 772,

Figura 5. Estrutura da eosina

2.5. Rifgmpicina

A/rifampicina (Figura 6), antibidtico de amplo espectro, de peso molar
822,95; e de férmula molecular C43HssN4O12, apresenta uma cor laranja que varia a
‘vermelho intenso, possui a absorgdo maxima em pH 7,38 nos comprimentos de
ondas: 237, 255, 334, e 475 nm, com absortividades molares de 33.200, 32.100,
27.000, 15.400, respectivamente’.

Esta molécula é fracamente soluvel em agua de pH 6,0 e seu ponto de fuséo
oscila entre 183 e 188 °C. Também a rifampicina apresenta um comportamento
polimorfo, devido a complexidade de sua estrutura, que exibe as diferentes

possibilidades para interagdes por ligagbes de hidrogénios, conformagdo e



34

ionizagdo, em consequéncia permitindo a existéncia de formas cristalinas
diferentes’®. |

Nos plji_1’7 e pH 7,‘6; a rifampicina comgporta-se -com um 2zwitterion,
relacionado, respecti—ygmenjte, para o grupo 4-hidroxi e para o grupo nitrogénio 3-
piperazina. Sua DLsg em cobaias € de 885,17 mg/Kg para administragdo oral,

todavia, esta concentragdo muda para 260,33 mg/Kg para a administragdo

intravenosa e 640,55 mg/Kg intraperitonial™.

Figura 6. Estrutura da rifampicina’

A rifampicina inibe a sivntese do RNA bacteriano pela ligagdo a subunidade R
da RNA-polimerase-DNA dependente, bloqueando desta forma a tfanscrigéo. Este
farmaco é biotransformado extensivamente pelo figado durante sua passagem no
sistema hepato-portal e sua eliminag&o nas fezes e na urina rebresenta 60-65% e
30% respectivamente; mas existe une pequena parte representando 15-30% que é
eliminada sem alteragdo. A molécula «de rifampicina € bem absorvida oralmente
atingindo uma concentragéo sérica maxima entre 2 e 4 horas e podendo permanecer
até 24 horas. Também os alimentos podem retardar ligeiramente ou reduzir esta

concentragdo sérica por isso sua administragdo deve ser feita quando o estdmago
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esta vazio ou 1a 2 horas ap6s uma refeigdo. Dentre os tuberculostaticos em uso a

rifampicina € mais eficaz com indice de toxicidade baixo'>"®

, por essa razao
representa o agente antituberculose de escolha, devido a sua capacidade de matar
os bacilos (Mycobacterium tuberculosis) semi-inativos'®.

A rifampicina possui um substrato enzimatico CYP3A3/4 que induz CYP1A2,
2C9, 2C18 -19, 3A3/4, 3A5 -7. Este farmaco também induz as enzimas hepéticas
que diminuem a concentragdo plasmatica. dos bloqlueadores do Célcio, dos
corticoides, dos inibidores de protease, dos anticoagulantes orais, da teofilina, do
cloranfenicol, do paracetamol, dos confraceptivos orais ou sistémicos e inibe a
transcritase reverse nao-nucleotidica. Sua administragdo junto cdm halotano
aumenta a sua hepatoxicidade e as concentragfes séricas de seus metabdlitos. Os
efeitos adversos observados apds administragdo da rifampicina sdo por exemplo
rubor, mudanga comportamental, tontura, sonoléncia, prurido, hemdlise, anemia
hemoiitica, enxaqueca, mialgia, fraqueza, disturbio epigastrico, nausea, anorexia,
pancreatite, colitite pseudomembranar e exantema’’®.

Alguns estudos de biodisponibilidade realizados com pacientes infectados
com Mycobacterium tuberculosis de viruléncia atenuada e em pacientés com HIV,
mostraram que o nivel de rifampicina no plasma atinge o maximo apos duas horas
de administragdo oral e decai drasticamente, devido a uma baixa absor¢do do
farmaco, denotando uma ineficacia terapéutica. Contudo, a andlise da |

farmacocinética tem mostrado que a taxa de absorg&o intestinal aumenta com o

tempo, bem como a taxa de sua biotranformagéo *°.
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2.6. Analises de TGA e de DSC

A andlise termogravimétrica (TGA) é uma técnica na qual se pode
acompanhar as mudangas na massa de uma amostra durante um periodo de tempo,
enquanto varia sua temperatura. Durante o processo, a temperatura é aumentada,
mas a taxa de aquecimento da amostra permanece constante. Na pratica, alguns
itens como a evaporacdo, a sublimagdo, a decomposigdo, a oxidagdo, a redugéo

podem ser medidos’’ 8.

y

A anadlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é a técnica pela qual
se podem acompanhar as transi¢ées de fase ou reagbes quimicas por observagdo
de calor absorvido ou liberado. Essa € especialmente adaptada ao estudo das
estruturas  no intérior de um sodlido a uma temperatura elevada e também
empregada para determinar a entalpia do processo’’ "8,

0] processo' consiste em aquecer, simultaneamente, num aparelho tipico uma
referéncia (R) e uma amostra (A), sendo que a temperatura tem aumento linear em
fungdo do tempo. A técnica é muito usada no estudo de matrizes copoliméricas
(QTS modificada) ou de -blendas poliméricas, podendo fornecer a informagdo com
relagéio & enxertia ou & miscibilidade entre os componentes poliméricos’”®.

Quando a referéncia e a amostra sdo aquecidas, uma variagdo de
temperatura gera uma diferenga de potencial, que é captada por dois termopares
conectados. Essa variagdo de temperatura (AT) é compensada por um fluxo de calor

que é registrado no termograma’’”’®..
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2.7. Microencapsulagao

Um dos métodos de imobilizacdo de enzimas ou de protegcdo de farmacos
consiste na sua introdugdo em microesferas semipermeaveis (Esquema 1). A
microencapsulagdo e a liberagdo controlada s&o conceitos relativamente antigos,

mas suas aplicagdes comegaram nos anos® 80.

Famaco dissolvido
ou disparso no polimero

Esquema 1. Representagao de uma microesfera (Alonso, 1992)

Em 1978, LIM e SUN introduziram o par alginato/polisina para encapsulagéo
. das ilhotas de Langerhans, por combinagéo entre um poli&nion e um polication. Essa
matriz polimérica (alginato/polisina) apresentou estabilidade, devido as interagdes

eletrostaticas®'.
A partir desse principio, DAUTZENBERG e outros usaram a combinag&o do
sulfato de celulose com poli(dimetildialliaménio) para formar microesferas. Do

mesmo modo, DUPUY e colaboradores fizeram uso da acrilamida e do

N
N

metilenobis(acrilamida) com agarose com a mesma finalidade, sendo que nas ditas

82-84
e
\\

A microencapsulagdo ¢ uma variante de imobilizacdo, na qual o encapsulado

microesferas foi encapsulada a fosfatase &cida

(enzima ou hormonio ou farmaco) é disperso em pequenas esferas (2um a 500um)

de membranas poliméricas semipermeaveis, com poros de tamanho variado,

\
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dependendo do material utilizado, geralmente pode ser polimeros naturais ou
sintéticos®®.

Existem duas razdes basicas envolvidas na utilizagdo deste processo: a
necessidade de protecdo do material encapsulado contra agentes externos Ol‘J a
protecdo do meio em que se encontra o encapsulado, tendo, como exemplo, a
protegdo do encapsulado contra produtos quimicos, temperatura, calor e outros
agentes®®.

Também podem ser citadas situagbes em que a microesfera sera
administrada ao organismo humano, para evitar lesdo nas mucosas da parede do
TGl (trato gastrointestinal), isto &, sem apresentar conseqiiéncias danosas devido a
presenga do encapsulado, como no caso de irritagdo gastrica, originada pela

ingestdo de medicamentos®®®

(exemplo do uso de acido acetilsalicilico
encapsulado). A microencapsulagédo pode ser usada em diferentes funcdes e tem
sido empregada em muitos campos da tecnologia, freqlientemente associada com
aplicagbes nas quais 0 encapsulado (proteinas, gases, liquidos ou materiais sélidos),
pode ser .modificado na sua forma, volume, aparéncia, cor, densidade, reatividade,
durabilidade e fotossensitividade, sendo liberado em condicdes controladas®®®.
Inimeros métodos permitem microencapsular um material ativo dependendo
do tipo de material, da aplicagdo e do mecanismo de liberagdo, podendo, ainda,
influenciar nas suas caracteristicas morfoldgicas. Dependendo do tipo de |
envolvimento do agente ehcapsulante e do material ativo, os métodos usados
podem ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica.
Entre os métodos fisicos esta o "spray drying" (secagem de goticulas), o

"spray cooling" (solidificacdo de goticulas por resfriamento) e a extruséo

(modelamento de microesferas por meios mecanicos)®’. Ja nos métodos quimicos
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estd a inclusdo molecular (encapsulamento de certas moléculas por outros
polimeros) e a polimerizagao interfacial (reagdo de polimerizagdo no limite de duas
solugdes, uma delas contendo o material ativo em suspenséo)87.

Os meétodos fisico-quimicos incluem a coacervagdo ou separagdo de fases
(separagado do polimero encapsulante de um meio liquido e sua precipitagéo na
superficie do material ativo disperso no mesmo meio) e o envolvimento lipossémico
(encapsulagdo por membranas lipidicas) %.

Geralmente os sistemas de microesferas e microcapsulas de quitosana sio
produzidos por essas técnicas.

Esses processos de microencapsulagao diferem uns dos outros por pequenos
detalhes, dependendo da molhabilidade e da solubilidade do nucleo, da elaéticidade,
da permeabilidade e das caracteristicas da parede do polimero’®!. Contudo, neste
trabalho, a técnica utilizada sera a separagdo de fases, na qual a microesfera é
formada devido a interagdo entre o polimero ou emulséo polimérica, e um meio
contendo um agente, que induz esse processo chamado de coacervag¢do. Quando o

agente indutor & um eletrélito, em alta concentragéo, denomina-se de “salting out"®*

86,89-92

2.7.1. Classificagdes das microparticulas (microesferas e microcapsulas)

Em relagdo as suas estruturas, as microcapsulas podem ser definidas como
particulas nas quais os encapsulados ou farmacos (sdélidos, liquidos ou vapores) séo
recobertos pelas membranas semi-permeaveis formadas por um ou mais polimeros.
A membrana atua como fator limitante na liberagdo do encapsulado. Esses sistemas

microcapsulares podem ser classificados como os reservatorios ou as represas.
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Denominam-se microesferas aqueles sistemas cujos didmetros variam de
micrébmetros a alguns milimetros e em que o farmaco ou o agente encapsulado
encontra-se homogeneamente disperso ou dissolvido no interior da matriz polimérica
ou cerosa. Dessa forma, obtém-se um sistema monolitico, onde ndo é possivel
identificar um nucleo diferenciado. Também nesse caso um ou mais polimeros
poderh constituir a matriz estrutural. As microparticulas pc;dem ser classificadas

baseando-se nas técnicas de preparacdo® (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo das microparticulas baseada nas técnicas de

preparagio®
Técnicas . Microparticula

Coacervagao (Inverséo de fases) Microcapsula/microesfera

Polimerizégéo interfacial Microcapsula

Camada fluida Microcapsula

Encapsulagao eletrostatica Microcapsula
Emulsificag&o/ evaporagao de solvente Microcapsula/microesfera
Emulsificacdo/ extragdo de solvente Microcapsula/microesfera

Fusao/emulsificagéo Microesfera

"Spray-drying" Microesfera

Spray por policondensagédo ~ Microesfera

Spray por resfriamento Microesfera

Spray por desolvatagéo Microesfera

Todavia, o termo "microparticulas".pode ser usado nas duas situacées devido

a dificuldade de distinguir a microcapsula da microesfera. Assim, quando os



41

sistemas microparticulares contém muitos farmacos nas formas de cristais podem
ser chamados de microcapsulas multinucleares ou de microesferas heterogéneas®.
As microparticulas podem ser administradas pelas seguintes vias: oral,
quando os farmacos sdo encapsulados nas microcapsulas de gelatina®,
)9

transmucosal (nasal 1%,

e parenteral (intramuscular®’, intraperitonia intra-
articular ).

A administragdo das microparticulas depende do tamanho, do farmaco, da
constituicdo polimérica das microparticulés e da terapia para a qual o sistema foi

desenvolvido®.

2.7.2. Microencapsulagdo por matriz polimérica de quitosana

Alguns trabalhos tém demonstrados a importdncia da utilizagdo da
quitosana -na microencapsulagdo de farmacos e peptideos, devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, a sua facil obteng&o e ao seu baixo custo, por ser um
subproduto da indUstria pesqueira’®.

A quitosana, sendo um polissacarideo catiénico, tem sido utilizada como
excipiente em a‘Igumas formulagbes farmacéuticas orais, para melhorar a
solubilizagdo de farmacos de baixa solubilidade ou para sustentar a liberagdo de
farmacos pelo processo de erosao lenta'®”. \

Publicagbes recentes tém mostrado que a quitosana pode ser degradada pela
microflora presente no célon, o que facilitaria sua utilizagdo como polimero para a
produgdo de microesferas, pois a liberagdo de farmacos ou proteinas nesta regido

do intestino pode ser facilitada'®.
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Um dos aspectos mais importantes do processo de microencapsulagéo é o
controle da por.osidade. Ressalte-se que esse processo envolve a formagdo de
microcapsulas ou microesferas por adicdo de gotas de uma solugdo polimérica,
catidnica ou aniénica, sobre uma outra solugdo polimérica carregada opostamente.
Assim, a escolha do contra-ion, para formagdo do complexo, determina as
caracteristicés das microesferas ou microcapsulas, como, por exemplo, um contra-
ion de baixo peso molecular com um polieletrélito que atua como .reticulador,
resultam na formacgao de géis, tais como géis de quitosana formados pelo fosfato.

SHIRAISHI e colaboradores prepararam  as; microesferas de quitosana/
tripolifosfato, gotejando com uma seringa as solugdes de quitosaria hidrolisada, cujo
peso molecular oscila entre: 7600 até 83000. Com as microesferas obtidas
encapsularam a indometacina e estudaram o efeito do peso molecular da quitosana
na taxa de liberagdo deste farmaco'®.

Tambéem foi demonstrado que as microesferas obtidas com uma solugao
polimérica de quitosana apresentaram uma boa geometria esférica e uma superficie
lisa. Essas microesferas ajudaram no estudo do grau de intumescimento, através da
densidade das Ifgagées feitas por reticulagbes, e também na quantidade de &cido
acetilsalicilico, teofilina ou de griseofulvina incorporada e na taxa de liberagéo de
cada um desses farmacos'%*.

O método de separagdo de fases € usado para preparar microesferas de
quitosana/carboximetilcelulose (CMC). Nesse caso, a carboximetilcelulose sédica
(NaCMC) pulverizada ¢é adicionada a parafina liquida antes da emulsificagéo.
Quando a concentragdo do acido acético € inferior a 35% da concentragéo total’ do
meio reacional, ndo ha emulsdo agua/éleo, mas aparece um precipitado branco,

devido a neutralizagdo do acido acético pela carboximetilcelulose sédica na parafina
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liquida. Em alta concentragéd de acido acético, as microesferas apresentam-se com
tamanho menor, resultando numa liberagdo rapida do farmaco encapsulado, no caso
da teofilina'®.

Um estudo feito sobre as microesferas e microcapsulas, obtidas a partir do
complexo quitosana/alginato, demonstrou que essas capsulas séo resistentes,
flexiveis e permitem a permeabilidade das proteinas de pequeno peso molecular,
quando preparadas com a quitosana de peso molecular médio'® (M =1,6x10° -
3.3x10°).

Um estudo das caracteristicas fisico-quimicas das cadeias de quitosana foi
feito para observar as condi¢gbes de seu uso, apds a produgéo de microcapsulas de
quitosana para encapsular a hemoglobina e a dextrana'®’.

Atualmente, muitas microparticulas e microesferas preparadas a partir da
matriz de quitosana, usando as técnicas de separacdo de fase e evaporagédo ou
extragdo de solvente, estdo sendo utilizadas para microencapsular os peptideos,

como a insulina para que seja administrada oralmente'®.

2.8. Sistemas poliméricos de liberagao de farmacos

Os sistemas poliméricos (Esquema 2) em geral, {ém as taxas de liberagéo
determinadas pelo modelo do sistema e quase independem das condigGes do meio,
tais como o pH.

Esses sistemas podem também liberar os farmacos durante um longo periodo
(dias, até anos). Apesar das macromoléculas, conjugadas as vesiculas ou aos
farmacos, serem capazes de prolongar a liberagdo dos farmacos, um melhor

controle é permitido se a substancia ¢ encapsulada em um material polimérico'®.
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Estes diferem das velhas preparacbes de “liberacdo sustentada” ou de
‘liberag&o lenta”, as quais incluem complexos (de sal ou de resinas trocadoras de
fon), suspensdes, emulsdes, revestimentos de diluicdc lenta (que se dissolvem

somente no intestino) e os comprimidos'®®

A Farmaco dissolvido ou B
Polimero . disperso no polimero
Farma ,.':_'..‘ .
@) — £
. Tempo t
Farmaco dissolvido c D

ou dispersoe no polimero

[[cadeia potlimérica ] ——= [ cadeia polimsrica |

1 1 i 1 l" Farmaco i - IQ—Agga ou
enzima
B Tempo 0 Tempot ©
Tempo O Temp9 t
Farmaco dissolvido Farmaco disperso F

no polimero

no pollmero
————
Tempo t
Tempo [s]

Polimero entumesclido a
partir do qual o fArmaco

Aberturas de®
poros que
permitem a liberagao

é liberado
_ , G
Orificio para liberag&o osmética T/salda da sol.
| ! do fArmaco

—_—
Membrana ' 'Temp.;'t o Tem ot s
Nicleo osmético P
semipermesvel NUcleo osmotico E"Sa"’da de Campo magnético Campo magnético
g desativado ativado

Esquema 2. Mecanismo de liberagao de farmacos a partir de matriz polimérica
(A e B : difusdo; C: degradagé@o do polimero; D: cIivégem do farmaco;

E: intumescimento; F: abertura de poros por pressdo osmética; G:

pressdo osmética; H: campo magnético) (LANGER, 1990)

Os sistemas de liberagdo controlada possuem algumas vantagens sobre as
terapias com formas farmacéuticas convencionais, por exemplo, apds ingestdo ou
inje¢éo da forma farmacéutica padréo, o nivel do farmaco no sangue eleva-se até

atingir um pico maximo e depois decresce, o que pode causar uma variagdo na
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resposta terapéutica, como também efeitos toxicos. Todavia, as preparagdes de
liberagdo sustentada diminuem os valores da concentracbes maxima e minima do
farmaco, mantendo os niveis mais constantes. J4 as preparacbes de liberagdo
céntrolada mantém o nivel terapéutico do farmaco, a partir da simples administragéo.
Existem outras vantagens da liberagdo controlada, os quais séo:

- liberagao localizada do farmaco em um compartimento corporal,
diminuindo, deste modo, o nivel sistémico do farmaco;

- protecdo dos farmaco que poderiam ser vrapidamente destruidos pelo
organismo, 0 que é particularmente importante para as moléculas
biologicamente ativas, como por exemplo, insulina e heparina; -

- pouca necessidade de se prevenir contra possiveis flutuagdes dos. niveis

do farmaco no organismo;

maior aceitagdo do medicamento pelo paciente com melhor adeséo ao
~ tratamento

Existe um outro sistema de liberagdo de farmacos, além das microesferas,
cjue é constituido pelas bombas, as quais s&o semelhantes a seringas em miniatura
que, em contato com o organismo, liberam as substancias nelas inseridas. Pode-se
 classificar as bombas em dois tipos: a de uso externo e a implantavel'®.

A bomba de uso externo, cujo esgotamento se faz através de presséo
orientada, € uma seringa em miniatura, que libera o farmaco nela contido pelo cano,
a velocidade consiante, a qual é ajustada pela alteragdo da concentragdo do
respectivo farmaco.

A bomba implantavel de pressdo orientada, por sua vez, € desenvolvida
utilizando-se um propulsor de fluorocarbono, como for¢ga motriz. Neste caso, a

bomba controla um fole dobravel, o qual divide o seu interior em duas cadmaras, uma
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contendo o propulsor e a outra a solugdo do farmaco. Na temperatura corporal, o
vapor da pressao exercidla pelo propulsor forga a solugdo do farmaco através do
filtro, regulando o fluxo a uma velocidade constante'®.

As bombas sdo usadas no tratamento de cancer, em que um catéter é
estendido a partir da bomba, sendo inserido no vaso sangiiineo, a fim de alimentar o
orgao doente, como, por exemplo, o figado ou o cérebro debilitados, aumentando,
dessa maneira, a sua velocidade de liberagdo e realizando uma economia de forga
para o resto do corpo'®.

Nos dois casos (bomba de uso externo e implantavel), a forga motriz € uma
diferenca de pressado que resulta no volume de: escoamento do farmaco, através de
um orificio. Registre-se, também, que algumas bémbas sédo recarregaveis'®,

Segundo LANGER, as bombas s&o mais abundantes e baratas que o sistema
polimérico. Apesar de requererem uma cirurgia para a sua implantagéo, oferecem a
vantagem de um controle preciso do farmaco e podem libera-lo diretamenté no
sangue'®.

O uso dos polimeros para liberar ester()id‘es foi largamente estudado, sendo
examinados quatro tipos de sistemas:

- implantes de reservatério subdermal, compostos de polimeros néo
degradaveis, que liberam farmacos por mais de cinco anos (como no
caso do Norplant). Esses sistemas se baseiam no estudo de difuséo
seminal, através de silicone de borracha;

- implantes subdermal ou de microesferas injetaveis, compostos de
materiais degradaveis, como copolimeros de acido glicélico-acido

latico, policaprolactonas ou colesterol;
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- liberagdo esterdidica intra-uterina, como reservatério copolimérico de
acetato de vinil-etileno;

- aneéis vaginais que sdo os sistemas de reservatorio de silicone, usado,
geralmente, para cada ciclo menstrual, durante trés a seis meses'®,

Outros sistemas de liberagdo controlada estdo sendo pesquisados, incluindo
a liberagéo localizada de disfosfonatos (quelantes de calcio), para prevenir a
calcificagdo valv'ular do coragédo, e dopamina ou bromocriptina, para tratamento da
doenca de Pafkinson 109,

As vésfculas sdo microesferas ou transportadores coloidais, compostas de
substancias como proteinas, lipidios (lipossomos), carboidratos ou polimeros
sintéticos. As vesiculas possuem algumas das vantagens do farmaco
macromolecular conjugado, como por exemplo, a farmacocinética como a
biodistribuicdo alteradas, além de colaborarem para que o farmaco apresente-se
altamente carregado. Dentre as vérias espécies_de vesiculas, as mais estudadas
sdo os lipossomos, constituidos por varias composigdes e estruturas lipidicas, sendo
atoxicos, degradaveis, n&o imunogénicos. Entretanto, apresentam uma baixa
estabilidade, tanto na estocagem quanto durante o uso '

A estabilidade lipossomal aumenta conforme a elevagdo do conteudo do
colesterof, bem como dos lipossomos polimerizados  sintéticos, mas a
biodegradabilidade, por sua vez, pode ser diminuida "°°.

Nos sistemas transdérmicos a pele € considerada muitas vezes como
barreira que guarda os agentes, e também os farmacos fora do corpo. Todavia,
alguns farmacos possuem as propriedades de penetrar na pele com taxas
| apreciaveis. A pele possui uma capacidade de absorgdo adequada para que as

baixas doses sejam suficientes. No entanto, comparada com a via oral, as perdas
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devido ao metabolismo hepatico s&o reduzidas. A barreira limitante para a entrada
de farmacos € a camada externa chamada de stratum corneum que é composta de
queratina e lipidios. Um farmaco de baixo peso molecular e de solubilidade
apreciavel na agua e 6leo pode penetrar na pele para exercer seu efeito.

O primeiro sistema transdérmico usado clinicamente libera a escopolamina
dos sistemas de reservatério para prevenir cinetose. Ap6s sua aplicagéo, o sistema
precisa de 4 a 6 horas de liberagdo para atingir as doses terapéuticas. O mais
usado dos sistemas trénsdérmicos € a nitroglicerina para o tratamento das doengas
coronarias'®.

0] 6utro desafio na liberagdo transdérmica € aumentar o niumero de farmacos
que podem ser administrados, por isso quatrb experiéncias estdo sendo testadas,
como a da carga elétrica dos ions, isto €, iontoforese, na qual as moléculas
carregadas atravessam a pele, sendo inferido que a iontoforese permite a liberagéo
transdérmica das moléculas de alto peso molecular, como a insulina. A segunda é
baseada no uso do ultra-som para aumentar a permeagdo dos farmacos, evitando
o atraso no tempo de liberagdo transdérmica, observado nos animais de
experiéncia' %", A terceira consiste na modificagéo quimica, na qual uma molécula
de farmaco lipofilico pode ser sintetizada assim que atravessar a pele e,
consequlentemente, convertida por enzimas epidérmicas na sua forma terapéutica
original, e a Ultima experiéncia realizada € a dos estimuladores de penetragdo como
Azona, DMSO (dimetil sulfoxidio) e DMF(dimetil formamida)'®.

Cabe mencionar os sistemas de liberagdo para peptideos e ’proteinas.
Durante muiton anos, os sistemas de liberagdo controlada foram somente capazes
de liberar, lentamente, farmacos de baixo peso molecular, as moléculas maiores,

como as proteinas, foram, dessa forma, excluidas, porque os polipeptideos eram
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vistos como muito grandes para difundir através da maioria dos materiais
poliméricos, mesmo apés o intumescimento'**1"°,

As moléculas grandes podem difundir-se através de grandes poros
membranares, como filtros, miliporos - ou alguns géis, como poliacrilamida.
Entretanto, nesses casos, a difusdo é geralmente muito rapida e os tecidos
danificados néo s#o faciimente observados.''?

A descoberta de que pequenas moléculas poderiam ser liberadas por sistema
poliméricos, por tempo prolongado, estimulou alguns pesquisadores a trabalharem
na hipétese de que as moléculas maiores, bcomo as proteinas poderiam também ser
liberadas por este sistema''?. Sdo exemplos de polimeros que atuam nesse
processo: o acetato de vinil-etileno (n&o degradavel) e o copolimero acido glicdlico-
acido latico.""?

Alguns géis como poli(hidroxietiimetracrilato) ou alcool polivinilico (PVA)
também atuam na liberagdo de proteinas, por um periodo mais curto do que os
polimeros acima''? .

O mecanismo de liberagéo geralmente envolve um movimento de polimeros
através dos poros da matriz polimérica.. Se o polimero desgastar, isso pode afetar a
estrutura dos poros e acelerar a liberagdo. Os fatores que influenciam a velocidade
de liberagédo incluem o .tamanho, a carga, a solubilidade e o peso molecular da
particula protéica, a dimensao e a forma da matriz polimérica'***'°.

Esses sistemas poliméricos, que estdo sendo atualmente usado nos estudos
para liberagdo de proteina, fazem uso da insulina, de fatores de crescimento e de

inibidores de angiogénese'"®:



O primeiro sistema de liberagdo de peptideo, a ser aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA) € o copolimero acido glicélico-acido ]ético € acetato de
leuprolideo, introduzidos no tratamento de cancer' *°.

Varios desafios ainda existem na liberagdo de peptideos, como, por exemplo,
quando as proteinas encapsuladas permanecem por um longo tempo na luz
intestinal, podendo se agregar ou se desnatu'rar, devido a agdo da microflora local a
37°C. Isto pode causar menor atividade biolégica e poséivel mUdanga na
‘imunogenicidade'™>"">1"®,

Por fim, deve-se fazer mengéo ao sistema polimérico de liberagdo pulsétil,
o qual seria desejavel se pudesse ser concebido para liberar farmacos em niveis
altos, quando necessario, isto €, imitando os processos do corpo humano, sendo
que a abertura e o fechamento desse sistema estdo, ainda, em processo de
estudo’®®.

A abertura do sistema polimérico pulsatil atuaria com a presenga de um
farmaco e de uma capsula magnética, os quais revestidos com a matriz polimérica.
Todavia, as taxas de liberagdo aumentariam com a oscilagdo do cambo magnético.
Essas taxas seriam afetadas por alguns parédmetros, que séo a freqiiéncia e a forga
do campo magnético, a composigdo polimérica e a forca e a orientagdo dos iméas,
embebidas com a matriz polimérica'®.

Quando um campo magnético é aplicado sobre o sistema polimérico pulsétil,

102

causa um aumento de 30 vezes mais nas taxas de liberagdo <, efeito semelhante é

causado pelo uso de uitra-som'"°.
Também o fechamento dos sistemas poliméricos pulsateis estd sendo
desenvolvido; um dos casos é o aumento da liberagdo de insulina na presenga de

excesso de glicose, isto &, a glicose oxidase imobilizada, juntamente com a insulina,
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na membrana de poliamina, converte a glicose em acido glucénico, tendo os grupos
amina protonados juntos com a membrana. A repulsdo eletrostatica dos grupos
amina carregados positivamente causa uma expansdo da membrana e aumenta a
liberagao de insQIina. A diminuigdo da concentragdo fisiologica da glicose, em
resposta a atuag&o da insulina, faz com que a membrana se contraia e diminua a

taxa de produgdo de insulina'?°.

2.9. Mecanismos de liberagao controlada de farmacos microencapsulados

A escolha do agente encapsulante depende do métodov utilizado para formar
as microcapsulas ou as microesferas, do tipo de aplicacdo do produto (aditivos
para alimentos, farmacos, fragrancias, pesticidas, etc.) e da forma como ela agira.
A substancia encapsulada pode ser liberada por estimulos mecanicos (rompimento
das microcapsulas ou das microesferas, através da presséo) ou outros (variagdo da
temperatura ou de pH no meio onde se encontram as microesferas ou as
microcapsulas ). Em uma log¢ao para o corpo, por exemplo, as microcapsulas ou as
microesferas que contém a fragréncia sao rompidas, liberando-a, pela pressao dos
dedos durante a aplicagdo na pele (ruptura mecénica). Ja em um medicamento
oral, para que a mucosa do estdmago seja protegida do contato com o principio
ativo e este seja liberado apenas no local exato de sua absorgdo (intestino), pode-
se usar um agente encapsulante que so se dissolve em meio alcalino.

Geralmente os materiais poliméricos liberam substancias pelos seguintes
mecanismos: difusdo, reagdo quimica e ativacdo de solventes. Todavia, o

mecanismo de liberagdo mais comum & a difusdo pela qual o farmaco ou a
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substancia migra da posic¢éo inicial no polimero para a superficie e depois para o
lugar de atuégéo.

Existem dois tipos de mecanismos de controle da difusdo, reservatorio e
matriz. Um dos primeiros usos clinicos do sistema polimérico de liberagéo controlada
é o do reservatorio para melhorar o tratamento de glaucoma'®.

A reagdo quimica é efetuada por degradagdo polimérica ou clivagem do
farmoquimico no polimero. A ativagdo de éolventes, por sua vez,» envolve o
intumescimento do polimero ou efeito osmético'®.

As taxas de liberagdo dos sistemas poliméricos podem ser controlédas pela
natureza polimérica (por exemplo, cristalinidade, poros do sistema de difus&o
controlada, labilidade das ligagdes, hidrofobicidade dos mondmeros nos sistemas
controlados quimicamente) e pelo projeto do sistema (por exemplo, a espessura e a

forma)'?".

©

2.10. Liberagao controlada de compostos microencapsulados

As primeirés tentativas de aplicagcédo da liberagdo controlada de compostos
microencapsulados datam dos anos 30, mas o primeiro produto com material
microencapsulado s6 surgiu em 1954. A industria norte-americana National Cash
Register foi a primeira a comercializar um papel de cdpia sem carbono que
revolucionaria a industria de formulérios. Esse papel recebia uma fina camada de
microcapsulas contendo uma tinta sem cor. Tal camada era recoberta com um
reagente também incolor. A pressdo da ponta do lapis na superficie do papel rompia

as microcapsulas, liberando a tinta incolor que ao entrar em contato com o reagente,
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torna-se colorida, produzindo em outra folha uma coépia idéntica ao que estava
sendo escrito no primeiro papel.

As primeiras pesquisas na indUstria farmacéutica também datam da década
de 50. As microcapsulas foram projetadas inicialmente para administracdo oral'® e
sdo usadas principalmente para aumentar a estabilidade de um farmaco, para
modificar ou retardar sua liberagdo em locais de ag&do, mascarar o gostolinadequado

68,119

de alguns farmacos ou prevenir sua degradagdo e sustentar a liberagdo de

farmacos no compartimento intestinal’®’. As substancias antiinflamatorias, apos
microencapsuladas podem, por exemplo, aumentar o tempo de atuag&o no plasma
sanglineo, prolongando assim seu efeito no organismo'?%.

As primeiras intengbes da microencépsulagéo centralizaram-se no
desenvolvimento de revestimento que continham os materiais hidrofilicos que

intumesceriam na presen¢a de umidade, isto é, o material comegaria a intumescer

no estdmago e quebraria no intestino'%.

2.10.1. Condigoes fisiolégicas que influenciam a liberagédo controlada de

farmacos microencapsulados

@

O sistema de liberagdo deve ser projetado considerando as condigbes
fisiolégicas por onde terd que passar até atingir seu destino final. Assim, o meio
gastrointestinal deve ser considerado para a produg¢do de um novo sistema de
microencapsulagéo de farmacos para uso oral.

Os fatores mais importantes do meio gastrointestinal que podem afetar a

eficacia da microesfera sdo o pH, o esvaziamento do gastrico e a atividade de

enzimas digestivas'"’.

4



54

De maneira simplificada, o trato gastrointestinal pode ser divido em trés partes
que sdo o estdbmago, o intestino delgado € o intestino grosso, cujos valores de pH
variam, de 1,0 a 3,5; de 3,8 a 6,6 e de 7,5 a 8,0 respectivamente. Geralmente, as
células secretoras do estébmago produzem o muco que protege e lubrifica a mucosa
gastrica'®'?®, Esses valores de pH acima relacionados, dependem da presenca ou
ayséncia do alimento no estdmago e também da diluigdo progreséiva do acido do
estdbmago, pelos fons bicarbonatos da secregdo pancreatica'®.

No esvaziamento gastrico, o controle da mobilidade é.uma barreira fisiologica

' impértante para um sistema de liberacdo de farmacos de uso oral''®, H4 relatos na
Iiteraturé que o tempo de esvaziamento gastrico médio é de 6 horas, mas & de
consenso geral que o tempo de 1 a 2 horas ndo é real para se basear em um perfil -
de liberagdo'®. Todavia, 0 mecanismo de esvaziamento gastrico dos liquidos e dos
solidos é diferente e mal entendido, enquanto que o esvaziamento dos liquidos é
controlado pela regido proximal do estbmago e o dos solidos & controlado pela
regiao distal do mesmo'™®.

Apo6s uma refeicdo considerada normal a mobilidade passa do estado de
jejum ao estado alimentado, dependendo do conteudo calérico da comida. A
viscosidade dos alimentos afeta o esvaziamento, assim, a alta viscosidade dos
alimentos aumenta o tempo de esvaziamento em relagéo a baixa viscosidade''®. A

| grande presenga de gordura na refeigdo afeta a taxa de esvaziamento do estémago’
e o nivel da atividade peristaitica’'’. Um outro parametro que afeta o esvaziamento é
o tamanho das particulas, .isto é, as particulas menores (1-5mm) sdo arrastadas
simultaneamente com os alimentos durante o esvaziamento, por isso as particulas

maiores devem atingir uma redugéo antes do esvaziamento.
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As particulas com diametro superior a 5 mm s&o esvaziadas somente apds a
passagem da maioria dos alimentos. O controle do tempo de esvaziamento de um
sistema pode ser mantido por alimentagdo, assim os farmacos com perfil de
absorgao, com sitibs especificos, podem permitir uma absorgao completa quando o
tempo de esvaziamento & lento ',

Ja a atividade enzimatica possui um papel importante na liberagéo dos
farmacos. Algumas das enzimavs estdo envolvidas na clivagem dos pro-farmacos. As
enzimas presentes no trato gastrointestinal sdo geralmente a-amilase, pepsina,
tri'psina, quimotripsina, carboxipeptidase e aminopeptidase. Essas enzimas est&o
envolvidas na digestdo dos carboidratos, das proteinas e dos Iipidios. As proteases
do intestino grosso possuem uma atividade que varia do pH neutro ao alcalino'’.

Para que um farmaco seja absorvido por via oral é necessario que esteja
dissolvido nos liquidos do trato gastrointeéﬁnal. Assim, quando se administra um
comprimido de liberagdo convencional por essa via, observa-se sua desintegragéo
em granulos, que, por sua vez, se desagregam em particulas menores. A dissolugédo
do principio ativo ja ocorre pelo contato dos sucos digestivos com a superficie do
comprimido, mas adquire importancia significativa a partir dos grénuios e das
pequenas particulas. Uma vez dissolvido, o farmaco na forma n&o ionizada

atravessa as membranas biologicas alcangando a corrente sanguinea'?®,

2.10.2. Liberacao controlada de farmacos microencapsulados em

sistemas quitosanalpoli(acido acrilico) .

Atualmente poucas pesquisas sdo feitas usando o conjunto polimérico de

quitosana e poli(acido acrilico). No entanto, YAZDANI e colaboradores sintetizaram
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as microcapsulas, a partir da enxertia da quitosana com o poli(acido acrilico),
introduzindo, assim, um grande numero de grupos carboxilicos no complexo
quitosana/poli(acido acrilico). Os estudos do espectro de infravermelho da quitosana
e o0 do copolimero quitosana/poli(acido acrilico) evidenciaram as caracteristicas de
solubilidade desses produtos. O grau de enxertia foi controlado pela variagdo da
quantidade do ion ferroso usado na reagéo de co-catalise. Também, um estudo de
intumescimento tem sido feito para analisar o comportamento dos copolimeros
enxertados para uma eventual liberagdo controlada de farmacos'?®. |

Uma nova matriz mucoadesiva polimérica foi preparada, a partir da
polimerizacdo do &cido acrilico com a quitosana. O estudo dos espectros de
infravermelho deste complexo quitosana/poli(acido acrilico) mostrou que a ligagéo
entre os dois polimeros é feita por ligagdes de hidrogénios. O sistema foi utilizado
para liberagdo de farmaco transmucosal, cuja taxa de dissolugdo foi dependente da
propor¢do quitosana/poli(acido acrilico). A forga de adeséb desta matriz

mucoadesiva pode ser comparada ao do carbopol'®.

2.10.3. Liberagao controlada da i‘ifampicina microencapsulada

As microcapsulas preparadas pelo método de enxértia da quitosana com
formaldeido foram usadas para encapsular a rifampicina. Os efeitos do agente de
enxertia sobre a taxa e a cinética de liberagéo foram investigados'™'.

O'HARA e HICKEY propuseram a preparagdo de microparticulas, a partir
de poli (latideo-co-glicolideo) (PLGA), pelo método de evaporagdo de solvente. As

microesferas obtidas por essa técnica, apresentaram o didmetro variando de 1 a 5

micrdmetros e nelas foi microencapsulada a rifampicina. Um outro estudo realizado
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com essas microesferas demonstrou que a liberagdo dos farmacos nos pulmées
melhorou o tratamento da tuberculose'. Também, BAIN e colaboradores preparam
as microesferas por "spray drying"” usando poli(acido D,L-latico), nelas
encapsularam 20% de rifampicina(m/m). A taxa de liberagdo dessas microesferas
aumenta com a temperatura vitrea (Tg), apds a corregéo da superficie especifica’?
(r(2)= 0,963). Quando o poli(D,L-latideo) foi empregado para microencapsular a
rifampicina, observou-se que a liberagéo desse farmaco se fe“z em fungédo do tempo,
| isto é, uma libefagéo tempo/dependente e, também, quando houve um aumento da
atividade bioquimica, a liberagdo do farmaco pode ser dirigida a um alvo
especifico’. | -

SCHIERHOLZ usou uma matriz de silicone para imobilizar a rifampicina
(sistema de aprisionamento), sendo que o estudo da liberagdo em soro fisioldgico
(NaCl 0,9%), a pH 7, pretendia mostrar o perfil de liberagdo, constatou-se dois
periodos para a taxa de liberagdo, o primeiro depende da dispersdo do farmaco na
matriz e 0 segundo, da difusdo do mesmo através da matriz elastomérica’>*.

As microparticulas de poliidroxibutirato obtidas pela técnica de evaporagéo do
solvente, apresentam um didmetro médio, variando de 5 a 100 u, e foram usadas
para microencapsular a rifampicina, podendo encapsﬁlar uma grande quantidade do
farmaco, sendo que 90% ¢ liberado em até 24 horas'*°.

Também, existe um relato de microencapsulagéo de rifampicina na forma
solida em blenda polirhérica de QTS - PVA em meic/) altamente salino. O processo de
liberagdo da rifampicina nesse caso se realizou em meios altamente salino e
fisiologico. As tentativas de liberagdo nas solugdes tampdes por exemplo similares
aos do TGl foram frustrantes por essas microesferas serem destruidas nesses

meios’’.
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2.10.4. Cinética de liberagao dos farmacos encapsulados

Os sistemas poliméricos de liberagdo controlada que liberam os férmacos a
uma taxa constante, sdo de grande importancia por que eles envolvem uma melhor
administragdo e uma liberagao -prolongada_ dos farmacos encapsuladbs.r Contudo,
com o advento desses sistemas, algumas expressbes mateméticas »foram
desenvolvidas para descrever a cinética de liberagdo das substancias encapsuladas
nos polimeros'®'¥. Ha trés tipos de equagdes que descrevem as cinéticas de
liberagdo de farmacos encapsulados nos sistemas poliméricos”de_acordo com a
forma fisica (cilindro, esfera, filmes, gel, etc), o modo de difusdo (estatico ou
dindmico) e as caracteristicas ( porosa ou densa). Entre eles podemos ciltar:

1. A difuséo Fickiana,

2. transporte n&o-Fickiano ou transporte anémalo e;

3. Transporte do tipo H (cinética de ordem Zero)

Uma das équagé’es mais'requisitadas e mais'conhecidas, foi publicada por
HIGUSHI no iniciou dos anos 60 para elucidar a taxa de Iiberagéo'do farmaco
encapsulado a partir de um sistema polimérico '3 A equacdo do modelo de

HIGUSHI é:

0 = AA; = JDC.1(2C, - C,) (10)

@€
A

Onde Q € a quantidade absoluta de farmaco liberado por area no tempo t,
D é a difusividade do farmaco através da-matriz polimérica, Co e Cs séo
respectivamente, a concentragdo saturada de farmaco e a solubilidade do farmaco

no polimero**®'%° Nesse modelo Cq>> Cs, por essa raz&o a equag&o passa a ser.
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]1\‘;1 - J2C.DC (11)

0

De acordo com HIGUSHI, a equagdo acima pode também ser simplificada
tendo em vista que Coq, Cs e D s&o constantes, dando assim, a equagdo abaixo que é

a forma mais conhecida da equacdo de HIGUSHI'3813,

L= (12)

onde M/M, representa a fracdo total do farmaco liberado no tempo t e k, a
constante.
Os estudos realizados mostraram inicialimente que a equagao efa valida para os
sistemas poliméricos onde a liberagdo de farmacos ocorria unidirecionalmente. Uma
modificagdo posterior dessa equacgédo foi feita . considerando 'outras formas
geomeétricas dos sistemas poliméricos. Porém para obter resultados étimos com a
equagéo simplificada de HIGUCHI, alguns requisitos devem ser respeitados14°:
1. A concentragéo inicial do farmaco deve ser bem maior que a solubilidade do
farmaco no polimero (Co >> Cs).
2. As particulas de farmaco em suspensdo devem estar menores em diametro
que a espessura do sistema da matriz polimérica.
3. O intumescimento e a dissolucdo do sistema polimérico devem estar
negligenciaveis.
4. A difusividade do farmaco deve ser constante
5. Perfeitas condicbes devem ser mantidas ‘durante o experimento (A
concentragéo de farmaco ndo pode exceder 10 @ 20% de sua solubilidade).
6. A equagédo HIGUCHI deve valer somente para sistemas poliméricos onde a

liberagdo de farmaco ocorre unidirecionalmente.
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De acordo com a segunda lei de difusdo de FICK , existe uma forma de obter uma
proporcionalidade entre a quantidade de farmaco liberado e a raiz quadrada do
tempo para os filmes de espessura 8, mantidas sob perfeitasvcor_\digc")es € Co < Cs
onde a difusividade (D) é considerada constante 38140,
A segunda lei de difusdo de FICK representada pela equagdo (13) onde M e My
sdo respectivamente a quantidade de farmaco liberada num tempo t e em tempo
infinito, permite obter resultados confiaveis quando as condi¢bes abaixo séo
preenchidas:

1. co<Cs;

2. M/M,, <0,60;

3. difusividade constante durante 0 experimento;

4. condi¢des experimentais de liberagdo do farmaco cuja concentracjéo

ndo deve exceder 10 a 20% da sua solubilidade no meio'®'3°,

1/2
M Dt
Mt ) (n&z) =K %)

o0

Algumas interpretacdes experimentais foram feitas por pesquisadores usando
as equagbes de HIGUCHI (equagédo 12) e FICK (equagdo 13). Estas Equagoes,
diferentes entre elas, apresentam semelhanca na forma matematica mas obedecem
principalmente ao mecanismo de difusdo durante a liberacdo de farmaco. Nas.
equacgbes de HIGUCHI e FICK, verificou-se que o valor de n & previamente fixado a
0,5 o que confirma a especificidade dessas equacdes no seu uso "%,

Geralmente a matriz polimérica responsavel pela encapsula¢do do farmaco sofre
intumescimento ou erosdo durante o processo de liberagdo, fazendo com que as
microesferas ou microcapsulas apreseniem um desvio de comportamento contrario

as equacgdes de HIGUCHI e FICK. Por essa razédo, uma Ultima equagdo empirica
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chamada inicialmente de power law (lei da ‘poténcia) foi proposta por RITGER e

PEPPAS para generalizar a descricdo dos mecanismos de liberagdo de farmacos a

partir de sistemas poliméricos'3'".

L=kt 8

Onde M; representa a quantidade em mg do farmaco ou da substancia liberada no
tempo t, M« € a quahtidade' total em mg de farmaco ou substancia encapsulada,
M{/Mwx é a fragdo de férmaco ou de substancia no tempo t, k é a constante de
difusdo, e n o expoente da difuséo e o indicador do mecanismo de liberagao, isto &,
um valor que permite ter informagc”)es importantes sobre 0 mecanismo de _|iberagéo
do polimero. Assim, quando o valo.r de n é inferior ou igual a 0,5 o mecanismo de
liberagéo obedece a difusdo de FICK, mas quando o valdr denéentre05 €090
mecanismo de Iiberag’ép ngo obedece a difuséo de FICK. Ne'sse.situagéo as
microesferas ou microcapsulas atuariam com a cinética de ordem zero. Segundo
PEPPAS, esse mecanismo de liberagdo ndo-Fickiano ocorre pela sobreposi¢éo de-
dois mecanismos independentes de liberagéo de farmacos: a difusdo, chamada de
difusdo Fickiana e o intumescimento da matriz polimérica 38141,
Também quando o valor de n é superior a 0,9, a taxa de liberagdo do farmaco |
encapsulado € independentel do tempo e a cinética de ordem é exclusivamente

Zer_01 38-1 40'



3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver microesferas a partir do copoh’nﬁero de
quitosana e poli(acido acrilico), como uma matriz para sistemas d‘e liberagédo
controlada de farmacos e aplicar em areas de interesse, como a de novos materiais
poliméricos Uteis nos processos de microencapsulagéo e de liberagéo controlada de

rifampicina para tratamento de tuberculose.

3.2. Objetivos Especificos:

Caracterizar a quitosana purificada através da determinagdo do grau de

desacetilagdo por titulagdo condutimétrica (%GD), espectroscopia no

infravermelho (IV) e espectroscopia de ressonancia nuclear de BC (RMN

de "°C);

- Preparar as microesferas de quitosana (QTS) pelo método de inversdo de
fases; |

- Reticular os grupos amino das microesferas de QTS com o glutéraldeido
para aumentar sua resisténciav em meio &cido;

- Determinar os grupos amino livres apos a reticulagéo das microsferas de
QTS com o glutaraldeido; |

- Reduzir os grupos imino (ba’se de Schiff) obtidos apés a reticulagdo com

cianoboroidreto de sodio (NaBHCN);
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Preparar as microesferas de QTS modificada através da enxertia do
poli(acido acrilico) sobre a quitosana reticulada e reduzida e determinar o
grau de enxerto;

Caracterizar as microesferas de QTS modificada através da
espectroscopia no infravermelho (IV), analise de porosimetria, analise
termogravimétrica (TGA);

Avaliar o grau de intumescimento das microesferas de QTS modificada
nas solugbes tampdes cujos pH s&o similares aos do TGl,

Microencapsular o composto modelo eosina, por impregnagdo das
microesferas de QTS modificada e determinar a quantidade de eosina
contida nas microesferas por espectrofluorimetria;

Estudar a liberagdo in vitro da eosina impregnada nas microesferas de
QTS modificada nas solugbes tampdes similares aos do TGl e estudar a
cinética dessa liberagao;

Caracterizar as microesferas de QTS modificada contendo ou ndo a
eosina em relagdo ao tamanho médio, por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), e comparar suas morfologias;

Microencapsular a rifampicina por impregnagéo e determinar a quantidade
impregnada por espectrofotometria;

Estudar a cinética das liberagdes in vitro de rifampicina impregnada nas |
microesferas de QTS modificada nas solugdes tampdes similares aos do
TGl e nos fluidos gastrointestinais artificiais (suco gastrico e fluidos
intestinal e cecal),

Avaliar a solubilidade da rifampicina na matriz da QTS modifi>cada através

de DSC das amostras em p6 de rifampicina, de microesferas de QTS
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modificada, de microesferas contendo a rifampicina e o conjunto de pds
de rifampicina e de microesferas de QTS modificada ;

Avaliar a liberag&o in vivo nos ratos de linhagem Wister da rifampicina
impregnada nas microesferas de QTS modificada estudando a
concentragao dependente e tempo dependente; |

Estudar o trénsito das microesferas de QTS modificada no TGI e avaliar a

micrografia da microesfera de QTS, apds sua excregdo do TG| dos ratos.



4. Metodologia

4.1. Materiais

4.1.1. Produtos quimicos e gases

O acido acrilico de pureza 99%, d = 1,05 ; a hidroquinona e o nitrato de cério
(1V) amoniacal ( (NHs)2Ce(NOs)s ), 99%, foram adquiridos da Riedel-de- Haén AG-
D- 3016 Seelza-1. A eosina, 98%, e a quitina foram obtidas da Sigma Chemical
Company. A rifampicina, 99%, foi obtida da Aldrich Chemical Company, Inc. Todos
esses materiais foram utilizados sem purificagGes prévias.

O é&cido acético, o hidroxido de sédio ou de potassio e os principais sais
empregados eram de pureza analitica e obtidos da Vetec Quimica Fina Ltda. ou

Merck Chem.

O gas N, purificado foi adquirido da White Martins AS.

4.1.2. Animais

Os ratos usados nos ensaios in vivo foram obtidos do biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os diferentes ensaios foram realizadas
utilizando, aproximadamente, 50 animais de linhagem wistar com peso oscilando

entre 280 e 300 g, com idade média de 2 meses e do sexo masculino.
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4.2. Reagentes e solugdes

As solugdes tampdes de pH 9,8 foram obtidas por diluigdo do tampao tris-
(hidroximetil)-aminometano 0,1 mol/L e ajustado com HCI 0,1 mol/L; as solugdes de
pH 6,8 foram obtidas pela mistura de 15,45 mL de solugéo def NaHPO4 0,2 mol/L
e 4,55 mL de solugdo de 4&cido acetico 0,2 mol/L , as de pH 74 fo_ram obtidas
ajustando as solugdes de pH 6,8 com uma sqlugéo de NaOH de 0,1 mol/L e as de
pH 1,2 (solugdo tampao Clark-Lubs) pela mistura de 50,0 mL de KC| 0,2 mol/L e de
64,5 mL de HCI 0,2 mol/L.

 As curvas analiticas de eosina na faixa de 7,5x107 - 7,5x10° mol/L e de
rifampicina na faixa de 3x10® - 6x10° mol/L foram preparadas usando solugbes
estoques de eosina e rifampicina de 8x 10 mol/L e de 10 mollL, respectivamente.

As equagdes (10) e (11) representam, respectivamente, as ‘re’gressée‘s
llineares dos pontos experimentais obtidps de ‘absorvéncia (Abs) em fungdo da
concentrac&o da eosina e da rifampicina (C). _

Abs = 0,08897 +0,21247C, Ii{c =0,99839 | (15)

Abs = 0, 03352 +10847, 31C, Rc = 0,9984 (16)

A preparag&o da solug&o de nitrato de cério (IV) amoniacal 0,1 mol/L foi feita
pela dissolugdo de 2,02 g de (NH4)Ce(NO3z) em 100 mL de solugdo aquosa de
acido nitrico 1 mol/L'?2. N

O suco gastrico artificial foi preparado pela dissolugdo de 2,0 g de NaCl e
3,2 g de pepsina em 7,0 mL de &cido cloridrico concentrado e uma quantidade
suficiente de agua para cdmpletar a 1,0 L' A solucdo tem um pH 1,2.

Os fluidos intestinal e cecal artificiais também foram obtidos pela dissolugdo

de 6,8 g de K;HPO4 em 250 mL de agua acrescentado com 190 mL de NaOH 0,2

mol/L e 400 mL de agua. A essa mistura adicionou-se 10,0 g de pancreatina e as
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solugbes de pH requeridas foram ajustadas adicionando-se uma solugdo de NaOH
0,2 mol/L. Na presente pesquisa, o fluido intestinal foi ajustado para o pH 6,8 e o

fluido cecal'*® parao pH 7,4.
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4.3. Métodos

4.3.1. Obtencao e purificagao da quitosana

A quitosana foi preparada seguindo o método de Broussignac'?, que consiste
em refluxar a quitiha com KOH 50% (m/v) e um sistema de solvente
etanol/etilenoglicol v(Figura 7). Esse meio reacional foi refluxado durante uma hora e
meia a 110 °C, sob atmosfera de nitrogénio inerte evitando, dessa forma, uma
despolimerizagdo excessiva. A quitosana obtida foi lavada com agua destilada até
atingir o pH neutro e seca em estufa a 50 °C.

A quitosana seca foi dissolvida em acido acetico 3% (m/v) e filtrada em
cadinho sinterizado com porosidade média para eliminar residuos insollveis em
acido acético. A quitosana foi precipitada em NaOH 1 mol/L, filtrada, lavada com
agua destilada até étingir pH neufro e seca novamente a 50 °C.

Foram preparadas 28,7g de quitosana pura, a partir de 50,0 g de quitina,

equivalendo a um rendimento de 57,4%.
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Refluxo a 110°C, 1 hora e meia, Ny g

Etilenoglicol + Etanol + KOH 50%(m/v)

{ Quitosana }

Dissolugdo com CH3COOH 3% (m/v)

Precipitagdo em NaOH 2, 0 mol/L

[ Quitosana Purificadej

Testes de Caracterizagao

-Espectroscopia de RMN °C
em acido glacial e D,O

f—Determinagéo do grau de desacetilagéoﬁJ

' L por titulagao condutimétrica
-Espectroscopia no J

infravermelho (V) da QTS

Figura 7. Obtengao da QTS purificada e posteriores testes de caracterizagao

4.3.2. Caracterizagao da quitosana

4.3.2.1. Grau de desacetilagio (% GD)

O grau de desacetilagao (%@) ou porcentagem de grupos amino livres foi
determinado por titulagédo conddtimétrica com auxilio de um condutivimetro Micronal
(modelo B330) e um tituladér automatico Schott Gerate (modelo T80/20). Uma
amostra de 200 mg de quitosana foi transferida para um béquer de 600 mL,
contendo 450 mL de solugdo de NaCl 0,001 mol/L, 5,0 mL de HCI 1, 0 mol/L e, apds

a dissolugdo do polimero, a titulagdo foi conduzida com adigdo de NaOH 0,100 mol/L
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a cada 20 segundos, sob atmosfera de nitrogénio®. A titulagdo condutimétrica foi

feita-em triplicata.

4.3.2.2 Espectroscopia de RMN °C

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono - 13 (RMN '3C)
foi obtido num espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e °C
Brucker - modelo AC - 200F. Uma amostra de 100 mg foi dissolvida numa ‘solugdo
contendo 0,4 mL de acido acético glacial e 2,5 mL de D,0O'™. A amostra foi

centrifugada e uma aliquota foi separada para analise.

4.3.2.3. Espectroscopia no infravermelho (IV) da QTS

O espectro no infravermelho (V) foi obtido na regio de 400 - 4000cm™ com

espectrofotdmetro FT Perkin Elmer - modelo 16 PC.

4.3.3. Preparacgao das microesferas de quitosana

A quitosana (4,0 g) foi dissolvida em 100,0 mL de acido acético 5% (m/v). A
solugdo polimérica de quitosana foi gotejada com auxilio de uma bomba peristaltica
de marca Ismatec sobre uma solugdo de NaOH 2 mol/L (Método de inverséo de
fases). As microesferas formadas foram deixadas durante 30 minutos numa solugéo
de NaOH 2 mol/L sob agitagdo para completar a precipitagdo, posteriormente

lavadas com agua destilada até alcangar o meio neutro'*® (Figura 8).



71

"r_——g—#r

bomba fluxo de ar comprimido
) -_ peristaltica
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thén'réélca Bomba de ar
\
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NaOH 2mol/L

Figura 8. Preparacdo das microesferas de QTS

Em seguida, é descrito o método de obtengdo das microesferas de QTS
modificada quimicamente, introduzindo os grupos carboxilato na cadeia polimérica
enxertada com poli(acido acrilico), a fim de se preparar um sistema entérico de

liberagdo controlada de farmacos (Figura 9).
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LMicroesferas de quitosana 1

Reticulagao com glutaraldeido 2,5%(v/v)

LMicroesferas de quitosana reticulada ]

Redugao dos grupos iminos

com o cianoboroidreto de sbédio

{ Microesferas de quitosana reticulada e reduzida }

Tratadas com o acido acrilico

em presenga do Ce** amoniacal em Ny,

Microesferas de quitosana reticulada
reduzida e enxertada

’ Caracterizagdo no
l Infravermelho (1V)

Microesferas de quitosana modificada
para estudos de liberagao de farmacos

Figura 9. Obtengdao das microesferas de QTS modificada para posteriores

estudos

4.3.4. Reticulagao das microesferas de quitosana

As microesferas de quitosana (4,0 g) foram colocadas em contato com uma
solugdo de glutaraldeido 2,5% (v/m) cuja proporgéo foi de 1,5 mL por grama de
microesferas. A mistura reacional foi rnantida durante 24 horas, sob temperatura

ambiente, para completar a reagdo de reticulagdo. Apds esse tempo de
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permanéncia, o material foi filtrado com uma peneira, cujo didmetro médio € inferior
a um milimetro, e lavado com &gua destilada para retirar o excesso do agente

reticulante®®’.

4.3.5. Determinagao de grupos amino apoés a reticulagio

O contetdo de grupos amino livres (-NH) foi determinado apdés a
reticulagdo por uma titulagéo acido-base. Uma amostra triturada de 200 mg de
microesferas de QTS reticulada foi colocada em contato com 100 mL de solugéo
padrdo de HCI 0,100 mol/L e a mistura permaneceu 24 horas, a fim de p'ermitir a
protonag&o dos grupos amino livres. Uma aliquota de 25,0 mL foi retirada e titulada

com NaOH 0,100 mol/L. A titulagdo foi feita em triplicata.

4.3.6. Reducgao das grupos imino das microesferas reticuladas

As microesferas reticuladas (4,0 g) foram suspensas em uma solugdo de
cianoboroidreto de sédio 1 mol/L. durante 48 horas, a temperatura ambiente, para
redugdo dos grupos imino da QTS reticulada. O material foi lavado com agua

destilada para retirar o excesso do agente redutor.

4.3.7. Reacgao de copolimerizagao de enxerto: enxerto do poli(acido

acrilico) sobre a quitosana

As microesferas reticuladas e reduzidas (2,50 g) foram colocadas num bal&o

de 250,0 mL de 3 bocas, contendo 50,0 mL de &agua milii-Q e 10,0 mL de acido



74

acrilico sob atmosfera de nitrogénio. Apods 1 hora e 30 minutos, foram adicionados 8
mL de solugéo de nitrato de cério(lV) amoniacal 0,1 mol/L dissolvido em &cido nitrico
1 mol/L, e o meio reacional foi mantido sob atmosfera de nitrogénio durante 3

horas®7°,

A reacao foi interrompida pela adicdo de uma pequena quantidade do
agente redutor hidroquinona e, em seguida, o material foi lavado com &agua para
eliminar o excesso de acido acrilico que ndo reagiu € o homopolimero poli(acido

acrilico) formado na reagao de enxertia.

4.3.8. Caracterizagao das microesferas de QTS modificada

4.3.8.1. Espectroscopia no infravermelho (IV) '

As amostras de microesferas de quitosana modificada e da quitosana
purificada foram pulverizadas para andlise através da espectroscopia na regido do
infravermelho (IV). Os espectros de |V foram obtidos utilizando-se o aparelho Perkin
Eimer Modelo FT-PC-16. As amostras foram prensadas com KBr na forma de

pastilhas.

4.3.8.2. Andlise de porosimetria

A andlise de pérosimetria foi feita usando o aparelho Poresizer 9320 da
marca Micrometrics (USA) do Laboratério de Meios Porosos € VPropriedades
Termofisicas dos Materiais do Departamento de Engenharié Mecanica da UFSC. A
analise porosimétrica permitiu medir a distribuigdo dos poros nas microesferas de
quitosana modificada. No procedimento, aproximadamente 2,0 g de microesferas de
quitosana modificada foram colocadas em uma camara fechada ligada a um capilar

graduado e um volume de mercurio foi injetado sob pressdo, preenchendo-a. A
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variagdo da pressdo do sistema foi observada através do capilar graduado pela
variagao do volume de mercurio injetado'®. Desta forma, pode-se aplicar a equagéo
de Young-Laplace que correlaciona a pressdo e o didmetro possibilitando a

determinagdo do tamanho médio dos poros conforme a equagao 12 :

_ —4ycosd
P

D (17)

Onde, D é o diametro (m), v é a tensdo superficial (N/m), 6 é o angulo de contato

superficial entre o mercurio e P é presséo.

4.3.8.3. Analise termogravimétrica (TGA)

Foram feitas TGA das amostras de poli(acido acrilico), de quitosana, de
-~ microesferas de quitosana reticuladas e de microesferas de quitosana modificada. A
am\ostra de 5, 0 g foi colocada dentro de uma panela de aluminio e submetida a
uma temperatura de 0 - 700 °C com uma taxa de 10 °C/Min no aparelho Shimadzu

termogravimetric analyser (TGA50, Kyoto, Japan). Os testes foram feitos em

duplicata.

43.8.4. Andlise do grau de intumescimento das microesferas de quitosana

modificadas em fungdo dos pH similares aos do TGl

Foi estudado o intumescimento das microesferas de QTS modificada em
funcdo dos valores de pH similares aos do frato gastrointestinal. Uma amostra de 5,
0 g de microesferas de quitosana modificada foi colocada em contato com 50,0 mL

de solugdo tampdo de pH 1,2 e mantida sob agitagdo termostatizado de 37°C
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durante 2 horas. As microesferas retiradas do meio reacional, durante esse periodo,
foram secas retirando o excesso de agua e pesadas para medir a diferenca de
massa com uma outra amostra de mesma massa que ndo foi submetida a esse
~ procedimento. Em seguida, as mesmas microesferas imediatamente foram
-colocadas em contato com 50,0 mL de solugdo tampdo de pH 6,8, nas mesmas
condicbes, para estudar também o aumento de rﬁassa de 2 até 6 horas e na solugéo
tampdo de pH 9,8 de 6 até 12 horas. Este ensaio foi repetido em triplicata para

obter uma média.

4.3.9. Determinagao da quantidade maxima de eosina, impregnada em .
microesferas de quitosana modificada, em fun¢ao do tempo como
modelo de liberagdo controlada de farmacos de baixa massa molar e

sensiveis ao pH

Foi estudada a quantidade maxima de eosina impregnada em 6, 12, ’18, 24,
30 e 36. Seis amostras de 5,0 g de microesferas de quitosana modificada foram
colocadas em 100 mL de solugdo aquosa de eosina de concentragéb 1 mol/L. em
pH 6,8 e permaneceram para impregnagdo durante os periodos citados,
posteriormente, filtradas e secas a vacuo. Essa experiéncia foi realizada em
triplicata.

Para cada tempo de impregnagéo, dez amostrasA (50,0 mg cada) de
microesferas de quitosana modificada contendo eosina foram colocadas em tubo de

ensaio com 5,0 mL de agua Milli-Q em banho termostatizado a 37°C. Apds uma hora
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de contato, em meio aquoso, as microesferas foram trituradas com auxilio de bastéo
de vidro. Posteriormente, o conteldos de cada tubo foi centrifugado e o
sobrenadante retirado para determinar a quantidade de eosina liberada em meio
aquoso. A eosina foi quantificada por fluorescéncia em 520 nm, apods excitagdo em
490 nm no espectrofluorimetro Perkin Eimer (England).

. Este procedimento foi repetido véarias vezes com as amostras trituradas até a
extracdo total da eosina das microesferas. Isto foi comprovado quando o
sobrenadante testado ndo apresentou absorgdo no comprimento de onda maxima

" de 520 nm.

4.3.10. Estudo de liberagao in vitro e estudo cinético da eosina impregnada

nas microesferas de quitosana modificada

4.3.10.1. Estudo de liberagao in vitro da eosina impreghada nas microesferas
de quitosana modificada

Amostras (40,0 mg) de vmicroesferas de quitosana modificadas contendo
eosina foram suspensas em 10,0 mL de solugdes tampéo de pH 1,2; pH 6,8; pH 9,0
e mantidas sob agitagdo em banho. termostatizado a 37°C, simulando as condigées
do trato gastrointé;stinal147.

A determinagdo da quantidade eosina liberada das microesferas foi feita
retirando um volume do sistema de liberagdo em pH 1,2; de 30 em 30 minutos até 2
horas péra simular as condi¢bes de tempo de transito estomacal. As aliquotas foram
retiradas no pH 6,8; de 2 até 6 horas; e no pH 9,0 de 6 até 12 horas para, simular as

condigbes de transito intestinal e cecal; respectivamente. A quantidade de eosina

liberada foi monitorada pela leitura das absorvancias das aliquotas no
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espectrofluorimetro Perkin ElImer (England) em Amax de 520nm apés excitagdo em

490nm.

4.3.10.2. Estudo cinético da liberagao in vitro da eosina impregnada nas

microesferas de quitosana modificada

Amostras (40,0 mg) de microesferas de quitosana modificadas contendo
eosina foram suspensas em 10,0 mL de solugédo tampéo de pH 6,8 e mantidas sob
agitagdo em banho termostatizado a 37°C durante 12 horas. A cada hora, uma-
aliquota era retirada do tampé&o e sua absorvén_cia lida em espectrofluorimetro no

Amax 520nm para monitorar a quantidade de eosina liberada durante as 12 horas.

4.3.11. Micrografia eletréhica de varredura (MEV) das microesferas de.

quitosana modificada contendo a eosina .

As microes‘feras de quitosana modificada sem corante e as contendo a
eosina foram caracterizadas por microscopia de varredura em relagdo ao tamanho
medio e a morfologia. As amostras foram colocadas em estabes, recobertas de ouro
e micrografadas num microscopio eletrénico de varredura (Philips -modelo XL30). O
diametro médio foi determinado a partir da média de 20 microesferas modificadas

utilizando-se medidas dos eixos vertical e horizontal.
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4.3.12. Determinagdo da quantidade maxima de rifampicina impregnada

em microesferas de quitosana modificada em func¢éo do tempo

Foi estudada a quantidade maxima de rifampicina impregnada em 6, 12, 18,
24, 30 e 36 horas. Seis amostras de 5,0 g de microesferas de quitosana modificada
foram colocadas em 100 mL de solugdo aquosa de rifampicina de concentragdo 1
- mol/lL em pH 6,8 e durante os periodos mencionados se;\_do, poste‘riormente,
filtradas e secas a vacuo. Essa experiéncia foi repetida por mais duas vezes.

Para cada tempo de impregnag¢do, dez amostras (50,0 mg cada) de
microesferas de QTS modificada contendo rifampicina foram colocadas em tubo de
ensaio com 5,0 mL de agua Milli-Q em banho termostatizado a 37°C. Apds uma hora
de contato no meio aquoso as microesferas foram trituradas: com auxilio de bastado
de vidro. Posteriormente, o conteudos de cada tubo foi centrifugado e o
sobrenadante retirado para determinar a quantidade de rifampicina liberada em meio
aquoso. Este procedimento foi repetido varias vezes com as amostras trituradas até
a extragdo total da rifampicina das microesferas. Isto foi comprovado quando o

sobrenadante testado n&o apresentou absor¢do no comprimento de onda maximo

de 476 nm no espectrofotdmetro UV-Vis, marca Hitachi - modelo U3000.
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4.3.13. Estudos de liberagcao in vitro e estudos cinéticos .da rifampicina
impregnada' nas microesferas de quitosana modificada em
solugdbes tampodes similares aos do TGl e nos fluidos

gastrointestinais artificiais

4.3.13.1. Estudo de liberagdo in vitro da rifampicina impregnada nas
microesferas de quitosana modificada em solugdes tampdes

similares aos do TGl e nos fluidos gastrointestinais

Amostras (40,0 mg) de microesferés de QTS modificada contendo a
rifampicina foram suspensas em 10,0 mL de solugdes tampdes e mantidas sob
agitagdo em banho termostatizado, a 37°C, simulando as condigbes do trato
gastrointestinal'*°.

A determinagéo'da quantidade de rifampicina liberada das microesferas foi
realizada retirando uma aliquota de solugédo tampao de pH 1,2 de 30 em 30 minutos
- até duas horas para simular as condigdes de tempo de transito estomacal. As
aliquotas foram retiradas na solugéo tampao de pH 6,8 de 2 até 6 horas para simular
as condigdes de transito intestinal e de 6 até 12 horas na solugéo tampao de pH 7,4
para simular o transito cecal. A quantidade d_e rifampicina liberada foi monitorada
pela leitura das absorvancias das aliquotas no espectrofotdometro UV-Vis, marca
Hitachi - modelo U3000 em Amax 476nm.

A mesma experiéncia foi repetida usando, o suco gastrico de pH 1,2; o fluido

intestinal de pH 6,8 e o fluido cecal de pH 7,4.



81

4.3.13.2. Estudos cinéticos da liberagao in vitro da rifampicina impregnada nas
microesferas de quitosana modificada no fluido intestinal e na

solugao tampao de pH 6,8

Amostras (40,0 mg) de microesferas de QTS modificada contendo a
rifampicina foram suspensas em 10,0 mL de solu¢do tamp3o de pH 6,8 e mantidas
sob agitagdo em banho termostatizado a 37°C durante 12 horas. A cada hora, uma
aliquota ¢é retirada do fluido e sua absorvéancia lida no espectrofotémétro UV-Vis,
marca Hitachi - modelo U3000vem Amax 476nrﬁ para monitorar a quantidade de
rifampicina liberada durante as doze horas.

A mesma experiéncia foi repetida usando o fluido intestinal de pH 6,8.

4.3.14. Analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Foram feitas DSC das amoétras de rifampicina, de microesferas de quitosana
modiﬁgada, de microesferas de quitosana modificada contendo rifampicina e da
mistu'ra fisica da rifampicina com a microesfera de quitosana modificada na
proporc¢ao de 40%.

Uma amostra de 5,0 g foi colocada dentro de uma panela de aluminio e
submetida a uma temperatura de 0 - 500 °C com uma taxa de 10 °C/min no

aparelho Shimadzu diferencial calorimeter (DSC50, Kyoto, Japan)'.
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4.3.15. Estudo de biodisponibilidade de rifampicina impregnada nas

microesferas de quitosana modificada

4.3.15.1. Ensaio dose/dependente

5 lotes de ratos da linhagem wistar (n = 6, p= 280-300 g) foram tratados por

via oral com as microesferas de quitosana modificada 'conten'do' rifampicina nas
‘quantidades de 100, 200, 400, 600 e 800mg.

Apéds 12 horas, foi coletado o sangue de cada lote e centrifugado no aparelho

de marca Sigma Laborzentrifugen GMBH 3600 Osterode, modelo 2- '15 rotor 11192,

a 4000 rpm, durante 8 minutos. O so‘ro foi separado através de uma pipeta Pasteur e

feita a leitura da concentragdo sérica de rifampicina, usando o espectr_qfotémetro

UV-Vis, marca Hitachi em Amax 476nm.

4.3.15.2. Ensaio tempo/dependente

Sete lotes de ratos da linhagem wistar (n = 6, p = 280-300 g) foram tratados
_por via oral com as microesferas de quitosana modificada contendo a rifampicina na
dose de 400 mg. Apés 4, 6, 8, 12, 24, 36 e 48 horas. Foi coletado o sangue de cada
lote e centrifugado a 4000 rpm durante 8 minutos e o. soro separado com ajuda da-

pipeta Pasteur para determinar a concentracdo - sérica de rifampicina “por

espectrofotometria.
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4.3.15.3. Ensaio do transito das microesferas de QTS modificada contendo a

rifampicina no TGI

Doze lotes de ratos da linhagem wistar (n = 4, p = 280 - 300 g) foram tratados
por via oral com as microesferas de quitosana modificada contendo 400 mg de
rifampicina. Cada lote de ratos apo6s 1/2, 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 e 14 horas foi
sacrificado e sucessivamente retirados e analisados o estdmago e o intestino, para

localizagdo das microesferas no TGl

4.3.16. Microscopia eletronica de varredura das microesferas de quitosana

modificada contendo a rifampicina, apos o transito no TGI

As-microesferas de quitosana modificada contendo a rifampicina e as que
foram submetidas ao trénsito gastrointestinal foram caracterizadas morfologicamente
por microscopia de varredura. As amostras foram colocadas em estabes, recobertas
de ouro e micrografadas num microscopio eletrénico de varredura (Philips -modelo

XL30).



5. Resultados e discussao

5.1. Caracterizagdo da amostra de quitosana

A amostra de quitosana purificada foi pulverizada e caracterizada por
espectroscopia no infravermelho, ressonancia magnética nuclear e grau de

desacetilacao.

5.1.1. Grau de desacetilagdo da quitosana (% GD)

A Figura 10 representa o prototipo da curva de titulagdo condutométrica da
solugdo de quitosana acidificada com HCI em excesso e conduzida com NaOH. A
condutancia depende dos ions presentes na solugéo, assim os ions H:O" e OH
presentes vao contribuir na condutancia.

A titulagdo condutométrica foi monitorada pela mudanga da condutancia
desses ions em fung¢do do volume de titulante adicionado. A curva obtida apresejtou
dois pontos de inflexdo onde o primeiro representa o ponto de equivaléncia do -
excesso de acido forte e o segundo a forma acida do polimero. A diferenga entre os
dois pontos de equivaléncia correspondeu ao volume utilizado para neutralizar os

grupos amino®®. As reagdes envolvidas nessa titulagéo foram:

CH,OH

CH,OH -
2 0 +HCl +Cl~  (18)
0 o + 2HCI > N/O (Excesso)

NH> NH; N ,

n
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HCl + NaOH — NaCl + HO (19)
(excesso) |
+
o] + NaOH — Q ol *HO+Na"  (20)
NH;  /n NH, /n

O grau médio de desacetilagdo (% @) € calculado conforme a equagéo:

% GD_ = M x(VZI;/V,)x161 % 100 . (21)

Onde M é a molaridade da solugdo de NaOH; V; e V, sdo os volumes de
NaOH empregados para neutralizar o excesso de &cido cloridrico e a quitosana
protonada; 161 é a massa molar da unidade monomérica do polimero quitosana e

W é a massa de amostra tomada para titulagéo.

CONDUTANCIA (mS)

Volume de base titulante (mL.)

Figura 10. Gréafico de representagido da condutancia em funcdo do volume da
‘base titulante
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Os resultados obtidos da titulagdo condutométrica da quitosana purificada e

apos reticulagdo das microesferas sdo apresentados na tabela 2. Os valores de

% GD correspondem & média de trés determinagdes.

Tabela 2. Valores de %GD e mmol NH./g QTS

QTS Forma % GD mmol NHz/g QTS
Pulverizada Sem reticulagéo 85,6 5,32
Microesfera reticulada 50,2 3,12

Na tabela 2 observem-se que a QTS na forma de microesferas apresenta um
grau de reticulagéo de 50,2% restando, ainda 35,4% de grupos amino livres para

posterior reag&o de copolimerizagdo de enxerto com o poli(acido acrilico).

5.1.2. Espectroscopia de ressonéncia nuclear de carbono-13 (RMN *C)

Na Figura 11, foi observado no espectro um deslocamento quimico do
carbono anomérico Cq em 98 ppm e esta bem afastado dos outros sinais. Os dois
sihais proximos de 77 ppm estdo relacionados ao C4. O deslocamento na faixa de 70
ppm esta relacionado aos carbonos C3 e Cs. O sinal de 60 ppm € caracteristico do
carbono do alcool primario e os sinais ao redor de 56 ppm séo atribuidos ao carbono
Co.

Os sinais com deslocamento em tormmo de 178 ppm e 20 ppm
respectivamente, estéo relacionados ao carbono do grupo C=0 e ao do grupo CHj

comprovando que a quitosana nio é totalmente desacetilada®*'2



¢CH,0H  sCHOH
5N G 0
o/OH N "o o(OH 1 N
s 2 3 2
NH, NHCOCH;
c=0 b e

—— v Yy [Ty —— T .
180 170 160 150 150 120 140 100 PPM g 80 16 60 50 40 30 20

Figura 11. Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 da QTS
em D,0 e acido acético glacial

5.1.3. Espectroscopia no infravermelho (IV) da quitosana

Na Figura 12, foi observado a presencga das bandas na regido de 3400 cm™
que correspondé ao estiramento de hidroxilas (OH) e da agua; e em 2900 cm™
atribuida ao estiramento C-H. As bandas 1655 cm™ e 1590 cm™ correspondem,
respectivamente, as vibragdes de estiramento C=0 da amida e as de deformagéo
N-H da amina primaria. A banda de 1379 cm™ é atribuida ao C-H do grupo CHs
‘referente ao grupo acetamida presente, indicando que a quitosana ndo é
totalmente desacetilada. A banda presente em 1082 cm” é a vibragdo de

estiramento de C-O do alcool primério*' ',
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Figura 12. Espectro de infravermelho da QTS em KBr

5.2. Redugdo dos grupos imino das microesferas de QTS
| reticuladas

Os grupos imino das bases de Schiff obtidos por reagdo das aminas
primarias e secundarias, reagem com 0 cianoboroidreto de sédio em temperatura
ambiente e se reduzem & aminas secundarias. A transformagdo das microesferas de
QTS na forma reticuladas com glutaraldeido, seguida da redugdo dos grupos imino,
foi necessaria para inibir a solubilizagdo do copolimero em solugé'es acidas com pH |

< 1,5; para melhorar sua resisténcia a degradacdo quimica e biolégica'®

(Figura 13).
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Figura 13. Reagao de redugao dos grupos imino das microesferas de QTS
enxertada

Os espectros de infravermelho da microesfera de QTS reticulada e a obtida
apds a reducéo ndo foram realizados isoladamente. Contudo, foram analisados os

espectros de infravermelho das amostras de QTS enxertada, onde sdo observados
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os grupos funcionais correspondentes as modificagdes de formagéo da base de

Schiff e da redugéo.

5.3. Grau de enxertia das microesferas de quitosana reticuladas e

reduzidas (Microesferas de QTS modificada)

Os copolimeros de enxerto consistem de uma cadeia principal de
homopolimero de -A-A-A-A-A-A-A-A-A-A- com ramificagbes de um outro

homopolimero do tipo  -B-B-B-B-B-B-B-B, formando a estrutura abaixo:

A copolimerizagdo de enxerto requer a formagéo de centros reativos sobre a
molécula polimérica na presenga de um mondmero que seja ionizavel*®™#"%!. O
processo neste trabalho foi via radical livre.

A reacdo de copolimerizagdo de enxerto do acido acrilico com o ion Ce** nas
microesferas de QTS reticulada foi realizada em 3 horas, sob atmosfera de

nitrogénio & temperatura ambiente. Foi observado um aumento na massa de
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microesferas enxertadas com o poli(acido acrilico), o que permitiu a determinagédo do
grau de enxertia usando a equagao (9).

A Tabela 3 apresehta os graus de enxertia com diferentes massas de
microesferas de quitosana. Os valores encontrados referem-se a média de cinco
determinagbes para cada grau de enxertia determinado. O valor médio encontrado
foi de 54,6 + 2,0%.

As porcentagens de grau de.enxertia nao sao significativamente diferentes para
as distintas massas de microesferas de QTS. Isto pode ser atribuido ao .fatb de que
o aumento de massa das microesferas de QTS, ap6s a enxertia, é independente da -
massa das microesferas de QTS modificada empregada na experiéncia, mas é
proporcional ao nimero de sitios reativos presentes. A explicacéo provavel deve-se
ao fato de que a QTS reticulada e reduzida pode ser enxertada com o acido
poli(acido acrilico) no grupo amino livre, nos alcoois primarios e nos 1,2 glicois.
Essas observagdes foram confirmadas, respectivamente, pelos estudos realizados
por BLAIR e colaboradores' com o enxerto de acetato de vinila sobre a quitosana e
também por IWAKURA™® quando ele estudou a polimerizagéo do estireno por via

radical livre, demonstrando que os alcoois primarios e 1,2 glicois séo mais efetivos.

Tabela 3. Grau de enxertia em fungao das massas de microesferas de QTS

Quitosana Grau de enxerto
(mg) (%)
99,3 54,9+1,2
308,7 54,3+11

313,0 54,5+ 1,1
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5.4. Caracterizagdo das microesferas reticuladas, reduzidas e
enxertadas (Microesferas de QTS modificada)

5.4.1. Espectroscopia no infravermelho (IV) das microesferas
modificadas

A Figura 14 ilustra os espectros no infravermelho da QTS (a) e da QTS
modificada (b).

No esp'ectro (b), foi observado a presenca de uma banda em 1731 cm™
correspondente a vibragéo de estiramento C=0O do grupo carboxilico ausente no
espectro da quitosana, confirmando a enxertia do poli(acido acrilico) sobre a
quitosana. Tambérﬁ no mesmo espectro uma banda de intensidade forte de 1390
cm™ relativa ao estiramento C-N de amina secundéria ausente no espectro (a) da
quitosana, confirmando a redugdo do grupo imino da base de Schiff, e uma outra
banda de 1543 cm™', ausente no espectro (a) da quitosana, é atribuida ao
estiramento da ligagdo C=N, o qual corresponderia a alguns grupos imino nao

reduzidos®!#8 14,
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Figura14. Espectros de infravermelho da QTS (a) e da QTS modificada (b)

5.4.2. Porosimetria de mercurio das microesferas de QTS modificada

: A andlise de volume acumulado por grama de microesferas em funcdo da
distribuicdo do tamanho dos poros revelou que o tamanho médio dos poros varia
entre 40 e 50 A% (Figura 15). A existéncia de poros poderia facilitar a liberacso
dos farmacos impregnados ou encapsulados & medida que as microesferas estéo

transitando nos compartimentos do TGl com diferentes valores de pH.
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Figura 15. Distribuigao do tamanho dos poros da microesferas da QTS

modificada

5.4.2. Analise termogravimétrica (TGA) das microesferas modificadas,

da quitosana e do poli(acido acrilico)

/

As analises termogravimétricas feitas com a QTS, PAA e as microesferas de
quitosana modificada revelaram a perda de agua e de massa (Figuras 16, 17, 18 e
19).

Para a analise do TGA, a QTS foi usada na forma pulverizada (Figura 16). A
perda de massa se iniciou em 190 °C e finalizou em 800 °C correspondendo a 65%
de perda. A massa restante se deve a formagédo de carvdo. A perda de massa até
190 °C refére-se a evaporagao de agua de hidratagao.

O TGA do poli(acido acrilico) - PAA apresenta dois picos: o primeiro

corresponde a uma perda de massa de 4,9%, referindo-se & perda de agua por
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evaporagdo, € 0 segundo pico € atribuido a perda da massa do PAA. A perda total
de massa foi de 84,6% (Figura 17).

A analise do TGA das microesferas de QTS modificada mostrou 3 picos: o
primeiro corresponde a perda de massa por evapofagéo da agua, em 12,58%,; os
outros dois picos correspondem a perda de massa no intervalo de temperatura
166,53 °C até 800 °C, em 59,86% (Figura 18).

As andlises termogravimétricas da Q'I-’S, do poli(acido acrilicb) e das
microesferas deb QTS modificada mostrada na Figura 19 indicaram que a
estabilidade térmica da microesfera de QTS modificada é diminuida pela presenga
das cadeias laterais ramificadas resultantes da enxertia do poli(acido acrilico) na

QTS reticulada e reduzida'®*.

DrTGA . TGA -
mg/min
0,0
100
-2,0x10°
1 Start 26,73 °C . - 80
4.0x10° - End  80,22°C Start 80,22 f
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-6,0x10" -1 . -6497% 60
-8,0x10°
4 40
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Figura 16. TGA e DrTGA da QTS
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Figura 18. TGA e DrTGA das microesferas de QTS modificada
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Figura 19. Analises termogravimétricas (TGA) da QTS, do poli(acido acrilico)
(PAA) e das microesferas de QTS modificada (QTSM)

5.5. Analise do grau de intumescimento das microesferas de
quitosana modificadas em fung¢ao dos pH similares aos do
TGl

O grau médio de intumescimento (Tabela 4) pode ser determinado usando a
equacao:

or=22=M 109 (22)
M

1
onde M; representa a massa seca das microesferas de QTS modificada apos
desidratagdo em temperatura ambiente até massa constante, M, a massa de
microesferas de QTS modificada obtida pela retirada de dgua com lengo de papel

apds sua passagem na solugéo de pH similar ao do TGl.
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O equilibrio e o grau médio de intumescimento sdo pardmetros relacionados
a0 mecanismo e as cinéticas de liberagdo dos hidrogéis (Tabela 4). Coﬁw relagdo ao
presente estudo, as microesferas de QTS modificada sdo formadas por matrizes
poliméricas que se comportaram como hidrogéis polieletrélitos intumescendo-se
instantaneamente nas trés solugdes tampées similares aos do TGI'>>1%,

Como pode ser observado na Figura 20, houve um aumento gradual do grau
de intumescimento em funcao do pH e do tempo de contato podendo ser verificado
que em pH 1,2 as microesferas intumescem muito pouco, em pH 6,8 ha um grande
aumento no intumescimento e em pH 9,0 esse continua gradativamente aumentando
até se estabilizar com o decorrer do tempo.

O aumento crescente do intumescimento em pH 6,8 estd de acordo com a
presenca dos grupos amino parciaimente desprotonados da QTS e dos grupos
carboxilatos totalmehte desprotonados do poli(acido acrilico), enquanto que em pH
9,0 ambos os grupos estéo desprbtonados Esse intumescimento € acompanhado
com a variagdo das dimensdes das microesferas, o que influenciaria na retragdo ou
no afrouxamento das moléculas, assim, controlando o comportamento de liberagao

dos farmacos impregnados™’.

Tabela 1. Média dos graus de intumescimento das microesferas de QTS

modificada em diferentes pHs

pH Tempo (h) Grua de intumescimento médio (%)
1,2 0-2 9,0+0,1
6,8 2-6 60,0+1,0

9,0 : 6-12 20,0+1,0
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Figura 20. Grau de intumescimento das microesferas de QTS modificada em

fungdo do tempo e dos diferentes valores de pH

5.6. Determinagdo da quantidade de eosina impregnada nas

microesferas de QTS modificada

As quantidades médias de eosina impregnada nas microesferas de QTS

modificada (Tabela.5) mostraram que os valores obtidos aumentavam com o tempo,

atingindo o maximo em 24 horas e depois permanecendo constantes. Alguns

fatores, tais como os poros existentes nas microesferas, a hidrofilicidade e a

solubilidade em agua dessas moléculas (eosina), podem ter influenciado na

impregnagado com a eficiéncia de 95%.
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Tabela 5. Quantidade de eosina impregnada nas microesferas de QTS

modificada em fungao do tempo

Tempo (horas) Eosina ( mg impregnada/g de
microesferas de QTS
. modificada)
6 ' 200 +1
12 299 £ 1
18 401£2
24 601+2
30 603 +2
36 603+ 2

5.7. Estudos de liberagao in vitro e cinéticos da eosina impregnada

nas microesferas de QTS modificada nos tampoées similares
aos do TGI.

5.7.1. Estudos de liberagdo in vitro da eosina impregnada nas

microesferas de QTS modificada nos tampodes similares aos do

TGl

A Figura 21 mostra que em pH 1,2, o qual simula a regido estomacal, néo
ocorreu a liberagdo da eosina, durante o intervalo de tempo de 0 até 2 horas.
Enquanto que em pH 6,8, simulando a regido intestinal, o estudo se estendeu de 2
até 6 horas e nesse intervalo foi observado que 44,1% da eosina foi liberada.
Finalmente, em pH 9,8, simulando a regido cecal, de 6 até 12 horas, a liberagao foi
de 99,1%.

Para valores elevados de pHs a quitosana possui uma baixa densidade de
carga, ao contrario do poli(acido acrilico). O pKa da quitosana que corresponde a
cadeia principal do copolimero quitosana/poli(acido acrilico) € aumentado pela

presenga do polianion poliacrilato (cadeias ramificadas enxertadas), sugerindo que o



101

grupo carboxilato induza a ionizagdo do grupo amino da quitosana'®. O copolimero
estudado pode ser comparado a um protendide polipeptidico, tendo um grande
ndmero de grupos carboxilicos na sua cadeia®®. Assim, um protendide pode ser
carregado tanto positivamente como negativamente, dependendo do pH do meio,
visto que 0s grupos amino sdo protonados (-NH;") em meio &cido, enquanto que os
grupos carboxilicos séo ionizados(— COQO’) em meio alcalino.

Os dados de liberagdo da eosina impregnadas nas microesferas, du.rante as 2
horas no fluido gastrico, confirmam que, apesar da pequena permeabilidade das
microesferas de quitosana neste meio, ndo ocorreu nenhuma liberagdo do corante,
possivelmente devido a pouca solubil@dade da eosina que estda protonada neste
meio, e também pelo fato do poli(acido acrilico) nao ser ionizado em pH 1,2'%°.

E esperadd o copolimero intumescer em pH acima de 6,3, que corresponde
ao pKa da quitosana. Em pH 6,8, praticamente a metade dos grupos amino da
quitosana estaria protonada, enquanto que o poli(acido acrilico) estaria praticamente
ionizado, afetando as propriedades de intumescimento e da liberagdo da eosina
pelas microesferas.

No entanto, em pH 9,0, todos os grupos carboxilicos apresentam-se ionizados
e 0s grupos amino completamente desprotonados. A grande Iibera¢éo da eosina
neste meio, depende, além da sensibilidade do copolimero ao pH, das
caracteristicas de intumescimento do copolimero reticulado e da grande solubilidade
da eosina no meio alcalino. Por outro lado, o intumescimento do copolimero na sua
forma ionizada pode ser atribuido & diferenga nas pressdes osméticas exercida pela

presenca da eosina ionizada na microesfera e na solugéo tampao’®.
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Figura 21. Curvas de libera¢do da eosina impregnada nas microesferas de QTS

modificada

5.7.2. Estudo cinético da liberagao in vitro da eosina impregnada nas

microesferas de QTS modificada

A Figura 22 ilustra a curva cinética de liberagdo de eosina na solugao
tampé&o de pH 6,8, possivel de ser obtida ap6s a analise dos dados apresentados na
Figura 21.

Na Figura 21, o perfil da curva de liberacdo de eosina, impregnada nas '
microesferas de quitosana modificada em fung¢&o do tempo de contato com as
solugdes de pH 1,2; 6,8 e 9,0, mostrou ser exponéncial, sugerindo que a cinética de
liberagdo de eosina se comportaria de acordo com a equagéo (14) de RITGER E

PEPPAS141 161,162'
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A equagao (14) permite especular se o mecanismo de liberagao € de Fick ou
nédo, para as microesferas de QTS modificada.

Assim aplicando o logaritmo natural, a equagéo (14) passa a ser:

In{(M¢Meo) = n In(t) + In(K) (23)

Onde n é calculado a partir da inclinagdo e K da intersegao da reta In(M¢Mco)
versus Iﬁ(t).

A cinética de liberagdo de eosina pelas microesferas de QTS modificada,
ilustrada na Figura 22, mostra um aumento gradativo da taxa de liberagdo. Na
solugdo tampao de pH 6,8; os grupos amino da QTS estéo 'protonados, enquanto
que os grupos carboxilicos do poli(acido acrilico) estdo ionizados. Esses grupos
amino protonados reagém com a agua de hidratagdo da solugdo tampado para
aumentar a quantidade de agua na composig&o do copolimero. O excesso de agua
afeta a estrutura molecular do copolimero afrouxando és moléculas e por
conseqliéncia aumenta o grau de intumescimento das microesferas, perrhitindo a
liberago's5:158.162,

As microesferas de QTS contendo a eosina apreséntaram um valor de "n"
igual a 0,6 com K igual a 14,1. Esse valor de "n" superior a 0,5 indica que a liberagdo
dos farmacos pelas microesferas de QTS modificada ndo obedece ao mecanismo
difusional de Fick, mas a sobreposicdo de dois mecanismos de liberagéo
aparentemente independentes : a difusdo, chamada de difusdo Fickiana, e o
intumescimento. Por esta razdo, podemos concluir que a cinética de liberagdo para
as microesferas de QTS modificada é de ordem zero.

Todavia, na cinética de ordem zero, o processo de relaxamento dos

polimeros, decorrente da penetragdo da agua no sistema formado, € o que controla

a taxa de liberagdo do farmaco. A &gua atua como plastificante diminuindo a
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temperatura de transigao vitrea (Tg) do polimero. Uma vez que a Tg esteja igualada &
temperatura ambiente, as cadeias dos polimeros adquirem maior'mobilidade e
aumentam o volume do sistema (expans&o do volume do sistema) "',

As microesferas QTS modificada sdo formadas pelos polimeros
tridimensionais reticulados e reduzidos que, por sua vez, sdo enxertados pelo
polimero soluvel em agua. De acordo com a composigdo do sistema polimérico
formado, em pH 6,8 a liberagdo dos farmacos n&o estd sujeita a um equilibrio de
dissolugdo, mas a um processo de afrouxamento molecular além da difuséo‘, 0 que
confirma que as microesferas de QTS modificada atuariam possivelmente por
sobreposicdo de dois mecanismos independentes (difusdo Fickiana e

intumescimento)*41:163-163,

4,2 R.=0,995

1 Desvio padrao (Dp) = 0,04

4.0 1 Coeficiente linear (B) = 2
r

In(M/M_x 100)

Figura 22. Curva cinética de liberagao de eosina impregnada nas microesferas
de QTS modificada em fungdao do tempo em solugdo tampao de

pH 6,8
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5.8. Micrografia eletrénica de varredura (MEV) das microesferas de

quitosana modificada contendo a eosina

As Figuras 23 (a4) e (ap) ilustram as fotomicrografias por microscopia eletronica
de varredura mostrando as morfologias da microesfera de quitosana modificada sem

eosina e de microesfera de quitosana modificada contendo a eosina,

\

respectivamente.

@) diéfnetro médio de 1,52 + 0,20 mm foi determinado a partir da média de 20
microesferas, utilizando-se as medidas dos didmetros nos eixos vertical e horizontal
de cada microesfera.

Durante o processo de impreg;nagéo com a eosina, as superficies das
microesferas de quitosana modificada se apresentaram com aspecto aspero e seus
diéametros aumentaram quase trés vezes em relagdo ao didmetro inicial, sem que
houvesse ruptura das microesferas.

As Figura 24 (by) e (b2) ilustram as segOes transversais da microesfera de
quitosana modificada sem eosina e da microesfera de quitosana modificada
contendo a eosina.

A morfologia da microesfera sem eosina na segéo transversal. apresenta-se
na forma de escamas e compactada, enquanto que na microesfera impregnada com
eosina a morfologia é alterada para uma forma de grénulos poligonais. Essa
diferenca na morfologia pode ser atribuida & grande solubilidade da eosina na matriz
polimérica. Também, a impregnacdo da eosina nas microesferas de quitosana

“modificada foi confirmada visualmente pela cor avermelhada, caracteristica do

corante eosina, na superficie e no interior (segéo transversal) das mesmas.
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Figura 22. Microscopia eletrénica de varredura (MEV): (a4) e (az) da morfologia
da microesfera de QTS modificada sem eosina e com eosina,
respectivamente.

P

Figura 23. Microscopia eletrénica de varredura (MEV): (bi) e (by) sec¢ao
transversal da microesfera de QTS modificada sem eosina e com

eosina, respectivamente.
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5.9. Estudos de liberagdao in vitro e cinético de rifampicina,
impregnada nas microesferas de QTS modificada, nas
solugdes tampdes similares aos do TGIl, em suco gastrico e

nos fluidos intestinal e cecal artificiais

5.9.1. Estudo de liberacao in vitro de rifampicina, impregnada nas
microesferas de QTS modificada, nas solugdes tampdes similares
ao do TGl, em suco gastrico e nos fluidos intestinal e cecal

artificiais

Os estudos de liberagdo de rifampicina nas solugdes tampdes similares ads
do TGI, no suco gastrico e nos fluidos intestinal e cecal artificiais foram realizados
com objetivo de avaliar se as microesferas de QTS modificada podem liberar a
rifampicina impregnada, nos conteddos do TGI. Registre-se que o suco gastrico e 0s
fluidos intestinal e cecal artificiais empregados apresentam as mesmas composigoes
biologicas e bioquimicas que as dos fluidos do TGI'®,

A Figura 25 ilustra as liberagbes de rifampicina nas solugbes tampobes
similares aos do TGl (pH 1,2; 6,8; 7,4) e no suco gastrico e nos fluidos intestinal e
cecal artificiais.

Nas solugSes tampdes similares aos do TGIl; em pH 1,2 n&o ha liberagéo de
rifampicina de 0 até 2 horas; em pH 6,8 de 2 até 6 horas foi constatada uma
liberagdo de 25% e em pH 7,4 de 6 a 12 horas a liberagéo foi de 47%. Resultados
similares também foram descritos na literatura™®.

Com respeito ao suco gastrico e aos fluidos intestinal e cecal , observou-se
uma pequena liberagao de rifampicina'no suco gastrico artificial (pH 1,2) de 0 a 2

horas. De 2 até 6 horas, percebeu-se que no fluido intestinal artificial (pH 6,8) as
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microesferas liberaram 22,3% de rifampicina e no fluido cecal de pH 7,4 a liberagédo
se estendeu de 6 até 12 horas e representou de 41,2%, o que esta de acordo com
os dados da literatura*®1%".

A pequena quantidade de rifampicina liberada no suco gastrico pode ser
devida a solubilizaqéo da rifampicina, que ficou na superficie da microesfera de QTS
modificada durante o processo de impregnagdo. Ja na solugdo tampdo de pH 7,4 e
no fluido cecal artificial, o copolimero de QTS modificada intumesceu devido ao fato
de seu pH 7,4 ser superior ao do pK, da QTS, em que todos os grupos amino
estariam protonados e todos os grupos carboxilicos do poli(acido acrilico) estariam
ionizados. Essa propriedade de intumescimento favorece a liberagéo de rifampicina
impregnada nas microesferas. Registre-se que a pequena liberagdo nesse meié é
devido a pouca solubilidade da rifampicina no pH 7,4 (quase neutro). Isto foi descrito

também para outros farmacos®***"%,

s pH 1,2 pH 6,8 ' pH 7,4

I
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Figura 24. Curvas de liberagao de rifampicina impregnada nas microesferas de
QTS modificada nas solu¢des tampdes similares aos do TGl (e), no

suco gastrico e nos fluidos intestinal e cecal artificiais ().
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Os perfis dos graficos de liberagbes (nas solugbes tampdes e no suco
gastrico e nos fluidos intestinal e cecal artificiais) de rifampicina impregnada nas
microesferas de QTS modificada apresentam-se na forma de uma funcgéo

exponencial.

5.9.2. Estudo cinético de liberagdo in vitro de rifampicina, impregnada nas
microesferas de QTS modificada,. na solugdo tampéao de pH 6,8 e no

fluido intestinal artificial

Os valores de "n" determinados s&o, respectivamente, dé 0,79 para a
liberagéo de rifampicina no fluido intestinal e de 0,81 para a liberag&o de rifampicina
na solugao tampéo de pH-6,8 (Tabela 6 e Figura 26). Esses valores sdo superiores a
0,5. Isto indica que a liberag&o de rifampicina impregnada nas microesferas de QTS
modificada no fluido intestinal como na solugao tampéao de pH 6,8 ndo obedeceria ao
mecanismo difusional de Fick "%,

Nesses meios, a liberagdo da rifampicina ndo € sujeita a um equilibrio de
dissolugdo, mas a um processo de afrouxamento molecular além da difuséo.
Todavia, as constantes ’cinéticés (n e k) de liberagdo de rifampicina para as
microesferas de QTS modificada nas diferentes solugdes (tampao e fluido intestinal)
sdo iguaié, confirmando, assim, os resultados obtidos para a eosina na solugdo
tamp&o de pH 6,8. As microesferas de QTS modificada atuariam possivelmente pela
sobreposicdo de dois mecanismos independentes (difusdo Fickiana e

intumescimento) com as cinéticas de ordem zero'**160-162.165
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Tabela 6. As constantes de liberagdo de rifampicina para as microesferas de

QTS modificada na solugao tampao e no fluido intestinal

Solugéo

n k
Solugdo tampao de pH 6,8 0,81 4,7
Fluido intestinal de pH 6,8 0,79 5,1

00)

=]

Mx 1

In (v

3,8
3,6 -
3,4 -
3,2
3,0;
2.8 -
2.5:
2.4:
2,2:

2,0

1 R,=0,996
1 Coeficiente linear (B) = 2,18
{ coeficiente angular (A})= 0,8

Solugéao de pH 6,8

Desvio padrao (Dp) = 0,05

Fluido intestinal de pH 6,8
R.= 0,995 :
Coeficiente linear (B) = 1,9
coeficiente angular (A)=0,7
Desvio padrao (Dp) = 0,05

1,8

T T T T T T T T T T
0,6 0,8 1,0 1,2 1.4 1.6 1.8 2.0 2,2 2,4 2,6

In t

Figura 25. Curvas cinéticas de liberagao de rifampicina impregnada nas

microesferas de QTS modificada na solugao de pH 6,8 (¢) € no

fluido intestinal artificial ()

5.10. Analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A andlise da solubilidade e do estado fisico foi feita a partir das curvas de

calorimetria diferencial para entender o comportamento do farmaco com a matriz

polimérica na qual ele foi impregnado ou encapsulado.
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Na Figura 27, observa-se 0 pico exotérmico, (a), do ponto de fusdo da
rifampicina em 260 °C. O mesmo pico apareceu bem marcado no termograma da
mistura fisica, (b), embora a proporg¢ao farmaco-polimero seja baixa (4:10) e mude
pouco nas temperatura acima de zero grau'®’

Todavia, um pico do ponto de fusdo exotérmico de tamanho médio
existente no termograma, (c), mostra a existéncia isolada de rifampicina na matriz
polimérica, indicando que durante o processo de impregnagéo a> rifambicina ndo se
dissolveu na matriz polimérica. Todavia, tal impregnagdo se realizou como se fosse
um processo de mistura fisica, durante o qual o farmaco foi armazenado nas

microesferas por intermédio dos poros %12,

e
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Figura 27. Termograma do DSC de (a) p6 de rifampicina, (b) mistura fisica de
p6s de rifampicina e microesferas de QTS modificada (proporgao
farmaco-polimero 4:10), (c) microesferas de QTS modificada
contendo rifampicina e (d) microesferas de QTS modificada.
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5.11. Estudo de liberagdo in vivo de rifampicina impregnada nas

microesferas de QTS modificada

5.11.1. Estudo dose/dependente

Geralmente‘, quando um comprimido convencional de rifampiciné de 600mg
de dose diaria € administrado, oralme_nte, a um homem de 70 kg, obtem-se, apods 2
horas, uma concentragéé plasrhética em torno de 12 pg/mL. Para a rifampicina ’
poder atuar sobre o microorganismo causador da tuberculose (Mycobacterium
tuberculosis) deve ter urﬁa concentragdo plasmatica terapéutica minima de 7 a 9
pg/mL. Contudo, quando um comprimido convencional de rifampicina, de doses
maiores que 600 mg, é administrado, oralmente, seus niveis na veia portal
ultrapassam o limiar da saturagdo hépética, tendo como resultado a
biodisponibilidade sistémica crescente. A alteragdo na taxa de absor¢do por
alimentos causa uma critica reducdo terapéutica na biodisponibilidade da
rifampicina’’-12:166-168
A curva obtida da literatura (Figura 28) mostra que, apds a administragdo
oral de um comprimido de 600 mg de rifampicina a humanos, observa-se um pico
em 2 horas, que atinge uma cohcentragéo sanguinea de rifampicina de 20 pg/mL e
decresce rapidamente até 4 ug/mL em 10 horas'®®.
No ensaio dose/dependente desenvolvido neste estudo, percebeu-se que
para atingir a concentragdo sérica efetiva minima de rifampicina no tempo de 12
horas, foi necessario usar as microesferas de QTS modificada contendo 400 mg de

rifampiciné. (Tabela 7).
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Figura 28. Curva tedrica de concentracdo sérica de rifampicina apés
administragago de um comprimido convencional contendo 600 mg de

rifampicina (Fonte SMITH e Colaboradores, 1999)

A dose de 400 mg de rifampicina é relativamente inferior ao do comprimido
convencional, contudo, deve-se considerar que a farmacocinética da rifampicina é
profundamente afetada pela taxa de absor¢do intestinal. Desta forma, a liberagéo
progressiva de rifampicina pelas microesferas de QTS modificada, provavelmente,
deve-se ao intumescimento progressivo das microesferas, fazendo com que a taxa
de absorgdo desse farmaco seja razoavelmente controlada, rhantendo, assim, o
nivel da concentragdo sérica dentro da faixa terapéutica mesmo com a dose
maxima.

As microesferas de QTS, contendo 600 e 800 mg de rifampicina témbém
levaram a concentragdes séricas superiores a concentragdo minima necessaria para
inibir a agcdo do agente causador da tuberculose (Tabela 7)

Uma vez que a rifampicina € considerada hepatotoxica, pode-se supor que a
ingestdo de uma quantidade menor poderia causar um impacto téxico menor. Por
isso, para continuagdo do presente estudo a dose de escolha foi de 400 mg de

rifampicina, impregnada em microesferas de QTS modificada.
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Tabela 7. Concentragées séricas de rifampicina ap6s a administragiao oral de

microesferas de QTS modificada contendo rifampicina apdés 12

horas
Dose de
rifampicina 100 mg 200 mg 400 mg 600 mg 800 mg
Concentragao

sérica (pg/mL) 3,35:0,10 4,58+0,12  7,25:0,18 9,170,14 10,01+ 0,13

5.11.2: Estudo tempo/dependente

Para qualquer forma farmacéutica, a taxa e a biodisponibilidade do farmaco
afetam o inicio, a durégéo e a intensidade da resposta farmacolégica. Os fatores
importantes na absorgdo da rifampicina no trato gastbroint-estinal séo a forma
cristalina, o tamanho das particulas, a relativa quantidade das substéncias inertes ou
os agentes de desintegragdo e os processos de fabricagdo. Os alimentos e os
excipientes como talco, caolim ou bentonita reduzem a absorg¢éo gastrointestinal da
rifampicina’®*'"°. Além disto, os baixos niveis de rifampicina no soro sdo observados
nos pacientes da tuberculose apdés um longo periodo de tratamento. A meia-vida
biolégica aumenta com a dose do farmaco, fazendo com que o metabolismo
hepatico se torne saturado e as cinéticas de eliminagdo decaiam da primeira a zero
ordem’",

Apo6s administragédo oral de 600mg de rifampicina, percebeu-se que o nivel de
rifampicina sangiiinea, logo apds um curto periodo de tempo, aumente e em 2 horas

atinja o0 maximo 20pg/mL, decaindo rapidamente até atingir 4 pg/mL em 10 horas.
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Segundo a literatura a meia vida do farmaco na forma convencional de uso (isto é,
em associagées com outros farmacos) é de 6 horas'®®,

A curva obtida pela administragdo das microesferas de QTS modificada
contendo 400mg de rifampicina ( Figura 29), mostra que houve aumento da
concentragdo sérica de rifampicina até 12 horas. Em 8 horas, a concentrag&o atingiu
7,1 pg/mL e em 12 horas; 9,08 pg/mL. A concentragdo sanglinea de rifampicina
ndo decai rapidamente, como no caso dos comprimidos convencionais, mas o
decaimento se efetua progressivamente até 48 horas. A meia vida determinada a
partir desse ensaio é de 12 horas.

A baixa concentragdo sérica de rifampicina nas primeiras 4 horas pode ser
devida ao tempo que as microesferas de dTS modificada levaram para passar do
estdmago ao intestino e para intumescer neste ultimo, permitindo, assim, a liberagéao
do farmaco e também a absor¢ao da rifampicina. k

A rifampicina administrada na forma de comprimido convencional de 600mg
em humanos tem uma meia vida de 6 horas'®, enquanto que as microesferas de
QTS modificada, contendo 400mg de rifambicina, apresentaram uma meia vida de
12 horas em ratos. No caso do comprimido com essa meia vida curta, o paciente
necessita, para manter as concentragdes plasmaticas inibitérias tomar o comprimido
de 600 mg de rifampicina a cada 12 horas.

Registre-se que as microesferas de QTS modificada de 400 mg de
rifampicina, em que ocorreu a diminuicdo de 30% da dose diéria, a meia vida é
relativamente longa em relagdo ao do comprimido, o paciente poderia tomar essas
microesferas a cada 24 horas, evitando | alcangar elevadas concentragbes
sanglineas de rifampicina num dado momento, prevenindo, assim, uma maior

hepatotoxicidade.
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Figura 29. Curva de concentragdes sérica de rifampicina em fungéo do tempo
obtida a partir de administragdo das microesferas de QTS modificada

contendo 400 mg de rifampicina

Salienta-se, ainda, que BUINA e colaboradores® estudaram a diferenga de
biodisponibilidade nos lotes de rifampicina encapsulados e nas formulagbes de
rifampicina comercialigadas, tendo como referéncia a fifadin, que apresenta uma
baixa biodisponibilidade. Nos estudos empreendidos foram utilizadas 600 mg de
rifampicina de diferentes formulagbes, sendo administradas aos seres humanos
(voluntarios) em jejum. Comprovou-se que os parametros farmacocinéticos de todas
as capsulas testadas, contendo a rifampicina, s&o praticamente idénticos, apesar de

serem aplicadas em diferentes tempos e grupos de voluntarios.
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Evidenciou-se, também, que a variagdo do taménho das particulas dos
excipientes, dos métodos experimentais de preparagdo ou capsulas comercializadas
pode produzir uma mudanga na biodisponibilidade da rifampicina.

Um outro estudo de biodisponibilidade realizado com quatro voluntarios,
administrando-se, desta vez, 450 mg de rifampicina, mostrou que a absorgdo do
farmaco € menor quando ingerido junto com os alimentos. Por essa raz&o, infere-se
que a fraca variabilidade nos niveis séricos de rifampicina pode ser imputada a uma
fraca absorg¢édo por alguns pacientes, fazendo com que a terapia se torne ineficaz,
principalmente quando existem outros fatores indesejaveis, como o efeito dos

alimentos e a pequena quantidade de farmaco'®.

5.12. Microscopia eletronica de varredura das microesferas de QTS

modificada sem a rifampicina e as contendo a rifampicina

A impregnagdo de rifampicina em microesferas de QTS modificada foi
confirmada pela coloragdo vermelha caracteristica do farmaco, na superficie e no
interior das mesmas.

A figura 30 (A4), (A2), (B1) e (B2) ilustra as fotomicrografias por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) mostrando as morfologias e as segdes transversais

das microesferas de QTS modificada sem e com a rifampicina.
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Figura 30. Fotomicrografias A1 e B1 das morfologias, A2 e B2 das sec¢des
transversais de microesferas de QTS modificada sem ou com
rifampicina

A secgdo transversal da microesfera de QTS modificada sem rifampicina
apresenta uma morfologia compactada em forma de escamas, enquanto que, na
secdo transversal da microesfera com a rifampicina, a estrutura é compactada,
uniforme e sem poros aparentes. Também se percebeu a auséncia de escamas.

Esta diferenga na morfologia pode ser atribuida & pouca solubilidade da rifampicina

na matriz polimérica confirmando, desta forma, a observagéo feita com a analise de

calorimetria diferencial.
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5.13. Ensaio sobre o transito gastrointestinal das microesferas

de QTS modificada contendo a rifampicina

A Figura 31 ilustra a distribuicdo das microesferas de QTS modificada
contendo a rifampicina ao longo do TGl durante 14 horas de estudo.

Apo6s administragéo oral, as microesferas foram deixam o estémago em 2
horas, se movendo para o intestino delgado, onde permaneceram de 2 a 6 horas,
depois alcangaram o intestino grosso, no qual ficaram de 6 a 12 horas e finalmente
foram excretadas.

Geralmente, o tempo do transito até a excregao total do corpo é de 14 horas.
Este estudo confirma as investigagées de MRSNY,'"? que relatou que, de 6 a 12
horas, as microesferas de QTS modificada apés uma administragdo oral alcangaram
o intestino grosso (Tabela. 8)

TOZAKI e colaboradores assim como, NARAYANI e RAO investigaram a
morfologia das microesferas de QTS apds o transito gastrintestinal e observaram
que as microesferas foram degradadas por enzimas como as quitosanases
produzidas pelas bactérias chamadas Bacteroides vulgatus existentes no contelido
cecal.®*'" Também explicaram que o possivel mecanismo da degradagdo seria
devido ao aumento de intumescimento e a diminuicdo da forga de estiramento da
matriz polimérica de QTS, causados pela presenca das quitosanases na regido
colénica®.

Na presente pesquisa, as microesferas de QTS modificada que fizeram este
trajeto ndo foram praticamente degradadas e quase nem sofreram nenhuma eroséo

pelo suco gastrico e pelo contetdo cecal (Figura 31).
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Tabela 8. Distribuicao das microesferas de QTS modificada contendo a

rifampicina ao longo do TGI durante 14 horas de estudo
Estomago (Est), Intestino grosso (l.g), Excregao (Exc), ® microesfera ingerida,

1 a 8 representam as partes do Intestino delgado (l.d)

gempo Regides do TGl
(S
ELZ‘QZ'S’ Est Ld(1) | Ld(2) |1.d(3) |1.d(4) |Ld(5) |1.d(6) |1.d(7)|1.d(8) |Cecum|L g |Exc
12 (I XX XXXX)
! (XX X ] ® [ J [ ] o
2 [ ] ([ X ] 0000 (O
4 eee (eoe 'Y
5 00000 |00 [ ]
6 [ X X J [ I
(X X ]
8
o000
(XXX
9 0000 (O
(XX ]
10 0000 00O
(1]
12 0000 o000
14 (X X X ]
0000

A néo degradacao das microesferas de QTS modificada poderia ser atribuida
ao fato de que as enzimas, como as quitosanases liberadas por Bacteroides
vulgatus, que sdo geralmente as bactérias presentes na regido coldnica, ndo serem
capazes de digerir a microesfera, por causa do processo de reticulagdo que sofreu a
matriz polimérica de quitosana das microesferas. Além disso, os produtos de
fermentagdo bacteriana acidificam o conteldo colénico e baixam o pH no célon
fazendo com que a variacdo do pH neste ambiente afete a estabilidade da QTS e

permita, assim, sua degradaco®®'®®. Ressalta-se que, curiosamente, no presente
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trabalho as microesferas de QTS modificada ndo sofreram degradagdo com a

mudanga do pH no célon (Figura 31).

AccV Spot Magn
200kV 5.0 30x SE 10.5 Microesfera apos TGl

Figura 31. Morfologia da microesfera apds o transito no TGl dos animais de

experiéncia



6. Conclusoes

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos no

desenvolvimento deste trabalho, pode-se fazer as seguintes consideragdes finais:

« As modificagbes quimicas nas microesferas, obtidas por inverséo de fases,
realizadas através da reticulagao com -glutaréldeido e redugdo com cianoboridreto de
sédio, resultaram. na formagédo de microesferas quimicamente resistentes a pH do
meio;

« Os grupos carboxilatos do poli(acido acrilico), introduzidos na cadeia
polimérica da QTS reticulada através da reagdo de enxerto, permitiram a formagé'o;
de microesferas adequadas para o revestimento entérico de sistemas de liberagdo

oral de farmacos de baixo peso molecular;

« As microesferas de QTS modificada, impregnadas pela técnica de absorgao
por contato, apresentaram uma elevada retengdo dos impregnantes eosina e
rifampicina e também uma eficiente difusdo para o meio externo dos ingredientes

retidos;

« Os estudos de intumescimento das microesferas de QTS modificada
revelaram que as matrizes poliméricas se comportam com hidrogéis polieletrélitos
nas solugéés tampdes de pH 1,2; 6,8; e 9,0 similares ao do TGl, sendo que a
influéncia do intumescimento esta relacionada com a presenga dos grupos amino e

carboxilatos presentes no copolimero enxertado;

« A eosina confirmou ser um excelente modelo para liberagdo de farmacos de

baixo peso molecular para a matriz polimérica de QTS modificada;

* As andlises termogravimétricas da QTS e das microesferas de QTS

modificada revelaram que a estabilidade térmica das microesferas de QTS
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modificada é diminuida pela presenc¢a das cadeias laterais ramificadas resultantes

da enxertia do poli(acido acrilico) sobre a QTS reticulada e reduzida;

+ Os estudos cinéticos de liberagdo in vitro da eosina ou da rifampicina
revelaram que as microesferas de QTS modificada liberam tanto a eosina quanto a
rifampicina possivelmente pelo mecanismo difusional por apresentaremn  0,5;

-« As analises de' MEV mostraram que as microesferas de QTS contendo a
eosina ou a rifampicina apresentam uma estrutura diferente das microesferas de
QTS modificada € comprovaram que as microesferas de QTS modificada, obtidas
apds o transito no TGI, resistiram a erosdo e a degradagdo em pH acido do
estdmago, a variagéo do pH do intestino delgado e do célon durante 14 horas;

* A andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) revelou que durante
a impregnacgéao o farmaco foi armazenado nas microesferas por intermédio dos poros

como se fosse um processo de mistura fisica;

* Os estudos de liberagao in vivo mostraram que as microesferas de QTS
modificada, contendo 400 mg de rifampicina, representam a dose étima para o
tratamento da tuberculose, uma vez que a sua meia vida € mais longa que a do

comprimido convencional, além disso, apresenta uma baixa hepatotoxicidade.

De acordo com os resultados, as microesferas de' QTS modificada, mostraram
-se com boas perspectivas para a liberagdo controlada de farmacos de baixo peso
molecular como a rifampicina, utilizados no tratamento de doengas infecciosas,
como a tuberculose, e, de um modo mais amplo, para o desenvolvimento de novas
formulagdes orais, que permitam a redugdo da toxicidade e o aumento da eficacia

terapéutica de um grande numero de farmacos usados no tratamento de varias
doengas.
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