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RESUMO

Microesferas de quitosana com grau de desacetilação médio de 85,6% foram 

enxertadas com poli(ácido acrílico) para aplicação como sistemas de liberação 

controlada de fármacos. O corante eosina impregnado nas microesferas de 

quitosana modificada foi utilizado como marcador para estudo in vitro de liberação 

de fármacos. A  rifampicina é o fármaco escolhido para este estudo. As microesferas 

de quitosana foram obtidas pelo método de inversão de fases com NaOH, seguidas 

de reticulação com glutaraldeído, redução com cianoboroidreto de sódio e enxertia 

com poli(ácido acrílico), na presença de uma solução de nitrato de cério(IV) 

amoniacal como iniciador redox. As microesferas de quitosana foram caracterizadas 

por espectroscopia no infravermelho (IV); análise de porosidade e grau de 

intumescimento; análise termogravimétrica e na microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Os estudos in vitro de liberação da eosina, a partir de microesferas de 

quitosana modificada, mostraram que o corante foi liberado em função do tempo a 

pH 6,8 e 9,0 que simulam as condições fisiológicas do trato gastrointestinal, não 

havendo liberação a pH 1,2. Os ensaios in vitro de liberação de rifampicina, 

impregnadas nas microesferas de quitosana modificada, mostraram que a liberação 

de rifampicina nas soluções tampões similares ao do TGI é superior aos do meio 

biológico artificial (suco gástrico, fluidos intestinal e cecal artificiais). Esta diferença é 

devida, possivelmente, à composição das soluções tampões e do meio biológico 

artificial. Os resultados dos estudos cinéticos de liberação in vitro da eosina ou a 

rifampicina impregnada nas microesferas de quitosana modificada foram 

interpretados pela equação de RITGER e PEPPAS e revelaram que essas 

microesferas atuam, possivelmente, por sobreposição de dois mecanismos 

independentes de liberação de fármacos (a difusão Fickiana e o Intumescimento). 

Os ensaios de liberação in vivo da rifampicina, impregnada nas microesferas de 

quitosana, sugerem que microesferas, contendo 400 mg do fármaco, manteriam as 

concentrações sangüíneas necessárias para impedir a proliferação do agente 

infeccioso da tuberculose.
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ABSTRACT

Chitosan microspheres with an average deacetylation degree o f 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 coacen/ation-phase 

separation with NaOH, followed by cross-linkage with glutaraldehyde, reduction with 

sodium cyanohydroborate and grafted with poly(acrylic acid), using ammonium 

cerium(IV) 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 o f 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 TGI 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 tf;)at 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. Introdução

Nos últim os anos, tem -se constatado um notável crescim ento em torno da 

criação de novos sis tem as de liberação contro lada de fárm acos. Durante esse período, 

a indústria fa rm acêutica  se destacou no uso e no aprove itam ento de  m atérias- prim as 

de baixo custo  e fácil obtenção para o desenvolv im ento de novos m ateriais polim éricos, 

o que perm itiu  o uso de várias técnicas para encapsulação de m uitos com postos em 

sistem as de m ultipartícu las, com o m icroesferas e m icrocápsulas, no intuito de proteger, 

estab ilizar e m ascarar os sabores indesejáveis ou m odificar as propriedades de 

liberação^’^. Os sistem as de m ultipartícu las têm  suscitados um grande in teresse nas 

form ulações orais por apresentarem  muitas vantagens, ta is com o, redução no núm ero 

de doses, variab ilidade do tem po de trânsito no trato gastro in testina l e a possib ilidade 

de m istura de fárm acos de diferentes propriedades de liberação ^

O avanço das pesquisas acerca desses sistem as de liberação perm ite fazer 

algum as observações:

- m uitos ensaios realizados com fárm acos antigos, e até m esm o com os novos, 

não são realizados com  o único intuito de m elhorar a sua eficácia e a saúde do 

paciente, mas tam bém  para perm itir, em alguns casos, tes ta r novas terapias;

- os fárm acos com plexos ou novos, com o as proteínas, produzidas pela 

engenharia  genética, cuja liberação é, às vezes, m ais com plicada que os 

convencionais, necessitam  de novos sistem as de liberação;
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- existe  uma consciência  de que as m olécu las do fárm aco liberado afetam  

significa tivam ente as respostas terapêuticas;

- ca lcu la-se que, em  média, o custo de um a nova m olécu la farm acêutica não 

m enor que 150 m ilhões de dólares, ao passo que o gasto para m elhora r o 

s istem a de liberação de um fárm aco já  existente apresenta  um custo m uito m ais 

reduzido (exem plo de ácido acetilsa licílico encapsulado), dessa form a, 

m ostrando, ser um a a lternativa im portante:

- os avanços nas ciências dos m ateria is e da biotecnologia perm itirão o 

desenvolv im ento de novos m étodos fís ico-quím icos de liberação de fármacos®. 

Nesse contexto, o encapsulam ento de fá rm acos para o tra tam ento de

tuberculose é de grande im portância. A  ciência que tra ta a tecnologia da 

m icroencapsulação constitu i um dos exem plos de ap licação de uma técnica em 

determ inado cam po que pode ser estendida a outras áreas, incluindo às das ciências 

fís ico-quím icas e farm acêuticas. 

p
Nos anos 80, a m icroencapsulação de substâncias com eçou a se firm ar com o 

uma tecnologia de com partim enta lização das substâncias, possib ilitando a m anutenção 

ou o iso lam ento de agente ativo no intérior das m icroesferas ou das m icrocápsulas 

cujas d im ensões variam  de nanôm etros a alguns m ilím etros de diâmetros. Devido ao 

seu avanço prom issor, os c ientistas das áreas tecno lóg icas estão usando o processo 

de m icroencapsulação nas aplicações industriais de a lim entos, de produtos cosm éticos, 

fertilizantes e outros®'®.

Principa lm ente na área farm acêutica, a m icroencapsulação está a tualm ente se 

tornando um a das a lterna tivas viáveis para' o desenvo lv im ento  de novas form ulações, 

uma vez que possibilita, de m aneira racional e efetiva, aum enta r a eficiência terapêutica
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de substâncias já  utilizadas no tratanriento de grande variedade de  doenças. A  

aplicação de sistem a de m icroencapsulação nessa área está sendo tam bém  

am plam ente estudada, e tem  sido utilizada para obtenção de fo rm as sólidas de óleos, 

no m ascaram ento do sabor e odor desagradáveis de substâncias ativas, na proteção de 

fárm acos contra a um idade, ca lor e oxidação, na a lteração da solubilidade, na 

d im inuição da vo latilização de fárm acos líquidos, na prevenção de incom patib ilidade 

entre substâncias ativas contidas na m esm a form ulação, para m ateria is tóx icos 

m anipuláveis de m aneira segura, para aum entar caracterís ticas de fluxo de m ateria is 

sólidos em processos de com pressão, e para produzir liberação contro lada e 

vetorização de fárm acos, entre outras®'®.

A  tuberculose, conhecida com o m al de pott, é um a das doenças transm issíve is 

que mais afetam  o hom em  há muito tempo. Seus vestíg ios foram  constatados em 

m uitos povos pré-históricos com o, por exem plo, em m úm ias egípcias. Tam bém  a 

doença se alastrou em toda a Europa e, depois, nas A m éricas, com  a chegada dos 

co lonizadores europeus elevando, ainda, o índice de m orta lidade nesse continente no 

século X IX  e na prim eira m etade do século® XX.

In icialm ente, a etio logia da doença foi associada aos "hábitos pessoais 

negativos" (com o luxo excessivo, a ingestão de alim entos deteriorados, o sedentarism o) 

a sífilis e o abuso da terapêutica m ercurial, entre outros fatores^°. Após a descoberta 

do agente etio lógico M ycobacterium  tuberculosis, por R obert Koch, em 1882, 

especulou-se a possível erradicação da doença. Mas, até hoje, a tuberculose é um a 

infecção bacteriana que ainda persiste com o um grave problem a de saúde pública nos 

países em desenvolvim ento, vo ltando a preocupar os países desenvolvidos, devido ao 

aum ento progressivo da doença associada á epidem ia de in fecção pelo H IV ^ \
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Os desafios do diagnóstico clín ico e laboratoria l encontram  diversas dificu ldades 

devido aos sinais clín icos, m uitas vezes não específicos. No entanto, apesar de suas 

lim itações, a baciloscopia parece ser o m étodo básico. O tra tam ento da tuberculose 

foca um com plexo regim ento de fárm acos (rifam picina, isoniazida, pirazinam ida, 

etam butol ou estreptom icina) que pode durar um ano, expondo os pacientes aos efeitos 

tóxicos dos agentes antituberculose, que podem ser graves para alguns pacientes^^.

A  rifam picina, desde seu isolam ento em Streptom yces mediterranei, tem  sido 

utilizada com o antib ió tico de am plo espectro jun to  com  a isoniazida na terapia da 

tuberculose^^'”" .̂ A lguns estudos realizados com  pacientes m ostraram  que a sua 

concentração no soro alcança o m áxim o em duas horas e depois o nível sérico decai 

drasticam ente. A  análise farm acocinética deste com posto tem  m ostrado que a taxa 

intestinal de absorção aum enta com  o tempo. A  contínua adm in istração da rifam picina 

leva a indução de enzim as no fígado com  uma concom itante  d im inuição da 

concentração no plasm a que pode levar a graves variações nos níveis plasmáticos^®’ ®̂. 

Por causa dessa aguda variação da concentração da rifam picina no plasma, algum as 

form ulações farm acêuticas de liberação controlada pH -dependente vêm  sendo 

desenvolv idas para favorecer um a liberação prolongada do fárm aco. Estas form ulações 

são as nano e m icrocápsulas, constituídas de polím eros resistentes ao pH do estôm ago 

e ao pH neutro do in testino delgado dissolvendo-se no pH alcalino^^‘^°.

A  principal preocupação desta pesquisa é desenvolver produtos a lterna tivos e 

viáveis para m icroencapsulação da rifam picina na qu itosana m odificada por enxertia 

com poli(ácido acrílico) e m ostrar as características de biodisponib ilidade da rifam picina 

quando adm in istrada na form a encapsulada.



2. Revisão bibliográfica

2.1. Quitina e quitosana

Após décadas sem esclarecer a estrutura e caracterizar a quitina, foi somente 

na metade dos anos 70 que o Professor Ricardo MUZZARELLI desvendou esse 

mito, publicando um livro no qual esclareceu algumas propriedades desta molécula. 

Desde então, pesquisadores se interessaram pelo estudo e pela descoberta de 

outras fontes desse composto natural^\

A  quitina, o maior dos polímeros naturais^^, produzida por vários animais 

marinhos, insetos e fungos, é um biopolímero de peso molecular relativamente alto 

(1,6x10®-3.3x10®)e constituído principalmente de unidades de P(1Z4) -2-acetamido- 

2-desoxi-D-glicópiranose (Figura 1)

H(
NHCOCH3 NHCOCH3NHCOCHsIl

Figura 1. Estrutura da quitina

Muitos estudos realizados sobre o conteúdo dos grupos amino livres na quitina 

indicaram que cerca de 1 0 % destes grupos nas cadeias não se encontram 

acetilados, embora alguns autores tenham proposto que 16% dos resíduos são 

desacetilados^^'^'* e outros, ainda, afirmam que a proporção de N-acetil varia de 

acordo com a origem do polímero
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Quando o grau de N-acetilação é inferior a 50% a quitina apresenta-se solúvel 

em soluções ácidas diluídas e é chamada de quitosana (Q T S p . Todavia, na 

natureza a quitina se encontra em diferentes formas, como microfibrilas nos 

tegumentos de crustáceos e insetos, cristalina hidratada, polimérica e y-quitina^®'^^,

A quitosana [P (1Z4) -2-amino-2-desoxi-P-D-glicopiranose] (Figura 2) obtida 

por N-desacetilação, tem atraído atenção como matriz polimérica para liberação 

controlada de fármacos. Este polímero é biocompatíveP®'^®, biodegradável e quase 

atóxico, com DUo em camundongos de 16 g/kg, sendo que o seu processo de 

biodegradação ocorre via hidrólise enzimática, através de um mecanismo de 

despolimerização, semelhante ao das paredes celulares das bactérias e dos fungos. 

Essa molécula de estrutura química similar á da celulose, é degradada por lisozima, 

presente no corpo humano, e por quitosanase bacteriana^°.Devido a fácil 

degradação e por que os produtos gerados não são tóxicos, a quitosana tem atraído 

a atenção como excipiente para liberação controlada de fármacos, mas o seu uso 

tem sido limitado por causa de sua insolubilidade em água e em alguns solventes 

orgânicos^^ , tais como, acetona, DMF, etc.

A presença de grupos amino confere á quitosana a solubilidade em solventes 

orgânicos e inorgânicos, diluídos na faixa específica de pH até aproximadamente 

6,0 e mais versatilidade química do que a celulose, assim aumentando, o seu campo 

de atuação como, por exemplo, na medicina, odontologia, agricultura, indústrias 

cosméticas e de alimentos^^.

A quitosana devido a seu caráter catiônico, atua como um polieletrólito, 

agindo como floculante nos tratamentos de efluentes líquidos e como resina 

quelante na remoção de metais pesados^^'^'*’̂ .̂
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NHCOCHs

Figura 2. Estrutura da quitosana

2.2 Caracterização da quitosana

2.2.1. Determinação do grau de desacetilação

Segundo ASAKO e colaboradores^^ a estrutura molecular e as propriedades 

da quitosana são largamente afetadas pelo grau de desacetilação. Por essa razão, 

necessita-se estabelecer um método para determinar exatamente o grau de 

desacetilação. De acordo com os citados pesquisadores, existem várias técnicas 

para esta determinação, tais como: a titulação coloidal, a análise elementar, a 

proporção absorvida no infravermelho e a espectroscopia em RMN ^H.

O uso da quitosana em diferentes áreas requer a escolha de um método de 

determinação do grau de desacetilação seja confiável para satisfazer as exigências 

da utilização preferida para este polímero.

O teor dos grupos amino de quitosana será determinado usando a 

titulação coloidal por condutometria. Obtém-se um gráfico de condutância em função 

do volume de titulante, o qual permite a determinação dos volumes relativos aos 

pontos de equivalência, cuja diferença corresponde ao volume requerido para 

neutralizar os grupos amino^"^.

O princípio desse método está baseado no somatório das condutâncias 

individuais das espécies presentes na solução. Como na solução estão presentes os
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ions hidrogênio e hidroxila, que são os mais condutores, observa-se uma mudança 

na condutância destes, visualizada no monitor do condutivímetro, devido a 

concentração desses íons ser função do volume do titulante adicionado. O valor 

algébrico da condutância varia proporcionalmente à concentração dos íons 

presentes no meio, mas a condutância de uma determinada solução não varia 

linearmente com adição de reagente, devido ao efeito da diluição da água que está 

sendo adicionado junto com o reagente e a influência da temperatura na 

condutividade. Assim os trabalhos de precisão exigem que as experiências devam 

ser feitas em banho termostatizado^®'^®.

2.2.2 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de carbono- 

13 (RIVIN^^C)

A espectroscopia de RMN é uma forma de espectroscopia de absorção, na 

qual uma amostra absorve radiação eletromagnética, na região de radiofreqüência, 

em uma freqüência governada pelas características estruturais da amostra. Esta 

absorção é função de determinados núcleos da molécula. O espectro RMN obtido de 

uma amostra apresenta um registro gráfico das freqüências dos picos de absorção 

contra suas intensidades^^.

Em virtude do desenvolvimento científico, muitas inovações estão sendo 

feitas sobre esta instrumentação, permitindo aumentar as vantagens no seu uso. 

Uma delas, foi a transformação de Fourier que converte através de software 

adequado a informação obtida em um espectro convencional de RMN’'^C, permitindo 

a caracterização e identificação dos compostos químicos. Pode-se usar as amostras 

tanto na forma líquida como sólida^^. Os deslocamentos químicos observados no



25

espectro de ’'^C vão até 240 ppm, isto é, uma faixa 20 vezes maior 

aproximativamente, que a observada em espectros de (cerca de 12 ppm). Esta 

característica fornece a resolução da maioria dos sinais individuais^^.

O espectro de polissacarídeos, apresenta um deslocamento químico de 

carbono anomérico (C) na região de 95-110 ppm bem separado dos outros sinais. 

Na região de 60-65 ppm encontra-se um sinal distinto do carbono (Ce) primário do 

álcool. Os dois sinais próximos de 80 ppm estão relacionados ao (C4). Os 

deslocamentos, na região de 75 ppm, são dos carbonos secundários (C3) e (C5) e 

são sinais difíceis de identificar. O sinal do (C2) aparece de 56 a57 ppm. No caso 

específico da Q T S  duas linhas correspondentes ao 0 = 0  e CH3 aparecem no 

espectro devido ao polímero não estar completamente desacetilado^®'^\

2.2.3. Espectroscopia vibracional no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho é também uma instrumentação usada 

freqüentemente para identificação dos compostos. Nesse caso, a região do espectro 

eletromagnético, correspondente ao infravermelho, representa a localização da 

maior parte da energia das vibrações moleculares e tem o comprimento de onda^^’'̂ '̂ 

entre 2,5 e 15)j,m (4000 a 667cm'^). Os grupos funcionais e os átomos de uma 

amostra estudada apresentam, por exemplo, as freqüências características 

permitindo, após um estudo minucioso, determinar as estruturas esperadas ou não^^’ 

37

Esta técnica é muito importante na obtenção de informações estruturais dos 

polímeros e suas modificações, assim còmo na identificação da ocorrência ou não 

das interações fracas (pontes hidrogênios, dipolares) entre os componentes
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poliméricos'*^"'^, deslocamentos de bandas de absorção de certos grupos funcionais 

-OH (3200 - 3600 cm '”'), =NH (3300 cm"''), grupos carbonílicos (1640 - 1870

cm'^). Por essa razão, o espectro no infravermelho será usado para identificar a 

QTS e a QTS modificada^^.

2.3. Modificações químicas na quitosana

A QTS é geralmente usada na forma de pó ou de flocos, ambos não porosos 

mas solúveis em meio ácido. Essa solubilidade limita seu uso nas diferentes áreas 

tecnológicas, como a da recuperação dos íons metálicos em água residual com 

valores baixos de pH . Também sua transformação em gel no TGI impede a 

absorção de vitamina C.

A transformação da QTS em flocos ou pó, em microesferas ou microcápsulas 

porosas, pode superar muitas destas limitações. Ainda, alguns tratamentos químicos 

como a reticulação dos grupos aminos, a redução dos iminos e a enxertia com o 

poli(àcido acrílico) feitos nas microesferas ou microcápsulas permitem melhorar sua 

resistência biológica e química.

2.3.1. Reticulação da quitosana

As bases de Schiff ou iminas substituídas são formadas por desidratação 

espontânea das a-hidroxi-aminas, após reação das aminas primárias e secundárias 

com os grupos carbonila de aldeídos e cetonas, em presença de catalisadores 

ácidos'*'^.
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A QTS, devido à presença de grupos amino livres na sua estrutura, pode 

reagir com glutaraldeído para formar ligações intermoleculares ou reticuladas 

através das bases de Sctiiff resultantes, obtendo um formato de redes. As ligações 

covalentes entre os grupos amino e os aldeídos terminais extremos do agente 

reticulante são irreversíveis e resistentes a pH e temperatura. A razão para o uso do 

agente reticulante bifuncional glutaraldeído (1-5 pentanodiol) para inibir a 

solubilização através da formação de bases de Schiff com os grupos amino livres da 

unidade glucosamina do polímero^^ (Figura 3). A  reticulação da QTS resulta na 

formação de molécula insolúvel na faixa de pH do TGI, apresentando um aumento 

da resistência biológica, química e mecânica'^®.

NAKATSUKA e ANDRADY estudaram a permeabilidade e a difusão da 

vitamina B-12 em QTS, QTS reticulada e blenda de QTS/álcooI polivinílico (PVA). 

Esses estudos mostraram que aparentemente o coeficiente de difusão ,D, para 

membranas de blendas e QTS reticulada depende somente do equilíbrio de 

intumescimento, Q, do material na água
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Figura 3. Reticulação da QTS com o glutaraldeído

2.3.2. Copolimerização de enxerto

2.3.2.1. O uso de cério como iniciador redox

O uso dos íons cério para iniciar a copolimerização foi proposto pela primeira 

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

relativamente fácil e de alta eficiência, atraiu os pesquisadores durante três décadas.
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Salienta-se, todavia, que a natureza heterogênea da reação dificultou o acerto entre 

a cinética e o mecanismo da mesma.

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

iniciador redox, têm sido publicados^^'®^. LEZA e colaboradores®'^'^® realizaram 

estudos sobre a capacidade do íon Cê "̂̂  de iniciar a polimerização do monõmero 4- 

vinilpiridina na celulose, nas fibras de celulose modificadas e na ausência de agente 

redutor.

Também comprovaram que quando a celulose é oxidada por sais de cério, 

como o nitrato de cério(IV) amoniacal, radicais livres capazes de iniciar a 

polimerização vinílica são formados na celulose. Quando os radicais produzidos são 

abundantemente formados, a reação de copolimerização de enxerto é mais 

favorecida que a do homopolímero. Outras pesquisas envolvendo monômeros 

vinílicos, tal como ácido acrílico, com iniciador redox, também têm sido 

investigadas®®.

2.3.2.2. Copolimerização de enxerto de ácido acrílico sobre a quitosana

Nos últimos anos, tem sido observado um crescente interesse pela 

modificação de polímeros, através da copolimerização de enxerto, com o objetivo de 

melhorar as suas propriedades. Nesse sentido, a reação de enxertia, iniciada por 

sistemas redox (Ce IV), tem mostrado grande eficiência, apresentando as seguintes 

características: curto período de indução, baixa energia de ionização, condição 

reacional à temperatura abaixo ou igual à ambiente e pouca formação de 

homopolímero®^'®®.

Os copolímeros consistem em uma cadeia principal de um homopolímero com 

ramificações de um outro homopolímero, através de ligações covalentes. Os
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copolímeros enxertados são heterogêneos e multifásicos, sendo suas propriedades 

atribuídas diretamente ao seu caráter multifásico, o qual é inerente à 

incompatibilidade entre as diferentes seqüências de polímeros®^.

Os copolímeros enxertados com cadeias laterais de monômeros vinílicos, 

apresentam uma promissora perspectiva como novos materiais para um grande 

número de aplicações, tais como trocadores iônicos, agentes quelantes, eletrodos 

modificados, bactericidas, membranas de separação, suporte para enzimas e 

revestimento para papéis etc.®^’®̂

O poli(ácido acrílico) (Figura 4) é solúvel em solventes polares, tais como, 

metanol, etanoi, etileno, glicol, dioxano, dimetilformamida (DMF), água e também em 

bases diluídas. É insolúvel em solventes apoiares, como os hidrocarbonetos 

aromáticos e alifáticos. Esse polímero, devido a sua solubilidade em água, tem 

muitas aplicações como gomas têxteis, agente de suspensão para pigmentos 

inorgânicos, adesivos e espessantes.

- ^ c h 2— ( j : h — C H 2— ( j:h — c h 2- C j : h ^  

C O O H  C O O H  C O O H

Figura 4. Estrutura do ácido poliacrílico

O ácido poliacrílico é preferido por apresentar a melhor estabilidade 

hidrolítica e é suscetível de polimerização devido a existência de um radical simples. 

Este polímero, de fácil aproveitamento, apresenta baixo custo de síntese.

O arranjo tático dos resíduos monoméricos nos polímeros hidrofílicos, pode 

influenciar a solução ou as propriedades de intumescimento®^. O ácido poliacrílico é 

muito sensível ao pH, mas a sua forma espiral “estendida” pode suportar até 25% de
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ionização®'*. Por essa razão, a sua titulação, quando realizada de alto valor de pH 

até baixo valor de pH permite determinar o pKa ou pKb aparente como função do 

grau de ionização ou de protonação. Conclui-se que o tamanho do ácido poliacrílico 

diminui com a redução dos monômeros nos polímeros e desaparece quando a 

fração molar está ao redor®® de 10%. O peso molecular do ácido poliacrílico é de 

aproximadamente 20.000 daltons, sendo que sua função é introduzir nova 

funcionalidade no polímero e uma das vantagens de seu uso é a sua 

biocompatibilidade

Um mecanismo de copolimerização de enxerto foi proposto por MOHANTY e 

colaboradores para o enxerto de metacrilato na celulose®®, conforme mostrado 

abaixo:

Iniciação: , , .
R + Ce------- ► Ce + R* + H (1)

R*+M --------R - M *  (2)

Ce + M --------► M*+ Ce + H (3 )

Propagação:

R _ M >  M --------► R -  (4)

M;+ M --------► (5)

Terminação:

R— M ^ + R -M m ------- ►Polímero

Mn+ R * --------►Polímero

R—M *+  Ce*------- ►Produtos + Ce + H

Onde R é a celulose, M o ácido acrílico, R e M são radicais livres da celulose e do 

ácido acrílico respectivamente.
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Certas reações 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 concentração dos 

compostos empregados (iniciador, monômero e gelatina) e o grau de enxerto em 

função dos parâmetros reacionais o tempo e a temperatura.

Cálculo do grau de enxerto (%GE):

%GE = x 100 (9)

onde

%GE: grau de enxerto 

P i : massa do polímero não enxertado 

P2 ; massa do polímero enxertado

2.4. Eosina

A eosina (Figura 5) é um corante utilizado como marcador para estudo da 

liberação de fármacos microencapsulados, apresentando-se sob duas formas:

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

A eosina na forma de pó vermelho que será utilizada na padronização da 

reação de liberação da rifampicina, apresenta as seguintes características:

- é muito solúvel em água, pouco solúvel em álcool e insolúvel em éter;

- a solução aquosa concentrada acentua a coloração vermelho-azulada, mas 

a diluição 1/500, apresenta a coloração vermelho-amarelada;

- a solução alcoólica exibe uma forte fluorescência verde;
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- a DL50 no porco é de 5 g/Kg;

- apresenta peso molecular 691,91 mol/g (C2oH6Br4Na205);

■ é útil para a coloração de diversos materiais, comio, por exemplo, papéis, 

seda, unhas etc

2.5. Rifampicina

A rifampicina (Figura 6 ), antibiótico de amplo espectro, de peso molar 

822,95; e de fórmula molecular C43H58N4O 12, apresenta uma cor laranja que varia a 

vermelho intenso, possui a absorção máxima 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 solúvel em água de pH 6,0 e seu ponto de fusão 

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 interações por ligações de hidrogênios, conformação e
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ionização, em conseqüência permitindo a existência de formas cristalinas 

diferentes^^.

Nos pH 1,7 e pH 7,6 a rifampicina comporta-se com um zwitterion, 

relacionado, respectivamente, para o grupo 4-hidroxi e para o grupo nitrogênio 3- 

piperazina. Sua DL50 em cobaias é de 885,17 mg/Kg para administração oral, 

todavia, esta concentração muda para 260,33 mg/Kg para a administração 

intravenosa e 640,55 mg/Kg intraperitonial^^.

H3Ç 

í^i_i ; vOv

CH3 CH3

Figura 6. Estrutura da rifampicina74

A rifampicina inibe a síntese do RNA bacteriano pela ligação à subunidade 

da RNA-polimerase-DNA dependente, bloqueando desta forma a transcrição. Este 

fármaco é biotransformado extensivamente pelo fígado durante sua passagem no 

sistema hepato-portal e sua eliminação nas fezes e na urina representa 60-65% e 

30% respectivaniente; mas existe une pequena parte representando 15-30% que é 

eliminada sem alteração. A molécula de rifampicina é bem absorvida oralmente 

atingindo uma concentração sérica máxima entre 2 e 4 horas e podendo permanecer 

até 24 horas. Também os alimentos podem retardar ligeiramente ou reduzir esta 

concentração sérica por isso sua administração deve ser feita quando o estômago
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está vazio ou 1a 2 horas após uma refeição. Dentre os tuberculostáticos em uso a 

rifampicina é mais eficaz com índice de toxicidade baixo^^’”'®, por essa razão 

representa o agente antituberculose de escolha, devido a sua capacidade de matar 

os bacilos {Mycobacterium tuberculosis) semi-inativos^®.

A rifampicina possui um substrato enzimático CYP3A3/4 que induz CYP1A2, 

2C9, 2C18 -19, 3A3/4, 3A5 -7. Este fármaco também induz as enzimas hepáticas 

que diminuem a concentração plasmática dos bloqueadores do cálcio, dos 

corticoides, dos inibidores de protease, dos anticoagulantes orais, da teofilina, do 

cloranfenicol, do paracetamol, dos contraceptives orais ou sistêmicos e inibe a 

transcritase reverse não-nucleotídica. Sua administração junto com halotano 

aumenta a sua hepatoxicidade e as concentrações séricas de seus metabólitos. Os 

efeitos adversos observados após administração da rifampicina são por exemplo 

rubor, mudança comportamental, tontura, sonolência, prurido, hemólise, anemia 

hemolítica, enxaqueca, mialgia, fraqueza, distúrbio epigástrico, náusea, anorexia, 

pancreatite, colitite pseudomembranar e exantema^"^'™.

Alguns estudos de biodisponibilidade realizados com pacientes infectados 

com Mycobacterium tuberculosis de virulência atenuada e em pacientes com HIV, 

mostraram que o nível de rifampicina no plasma atinge o máximo após duas horas 

de administração oral e decai drasticamente, devido a uma baixa absorção do 

fármaco, denotando uma ineficácia terapêutica. Contudo, a análise da 

farmacocinética tem mostrado que a taxa de absorção intestinal aumenta com o 

tempo, bem como a taxa de sua biotranformação
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2.6. Análises de TGA e de DSC

A análise termogravimétrica (TGA) é uma técnica na qual se pode 

acompanhar as mudanças na massa de uma amostra durante um período de tempo, 

enquanto varia sua temperatura. Durante o processo, a temperatura é aumentada, 

mas a taxa de aquecimento da amostra permanece constante. Na prática, alguns 

itens como a evaporação, a sublimação, a decomposição, a oxidação, a redução 

podem ser medidos^^'^®.

A análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC) é a técnica pela qual 

se podem acompanhar as transições de fase ou reações químicas por observação 

de calor absorvido ou liberado. Essa é especialmente adaptada ao estudo das 

estruturas no interior de um sólido a uma temperatura elevada e também 

empregada para determinar a entalpia do processo^^'^®.

O processo consiste em aquecer, simultaneamente, num aparelho típico uma 

referência (R) e uma amostra (A), sendo que a temperatura tem aumento linear em 

função do tempo. A técnica é muito usada no estudo de matrizes copoliméricas 

(QTS modificada) ou de blendas poliméricas, podendo fornecer a informação com 

relação à enxertia ou à miscibilidade entre os componentes poliméricos^^'^®.

Quando a referência e a amostra são aquecidas, uma variação de 

temperatura gera uma diferença de potencial, que é captada por dois termopares 

conectados. Essa variação de temperatura (AT) é compensada por um fluxo de calor 

que é registrado no termograma^^'^^..
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2.7. Microencapsulação

Um dos métodos de imobilização de enzimas ou de proteção de fármacos 

consiste na sua introdução em microesferas semipermeáveis (Esquema 1). A 

microencapsulação e a liberação controlada são conceitos relativamente antigos, 

mas suas aplicações começaram nos anos®° 80.

Fáimaca dlMOlvido 
ou <ittp«rtD no poKiiwro

Tempo 0 Tímpot

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

Em 1978, LIM e SUN introduziram o par alginato/polisina para encapsulação 

das ilhotas de Langerhans, por combinação entre um poliânion e um policátion. Essa 

matriz polimérica (alginato/polisina) apresentou estabilidade, devido às interações 

eletrostáticas®^

A partir desse princípio, DAUTZENBERG e outros usaram a combinação do 

sulfato de celulose com poli(dimetildiallilamônio) para formar microesferas. Do

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

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

microesferas foi encapsulada a fosfatase ácida® '̂®'*.
\

A microencapsulação é uma variante de imobilização, na qual o encapsulado 

(enzima ou hormônio ou fármaco) é disperso em pequenas esferas (2pm a õOOpm) 

de membranas poliméricas semipermeáveis, com poros de tamanho variado.
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dependendo do material utilizado, geralmente pode ser polímeros naturais ou 

sintéticos®®.

Existem duas razões básicas envolvidas na utilização deste processo: a 

necessidade de proteção do material encapsulado contra agentes externos ou a 

proteção do meio em que se encontra o encapsulado, tendo, como exemplo, a 

proteção do encapsulado contra produtos químicos, temperatura, calor e outros 

agentes®®.

Também podem ser citadas situações em que a microesfera será 

administrada ao organismo humano, para evitar lesão nas mucosas da parede do 

TGI (traio gastrointestinal), isto é, sem apresentar conseqüências danosas devido à 

presença do encapsulado, como no caso de irritação gástrica, originada pela 

ingestão de medicamentos®®'®® (exemplo do uso de ácido acetilsalicílico 

encapsulado). A microencapsulação pode ser usada em diferentes funções e tem 

sido empregada em muitos campos da tecnologia, freqüentemente associada com 

aplicações nas quais o encapsulado (proteínas, gases, líquidos ou materiais sólidos), 

pode ser modificado na sua forma, volume, aparência, cor, densidade, reatividade, 

durabilidade e fotossensitividade, sendo liberado em condições controladas®®'®®.

Inúmeros métodos permitem microencapsular um material ativo dependendo 

do tipo de material, da aplicação e do mecanismo de liberação, podendo, ainda, 

influenciar nas suas características morfológicas. Dependendo do tipo de 

envolvimento do agente encapsulante e do material ativo, os métodos usados 

podem ser de natureza física, química ou físico-química.

Entre os métodos físicos está o "spray drying" (secagem de gotículas), o 

"spray cooling" (solidificação de gotículas por resfriamento) e a extrusão 

(modelamento de microesferas por meios mecânicos)®^. Já nos métodos químicos
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está a inclusão molecular (encapsulamento de certas moléculas por outros 

polímeros) e a polimerização interfacial (reação de polimerização no limite de duas 

soluções, uma delas contendo o material ativo em suspensão)®^.

Os métodos físico-químicos incluem a coacervação ou separação de fases 

(separação do polímero encapsulante de um meio líquido e sua precipitação na 

superfície do material ativo disperso no mesmo meio) e o envolvimento lipossômico 

(encapsulação por membranas lipídicas)®®.

Geralmente os sistemas de microesferas e microcápsulas de quitosana são 

produzidos por essas técnicas.

Esses processos de microencapsulação diferem uns dos outros por pequenos 

detalhes, dependendo da molíiabilidade e da solubilidade do núcleo, da elasticidade, 

da permeabilidade e das características da parede do polímero^®'®\ Contudo, neste 

trabalho, a técnica utilizada será a separação de fases, na qual a microesfera é 

formada devido à interação entre o polímero ou emulsão polimérica, e um meio 

contendo um agente, que induz esse processo chamado de coacervação. Quando o 

agente indutor é um eletròlito, em alta concentração, denomina-se de ’’salting out”®̂ '

86,89-92

2.7.1. Classificações das micropartículas (microesferas e microcápsulas)

Em relação às suas estruturas, as microcápsulas podem ser definidas como 

partículas nas quais os encapsulados ou fármacos (sólidos, líquidos ou vapores) são 

recobertos pelas membranas semi-permeáveis formadas por um ou mais polímeros. 

A membrana atua como fator limitante na liberação do encapsulado. Esses sistemas 

microcapsulares podem ser classificados como os reservatórios ou as represas.



40

Denominam-se microesferas aqueles sistemas cujos diâmetros variam de 

micrômetros a alguns milímetros e em que o fármaco ou o agente encapsulado 

encontra-se homogeneamente disperso ou dissolvido no interior da matriz polimérica 

ou cerosa. Dessa forma, obtém-se um sistema monolítico, onde não é possível 

identificar um núcleo diferenciado. Também nesse caso um ou mais polímeros 

podem constituir a matriz estrutural. As micropartículas podem ser classificadas 

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

Tabela 1. Classificação das micropartículas baseada nas técnicas de

preparação®^

Técnicas Micropartícula

Coacervação (Inversão de fases) Microcápsula/microesfera

Polimerização interfacial Microcápsula

Camada fluída Microcápsula

Encapsulação eletrostática Microcápsula

Emulsificação/ evaporação de solvente Microcápsula/microesfera

Emulsificação/ extração de solvente Microcápsula/microesfera

Fusão/emulsificação Microesfera

"Spray-drying" Microesfera

Spray por policondensação Microesfera

Spray por resfriamento Microesfera

Spray por desolvatação Microesfera

Todavia, o termo "micropartículas",pode ser usado nas duas situações devido 

à dificuldade de distinguir a microcápsula da microesfera. Assim, quando os
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sistemas microparticulares contêm muitos fármacos nas formas de cristais podem 

ser cliamados de microcápsulas multinucleares ou de microesferas heterogêneas®"*.

As micropartículas podem ser administradas pelas seguintes vias: oral, 

quando os fármacos são encapsulados nas microcápsulas de gelatina®^, 

transmucosal (nasalf® e parenteral (intramuscular®^, intraperitonial®®, intra- 

articular®®).

A  administração das micropartículas depende do tamanho, do fármaco, da 

constituição polimérica das micropartículas e da terapia para a qual o sistema foi 

desenvolvido®"*.

2.7.2. Microencapsulação por matriz polimérica de quitosana

Alguns trabalhos têm demonstrados a importância da utilização da 

quitbsana na microencapsulação de fármacos e peptídeos, devido às suas 

características físico-químicas, à sua fácil obtenção e ao seu baixo custo, por ser um 

subproduto da indústria pesqueira^°°.

A  quitosana, sendo um polissacarídeo catiônico, tem sido utilizada como 

excipiente em algumas formulações farmacêuticas orais, para melhorar a 

solubilização de fármacos de baixa solubilidade ou para sustentar a liberação de 

fármacos pelo processo de erosão lenta^°\

Publicações recentes têm mostrado que a quitosana pode ser degradada pela 

microfiora presente no cólon, o que facilitaria sua utilização como polímero para a 

produção de microesferas, pois a liberação de fármacos ou proteínas nesta região 

do intestino pode ser facilitada^°^.
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Um dos aspectos mais importantes do processo de microencapsulação é o 

controle da porosidade. Ressalte-se que esse processo envolve a formação de 

microcápsulas ou microesferas por adição de gotas de uma solução polimérica, 

catiônica ou aniônica, sobre uma outra solução polimérica carregada opostamente. 

Assim, a escolha do contra-íon, para formação do complexo, determina as 

características das microesferas ou microcápsulas, como, por exemplo, um contra- 

íon de baixo peso molecular com um polieletrólito que atua como reticulador, 

resultam na formação de géis, tais como géis de quitosana formados pelo fosfato.

SHIRAISHI e colaboradores prepararam aS; microesferas de quitosana/ 

tripolifosfato, gotejando com uma seringa as soluções de quitosana 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 liberação deste fármaco^°^.

Também foi demonstrado que as microesferas obtidas com uma solução 

polimérica de quitosana apresentaram uma boa geometria esférica e uma superfície 

lisa. Essas microesferas ajudaram no estudo do grau de intumescimento, através da 

densidade das ligações feitas por reticulações, e também na quantidade de ácido 

acetilsalicílico, teofilina ou de griseofuivina incorporada e na taxa de liberação de 

cada um desses fármacos^“'*.

O método de separação de fases é usado para preparar microesferas de 

quitosana/carboximetilcelulose (CMC). Nesse caso, a carboximetilcelulose sódica 

(NaCMC) pulverizada é adicionada á parafina líquida antes da emulsificação. 

Quando a concentração do ácido acético é inferior a 35% da concentração total do 

meio reacional, não há emulsão água/óleo, mas aparece um precipitado branco, 

devido á neutralização do ácido acético pela carboximetilcelulose sódica na parafina
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líquida. Em alta concentração de ácido acético, as microesferas apresentam-se com 

tamanho menor, resultando numa liberação rápida do fármaco encapsulado, no caso 

da teofilina^°^.

Um estudo feito sobre as microesferas e microcápsulas, obtidas a partir do 

complexo quitosana/alginato, demonstrou que essas cápsulas são resistentes, 

flexíveis e permitem a permeabilidade das proteínas de pequeno peso molecular, 

quando preparadas com a quitosana de peso molecular médio^°® (M =1,6x10® - 

3.3x10®).

Um estudo das características físico-químicas das cadeias de quitosana foi 

feito para observar as condições de seu uso, após a produção de microcápsulas de 

quitosana para encapsular a hemoglobina e a dextrana^°^.

Atualmente, muitas micropartículas e microesferas preparadas a partir da 

matriz de quitosana, usando as técnicas de separação de fase e evaporação ou 

extração de solvente, estão sendo utilizadas para microencapsular os peptídeos, 

como a insulina para que seja administrada oralmente”'“ .

2.8. Sistemas poliméricos de liberação de fármacos

Os sistemas poliméricos (Esquema 2) em geral, têm as taxas de liberação 

determinadas pelo modelo do sistema e quase independem das condições do meio, 

tais como o pH.

Esses sistemas podem também liberar os fármacos durante um longo período 

(dias, até anos). Apesar das macromoléculas, conjugadas às vesículas ou aos 

fármacos, serem capazes de prolongar a liberação dos fármacos, um melhor 

controle é permitido se a substância é encapsulada em um material polimérico^™.
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Estes diferem das vellias preparações de “liberação sustentada” ou de 

“liberação lenta”, as quais incluem complexos (de sal ou de resinas trocadoras de 

ion), suspensões, emulsões, revestimentos de diluição lenta (que se dissolvem 

somente no intestino) e os comprimidos^“®.
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Esquema 2. Mecanismo de liberação de fármacos a partir de matriz polimérica 

(A e B : difusão; C: degradação do polímero; D: ciivagem do fármaco;

E: intumescimento; F: abertura de poros por pressão osmótica; G:

pressão osmótica; H: campo magnético) ( LANGER, 1990)

Os sistemas de liberação controlada possuem algumas vantagens sobre as 

terapias com formas farmacêuticas convencionais, por exemplo, após ingestão ou 

injeção da forma farmacêutica padrão, o nível do fármaco no sangue eleva-se até 

atingir um pico máximo e depois decresce, o que pode causar uma variação na
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resposta terapêutica, como também efeitos tóxicos. Todavia, as preparações de 

liberação sustentada diminuem os valores da concentrações máxima e mínima do 

fármaco, mantendo os níveis mais constantes. Já as preparações de liberação 

controlada mantêm o nível terapêutico do fármaco, a partir da simples administração. 

Existem outras vantagens da liberação controlada, os quais são:

- liberação localizada do fármaco em um compartimento corporal, 

diminuindo, deste modo, o nível sistêmico do fármaco;

- proteção dos fármaco que poderiam ser rapidamente destruídos pelo 

organismo, o que é particularmente importante para as moléculas 

biologicamente ativas, como por exemplo, insulina e heparina;

- pouca necessidade de se prevenir contra possíveis flutuações dos níveis 

do fármaco no organismo;

maior aceitação do medicamento pelo paciente com melhor adesão ao 

tratamento

Existe um outro sistema de liberação de fármacos, além das microesferas, 

que é constituído pelas bom bas, as quais são semelhantes a seringas em miniatura 

que, em contato com o organismo, liberam as substâncias nelas inseridas. Pode-se 

classificar as bombas em dois tipos: a de uso externo e a implantável^°®.

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

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

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

respectivo fármaco.

A bomba implantável de pressão orientada, por sua vez, é desenvolvida 

utilizando-se um propulsor de fluorocarbono, como força motriz. Neste caso, a 

bomba controla um fole dobrável, o qual divide o seu interior em duas câmaras, uma
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contendo o propulsor e a outra a solução do fármaco. Na temperatura corporal, o 

vapor da pressão exercida pelo propulsor força a solução do fármaco através do 

filtro, regulando o fluxo a uma velocidade constante^°®.

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

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

órgão doente, como, por exemplo, o fígado ou o cérebro debilitados, aumentando, 

dessa maneira, a sua velocidade de liberação e realizando uma economia de força 

para o resto do corpo’’“®.

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

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

um orifício. Registre-se, também, que algumas bombas são recarregáveis^“®.

Segundo LANGER, as bombas são mais abundantes e baratas que o sistema 

polimérico. Apesar de requererem uma cirurgia para a sua implantação, oferecem a 

vantagem de um controle preciso do fármaco e podem liberá-lo diretamente no

10Qsangue

o  uso dos polímeros para liberar esteróides foi largamente estudado, sendo 

examinados quatro tipos de sistemas:

- implantes de reservatório subdermal, compostos de polímeros não 

degradáveis, que liberam fármacos por mais de cinco anos (como no 

caso do Norplant). Esses sistemas se baseiam no estudo de difusão 

seminal, através de silicone de borracha;

- implantes subdermal ou de microesferas injetáveis, compostos de 

materiais degradáveis, como copolímeros de ácido glicólico-ácido 

lático, policaprolactonas ou colesterol;



47

- liberação esteróidica intra-uterina, como reservatório copolimérico de 

acetato de vinil-etileno;

- anéis vaginais que são os sistemas de reservatório de silicone, usado, 

geralmente, para cada ciclo menstrual, durante três a seis meses^°®.

Outros sistemas de liberação controlada estão sendo pesquisados, incluindo 

a liberação localizada de disfosfonatos (quelantes de cálcio), para prevenir a 

calcificação valvular do coração, e dopamina ou bromocriptina, para tratamento da 

doença de Parkinson

As vesícu las  são microesferas ou transportadores coloidais, compostas de 

substâncias como proteínas, lipídios (lipossomos), carboidratos ou polímeros 

sintéticos. As vesículas possuem algumas das vantagens do fármaco 

macromolecular conjugado, como por exemplo, a farmacocinética como a 

biodistribuição alteradas, além de colaborarem para que o fármaco apresente-se 

altamente carregado. Dentre as várias espécies de vesículas, as mais estudadas 

são os lipossomos, constituídos por várias composições e estruturas lipídicas, sendo 

atóxicos, degradáveis, não Imunogênicos. Entretanto, apresentam uma baixa 

estabilidade, tanto na estocagem quanto durante o uso^°®.

A estabilidade llpossomal aumenta conforme a elevação do conteúdo do 

colesterol, bem como dos lipossomos polimerizados sintéticos, mas a 

biodegradabilidade, por sua vez, pode ser diminuída

Nos s is tem as tran sdé rm icos  a pele é considerada muitas vezes como 

barreira que guarda os agentes, e também os fármacos fora do corpo. Todavia, 

alguns fármacos possuem as propriedades de penetrar na pele com taxas 

apreciáveis. A pele possui uma capacidade de absorção adequada para que as 

baixas doses sejam suficientes. No entanto, comparada com a via oral, as perdas
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devido ao metabolismo hepático são reduzidas. A  barreira limitante para a entrada 

de fármacos é a camada externa chamada de stratum corneum  que é composta de 

queratina e lipídios. Um" fármaco de baixo peso molecular e de solubilidade 

apreciável na água e óleo pode penetrar na pele para exercer seu efeito.

O primeiro sistema transdérmico usado clinicamente libera a escopolamina 

dos sistemas de reservatório para prevenir cinetose. Após sua aplicação, o sistema 

precisa de 4 a 6 horas de liberação para atingir as doses terapêuticas. O mais 

usado dos sistemas transdérmicos é a nitroglicerina para o tratamento das doenças

r . inQcoronanas .

o  outro desafio na liberação transdérmica é aumentar o número de fármacos 

que podem ser administrados, por isso quatro experiências estão sendo testadas, 

como a da carga elétrica dos íons, isto é, iontoforese, na qual as moléculas 

carregadas atravessam a pele, sendo inferido que a iontoforese permite a liberação 

transdérmica das moléculas de alto peso molecular, como a insulina. A segunda é 

baseada no uso do ultra-som para aumentar a permeação dos fármacos, evitando 

o atraso no tempo de liberação transdérmica, observado nos animais de 

e x p e r i ê n c i a ' ' A  terceira consiste na modificação química, na qual uma molécula 

de fármaco lipofílico pode ser sintetizada assim que atravessar a pele e, 

conseqüentemente, convertida por enzimas epidérmicas na sua forma terapêutica 

original, e a última experiência realizada é a dos estimuladores de penetração como 

Azona, DMSO (dimetil sulfóxidio) e DMF(dimetil formamida)^°®.

Cabe mencionar os s is tem as de liberação para  pep tídeos  e proteínas. 

Durante muitos anos, os sistemas de liberação controlada foram somente capazes 

de liberar, lentamente, fármacos de baixo peso molecular, as moléculas maiores, 

como as proteínas, foram, dessa forma, excluídas, porque os polipeptídeos eram
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vistos como muito grandes para difundir através da maioria dos materiais 

poliméricos, mesmo após o intumescimento^°®'^^°.

As moléculas grandes podem difundir-se através de grandes poros 

membranares, como filtros, miliporos ou alguns géis, como poliacrilamida. 

Entretanto, nesses casos, a difusão é geralmente muito rápida e os tecidos 

danificados não são facilmente observados.

A  descoberta de que pequenas moléculas poderiam ser liberadas por sistema 

poliméricos, por tempo prolongado, estimulou alguns pesquisadores a trabalharem 

na hipótese de que as moléculas maiores, como as proteínas poderiam também ser 

liberadas por este s i s t e m a ^ S ã o  exemplos de polímeros que atuam nesse 

processo: o acetato de vinil-etileno (não degradável) e o copolimero ácido glicólico- 

ácido lático.'’ ^̂

Alguns géis como poli(hidroxietilmetracrilato) ou álcool polivinílico (PVA) 

também atuam na liberação de proteínas, por um período mais curto do que os 

polímeros acima^^^.

O mecanismo de liberação geralmente envolve um movimento de polímeros 

através dos poros da matriz polimérica. Se o polímero desgastar, isso pode afetar a 

estrutura dos poros e acelerar a liberação. Os fatores que influenciam a velocidade 

de liberação incluem o tamanho, a carga, a solubilidade e o peso molecular da 

partícula protéica, a dimensão e a forma da matriz p o l i m é r i c a .

Esses sistemas poliméricos, que estão sendo atualmente usado nos estudos 

para liberação de proteína, fazem uso da insulina, de fatores de crescimento e de 

inibidores de angiogénese^^^'
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O primeiro sistema de liberação de peptídeo, a ser aprovado pelo Food and  

Drug Administration (FDA) é o copolimero ácido glicólico-ácido lático e acetato de 

leuprolídeo, introduzidos no tratamento de câncer^

Vários desafios ainda existem na liberação de peptídeos, como, por exemplo, 

quando as proteínas encapsuladas permanecem por um longo tempo na luz 

intestinal, podendo se agregar ou se desnaturar, devido à ação da microfiora local a 

37°C. Isto pode causar menor atividade biológica e possível mudança na 

imunogenicidade^”'^'’'^^'’' ’'®.

Por fim, deve-se fazer menção ao s istem a p o lim é ric o  de liberação pu lsá til, 

o qual seria desejável se pudesse ser concebido para liberar fármacos em níveis 

altos, quando necessário, isto é, imitando os processos do corpo humano, sendo 

que a abertura e o fechamento desse sistema estão, ainda, em processo de 

estudo"'

A abertura do sistema polimérico pulsátil atuaria com a presença de um 

fármaco e de uma cápsula magnética, os quais revestidos com a matriz polimérica. 

Todavia, as taxas de liberação aumentariam com a oscilação do campo magnético. 

Essas taxas seriam afetadas por alguns parâmetros, que são a freqüência e a força 

do campo magnético, a composição polimérica e a força e a orientação dos imãs, 

embebidas com a matriz polimérica^“®.

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

causa um aumento de 30 vezes mais nas taxas de liberação''“ ,̂ efeito semelhante é 

causado pelo uso de ultra-som^”'®.

Também o fechamento dos sistemas poliméricos pulsáteis está sendo 

desenvolvido; um dos casos é o aumento da liberação de insulina na presença de 

excesso de glicose, isto é, a glicose oxidase imobilizada, juntamente com a insulina.



51

na membrana de poliamina, converte a glicose em ácido glucônico, tendo os grupos 

amina protonados juntos com a membrana. A repulsão eletrostática dos grupos 

amina carregados positivamente causa uma expansão da membrana e aumenta a 

liberação de insulina. A diminuição da concentração fisiológica da glicose, em 

resposta a atuação da insulina, faz com que a membrana se contraia e diminua a 

taxa de produção de insulina^^°.

2.9. Mecanismos de liberação controlada de fármacos microencapsulados

A escolha do agente encapsulante depende do método utilizado para formar 

as microcápsulas ou as microesferas, do tipo de aplicação do produto (aditivos 

para alimentos, fármacos, fragrâncias, pesticidas, etc.) e da forma como ela agirá. 

A  substância encapsulada pode ser liberada por estímulos mecânicos (rompimento 

das microcápsulas óu das microesferas, através da pressão) ou outros (variação da 

temperatura ou de pH no meio onde se encontram as microesferas ou as 

microcápsulas ). Em uma loção para o corpo, por exemplo, as microcápsulas ou as 

microesferas que contêm a fragrância são rompidas, liberando-a, pela pressão dos 

dedos durante a aplicação na pele (ruptura mecânica). Já em um medicamento 

oral, para que a mucosa do estômago seja protegida do contato com o princípio 

ativo e este seja liberado apenas no local exato de sua absorção (intestino), pode- 

se usar um agente encapsulante que só se dissolve em meio alcalino.

Geralmente os materiais poliméricos liberam substâncias pelos seguintes 

mecanismos: difusão, reação química e ativação de solventes. Todavia, o 

mecanismo de liberação mais comum é a difusão pela qual o fármaco ou a
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substância migra da posição iniciai no polímero para a superfície e depois para o 

lugar de atuação.

Existem dois tipos de mecanismos de controle da difusão, reservatório e 

matriz. Um dos primeiros usos clínicos do sistema polimérico de liberação controlada 

é o do reservatório para melhorar o tratamento de glaucoma^°®.

A  reação química é efetuada por degradação polimérica ou clivagem do 

farmoquímico no polímero. A  ativação de solventes, por sua vez, envolve o 

intumescimento do polímero ou efeito osmótico^°®.

As taxas de liberação dos sistemas poliméricos podem ser controladas pela 

natureza polimérica (por exemplo, cristalinidade, poros do sistema de difusão 

controlada, labilidade das ligações, hidrofobicidade dos monômeros nos sistemas 

controlados quimicamente) e pelo projeto do sistema (por exemplo, a espessura e a 

form a)^^\

2.10. Liberação controlada de compostos microencapsulados

As primeiras tentativas de aplicação da liberação controlada de compostos 

microencapsulados datam dos anos 30, mas o primeiro produto com material 

microencapsulado só surgiu em 1954. A indústria norte-americana National Cash 

Register foi a primeira a comercializar um papel de cópia sem carbono que 

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

microcápsulas contendo uma tinta sem cor. Tal camada era recoberta com um 

reagente também incolor. A pressão da ponta do lápis na superfície do papel rompia 

as microcápsulas, liberando a tinta incolor que ao entrar em contato com o reagente.
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torna-se colorida, produzindo em outra folha uma cópia idêntica ao que estava 

sendo escrito no primeiro papel.

As primeiras pesquisas na indústria farmacêutica também datam da década 

de 50. As microcápsulas foram projetadas inicialmente para administração oral^^^ e 

são usadas principalmente para aumentar a estabilidade de um fármaco, para 

modificar ou retardar sua liberação em locais de ação, mascarar o gosto inadequado 

de alguns fármacos®®’^ o u  prevenir sua degradação e sustentar a liberação de 

fármacos no compartimento intestinal^^\ As substâncias antiinflamatórias, após 

microencapsuladas podem, por exemplo, aumentar o tempo de atuação no plasma 

sangüíneo, prolongando assim seu efeito no organismo”'^^.

As primeiras intenções da microencapsulação centralizaram-se no 

desenvolvimento de revestimento que continham os materiais hidrofílicos que 

intumesceriam na presença de umidade, isto é, o material começaria a intumescer 

no estômago e quebraria no intestino^^^.

2.10.1. Condições fisiológicas que influenciam a liberação controlada de 

fármacos microencapsulados

O sistema de liberação deve ser projetado considerando as condições 

fisiológicas por onde terá que passar até atingir seu destino final. Assim, o meio 

gastrointestinal deve ser considerado para a produção de um novo sistema de 

microencapsulação de fármacos para uso oral.

Os fatores mais importantes do meio gastrointestinal que podem afetar a 

eficácia da microesfera são o pH, o esvaziamento do gástrico e a atividade de 

enzimas digestivas^”'^.

Cà
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De maneira simplificada, o trato gastrointestinal pode ser divido em três partes 

que são o estômago, o intestino delgado e 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 estômago produzem o muco que protege e lubrifica a mucosa 

gástrica^^“̂ '̂ ^ .̂ Esses valores de pH acima relacionados, dependem da presença ou 

ausência do alimento no estômago e também da diluição progressiva do ácido do 

estômago, pelos íons bicarbonatos da secreção pancreática^^"*.

No esvaziamento gástrico, o controle da mobilidade é uma barreira fisiológica 

importante para um sistema de liberação de fármacos de uso oral^^®. Há relatos na 

literatura que o tempo de esvaziamento gástrico médio é de 6 horas, mas é de 

consenso geral que o tempo de 1 a 2 horas não é real para se basear em um perfil 

de liberação^^"*. Todavia, o mecanismo de esvaziamento gástrico dos líquidos e dos 

sólidos é diferente e mal entendido, enquanto que o esvaziamento dos líquidos é 

controlado pela região proximal do estômago e o dos sólidos é controlado pela 

região distai do mesmo"'^®.

Após uma refeição considerada normal a mobilidade passa do estado de 

jejum ao estado alimentado, dependendo do conteúdo calórico da comida. A 

viscosidade dos alimentos afeta o esvaziamento, assim, a alta viscosidade dos 

alimentos aumenta o tempo de esvaziamento em relação a baixa viscosidade*^®. A 

grande presença de gordura na refeição afeta a taxa de esvaziamento do estômago 

e o nível da atividade peristáltica^^^. Um outro parâmetro que afeta o esvaziamento é 

o tamanho das partículas, isto é, as partículas menores (1-5mm) são arrastadas 

simultaneamente com os alimentos durante o esvaziamento, por isso as partículas 

maiores devem atingir uma redução antes do esvaziamento.
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As partículas com diâmetro superior a 5 mm são esvaziadas somente após a 

passagem da maioria dos alimentos. O controle do tempo de esvaziamento de um 

sistema pode ser mantido por alimentação, assim os fármacos com perfil de 

absorção, com sítios específicos, podem permitir uma absorção completa quando o 

tempo de esvaziamento é lento

Já a atividade enzimática possui um papel importante na liberação dos 

fármacos. Algumas das enzimas estão envolvidas na ciivagem dos pró-fármacos. As 

enzimas presentes no trato gastrointestinal são geralmente a-amilase, pepsina, 

tripsina, quimotripsina, carboxipeptidase e aminopeptidase. Essas enzimas estão 

envolvidas na digestão dos carboidratos, das proteínas e dos lipidios. As proteases 

do intestino grosso possuem uma atividade que varia do pH neutro ao alcalino^^^.

Para que um fármaco seja absorvido por via oral é necessário que esteja 

dissolvido nos líquidos do trato gastrointestinal. Assim, quando se administra um 

comprimido de liberação convencional por essa via, observa-se sua desintegração 

em grânulos, que, por sua vez, se desagregam em partículas menores. A dissolução 

do princípio ativo já ocorre pelo contato dos sucos digestivos com a superfície do 

comprimido, mas adquire importância significativa a partir dos grânulos e das 

pequenas partículas. Uma vez dissolvido, o fármaco na forma não ionizada 

atravessa as membranas biológicas alcançando a corrente sanguínea^^®.

2.10.2. Liberação controlada de fármacos microencapsulados em 

sistemas quitosana/poli(ácido acrílico)

Atualmente poucas pesquisas são feitas usando o conjunto polimérico de 

quitosana e poli{ácido acrílico). No entanto, YAZDANI e colaboradores sintetizaram
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as microcápsulas, a partir da enxertia da quitosana com o poli(ácido acrílico), 

introduzindo, assim, um grande número de grupos carboxílicos no complexo 

quitosana/poli(ácido acrílico). Os estudos do espectro de infí-avermelho da quitosana 

e o do copolimero quitosana/poli(ácido acrílico) evidenciaram as características de 

solubilidade desses produtos. O grau de enxertia foi controlado pela variação da 

quantidade do íon ferroso usado ria reação de co-catálise. Também, um estudo de 

intumescimento tem sido feito para analisar o comportamento dos copolímeros 

enxertados para uma eventual liberação controlada de fárm acos’'̂ ®.

Uma nova matriz mucoadesiva polimérica foi preparada, a partir da 

polimerização do ácido acrilico com a quitosana. O estudo dos espectros de 

infravermelho deste complexo quitosana/poli(ácido acrílico) mostrou que a ligação 

entre os dois polímeros é feita por ligações de hidrogênios. O sistema foi utilizado 

para liberação de fármaco transmucosal, cuja taxa de dissolução foi dependente da 

proporção quitosana/poli(ácido acrilico). A força de adesão desta matriz 

mucoadesiva pode ser comparada ao do carbopol^^°.

2.10.3. Liberação controlada da rifampicina microencapsulada

As microcápsulas preparadas pelo método de enxertia da quitosana com 

formaldeído foram usadas para encapsular a rifampicina. Os efeitos do agente de 

enxertia sobre a taxa e a cinética de liberação foram investigados^^\

O 'HARA e HICKEY propuseram a preparação de micropartículas, a partir 

de poli (latídeo-co-glicolídeo) (PLGA), pelo método de evaporação de solvente. As 

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

micrômetros e nelas foi microencapsulada a rifampicina. Um outro estudo realizado
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com essas microesferas demonstrou que a liberação dos fármacos nos pulmões 

melhorou o tratamento da tuberculose^®. Também, BAIN e colaboradores preparam 

as microesferas por "spray drying" usando poli(ácido D,L-lático), nelas 

encapsularam 20% de rifampicina(m/m). A  taxa de liberação dessas microesferas 

aumenta com a temperatura vítrea (Tg), após a correção da superfície específica^^^ 

(r(2)= 0,963). Quando o poli(D,L-latídeo) foi empregado para microencapsular a 

rifampicina, observou-se que a liberação desse fármaco se fez em função do tempo, 

isto é, uma liberação tempo/dependente e, também, quando houve um aumento da 

atividade bioquímica, a liberação do fármaco pode ser dirigida a um alvo 

específico^^^.

SCHIERHOLZ usou uma matriz de silicone para imobilizar a rifampicina 

(sistema de aprisionamento), sendo que o estudo da liberação em soro fisiológico 

(NaCl 0,9%), a pH 7, pretendia mostrar o perfil de liberação, constatou-se dois 

períodos para a taxa de liberação, o primeiro depende da dispersão do fármaco na 

matriz e o segundo, da difusão do mesmo através da matriz elastomérica^^"*.

As micropartículas de poliidroxibutirato obtidas pela técnica de evaporação do 

solvente, apresentam um diâmetro médio, variando de 5 a 100 [j, e foram usadas 

para microencapsular a rifampicina, podendo encapsular uma grande quantidade do 

fármaco, sendo que 90% é liberado em até 24 horas”'^^.

Também, existe um relato de microencapsulação de rifampicina na forma 

sólida em blenda polimérica de QTS - PVA em meio altamente salino. O processo de
J

liberação da rifampicina nesse caso se realizou em meios altamente salino e 

fisiológico. As tentativas de liberação nas soluções tampões por exemplo similares 

aos do TGI foram frustrantes por essas microesferas serem destruídas nesses 

meios^^.
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2.10.4. Cinética de liberação dos fármacos encapsulados

Os sistemas poliméricos de liberação controlada que liberam os fármacos a 

uma taxa constante, são de grande importância por que eles envolvem uma melhor 

administração e uma liberação prolongada dos fármacos encapsulados. Contudo, 

com o advento desses sistemas, algumas expressões matemáticas foram 

desenvolvidas para descrever a cinética de liberação das substâncias encapsuladas 

nos polimeros^^®'^^^. Há três tipos de equações que descrevem as cinéticas de 

liberação de fármacos encapsulados nos sistemas poliméricos de acordo com a 

forma fisica (cilindro, esfera, filmes, gel, etc), o modo de difusão (estático ou 

dinâmico) e as características ( porosa ou densa). Entre eles podemos citar;

1. A difusão Fickiana,

2. transporte não-Fickiano ou transporte anômalo e;

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

Uma das equações mais requisitadas e mais conhecidas, foi publicada por 

HIGUSHI no iniciou dos anos 60 para elucidar a taxa de liberação do fármaco 

encapsulado a partir de um sistema polimérico ''2®'''̂ .̂ a  equação do modelo de 

HIGUSHI é;

M
Q = - ^ = ^ ^ D C A 2 C , - C ^ )  (1 0 )

Onde 0  é a quantidade absoluta de fármaco liberado por área no tempo t, 

D é a difusividade do fármaco através da - matriz polimérica, Co e Cs são 

respectivamente, a concentração saturada de fármaco e a solubilidade do fármaco 

no polímero^^®'^^®. Nesse modelo C o »  Cs, por essa razão a equação passa a ser:
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(11)

De acordo com HIGUSHI, a equação acima pode também ser simplificada 

tendo em vista que Co, Cs e D são constantes, dando assim, a equação abaixo que é 

a forma mais conhecida da equação de HIGUSHI''^®'’'̂ ®.

^  = (12)

onde Mt/Moo representa a fração total do fármaco liberado no tempo t e k, a 

constante.

Os estudos realizados mostraram inicialmente que a equação era válida para os 

sistemas poliméricos onde a liberação de fármacos ocorria unidirecionalmente. Uma 

modificação posterior dessa equação foi feita considerando outras formas 

geométricas dos sistemas poliméricos. Porém para obter resultados ótimos com a 

equação simplificada de HIGUCHI, alguns requisitos devem ser respeitados^"*“ ;

1. A concentração inicial do fármaco deve ser bem maior que a solubilidade do 

fármaco no polímero (Co »  Cs).

2. As partículas de fármaco em suspensão devem estar menores em diâmetro 

que a espessura do sistema da matriz polimérica.

3. O intumescimento e a dissolução do sistema polimérico devem estar 

negligenciáveis.

4. A difusividade do fármaco deve ser constante

5. Perfeitas condições devem ser mantidas durante o experimento (A 

concentração de fármaco não pode exceder 10  a 20% de sua solubilidade).

6 . A equação HIGUCHI deve valer somente para sistemas poliméricos onde a 

liberação de fármaco ocorre unidirecionalmente.
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De acordo com a segunda lei de difusão de FICK , existe uma forma de obter uma 

proporcionalidade entre a quantidade de fármaco liberado e a raiz quadrada do 

tempo para os filmes de espessura ô, mantidas sob perfeitas condições e co < Cs 

onde a difusividade (D) é considerada constante’'

A  segunda lei de difusão de FICK representada pela equação (13) onde Mt e Mc*, 

são respectivamente a quantidade de fármaco liberada num tempo t e em tempo 

infinito, permite obter resultados confiáveis quando as condições abaixo são 

preenchidas;

1 . C0<Cs;

2. M t/M „<0 ,60 ;

3. difusividade constante durante o experimento;

4. condições experimentais de liberação do fármaco cuja concentração 

não deve exceder 10  a 20% da sua solubilidade no meio^^®’’'̂ ®.

Dt

n ô

1/2

(13)

Algumas interpretações experimentais foram feitas por pesquisadores usando 

as equações de HIGUCHI (equação 12) e FICK (equação 13). Estas Equações, 

diferentes entre elas, apresentam semelhança na forma matemática mas obedecem 

principalmente ao mecanismo de difusão durante a liberação de fármaco. Nas 

equações de HIGUCHI e FICK, verificou-se que o valor de n é previamente fixado a 

0,5 o que confirma a especificidade dessas equações no seu uso^^ '̂^^®.

Geralmente a matriz polimérica responsável pela encapsulação do fármaco sofre 

intumescimento ou erosão durante o processo de liberação, fazendo com que as 

microesferas ou microcápsulas apresentem um desvio de comportamento contrário 

às equações de HIGUCHI e FICK. Por essa razão, uma última equação empirica
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chamada inicialmente de power law  (lei da potência) foi proposta por RITGER e 

PEPPAS para generalizar a descrição dos mecanismos de liberação de fármacos a 

partir de sistemas poliméricos’'®®’ "̂*^

0 4 ,

Onde Mt representa a quantidade em mg do fármaco ou da substância liberada no 

tempo t, Moo é a quantidade total em mg de fármaco ou substância encapsulada, 

Mt/Mc» é a fração de fármaco ou de substância no tempo t, k é a constante de 

difusão, e n o expoente da difusão e o indicador do mecanismo de liberação, isto é, 

um valor que permite ter informações importantes sobre o mecanismo de liberação 

do polímero. Assim, quando o valor de n é inferior ou igual a 0,5 o mecanismo de 

liberação obedece a difusão de FICK, mas quando o valor de n é entre 0,5 e 0,9 o 

mecanismo de liberação não obedece a difusão de FICK. Nesse situação as 

microesferas ou microcápsulas atuariam com a cinética de ordem zero. Segundo 

PEPPAS, esse mecanismo de liberação não-Fickiano ocorre pela sobreposição de 

dois mecanismos independentes de liberação de fármacos: a difusão, chamada de 

difusão Fickiana e o intumescimento da matriz polimérica

Também quando o valor de n é superior a 0,9, a taxa de liberação do fármaco 

encapsulado é independente do tempo e a cinética de ordem é exclusivamente 

zero^®®-^^°.



3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver microesferas a partir do copolimero de 

quitosana e poli(ácido acrílico), como uma matriz para sistemas de liberação 

controlada de fármacos e aplicar em áreas de interesse, como a de novos materiais 

poliméricos úteis nos processos de microencapsulação e de liberação controlada de 

rifampicina para tratamento de tuberculose.

3.2. Objetivos Específicos:

- Caracterizar a quitosana purificada através da determinação do grau de 

desacetilação por titulação condutimétrica (%GD), espectroscopia no 

infravermelho (IV) e espectroscopia de ressonância nuclear de ^^C (RMN 

de ^^C);

- Preparar as microesferas de quitosana (QTS) pelo método de inversão de 

fases;

- Reticular os grupos amino das microesferas de QTS com o glutaraldeído 

para aumentar sua resistência em meio ácido;

- Determinar os grupos amino livres após a reticulação das microsferas de 

QTS com o glutaraldeído;

- Reduzir os grupos imino (base de Schiff) obtidos após a reticulação com 

cianoboroidreto de sódio (NaBHCN);
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Preparar as microesferas de QTS modificada através da enxertia do 

poli(ácido acrílico) sobre a quitosana reticulada e reduzida e determinar o 

grau de enxerto;

Caracterizar as microesferas de QTS modificada através da 

espectroscopia no infravermelho (IV), análise de porosimetria, análise 

termogravimétrica (TGA);

Avaliar o grau de intumescimento das microesferas de QTS modificada 

nas soluções tampões cujos pH são similares aos do TGI;

Microencapsular o composto modelo eosina, por impregnação das 

microesferas de QTS modificada e determinar a quantidade de eosina 

contida nas microesferas por espectrofiuorimetria;

Estudar a liberação in vitro da eosina impregnada nas microesferas de 

QTS modificada nas soluções tampões similares aos do TGI e estudar a 

cinética dessa liberação;

Caracterizar as microesferas de QTS modificada contendo ou não a 

eosina em relação ao tamanho médio, por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV), e comparar suas morfologias;

Microencapsular a rifampicina por impregnação e determinar a quantidade 

impregnada por espectrofotometria;

Estudar a cinética das liberações in vitro de rifampicina impregnada nas 

microesferas de QTS modificada nas soluções tampões similares aos do 

TGI e nos fluidos gastrointestinais artificiais (suco gástrico e fluidos 

intestinal e cecal).

Avaliar a solubilidade da rifampicina na matriz da QTS modificada através 

de DSC das amostras em pó de rifampicina, de microesferas de QTS
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modificada, de microesferas contendo a rifampicina e o conjunto de pós 

de rifampicina e de microesferas de QTS modificada ;

Avaliar a liberação in vivo nos ratos de linhagem W ister da rifampicina 

impregnada nas microesferas de QTS modificada estudando a 

concentração dependente e tempo dependente;

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

micrografia da microesfera de QTS, após sua excreção do TGI dos ratos.



4. Metodologia

4.1. Materiais

4.1.1. Produtos químicos e gases

O ácido acrílico de pureza 99%, d = 1,05 ; a hidroquinona e o nitrato de cério 

(IV) amoniacal ( (NH4)2Ce(N0 3 )e ), 99%, foram adquiridos da Riedel-de- Haên 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 purificações prévias.

O ácido acético, o hidróxido de sódio ou de potássio e os principais sais 

empregados eram de pureza analítica e obtidos da Vetec Química Fina Ltda. ou 

Merck Chem.

O gás N2 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 soluções

As soluções tampões de pH 9,8 foram obtidas por diluição do tampão tris- 

(hidroximetil)-aminometano 0,1 mol/L e ajustado com HCI 0,1 mol/L; as soluções de 

pH 6,8 foram obtidas pela mistura de 15,45 mL de solução de Na2HP04 0,2 mol/LI

e 4,55 mL de solução de ácido acético 0,2 mol/L , as de pH 7,4 foram obtidas 

ajustando as soluções de pH 6,8 com uma solução de NaOH de 0,1 mol/L e as de 

pH 1,2 (solução tampão Clark-Lubs) pela mistura de 50,0 m'L de KOI 0,2 mol/L e de 

64,5 mL de HCI 0,2 mol/L.

As curvas analíticas de eosina na faixa de 7,5x10'® - 7,5x10'® mol/L e de 

rifampicina na faixa de 3x10'® - 6x10'® mol/L foram preparadas usando soluções 

estoques de eosina e rifampicina de 8x 10'® mol/L e de 10'"‘ mol/L, respectivamente.

As equações (10) e (11) representam, respectivamente, as regressões 

lineares dos pontos experimentais obtidos de absorvância (Abs) em função da 

concentração da eosina e da rifampicina (C).

Abs = 0,08897 + 0,212470, Rc =0,998:39; (15)

A b s=  0,03352 +10847,310, Rc = 0,9984 (16)

A preparação da solução de nitrato de cério (IV) amoniacal 0,1 mol/L foi feita 

pela dissolução de 2,02 g de (NH4)2Ce(N0 3 ) em 100 mL de solução aquosa de 

ácido nítrico 1 mol/L^^®.

O suco gástrico artificial foi preparado pela dissolução de 2,0 g de NaCl e

3,2 g de pepsina em 7,0 mL de ácido clorídrico concentrado e uma quantidade 

suficiente de água para completar a 1,0 A solução tem um pH 1,2.

Os fluidos intestinal e cecal artificiais também foram obtidos pela dissolução 

de 6,8 g de K2 HPO4  em 250 mL de água acrescentado com 190 mL de NaOH 0,2 

mol/L e 400 mL de água. A essa mistura adicionou-se 10,0 g de pancreatina e as
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soluções de pH requeridas foram ajustadas adicionando-se uma solução de NaOH 

0,2 mol/L. Na presente pesquisa, o fluido intestinal foi ajustado para o pH 6,8 e o 

fluido cecal^'*^ para o pH 7,4.
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4.3. Métodos

4.3.1. Obtenção e purificação da quitosana

A quitosana foi preparada seguindo o método de Broussignac^'*'^, que consiste 

em refluxar a quitina com KOH 50% (m/v) e um sistema de solvente 

etanol/etilenoglicol (Figura 7). Esse meio reacional foi refluxado durante uma hora e 

meia a 110 °C, sob atmosfera de nitrogênio inerte evitando, dessa forma, uma 

despolimerização excessiva. A  quitosana obtida foi lavada com água destilada até 

atingir o pH neutro e seca em estufa a 50 °C.

A quitosana seca foi dissolvida em ácido acético 3% (m/v) e filtrada em 

cadinho sinterizado com porosidade média para eliminar residuos insolúveis em 

ácido acético. A  quitosana foi precipitada em NaOH 1 mol/L, filtrada, lavada com 

água destilada até atingir pH neutro 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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Quitina

Refluxo a 110 C, 1 hora e meia, N2 0 ) 
Etilenoglicol + Etanol + KOH 50%(m/v)

Quitosana

Dissolução com CH3COOH 3% (m/v) 
Precipitação em NaOH 2, 0 mol/L

Figura 7, Obtenção da QTS purificada e posteriores testes de caracterização

4.3.2. Caracterização da quitosana

4.3.2.1. Grau de desacetilação (% GD)

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

determinado por titulação condutimétrica com auxilio de um condutivímetro Micronal 

(modelo B330) e um titulador automático Schott Geräte (modelo T80/20). Uma 

amostra de 200 mg de quitosana foi transferida para um béquer de 600 mL, 

contendo 450 mL de solução de NaCI 0,001 mol/L, 5,0 mL de HCI 1, 0 mol/L e, após 

a dissolução do polímero, a titulação foi conduzida com adição de NaOH 0,100 mol/L
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a cada 20 segundos, sob atmosfera de nitrogênio^^. A  titulação condutimétrica foi 

feita em tripíicata.

4.3.2.2 Espectroscopia de RMN

O espectro de Ressonância Magnética Nuclear de Carbono - 13 (RMN ^^C) 

foi obtido num espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear de e ^^C 

Brucker - modelo AC - 200F. Uma amostra de 100 mg foi dissolvida numa solução 

contendo 0,4 mL de ácido acético glacial e 2,5 mL de A amostra foi

centrifugada e uma alíquota foi separada para análise.

4.3.2.3. Espectroscopia no infravermelho (IV) da QTS

O espectro no infravermelho (IV) foi obtido na região de 400 - 4000cm''' com 

espectrofotômetro FT Perkin Elmer - modelo 16 PC.

4.3.3. Preparação das microesferas de quitosana

A quitosana (4,0 g) foi dissolvida em 100,0 mL de ácido acético 5% (m/v). A 

solução polimérica de quitosana foi gotejada com auxílio de uma bomba peristáltica 

de marca Ismatec sobre uma solução de NaQH 2 mol/L (Método de inversão de 

fases). As microesferas formadas foram deixadas durante 30 minutos numa solução 

de NaOH 2 mol/L sob agitação para completar a precipitação, posteriormente 

lavadas com água destilada até alcançar o meio neutro '̂^® (Figura 8 ).
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Figura 8 . Preparação das microesferas de QTS

Em seguida, é descrito o método de obtenção das microesferas de QTS 

modificada quimicamente, introduzindo os grupos carboxilato na cadeia polimérica 

enxertada com poli(ácido acrílico), a fim de se preparar um sistema entérico de 

liberação controlada de fármacos (Figura 9).
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Microesferas de quitosana

1

Reticulação com glutaraldeído 2,5%{v/v)

r

Microesferas de quitosana reticuiada

Redução dos grupos iminos 
com o cianoboroidreto de sódio

Microesferas de quitosana reticuiada e reduzida

Tratadas com o ácido acrílico

em presença do Ce amoniacal em N2 ( 9 )

Figura 9. Obtenção das microesferas de QTS modificada para posteriores 

estudos

4.3.4. Reticulação das microesferas de quitosana

As microesferas de quitosana (4,0 g) foram colocadas em contato com uma 

solução de glutaraldeído 2,5% (v/m) cuja proporção foi de 1,5 mL por grama de 

microesferas. A mistura reacional foi mantida durante 24 horas, sob temperatura 

ambiente, para completar a reação de reticulação. Após esse tempo de
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permanência, o material foi filtrado com uma peneira, cujo diâmetro médio é inferior 

a um milímetro, e lavado com água destilada para retirar o excesso do agente 

reticulante^^\

4.3.5. Determinação de grupos amino após a reticulação

O conteúdo de grupos amino livres (-NH2) foi determinado após a 

reticulação por uma titulação ácido-base. Uma amostra triturada de 200 mg de 

microesferas de QTS reticulada foi colocada em contato com 100 mL de solução 

padrão de HCI 0,100 mol/L e a mistura permaneceu 24 horas, a fim de permitir a 

protonação dos grupos amino livres. Uma alíquota de 25,0 mL foi retirada e titulada 

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

4.3.6. Redução das grupos imino das microesferas reticuladas

As microesferas reticuladas (4,0 g) foram suspensas em uma solução de 

cianoboroidreto de sódio 1 mol/L durante 48 horas, à temperatura ambiente, para 

redução dos grupos imino da QTS reticulada. O material foi lavado com água 

destilada para retirar o excesso do agente redutor.

4.3.7. Reação de copolimerização de enxerto: enxerto do poli(ácido 

acrílico) sobre a quitosana

As microesferas reticuladas e reduzidas (2,50 g) foram colocadas num balão 

de 250,0 mL de 3 bocas, contendo 50,0 mL de água milli-Q e 10,0 mL de ácido
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acrílico sob atmosfera de nitrogênio. Após 1 hora e 30 minutos, foram adicionados 8 

mL de solução de nitrato de cério(IV) amoniacal 0,1 mol/L dissolvido em ácido nítrico

1 mol/L, e o meio reacional foi mantido sob atmosfera de nitrogênio durante 3 

horas®®'™. A reação foi interrompida pela adição de uma pequena quantidade do 

agente redutor hidroquinona e, em seguida, o material foi lavado com água para 

eliminar o excesso de ácido acrílico que não reagiu e o homopolímero poli(ácido 

acrílico) formado na reação de enxertia.

4.3.8. Caracterização 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 análise através da espectroscopia na região do 

infravermelho (IV). Os espectros de IV foram obtidos utilizando-se o aparelho Perkin 

Elmer Modelo FT-PC-16. As amostras foram prensadas com KBr na forma de 

pastilhas.

4.3.8.2. Análise de porosimetria

A análise de porosimetria foi feita usando o aparelho Poresizer 9320 da 

marca Micrometrics (USA) do Laboratório de Meios Porosos e Propriedades 

Termofísicas dos Materiais do Departamento de Engenharia Mecânica da UFSC. A 

análise porosimétrica permitiu medir a distribuição dos poros nas microesferas de 

quitosana modificada. No procedimento, aproximadamente 2,0 g de microesferas de 

quitosana modificada foram colocadas em uma câmara fechada ligada a um capilar 

graduado e um volume de mercúrio foi injetado sob pressão, preenchendo-a. A
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variação da pressão do sistema foi observada através do capilar graduado pela 

variação do volume de mercúrio injetado^^^. Desta forma, pode-se aplicar a equação 

de Young-Laplace que correlaciona a pressão e o diâmetro possibilitando a 

determinação do tamanho médio dos poros conforme a equação 12  ;

^  -AycosO
0  = ------ -------- (17)

Onde, D é 0 diâmetro (m), y é a tensão superficial (N/m), 0 é o ângulo de contato 

superficial entre o mercúrio e P é pressão.

4.3.8 .3. Análise termogravimétrica (TGA)

Foram feitas TGA das amostras de poli(ácido acrílico), de quitosana, de

microesferas de quitosana reticuladas e de microesferas de quitosana modificada. A 
 ̂ (  

amostra de 5, 0 g foi colocada dentro de uma panela de alumínio 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.

4.3.8.4. Análise do grau de intumescimento das microesferas de quitosana 

modificadas em função dos pH similares aos do TGI

Foi estudado o intumescimento das microesferas de QTS modificada em 

função dos valores de pH similares aos do trato gastrointestinal. Uma amostra de 5, 

0 g de microesferas de quitosana modificada foi colocada em contato com 50,0 mL 

de solução tampão de pH 1,2 e mantida sob agitação termostatizado de 37°C
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durante 2 horas. As microesferas retiradas do meio reacional, durante esse período, 

foram secas retirando o excesso de água e pesadas para medir a diferença de 

massa com uma outra amostra de mesma massa que não foi submetida a esse 

procedimento. Em seguida, as mesmas microesferas imediatamente foram 

colocadas em contato com 50,0 mL de solução tampão de pH 6 ,8 , nas mesmas 

condições, para estudar também o aumento de massa de 2  até 6 horas e na solução 

tampão de pH 9,8 de 6 até 12 horas. Este ensaio foi repetido em triplicata para 

obter uma média.

4.3.9. Determinação da quantidade máxima de eosina, impregnada em 

microesferas de quitosana modificada, em função do tempo como 

modelo de liberação controlada de fármacos de baixa massa molar e 

sensíveis ao pH

Foi estudada a quantidade máxima 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 solução aquosa de eosina de concentração 1 mol/L em 

pH 6,8 e permaneceram para impregnação durante os períodos citados, 

posteriormente, filtradas e secas a vácuo. Essa experiência foi realizada em 

triplicata.

Para cada tempo de impregnação, dez amostras (50,0 mg cada) de 

microesferas de quitosana modificada contendo eosina foram colocadas em tubo de 

ensaio com 5,0 mL de água Milli-Q em banho termostatizado a 37°C. Após uma hora



77

de contato, em meio aquoso, as microesferas foram trituradas com auxílio de bastão 

de vidro. Posteriormente, o conteúdos de cada tubo foi centrifugado e o 

sobrenadante retirado para determinar a quantidade de eosina liberada em meio 

aquoso. A eosina foi quantificada por fluorescência em 520 nm, após excitação em 

490 nm no espectrofiuorímetro Perkin Elmer (England).

. Este procedimento foi repetido várias vezes com as amostras trituradas até a 

extração total da eosina das microesferas. Isto foi comprovado quando o 

sobrenadante testado não apresentou absorção no comprimento de onda máxima 

de 520 nm.

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

nas microesferas de quitosana modificada

4.3.10.1. Estudo de liberação 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 soluções tampão de pH 1,2; pH 6 ,8 ; pH 9,0 

e mantidas sob agitação em banho termostatizado a 37°C, simulando as condições 

do trato gastrointestinal^"*^.

A  determinação da quantidade eosina liberada das microesferas foi feita 

retirando um volume do sistema de liberação em pH 1,2; de 30 em 30 minutos até 2 

horas para simular as condições de tempo de trânsito estomacal. As alíquotas foram 

retiradas no pH 6 ,8 ; de 2 até 6 horas; e no pH 9,0 de 6 até 12 horas para, simular as 

condições de trânsito intestinal e cecal; respectivamente. A  quantidade de eosina 

liberada foi monitorada pela leitura das absorvâncias das alíquotas no

</
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espectrofluorímetro Perkin Elmer (England) em A.max de 520nm após excitação em 

490nm.

4.3.10.2. Estudo cinético da liberação 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 solução tampão de pH 6,8 e mantidas sob 

agitação em banho termostatizado a 37°C durante 12 horas. A  cada hora, uma 

alíquota era retirada do tampão e sua absorvância lida em espectrofluorímetro no 

?imax 520nm para monitorar a quantidade de eosina'liberada durante as 12 horas.

4.3.11, Micrografia eletrônica de varredura (MEV) das microesferas de 

quitosana modificada contendo a eosina

As microesferas de quitosana modificada sem corante e as contendo a 

eosina foram caracterizadas por microscopia de varredura em relação ao tamanho 

médio e a morfologia. As amostras foram colocadas em estabes, recobertas de ouro 

e micrografadas num microscópio eletrônico de varredura (Philips -modelo XL30). O 

diâmetro médio foi determinado a partir da média de 20 microesferas modificadas 

utilizando-se medidas dos eixos vertical e horizontal.



79

4.3.12. Determinação da quantidade máxima de rifampicina impregnada 

em microesferas de quitosana modificada em função do tempo

Foi estudada a quantidade máxima de rifampicina impregnada em 6, 12, 18, 

24, 30 e 36 iioras. Seis amostras de 5,0 g de microesferas de quitosana modificada 

foram colocadas em 100 mL de solução aquosa de rifampicina de concentração 1 

mol/L em pH 6,8 e durante os períodos mencionados sendo, posteriormente, 

filtradas e secas a vácuo. Essa experiência foi repetida por mais duas vezes.

Para cada tempo de impregnação, dez amostras (50,0 mg cada) de 

microesferas de QTS modificada contendo rifampicina foram colocadas em tubo de

ensaio com 5,0 mL de água Milli-Q em banho termostatizado a 37°C. Ápós uma hora
i

de contato no meio aquoso as microesferas foram trituradas com auxílio de bastão 

de vidro. Posteriormente, o conteúdos de cada tubo foi centrifugado e o 

sobrenadante retirado para determinar a quantidade de rifampicina liberada em meio 

aquoso. Este procedimento foi repetido várias vezes com as amostras trituradas até 

a extração total da rifampicina das microesferas. Isto foi comprovado quando o 

sobrenadante testado não apresentou absorção no comprimento de onda máximo 

de 476 nm no espectrofotõmetro UV-Vis, marca Hitachi - modelo U3000.
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4.3.13. Estudos de liberação in vitro e estudos cinéticos da rifampicina 

impregnada nas microesferas de quitosana modificada em 

soluções tampões similares aos do TGI e nos fluidos 

gastrointestinais artificiais

4.3.13.1. Estudo de liberação in vitro da rifampicina impregnada nas 

microesferas de quitosana modificada em soluções tampões 

similares aos do TGI e nos fluidos gastrointestinais

Amostras (40,0 mg) de microesferas de QTS modificada contendo a 

rifampicina foram suspensas em 10,0 mL de soluções tampões e mantidas sob 

agitação em banho termostatizado, a 37°C, simulando as condições do trato 

gastrointestinal^^“ .

' A determinação da quantidade de rifampicina liberada das microesferas foi 

realizada retirando uma alíquota de solução tampão de pH 1,2 de 30 em 30 minutos 

até duas horas para simular as condições de tempo de trânsito estomacal. As 

alíquotas foram retiradas na solução tampão de pH 6,8 de 2 até 6 horas para simular 

as condições de trânsito intestinal e de 6 até 12 horas na solução tampão de pH 7,4 

para simular o trânsito cecal. A quantidade de rifampicina liberada foi monitorada 

pela leitura das absorvâncias das alíquotas no espectrofotõmetro UV-Vis, marca 

Hitachi - modelo U3000 em Xmax 476nm.

A mesma experiência foi repetida usando, o suco gástrico de pH 1,2; o fluido 

intestinal de pH 6,8 e o fluido cecal de pH 7,4.
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4.3.13.2. Estudos cinéticos da liberação in vitro da rifampicina impregnada nas 

microesferas de quitosana modificada no fluido intestinal e na 

solução tampão de pH 6 ,8

Amostras (40,0 mg) de microesferas de QTS modificada contendo a 

rifampicina foram suspensas em 10,0 mL de solução tampão de pH 6,8 e mantidas 

sob agitação em baniio termostatizado a 37°C durante 12 lioras. A  cada liora, uma 

alíquota é retirada do fluido e sua absorvância lida no espectrofotômetro UV-Vis, 

marca Hitachi - modelo U3000 em Xmax 476nm para monitorar a quantidade de 

rifampicina liberada durante as doze horas.

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

4.3.14. Análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC)

Foram feitas DSC das amostras de rifampicina, de microesferas de quitosana 

modificada, de microesferas de quitosana modificada contendo rifampicina e da 

mistura física da rifampicina com a microesfera de quitosana modificada na 

proporção de 40%.

Uma amostra de 5,0 g foi colocada dentro de uma panela de alumínio 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 biodisponlbilidade 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 contendo rifampicina nas 

quantidades de 100, 200, 400, 600 e 800mg.

Após 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 soro foi separado através de uma pipeta Pasteur e 

feita a leitura da concentração sérica de rifampicina, usando o espectrofotõmetro 

UV-Vis, marca Hitachi em ?̂ max 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. Após 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 concentração sérica de rifampicina por 

espectrofotometria.
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4.3.15.3. Ensaio do trânsito 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 após 1/2, 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 , 9, 10, 12 e 14 horas foi 

sacrificado e sucessivamente retirados e analisados o estômago e o intestino, para 

localização das microesferas no TGI.

4.3.16. Microscopia eletrônica de varredura das microesferas de quitosana 

modificada contendo a rifampicina, após o trânsito no TGI

As microesferas de quitosana modificada contendo a rifampicina e as que 

foram submetidas ao trânsito gastrointestinal foram caracterizadas morfologicamente 

por microscopia de varredura. As amostras foram colocadas em estabes, recobertas 

de ouro e micrografadas num microscópio eletrônico de varredura (Philips -modelo 

XL30).



5. Resultados e discussão

5.1. Caracterização da amostra de quitosana

A amostra de quitosana purificada foi pulverizada e caracterizada por 

espectroscopia no infravermelho, ressonância magnética nuclear e grau de 

desacetilação.

5.1.1. Grau de desacetilação da quitosana (%GD)

A Figura 10 representa o protótipo da curva de titulação condutométrica da 

solução de quitosana acidificada com HCI em excesso e conduzida com NaOH. A 

condutância depende dos íons presentes na solução, assim os ions HsO'' e OH' 

presentes vão contribuir na condutância.

A titulação condutométrica foi monitorada pela mudança da condutância 

desses íons em função do volume de titulante adicionado. A  curva obtida aprese'ntou 

dois pontos de inflexão onde o primeiro representa o ponto de equivalência do 

excesso de ácido forte e o segundo a forma ácida do polímero. A diferença entre os 

dois pontos de equivalência correspondeu ao volume utilizado para neutralizar os 

grupos amino^^. As reações envolvidas nessa titulação foram;

+

NH
.O'

+ 2HCI

/ I

\

ÇH2OH

~ 9

NH3

+ HCI +cr (18)
^  Excesso^

n



z

HCI + NaOH 

^excesso^

CH2 0 H\+

NaCI + H2O

85

(19)

NH3 In

+ NaOH /
CH2OH

\ NH2

'  + H2O + Na^ (2 0 )

O grau médio de desacetilação (% GD) é calculado conforme a equação: 

M  X ( F ,  -  F , )  X 161
% GD =

W
X 100 (21)

Onde M é a molaridade da solução de NaOH; V i e V2 são os volumes de 

NaOH empregados para neutralizar o excesso de ácido clorídrico e a quitosana 

protonada; 161 é a massa molar da unidade monomérica do polímero quitosana e 

W é a massa de amostra tomada para titulação.

Volume de base titulante (mL)

Figura 10. Gráfico de representação da condutância em função do volume da 

base titulante
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Os resultados obtidos da titulação Gondutométrica da quitosana purificada e 

após reticulação das microesferas são apresentados na tabela 2. Os valores de

% GD correspondem à média de três determinações.

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

QTS Forma %GD mmol NHz/g QTS

Pulverizada Sem reticulação 85,6 5,32

Míorcesfera reticulada 50,2 3,12

Na tabela 2 observem-se que a QTS na forma de microesferas apresenta um 

grau de reticulação de 50,2% restando, ainda 35,4% de grupos amino livres para 

posterior reação de copolimerização de enxerto com o poli(ácido acrílico).

5.1.2. Espectroscopia de ressonância nuclear de carbono-13 (RMN

Na Figura 11, foi observado no espectro um deslocamento químico do 

carbono anomérico Ci em 98 ppm e está bem afastado dos outros sinais. Os dois 

sinais próximos de 77 ppm estão relacionados ao C4. O deslocamento na faixa de 70 

ppm está relacionado aos carbonos C3 e C5. 0  sinal de 60 ppm é característico do 

carbono do álcool primário e os sinais ao redor de 56 ppm são atribuídos ao carbono 

C2.

Os sinais com deslocamento em torno de 178 ppm e 20 ppm 

respectivamente, estão relacionados ao carbono do grupo 0 = 0  e ao do grupo CH3 

comprovando que a quitosana não é totalmente desacetilada'*^'^®.
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Figura 11. Espectro de ressonância magnética nuclear de carbono-13 da QTS 

em D2O e ácido acético glacial

5.1.3. Espectroscopia no infravermelho (IV) da quitosana

Na Figura 12, foi observado a presença das bandas na região de 3400 cm‘  ̂

que corresponde ao estiramento de iiidroxilas (OH) e da água; e em 2900 cm"’' 

atribuída ao estiramento C-H. As bandas 1655 cm '”' e 1590 cm’’' correspondem, 

respectivamente, às vibrações de estiramento C = 0  da amida e às de deformação 

N-H da amina primária. A banda de 1379 cm’'' é atribuída ao C-H do grupo CH3 

referente ao grupo acetamida presente, indicando que a quitosana não é 

totalmente desacetilada. A  banda presente em 1082 cm'^ é a vibração de 

estiramento de C -0  do álcool primário“*̂
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n° de onda (cm’’ )

Figura 12. Espectro de infravermelho da QTS em KBr

5.2. Redução dos grupos imino das microesferas de QTS 

reticuladas

Os grupos imino das bases de Schiff obtidos por reação das aminas 

primárias e secundárias, reagem com o cianoboroidreto de sódio em temperatura 

ambiente e se reduzem à aminas secundárias. A  transfonnação das microesferas de 

QTS na forma reticuladas com glutaraldeído, seguida da redução dos grupos imino, 

foi necessária para inibir a solubilização do copolimero em soluções ácidas com pH 

< 1,5; para melhorar sua resistência à degradação química e biológica 

(Figura 13).

149
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Figura 13. Reação de redução dos grupos imino das microesferas de QTS 

enxertada

Os espectros de Infravermelho da microesfera de QTS reticulada e a obtida 

após a redução não foram realizados isoladamente. Contudo, foram analisados os 

espectros de infravermelho das amostras de QTS enxertada, onde são observados
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O S grupos funcionais correspondentes às modificações de formação da base de 

Schiff e da redução.

5.3. Grau de enxertia das microesferas de quitosana reticuladas e 

reduzidas (IVlicroesferas de QTS modificada)

Os copolímeros de enxerto consistem de uma cadeia principal de 

homopolimero de -A-A-A-A-A-A-A-A-A-A- com ramificações de um outro 

homopolímero do tipo -B-B-B-B-B-B-B-B, formando a estrutura abaixo;

B
1
B

A-A-A-/^-A-A-A-A-A-A-/^-A-A- 

B ^

A copolimerização de enxerto requer a formação de centros reativos sobre a 

molécula polimérica na presença de um monõmero que seja ionizável‘*®'''‘*®'^^\ O 

processo neste trabalho foi via radical livre.

A reação de copolimerização de enxerto do ácido acrílico com o íon Ce' '̂" nas 

microesferas de QTS reticulada foi realizada em 3 horas, sob atmosfera de 

nitrogênio à temperatura ambiente. Foi observado um aumento na massa de
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microesferas enxertadas com o poli(ácido acrílico), o que permitiu a determinação do 

grau de enxertia usando a equação (9).

A  Tabela 3 apresenta os graus de enxertia com diferentes massas de 

microesferas de quitosana. Os valores encontrados referem-se a média de cinco 

determinações para cada grau de enxertia determinado. O valor médio encontrado 

foi de 54,6 ±2 ,0% .

As porcentagens de grau de enxertia não são significativamente diferentes para 

as distintas massas de microesferas de QTS. Isto pode ser atribuído ao fato de que 

o aumento de massa das microesferas de QTS, após a enxertia, é independente da 

massa das microesferas de QTS modificada empregada na experiência, mas é 

proporcional ao número de sítios reativos presentes. A  explicação provável deve-se 

ao fato de que a QTS reticulada e reduzida pode ser enxertada com o ácido 

poli(ácido acrílico) no grupo amino livre, nos álcoois primários e nos 1,2 glicóis. 

Essas observações 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 polimerização do estireno por via 

radical livre, demonstrando que os álcoois primários e 1,2 glicóis são mais efetivos.

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

Quitosana Grau de enxerto

(mg) (%)

99,3 54,9 ± 1,2

308,7 54,3 ± 1,1

313,0 54,5 ± 1,1
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5.4. Caracterização 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 espectro (b), foi observado a presença de uma banda em 1731 cm'^ 

correspondente à vibração de estiramento C = 0  do grupo carboxílico ausente no 

espectro da quitosana, confirmando a enxertia do poli(ácido acrílico) sobre a 

quitosana. Também no mesmo espectro uma banda de intensidade forte de 1390 

cm'^ relativa ao estiramento C-N de amina secundária ausente no espectro (a) da 

quitosana, confirmando a redução do grupo imino da base de Schiff, e uma outra 

banda de 1543 cm‘ \  ausente no espectro (a) da quitosana, é atribuída ao 

estiramento da ligação C=N, o qual corresponderia a alguns grupos imino não 

reduzidos^'’'*«'^^^
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Figura14. Espectros de infravermelho da QTS (a) e da QTS modificada (b)

5.4.2. Porosimetria de mercúrio das microesferas de QTS modificada

A análise de volume acumulado por grama de microesferas em função da 

distribuição do tamanho dos poros revelou que o tamanho médio dos poros varia 

entre 40 e 50 (Figura 15). A  existência de poros poderia facilitar a liberação

dos fármacos impregnados ou encapsulados à medida que as microesferas estão 

transitando nos compartimentos do TGI com diferentes valores de pH.
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D iâm etro dos poros (A°)

Figura 15. Distribuição do tamanho dos poros da microesferas da QTS 

modificada

5.4.2. Análise termogravimétrica (TGA) das microesferas modificadas, 

da quitosana e do po!i(ácido acrílico)
/

As análises termogravimétricas feitas com a QTS, PAA e as microesferas de 

quitosana modificada revelaram a perda de água e de massa (Figuras 16, 17, 18 e 

19).

Para a análise 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 á formação de carvão. A  perda de massa até 

190 °C refere-se à evaporação de água de hidratação.

O TGA do poli(ácido acrílico) - PAA apresenta dois picos: o primeiro 

corresponde a uma perda de massa de 4,9%, referindo-se á perda de água por
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evaporação, e o segundo pico é atribuído à perda da massa do PAA. A perda total 

de massa foi de 84,6% (Figura 17).

A análise do TGA das microesferas de QTS modificada mostrou 3 picos: o 

primeiro corresponde a perda de massa por evaporação da água, em 12,58%; os 

outros dois picos correspondem à perda de massa no intervalo de temperatura 

166,53 °C até 800 °C, em 59,86% (Figura 18).

As análises termogravimétricas da QTS, do poli(ácido acrílico) e das 

microesferas de QTS modificada mostrada na Figura 19 indicaram que a 

estabilidade térmica da microesfera de QTS modificada é diminuída pela presença 

das cadeias laterais ramificadas resultantes da enxertia do poli(ácido acrílico) na 

QTS reticulada e reduzida^^'*.

OrTGA TGA

Temperatura ( C)

Figura 16. TGA e DrTGA da QTS
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Figura 17. TGA e DrTGA do poli(ácido acrílico)
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Figura 18. TGA e DrTGA das microesferas de QTS modificada
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Figura 19. Análises termogravimétricas (TGA) da QTS, do poli(ácido acrílico) 

(PAA) e das microesferas de QTS modificada (QTSM)

5.5. Análise do grau de intumescimento das microesferas de 

quitosana modificadas em função dos pH similares aos do 

TGI

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

equação;

\/f -  M
(22)

M,

onde Mi representa a massa seca das microesferas de QTS modificada após 

desidratação em temperatura ambiente até massa constante, M2 a massa de 

microesferas de QTS modificada obtida pela retirada de água com lenço de papel 

após sua passagem na solução de pH similar ao do TGI.
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O equilíbrio e o grau médio de intumescimento são parâmetros relacionados 

ao mecanismo e às cinéticas de liberação dos hidrogéis (Tabela 4). Com relação ao 

presente estudo, as microesferas de QTS modificada são formadas por matrizes 

poliméricas que se comportaram como hidrogéis polieletrólitos intumescendo-se 

instantaneamente nas três soluções tampões similares aos do

Como pode ser observado na Figura 20, houve um aumento gradual do grau 

de intumescimento em função do pH e do tempo de contato podendo ser verificado 

que em pH 1,2 as microesferas intumescem muito pouco, em pH 6,8 há 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 está de acordo com a 

presença dos grupos amino parcialmente desprotonados da QTS e dos grupos 

carboxilatos totalmente desprotonados do poli(ácido acrílico), enquanto que em pH

9,0 ambos os grupos estão desprotonados Esse intumescimento é acompanhado 

com a variação das dimensões das microesferas, o que influenciaria na retração ou 

no afrouxamento das moléculas, assim, controlando o comportamento de liberação 

dos fármacos 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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Tempo (h)

Figura 20. Grau de intumescimento das microesferas de QTS modificada em 

função do tempo e dos diferentes valores de pH

5.6. Determinação 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 máximo em 24 horas e depois permanecendo constantes. Alguns 

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

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

impregnação com a eficiência de 95%.
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Tabela 5. Quantidade de eosina impregnada nas microesferas de QTS 

modificada em função do tempo

Tempo (horas) Eosina ( mg impregnada/g de
microesferas de QTS

_____ _____ modificada) ___
6  ' .................................. .. '

12 299 + 1
18 401 + 2
24 601 ± 2
30 603 ± 2
36 603 ± 2

5.7. Estudos de liberação ín vitro e cinéticos da eosina impregnada 

nas microesferas de QTS modificada nos tampões similares 

aos do TGI.

5.7.1. Estudos de liberação in vitro da eosina impregnada nas 

microesferas de QTS modificada nos tampões similares aos do 

TGI

A Figura 21 mostra que em pH 1,2, o qual simula a região estomacal, não 

ocorreu a liberação da eosina, durante o intervalo de tempo de 0 até 2 horas. 

Enquanto que em pH 6 ,8 , simulando a região 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 região cecal, de 6 até 12 horas, a liberação foi 

de 99,1%.

Para valores elevados de pHs a quitosana possui uma baixa densidade de 

carga, ao contrário do poli(ácido acrílico). O pKa da quitosana que corresponde à 

cadeia principal do copolimero quitosana/poli(ácido acrílico) é aumentado pela 

presença do poliânion poliacrilato (cadeias ramificadas enxertadas), sugerindo que o
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grupo carboxilato induza a ionização do grupo amino da quitosana^^®. O copolimero 

estudado pode ser comparado a um protenóide polipeptídico, tendo um grande 

número de grupos carboxílicos na sua cadeia^°. Assim, um protenóide pode ser 

carregado tanto positivamente como negativamente, dependendo do pH do meio, 

visto que os grupos amino são protonados (-NHa"') em meio ácido, enquanto que os 

grupos carboxílicos são ionizados(- COO') em meio alcalino.

Os dados de liberação da eosina impregnadas nas microesferas, durante as 2 

horas no fluido gástrico, confirmam que, apesar da pequena permeabilidade das 

microesferas de quitosana neste meio, não ocorreu nenhuma liberação do corante, 

possivelmente devido à pouca solubilidade da eosina que está protonada neste 

meio, e também pelo fato do poli(ácido acrílico) não ser ionizado em pH 1

É esperado 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(ácido acrílico) estaria praticamente 

ionizado, afetando as propriedades de intumescimento e da liberação da eosina 

pelas microesferas.

No entanto, em pH 9,0, todos os grupos carboxílicos apresentam-se ionizados 

e os grupos amino completamente desprotonados. A grande liberação da eosina 

neste meio, depende, além da sensibilidade do copolimero ao pH, das 

características 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 atribuído á diferença nas pressões osmóticas exercida pela 

presença da eosina ionizada na microesfera e na solução tampão^®°.
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Tempo (horas)

Figura 21. Curvas de liberação da eosina impregnada nas microesferas de QTS 

modificada

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

microesferas de QTS modificada

A Figura 22 ilustra a curva cinética de liberação de eosina na solução 

tampão de pH 6 ,8 , possível de ser obtida após a análise dos dados apresentados na 

Figura 21.

Na Figura 21, o perfil da curva de liberação de eosina, impregnada nas 

microesferas de quitosana modificada em função do tempo de contato com as 

soluções de pH 1,2; 6,8 e 9,0, mostrou ser exponencial, sugerindo que a cinética de 

liberação de eosina se comportaria de acordo com a equação (14) de RITGER E 

PEPPAS^'*^
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A equação (14) permite especular se o mecanismo de liberação é de Fick ou 

não, para as microesferas de QTS modificada.

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

ln(Mt/Moo) = n ln(t) + ln(K) (23)

Onde n é calculado a partir da inclinação e K da interseção da reta ln(Mt/Mco) 

versus ln(t).

A cinética de liberação de eosina pelas microesferas de QTS modificada, 

ilustrada na Figura 22, mostra um aumento gradativo da taxa de liberação. Na 

solução tampão de pH 6 ,8 ; os grupos amino da QTS estão protonados, enquanto 

que os grupos carboxílicos do poli(ácido acrílico) estão ionizados. Esses grupos 

amino protonados reagem com a água de hidratação da solução tampão para 

aumentar a quantidade de água na composição do copolimero. O excesso de água 

afeta a estrutura molecular do copolimero afrouxando as moléculas e por 

conseqüência aumenta o grau de intumescimento das microesferas, permitindo a 

liberação^'^'^^®''®2.

As microesferas de QTS contendo a eosina apresentaram 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 liberação 

dos fármacos pelas microesferas de QTS modificada não obedece ao mecanismo 

difusional de Fick, mas a sobreposição de dois mecanismos de liberação 

aparentemente independentes : a difusão, chamada de difusão Fickiana, e o 

intumescimento. Por esta razão, podemos concluir que a cinética de liberação para 

as microesferas de QTS modificada é de ordem zero.

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

polímeros, decorrente da penetração da água no sistema formado, é o que controla 

a taxa de liberação do fármaco. A água atua como plastificante diminuindo a
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temperatura de transição vítrea (Tg) do polímero. Uma vez que a Tg esteja igualada à 

temperatura ambiente, as cadeias dos polímeros adquirem maior mobilidade e 

aumentam o volume do sistema (expansão do volume do sistema)

As microesferas QTS modificada são formadas pelos polímeros 

tridimensionais reticulados e reduzidos que, por sua vez, são enxertados pelo 

polímero solúvel em água. De acordo com a composição do sistema polimérico 

formado, em pH 6,8 a liberação dos fármacos não está sujeita a um equilíbrio de 

dissolução, mas a um processo de afrouxamento molecular além da difusão, o que 

confirma que as microesferas de QTS modificada atuariam possivelmente por 

sobreposição de dois mecanismos independentes (difusão Fickiana e 

intumescimento)^'^’' ’’'®̂ '’'®̂ .

o
o

4.2 -  

4,0 -  

3,8 -

X  3,6 -
-

Í 3 . 4 -
c

3.2 -  

3 ,0 -

R^= 0,995
Desvio padrão (Dp) = 0,04 
Coeficiente linear (B) = 2,6 
Coeficiente angular (A) = 0,6

— I— I— I— .— I— I— I— .— I— 1— I— 1— I— I— I— 1— I— .— I— 1— r -

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 2 2 . Curva cinética de liberação de eosina impregnada nas microesferas 

de QTS modificada em função do tempo em solução tampão de 

pH 6,8
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5.8. Micrografía eletrônica de varredura (MEV) das microesferas de 

quitosana modificada contendo a eosina ^

As Figuras 23 (ai) e (32) ilustram as fotomicrografias por microscopia eletrônica 

de varredura mostrando as morfologias da microesfera de quitosana modificada sem 

eosina e de microesfera de quitosana modificada contendo a eosina, 

respectivamente.

O diâmetro médio de 1,52 ± 0,20 mm foi determinado a partir da média de 20 

microesferas, utilizando-se as medidas dos diâmetros nos eixos vertical e horizontal 

de cada microesfera.

Durante o processo de impregnação com a eosina, as superfícies das 

microesferas de quitosana modificada se apresentaram com aspecto áspero e seus 

diâmetros aumentaram quase três vezes em relação ao diâmetro inicial, sem que 

houvesse ruptura das microesferas.

As Figura 24 (bi) e (02) ilustram as seções transversais da microesfera de 

quitosana modificada sem eosina e da microesfera de quitosana modificada 

contendo a eosina.

A morfologia da microesfera sem eosina na seção transversal apresenta-se 

na forma de escamas e compactada, enquanto que na microesfera impregnada com 

eosina a morfologia é alterada para uma forma de grânulos poligonais. Essa 

diferença na morfologia pode ser atribuída à grande solubilidade da eosina na matriz 

polimérica. Também, a impregnação da eosina nas microesferas de quitosana 

modificada foi confirmada visualmente pela cor avermelhada, característica do 

corante eosina, na superfície e no interior (seção transversal) das mesmas.
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Figura 22. IVlicroscopia eletrônica de varredura (MEV): (ai) e (a2) da morfologia 
da microesfera de QTS modificada sem eosina e com eosina, 
respectivamente.

---- ...... . ....
Acc.V SpotMagn Det WD F-------- 1 lOiim
-aO.OkVS.O 3E 11.6 Capsula òeOTS sem 908ina

Figura 23. Microscopia eletrônica de varredura (IVIEV): (bi) e (b2) seção 

transversal da microesfera de QTS modificada sem eosina e com 

eosina, respectivamente.
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5.9. Estudos de liberação in vitro e cinético de rifampicina, 

impregnada nas microesferas de QTS modificada, nas 

soluções tampões similares aos do TGI, em suco gástrico e 

nos fluidos intestinal e cecal artificiais

5.9.1. Estudo de liberação in vitro de rifampicina, impregnada nas 

microesferas de QTS modificada, nas soluções tampões similares 

ao do TGI, em suco gástrico e nos fluidos intestinal e cecal 

artificiais

Os estudos de liberação de rifampicina nas soluções tampões similares aos 

do TGI, no suco gástrico 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 conteúdos do TGI. Registre-se que o suco gástrico e os 

fluidos intestinal e cecal artificiais empregados apresentam as mesmas composições 

biológicas e bioquímicas que as dos fluidos do T G ^“*̂ .

A Figura 25 ilustra as liberações de rifampicina nas soluções tampões 

similares aos do TGI (pH 1,2; 6 ,8; 7,4) e no suco gástrico e nos fluidos intestinal e 

cecal artificiais.

Nas soluções tampões similares aos do TGI; em pH 1,2 não há liberação de 

rifampicina de 0 até 2 horas; em pH 6,8 de 2 até 6 horas foi constatada uma 

liberação de 25% e em pH 7,4 de 6 a 12 horas a liberação foi de 47%. Resultados 

similares também foram descritos na literatura^^^.

Com respeito ao suco gástrico e aos fluidos intestinal e cecal , observou-se 

uma pequena liberação de rifampicina no suco gástrico 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 liberação 

se estendeu de 6 até 12 horas e representou de 41,2%, o que está de acordo com 

os dados da literatura^^®’ ''®̂ .

A  pequena quantidade de rifampicina liberada no suco gástrico pode ser 

devida à solubilização da rifampicina, que ficou na superfície da microesfera de QTS 

modificada durante o processo de impregnação. Já na solução tampão 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 pKa da QTS, em que todos os grupos amino 

estariam protonados e todos os grupos carboxílicos do poli(ácido acrílico) estariam 

ionizados. Essa propriedade de intumescimento favorece a liberação de rifampicina 

impregnada nas microesferas. Registre-se que a pequena liberação nesse meio é 

devido a pouca solubilidade da rifampicina no pH 7,4 (quase neutro). Isto foi descrito 

também para outros fármacos^°’^®̂ ^®°.

Tempo (horas)

Figura 24. Curvas de liberação de rifampicina impregnada nas microesferas de 

QTS modificada nas soluções tampões similares aos do TGI (•), no 

suco gástrico e nos fluidos intestinal e cecal artificiais (oc).
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Os perfis dos gráficos de liberações (nas soluções tampões e no suco 

gástrico e nos fluidos intestinal e cecal artificiais) de rifampicina impregnada nas 

microesferas de QTS modificada apresentam-se na forma de uma função 

exponencial.

5.9.2. Estudo cinético de liberação in vitro de rifampicina, impregnada nas 

microesferas de QTS modificada, na solução tampão de pH 6 ,8  e no 

fluido intestinal artificial

Os valores de "n" determinados são, respectivamente, de 0,79 para a 

liberação de rifampicina no fluido intestinal e de 0,81 para a liberação de rifampicina 

na solução tampão de pH 6,8 (Tabela 6 e Figura 26). Esses valores são superiores a

0,5. Isto indica que a liberação de rifampicina impregnada nas microesferas de QTS 

modificada no fluido intestinal como na solução tampão de pH 6,8 não obedeceria ao 

mecanismo difusional de Fick^®'’"''®̂ .

Nesses meios, a liberação da rifampicina não é sujeita a um equilíbrio de 

dissolução, mas a um processo de afrouxamento molecular além da difusão. 

Todavia, as constantes cinéticas (n e k) de liberação de rifampicina para as 

microesferas de QTS modificada nas diferentes soluções (tampão e fluido intestinal) 

são iguais, confirmando, assim, os resultados obtidos para a eosina na solução 

tampão de pH 6 ,8 . As microesferas de QTS modificada atuariam possivelmente pela 

sobreposição de dois mecanismos independentes (difusão Fickiana e 

intumescimento) com as cinéticas de ordem
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Tabela 6 . As constantes de liberação de rifampicina para as microesferas de 

QTS modificada na solução tampão e no fluido intestinal

Solução n k

Solução tampão de pH 6,8 0,81 4,7

Fluido intestinal de pH 6,8 0,79 5,1

3.8 -
3,6 -
3.4 -
3.2 -

OO 3,0 -
X o 2.8 -

2.6 -
c 2.4 -

2,2 -
2,0 -
1.8 -

Solução  de pH 6,8 
R = 0 ,996
Coe fic ien te  l inear (B) = 2,18  
coe fic ien te  angu la r (A) = 0,8 
Desvio padrão (D^) = 0,05

F lu ido in tes t ina l de pH 6,8  
R^= 0,995
Coe fic ien te  l inea r (B) = 1,9 
coe f ic ien te  angu la r  (A) = 0,7 
Desv io  padrão  (Dp) = 0,05

—I— —̂ I— '— I— '— I— '— I— '— I— '— I— '— I— '— I— '— I— '— {—
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 liberação de rifampicina impregnada nas 

microesferas de QTS modificada na solução de pH 6 ,8  (•) e no 

fluido intestinal artificial (ex:)

5.10. Análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC)

A análise da solubilidade e do estado físico foi feita a partir das curvas de 

calorimetria diferencial para entender o comportamento do fármaco com a matriz 

polimérica na qual ele foi impregnado ou encapsulado.



1 1 1

Na Figura 27, observa-se o pico exotérmico, (a), do ponto de fusão da 

rifampicina em 260 °C. O mesmo pico apareceu bem marcado no termograma da 

mistura física, (b), embora a proporção fármaco-polímero seja baixa (4:10) e mude 

pouco nas temperatura acima de zero grau^®\

Todavia, um pico do ponto de fusão exotérmico de tamanho médio 

existente no termograma, (c), mostra a existência isolada de rifampicina na matriz 

polimérica, indicando que durante o processo de impregnação a rifampicina não se 

dissolveu na matriz polimérica. Todavia, tal impregnação se realizou como se fosse 

um processo de mistura física, durante o qual o fármaco foi armazenado nas 

microesferas por intermédio dos poros'''^®’"'®̂ .

T e m p e r a t i r e

Figura 27. Termograma do DSC de (a) pó de rifampicina, (b) mistura física de 
pós de rifampicina e microesferas de QTS modificada (proporção 
fármaco-polímero 4:10), (c) microesferas de QTS modificada 
contendo rifampicina e (d) microesferas de QTS modificada.



1 1 2

5.11. Estudo de liberação in vivo de rifampicina impregnada nas 

microesferas de QTS modificada

5.11.1. Estudo dose/dependente

Geralmente, quando um comprimido convencional de rifampicina de 600mg 

de dose diária é administrado, oralmente, a um homem de 70 kg, obtem-se, após 2 

horas, uma concentração plasmática em torno de 12 jj.g/mL. Para a rifampicina 

poder atuar sobre o microorganismo causador da tuberculose {Mycobacterium  

tuberculosis) deve ter uma concentração plasmática terapêutica mínima de 7 a 9 

lag/mL. Contudo, quando um comprimido convencional de rifampicina, de doses 

maiores que 600 mg, é administrado, oralmente, seus níveis na veia portal 

ultrapassam o limiar da saturação hepática, tendo como resultado a 

biodisponlbilidade sistêmica crescente. A alteração na taxa de absorção por 

alimentos causa uma crítica redução terapêutica na biodisponlbilidade da 

rifampicina^^-^2’ ®̂®-̂ ®̂

A curva obtida da literatura (Figura 28) mostra que, após a administração 

oral de um comprimido de 600 mg de rifampicina a humanos, observa-se um pico 

em 2 horas, que atinge uma concentração sangüínea de rifampicina de 20 ng/mL e 

decresce rapidamente até 4 jag/mL em 10 horas^®®.

No ensaio dose/dependente desenvolvido neste estudo, percebeu-se que 

para atingir a concentração sérica efetiva mínima de rifampicina no tempo de 1 2  

horas, foi necessário usar as microesferas de QTS modificada contendo 400 mg de 

rifampicina. (Tabela 7).
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Figura 28. Curva teórica de concentração sérica de rifampicina após 

administração 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 absorção intestinal. Desta forma, a liberação 

progressiva de rifampicina pelas microesferas de QTS modificada, provavelmente, 

deve-se ao intumescimento progressivo das microesferas, fazendo com que a taxa 

de absorção desse fármaco seja razoavelmente controlada, mantendo, assim, o 

nível da concentração sérica dentro da faixa terapêutica mesmo com a dose 

máxima.

As microesferas de QTS, contendo 600 e 800 mg de rifampicina também 

levaram a concentrações séricas superiores à concentração mínima necessária para 

inibir a ação do agente causador da tuberculose (Tabela 7)

Uma vez que a rifampicina é considerada hepatotóxica, pode-se supor que a 

ingestão de uma quantidade menor poderia causar um impacto tóxico menor. Por 

isso, para continuação 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. Concentrações séricas de rifampicina após a administração oral de 

microesferas de QTS modificada contendo rifampicina após 12 

horas

Dose de

rifampicina 100  mg 200 mg 400 mg 600 mg 800 mg

Concentração 

sérica (|ig/mL) 3,35±0,10 4,58±0,12 7,25±0,18 9,17±0,14 10,0110,13

5.11.2. Estudo tempo/dependente

Para qualquer forma farmacêutica, a taxa e a biodisponlbilidade do fármaco 

afetam o início, a duração e a intensidade da resposta farmacológica. Os fatores 

importantes na absorção da rifampicina no trato gastrointestinal são a forma 

cristalina, o tamanho das partículas, a relativa quantidade das substâncias inertes ou 

os agentes de desintegração e os processos de fabricação. Os alimentos e os 

excipientes como talco, caolim ou bentonita reduzem a absorção gastrointestinal da 

rifampicina^®®'^™. Além disto, os baixos níveis de rifampicina no soro são observados 

nos pacientes da tuberculose após um longo período de tratamento. A meia-vida 

biológica aumenta com a dose do fármaco, fazendo com que o metabolismo 

hepático se torne saturado e as cinéticas de eliminação decaiam da primeira a zero 

ordem”'^ \

Após administração oral de 600mg de rifampicina, percebeu-se que o nível de 

rifampicina sangüínea, logo após um curto período de tempo, aumente e em 2 horas 

atinja o máximo 20|ag/mL, decaindo rapidamente até atingir 4 jig/m L em 10 horas.
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Segundo a literatura a meia vida do fármaco na forma convencional de uso (isto é, 

em associações com outros fármacos) é de 6 horas^®®.

A curva obtida pela administração das microesferas de QTS modificada 

contendo 400mg de rifampicina ( Figura 29), mostra que houve aumento da 

concentração sérica de rifampicina até 12 horas. Em 8 horas, a concentração atingiu

7,1 |j.g/mL e em 12 horas; 9,08 |ig/mL. A concentração sangüínea de rifampicina 

não 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 1 2  horas.

A baixa concentração sérica de rifampicina nas primeiras 4 horas pode ser 

devida ao tempo que as microesferas de QTS modificada levaram para passar do

estômago ao intestino e para intumescer neste último, permitindo, assim, a liberação
' \

do fármaco e também a absorção da rifampicina.

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 rifampicina, apresentaram uma meia vida de 

12 horas em ratos. No caso do comprimido com essa meia vida curta, o paciente 

necessita, para manter as concentrações plasmáticas inibitórias tomar o comprimido 

de 600 mg de rifampicina a cada 1 2  horas.

Registre-se que as microesferas de QTS modificada de 400 mg de 

rifampicina, em que ocorreu a diminuição de 30% da dose diária, a meia vida é 

relativamente longa em relação ao do comprimido, o paciente poderia tomar essas 

microesferas a cada 24 horas, evitando alcançar elevadas concentrações 

sangüíneas de rifampicina num dado momento, prevenindo, assim, uma maior 

hepatotoxicidade.
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Figura 29. Curva de concentrações sérica de rifampicina em função do tempo 

obtida a partir de administração das microesferas de QTS modificada 

contendo 400 mg de rifampicina

Salienta-se, ainda, que BUINA e colaboradores^®® estudaram a diferença de 

biodisponlbilidade nos lotes de rifampicina encapsulados e nas formulações de 

rifampicina comercializadas, tendo como referência a rifadin, que apresenta uma 

baixa biodisponibilidade. Nos estudos empreendidos foram utilizadas 600 mg de 

rifampicina de diferentes formulações, sendo administradas aos seres humanos 

(voluntários) em jejum. Comprovou-se que os parâmetros farmacocinéticos de todas 

as cápsulas testadas, contendo a rifampicina, são praticamente idênticos, apesar de 

serem aplicadas em diferentes tempos e grupos de voluntários.
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Evidenciou-se, também, que a variação do tamanho das partículas dos 

excipientes, dos métodos experimentais de preparação ou cápsulas comercializadas 

pode produzir uma mudança na biodisponibilidade da rifampicina.

Um outro estudo de biodisponibilidade realizado com quatro voluntários, 

administrando-se, desta vez, 450 mg de rifampicina, mostrou que a absorção do 

fármaco é menor quando ingerido junto com os alimentos. Por essa razão, infere-se 

que a fraca variabilidade nos níveis séricos de rifampicina pode ser imputada a uma 

fraca absorção por alguns pacientes, fazendo com que a terapia se torne ineficaz, 

principalmente quando existem outros fatores indesejáveis, como o efeito dos 

alimentos e a pequena quantidade de fármaco^®®.

5.12. Microscopia eletrônica de varredura das microesferas de QTS 

modificada sem a rifampicina e as contendo a rifampicina

A impregnação de rifampicina em microesferas de QTS modificada foi 

confirmada pela coloração vermelha característica do fármaco, na superfície e no 

interior das mesmas.

A figura 30 (Ai), (Aa), (B i) e (B2) ilustra as fotomicrografias por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) mostrando as morfologias e as seções transversais 

das microesferas de QTS modificada sem e com a rifampicina.
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SE 10.0  seção trans. com rifampicina

Figura 30. Fotomicrografias A1 e B1 das morfologias, A2 e B2 das seções 

transversais de microesferas de QTS modificada sem ou com 

rifampicina

A seção transversal da microesfera de QTS modificada sem rifampicina 

apresenta uma morfologia compactada em forma de escamas, enquanto que, na 

seção transversal da microesfera com a rifampicina, a estrutura é compactada, 

uniforme e sem poros aparentes. Também se percebeu a ausência de escamas. 

Esta diferença na morfologia pode ser atribuída à pouca solubilidade da rifampicina 

na matriz polimérica confirmando, desta forma, a observação feita com a análise de 

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

de QTS modificada contendo a rifampicina

A Figura 31 ilustra a distribuição das microesferas de QTS modificada 

contendo a rifampicina ao longo do TGI durante 14 horas de estudo.

Após administração oral, as microesferas foram deixam o estômago em 2 

horas, se movendo para o intestino delgado, onde permaneceram de 2 a 6 horas, 

depois alcançaram o intestino grosso, no qual ficaram de 6 a 1 2  horas e finalmente 

foram excretadas.

Geralmente, o tempo do trânsito até a excreção total do corpo é de 14 horas. 

Este estudo confirma as investigações de MRSNY,^^^ que relatou que, de 6 a 12 

horas, as microesferas de QTS modificada após uma administração oral alcançaram 

o intestino grosso (Tabela. 8)

TOZAKI e colaboradores assim como, NARAYANI e RAO investigaram a 

morfologia das microesferas de QTS após o trânsito gastrintestinal e observaram 

que as microesferas foram degradadas por enzimas como as quitosanases 

produzidas pelas bactérias chamadas Bacteroides vulgatus existentes no conteúdo 

c e c a l . T a m b é m  explicaram que o possível mecanismo da degradação seria 

devido ao aumento de intumescimento e à diminuição da força de estiramento da 

matriz polimérica de QTS, causados pela presença das quitosanases na região 

colônica^°.

Na presente pesquisa, as microesferas de QTS modificada que fizeram este 

trajeto não foram praticamente degradadas e quase nem sofreram nenhuma erosão 

pelo suco gástrico e pelo conteúdo cecal (Figura 31).
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Tabela 8 . Distribuição das microesferas de QTS modificada contendo a 

rifampicina ao longo do TGI durante 14 horas de estudo 

Estômago (Est), Intestino grosso (l.g), Excreção (Exc), •  microesfera ingerida, 

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

Tempo

de

transito

(horas)
Est I.d(l) I.d(2)

Regiões do TGI

l.d(3) I.d(4) I.d(5) I.d(6) I.d(7) l.d(8) Cecum i-g Exc

1/2

•  • • •
•  • •  • • •

•  • • •  • • •  •
•  • • • • •  •

•  • •

10 •  • •

12 • • • • • •
• • • •
• • • •

A não degradação das microesferas de QTS modificada poderia ser atribuída 

ao fato de que as enzimas, como as quitosanases liberadas por Bacteroides 

vulgatus, que são geralmente as bactérias presentes na região colônica, não serem 

capazes de digerir a microesfera, por causa do processo de reticulação que sofreu a 

matriz polimérica de quitosana das microesferas. Além disso, os produtos de 

fermentação bacteriana acidificam o conteúdo colônico e baixam o pH no cólon 

fazendo com que a variação do pH neste ambiente afete a estabilidade da QTS e 

permita, assim, sua degradação^°'’'®°. Ressalta-se que, curiosamente, no presente
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trabalho as microesferas de QTS modificada não sofreram degradação com a 

mudança do pH no cólon (Figura 31).

Figura 31. Morfologia da microesfera após o trânsito no TGI dos animais de 

experiência



6. Conclusões

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos no 

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

• As modificações químicas nas microesferas, obtidas por inversão de fases, 

realizadas através da reticulação com glutaraldeído e redução com cianoboridreto de 

sódio, resultaram na formação de microesferas quimicamente resistentes a pH do 

meio;

• Os grupos carboxilatos do poli(ácido acrílico), introduzidos na cadeia 

polimérica da QTS reticulada através da reação de enxerto, permitiram a formação 

de microesferas adequadas para o revestimento entérico de sistemas de liberação 

oral de fármacos de baixo peso molecular;

• As microesferas de QTS modificada, impregnadas pela técnica de absorção 

por contato, apresentaram uma elevada retenção dos impregnantes eosina e 

rifampicina e também uma eficiente difusão 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 polieletrólitos 

nas soluções tampões de pH 1,2; 6 ,8 ; e 9,0 similares ao do TGI, sendo que a 

influência do intumescimento está relacionada com a presença dos grupos amino e 

carboxilatos presentes no copolimero enxertado;

• A eosina confirmou ser um excelente modelo para liberação de fármacos de 

baixo peso molecular para a matriz polimérica de QTS modificada;

• As análises termogravimétricas da QTS e das microesferas de QTS 

modificada revelaram que a estabilidade térmica das microesferas de QTS
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modificada é diminuída pela presença das cadeias laterais ramificadas resultantes 

da enxertia do poli(ácido acrílico) sobre a QTS reticulada e reduzida;

• Os estudos cinéticos de liberação 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 apresentarem n 0,5;

• As análises de MEV mostraram que as microesferas de QTS contendo a 

eosina ou a rifampicina apresentam uma estrutura diferente das microesferas de 

QTS modificada e comprovaram que as microesferas de QTS modificada, obtidas 

após o trânsito no TGI, resistiram á erosão e à degradação em pH ácido do 

estômago, à variação do pH do intestino delgado e do cólon durante 14 horas;

• A análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC) revelou que durante 

a impregnação o fármaco foi armazenado nas microesferas por intermédio dos poros 

como se fosse um processo de mistura física;

• Os estudos de liberação in vivo mostraram que as microesferas de QTS 

modificada, contendo 400 mg de rifampicina, representam a dose ótima para o 

tratamento da tuberculose, uma vez que a sua meia vida é 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 liberação controlada de fármacos de baixo peso 

molecular como a rifampicina, utilizados no tratamento de doenças infecciosas, 

como a tuberculose, e, de um modo mais amplo, para o desenvolvimento de novas 

formulações orais, que permitam a redução da toxicidade e o aumento da eficácia 

terapêutica de um grande número de fármacos usados no tratamento de várias 

doenças.
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