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RESUMO

Microparticula de quitosana complexada com ions metélicos [Fe(ll), Fe(lll),
Zn(ll)] foram preparadas e caracterizadas a fim de se obter sistemas
microparticulados para a adsor¢do de substancias. A técnica de preparo utilizada foi
a secagem por aspersao, através da qual se obteve microparticulas esféricas
colapsadas e com superficie rugosa. O tamanho de particula foi influenciado tanto
pela reacdo de reticulagcdo com glutaraldeido como pela presenca e tipo do metal
utilizado para a formacdo do complexo. A adsorcdo do ciprofloxacino pelas
microparticulas desenvolvidas foi estudada em meio aquoso, O estado de equilibrio
foi influenciado pelo tipo de metal presente na microparticula e pela concentracao
inicial de ciprofloxacino na solucdo. Com o intuito de descrever o mecanismo de
adsorcao, foram utilizados modelos matematicos de isotermas de Langmuir e
Freundlich, sendo que os dados apresentaram um melhor ajuste para a isoterma de
Freundlich. Através da analise de modelos de cinética de pesudo-primeira-ordem e
pseudo-segunda-ordem, verificou-se que os dados melhor se ajustaram ao modelo
de pseudo-segunda-ordem, indicando que o mecanismo de adsorcdo do
ciprofloxacino pelas microparticulas é através de quimissorcdo. A determinacdo da
capacidade de adsorcédo do ciprofloxacino, conduzido in vitro, demonstrou que as
microparticulas de quitosana-Fe(lll) e quitosana-Zn(ll) apresentam efetividade de
adsorcao. Com isso as microparticulas de quitosana-Fe(lll) foram encapsuladas por
uma matriz de pectina, sendo este utilizado para a adsorcdo de antimicrobianos
residuais presentes no colon. A estabilidade das esferas foi determinada em meios
digestivos simulados, onde se verificou uma estabilidade de 1 h e 5 h nos meios
gastricos e intestinal, respectivamente. Quando as esferas foram incubadas no meio
colénico, observou-se uma degradacdo dependente da concentracdo de pectina.
Com o intuito de evitar a adsor¢édo do ciprofloxacino no meio intestinal, as esferas
foram revestidas com Eudragit® RS. Estudos de adsorcdo em meio col6nico
simulado demonstrou que a capacidade de adsorcdo das microparticulas de
guitosana-Fe(lll) ndo é afeta pela encapsulacdo na matriz de pectina. O sistema
desenvolvido demonstra ser promissor para a extracao do ciprofloxacino presente no
meio coldnico simulado.

Palavras chave: microparticulas, quitosana-metal, adsorcdo, esferas de pectina,

ciprofloxacino.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A BIOPOLYMER-METALLIC ION MICROPARTICULATED
COMPLEX TO SUBSTANCE ADSORPTION

The aim of this work was to develop, characterize chitosan- metal ion [Fe(ll),
Fe(lll), Zn(l1)] microparticle, and evaluate the adsorption capacities of ciprofloxacin by
these complexes. The microparticles were prepared by a spray drying method. They
showed good sphericity and a roughness surface morphology. The particle size was
influenced by crosslinking reaction and by the kind of metal ion onto the
microparticle. A batch adsorption system was applied to study the adsorption of
ciprofloxacin from aqueous solution by chitosan-metal ion crosslinked microparticle.
The adsorption process was fast, and the equilibrium contact times were influenced
by the kind of metal ion onto microparticle. The Langmuir and Freundlich adsorption
models were used for mathematical description of the adsorption equilibrium, and it
was found that experimental data fitted well to Freundlich model. Adsorption models,
based on the assumption of the pseudo-first-order and pseudo-second-order
mechanism showed that the pseudo-second-order adsorption mechanism is
predominant, and the adsorption process appears to be controlled by the chemical
reaction. Chitosan-Fe(lll) and chitosan-Zn(ll) microparticle demonstrated the highest
adsorption of ciprofloxacin. Chitosan-Fe(lll) microparticle was encapsulated in a
pectin matrix. The system was used for the adsorption of colonic residual antibiotics
responsible by the emergence of resistance. The stability of the beads was carried
out on simulated digestive media. Beads incubated in simulated gastric and intestinal
medium were stable for 1 h and 5 h, respectively. When incubated in simulated
colonic medium, beads were then degraded by pectinases contained in the medium.
Coating with Eudragit® RS was needed to prevent the early adsorption of antibiotics
in intestinal medium. Adsorption studies in simulated colonic medium show that the
adsorption capacity of chitosan-Fe(lll) is not modified after encapsulation within

pectin beads making the elimination reaching the colon clinically feasible.

Key-words: microparticle, chitosan-metal, adsorption, Pectin beads, ciprofloxacin.
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Introducéo

ApoOs a descoberta dos antimicrobianos, como a penicilina na década de
1940, a sua utilizagdo na terapéutica ndo cessa de aumentar. Em fungcdo das
numerosas aplicagbes no tratamento de doencas infecciosas, 0 consumo de
antimicrobianos apresenta um acréscimo principalmente a partir dos anos 1980. A
exposicdo constante da populacdo aos antimicrobianos, geralmente associada a
uma utilizacdo abusiva, como também por prescricbes inadequadas, favoreceu o
aparecimento de microorganismos multiresistentes e a sua disseminagcdo no meio
ambiente. Desta forma, o alto consumo de antimicrobianos caracteriza um problema
maior de salde publica quando apresenta um risco de evolucao através da selecéo
de bactérias totalmente resistentes aos tratamentos por antimicrobianos (BARBOSA
e LEVY, 2000; ANDERSON et al., 2003). Para combater esta multiplicacdo e
disseminacdo de bactérias resistentes, diversas medidas sdo tomadas pelas
autoridades de saude visando diminuir o consumo de antimicrobianos e também
promover a sua correta utilizacdo (ANDREMONT, 2000; TREMOLIERES et al.,
2005). No entanto, em face da lentiddo da modificacdo de comportamento na

utilizacdo dos antimicrobianos, outras solucées devem ser vislumbradas.

Os efeitos adversos da antibioticoterapia ocorrem devido ao efeito deletério
gue os antimicrobianos residuais, ndo absorvidos ou excretados pela bile, exercem
sobre a flora colénica humana. Diversos estudos conduzidos sobre os B-lactamicos,
classe de antimicrobianos mais prescritos, mostraram que a presenca residual do
antimicrobiano no colon e seus efeitos nefastos sobre a flora eram inversamente
proporcionais a atividade das [(-lactamases sobre a flora colonica. Para minimizar
esta resisténcia bacteriana, estudos recentes realizados por Bourgeois e
colaboradores (2005; 2006; 2008) relatam o desenvolvimento de um sistema
galénico baseado na liberacdo de enzimas [(-lactamases capazes de degradar os
antimicrobianos no colon. Esse sistema apresentou eficacia frente a antimicrobianos
B-lactamicos. Entretanto, existem classes de antimicrobianos, como as quinolonas,
gue ndo sdo degradadas por enzimas até agora identificadas, logo o sistema néo

apresentaria eficacia na degradacéo destes antimicrobianos.

7

A quitosana é um biopolimero natural, que também pode ser obtido por
desacetilacdo da quitina, polissacarideo isolado da carapaca de crustaceos e

fungos. Dependendo do método de desacetilacdo utilizado, o polimero da quitosana
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Introducéo

pode apresentar entre 50 a 100 % de grupos amino livres (RODRIGUES et al., 1999;
RAVI KUMAR, 2000a). Uma caracteristica relevante da quitosana é a formacéo de
complexos estaveis com ions metalicos. Estes complexos séo formados através da
coordenacdo dos ions metélicos com o par de elétrons ndo compartilhados dos
grupos amino livres. Alguns destes metais sao fortemente retidos e, desta forma,
podem ser utilizados para modificar a estrutura polimérica (BURKE et al., 2002;
GUIBAL, 2004).

De acordo com pesquisas recentes (GUIBAL, 2004; VARMA et al., 2004,
ZHENG et al., 2006), sabe-se que a quitosana contendo ions Cu(ll) imobilizados
forma complexos estaveis com proteinas devido a presenca do nitrogénio em seus
residuos. Ja quando a quitosana coordena ions Fe(lll), o complexo formado pode
ser utilizado para a adsorcdo de compostos fendlicos e substancias fosforiladas
(RODRIGUES et al., 1998a; BURGER et al., 2001).

A utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada envolve um vasto campo de
estudos e varios pesquisadores tém investido na area da microencapsulacdo de
farmacos, estudando desde seus diferentes métodos de obtencdo, diferentes
matrizes constituintes e buscando desenvolver métodos de caracterizacéo eficiente
gue possibilitem a determinacdo da funcionalidade das microparticulas (RAVI
KUMAR, 2000b). A aplicacdo farmacéutica de microparticulas de quitosana para
sistemas de liberacdo controlada tem despertado o interesse de diferentes grupos
de pesquisa, pois além de propiciar a liberacdo controlada de varios farmacos e
melhorar a biodisponibilidade de substancias degradaveis, como proteinas, podem
ainda aumentar a absorcao de substancias hidrofilicas (HE et al., 1999; SINHA et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2005).

A pectina é um polissacarideo de ocorréncia natural encontrada na parede
celular de plantas, composto majoritariamente, por acido galacturénico e 0 seu éster
metilico. E resistente & acdo das enzimas presentes no estdmago e intestino
delgado sendo quase completamente degradada por enzimas pectinoliticas
produzidas pela microflora colénica (BOURGEIOS et al., 2006; FREIRE et al., 2006).
Deste modo formulacdes que apresentem a pectina como material de revestimento

constituem mecanismos passiveis de maximizar a especificidade na liberacdo
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colonica, assegurando uma protecdo eficaz durante o transito pelo trato
gastrintestinal.

Nesta perspectiva, o objetivo do trabalho é o desenvolvimento de um
complexo biopolimero-ion metalico matricial microparticulado, composto de
quitosana e ions metalicos, para a extracao de antimicrobianos residuais presentes
no célon, a fim de elimina-los localmente e reduzir seus efeitos secundarios. Para
garantir uma liberacao célon-especifica, as microparticulas de quitosana-metal serao

encapsuladas com a pectina.

E importante mencionar que ndo ha relatos na literatura sobre a preparacao
de microparticulas utilizando como matriz o polimero de quitosana-metal para a
adsorcao de substancias ativas até o momento, confirmando o ineditismo desta

proposta.
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A hipotese de trabalho baseia-se na possibilidade do desenvolvimento inédito
de microparticulas compostas de complexos de quitosana e ions metélicos para a
adsorcdo especifica e seletiva de farmacos. Desta forma, o trabalho tem como
objetivo geral o desenvolvimento de um complexo biopolimero-ion metélico matricial
microparticulado, composto de quitosana e ions metalicos, para a extracdo de
antimicrobianos residuais presentes no colon, a fim de elimina-los localmente e

reduzir seus efeitos adversos.
Os objetivos especificos foram:

e Preparar e caracterizar microparticulas de quitosana reticulada contendo
diferentes ions metalicos imobilizados [Fe(ll), Fe(lll) e Zn(ll)] utilizando o

método de secagem por aspersao;

e Caracterizar as microparticulas de quitosana-metal quanto ao grau de
desacetilacdo, quantificacdo dos ions metdalicos, morfologia, tamanho de

particula e distribuicdo granulométrica;

e Determinar in vitro a capacidade de adsorcdo do ciprofloxacino pelas

microparticulas desenvolvidas;

e Determinar, através de isotermas e cinética de adsor¢cdo, o mecanismo da

adsorcao in vitro do ciprofloxacino pelas microparticulas desenvolvidas;

e Verificar a especificidade de adsorcao do antimicrobiano ciprofloxacino frente

ao anti-inflamatério nimesulida;

e Preparar um sistema de liberacdo colénica contendo microparticulas de

guitosana-metal encapsuladas por uma matriz de pectina;

e Caracterizar as esferas de pectina-microparticulas adsorventes quanto ao
diametro, morfologia, intumescimento e estabilidade frente a meios digestivos

simulados;

e Avaliar in vitro, a adsor¢do do ciprofloxacino pelas microparticulas

adsorventes de quitosana-metal encapsuladas na matriz de pectina.
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1 Uso indiscriminado de antimicrobianos e resisténcia bacteriana

A introducdo de antimicrobianos na terapéutica no inicio dos anos 40 do,
caracterizada como o inicio da “era antibittica”, trouxe beneficios importantes sobre
0 estado de saude da populacdo com consideravel erradicacdo de doencas
infecciosas graves, assim como a diminuicdo de complicacdes infecciosas presentes
em determinadas patologias. Atualmente, os antimicrobianos séo utlizados na
terapéutica humana (54%) e veterinaria (34%). Na veterinaria além dos
antimicrobianos serem utilizados no tratamento de infec¢cdes bacterianos, eles sao
utilizados também como promotores de crescimento na criacdo de animais (12%)
(BARBOSA e LEVY, 2000; ANDERSON, et al., 2003).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as infeccoes
causam 25 % das mortes em todo o mundo, sendo na ordem de 45 %, nos paises
em desenvolvimento. A prescricdo de antimicrobianos ocorre em aproximadamente
60 % do total das consultas médicas, onde 20 % sdo prescricbes inapropriadas.
Além das excessivas prescricdes indevidas, outro fator preocupante consiste na
automedicacao, sendo que 2/3 do consumo total dos antimicrobianos séo realizados
sem prescricdo médica e como agravante, constata-se que a utilizacdo destes
medicamentos é realizada de forma incorreta. Dados demonstram que a metade da
populacdo compra o antimicrobiano para apenas um dia de tratamento e em torno
de 90 % adquire o medicamento para um periodo igual ou inferior a 3 dias. O uso
irracional dos antimicrobianos resulta no gasto de 50 % do total do orcamento

destinado aos medicamentos (WHO, 2001).

O uso irracional de agentes antimicrobianos em animais e seres humanos é
caracterizado como um grave problema de saude publica, pois ele resulta no
surgimento e disseminacdo de microorganismos resistentes. O aparecimento de
bactérias resistentes aos antimicrobianos bem com os efeitos adversos destes
medicamentos ocasionam um efeito deletério sobre o ecossistema intestinal do

homem, principalmente sobre a flora colénica.

A flora contém um grande nimero de bactérias (~10** UFC/mL) sendo sua
composicdo muito estavel em uma pessoa saudavel. A flora colénica do homem é

essencialmente composta por bactérias anaerdbicas, sendo Bacteroides,
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Eubacterium, Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Endosporus, Plectridium e
Clostridium. Duas espécies, anaerdbicas facultativas e possivelmente patogénicas,
as enterobactérias e 0s enterococos, estdo permanentemente presentes em
condicao de sub-dominio. Ainda estao presentes, em quantidade minoritaria, certas
leveduras como a Candida sp. (FALK, et al., 1998; CORTHIER, 2007).

Uma das principais fun¢des da flora colénica € a resisténcia a colonizagéo, ou
o chamado “efeito de barreira”. Este efeito é devido a presenca das espécies
anaerbébicas da flora dominante e consiste em impedir a implantacdo e
desenvolvimento de bactérias potencialmente patogénicas. Os mecanismos de
controle a colonizacdo por bactérias estranhas a flora colénica, vao desde
fendmenos de competicdo por nutrientes, até bloqueio de sitios de ligacdo ou ainda

producéo de substancias inibidoras de crescimento (FRETER, et al., 1983).

Na terapia com antimicrobianos, uma fracdo ndo negligenciavel destes
medicamentos atingem o coélon sob sua forma ativa. Geralmente esta fragédo é
resultante de uma parte que nao foi absorvida a partir de uma administracéo por via
oral, ou mesmo da excrecao biliar no tubo digestivo quando a administracdo é
parenteral ou oral (DUCLUZEAU, 1997; ANDREMONT, 2000). De certa forma, a
excrecdo de antimicrobianos residuais ativos na luz do colon desencadeia um
desequilibrio do ecossistema pela destruicado parcial ou total da flora colénica, o que
resulta numa diminuicdo da resisténcia a colonizacdo. Como conseqUéncia pode
ocorrer o aparecimento de infeccbes oportunistas, como exemplo classico pode-se
citar a infeccdo vaginal por Candida sp durante uma antibioticoterapia. O risco do
desenvolvimento de infeccbes oportunistas €é ainda maior em pacientes
imunodeprimidos e, em particular, em pacientes neutropénicos, 0s quais apresentam
maior susceptibilidade ao aparecimento de infeccées intestinais (TANCREDE, 1977;
ANDREMONT, 2000).

O desenvolvimento da resisténcia bacteriana € um problema de saude publica
a nivel mundial e politicas de controle do desenvolvimento de bactérias
multirresistentes devem ter objetivos globais. Entretanto constata-se que 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos, principal fator contribuinte ao desenvolvimento da
resisténcia bacteriana, € mais acentuado em paises em desenvolvimento. No Brasil,

o fato das farmacias comercializarem antimicrobianos liviemente e a baixa adesao
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dos hospitais aos programas de controle de infeccao, indicam a necessidade de
buscar novos rumos frente ao uso destes medicamentos (WANNMACHER, 2004).
Outra questdo importante de ser levantada é o controle do uso veterinario de
antimicrobianos. A interagdo do Ministério da Agricultura com o Ministério da Saude
deveria ser estreitada, de maneira a evitar que problemas de saude publica possam

ser gerados a partir do uso indiscriminado destes produtos em animais.

Na tentativa de resolver ou amenizar a problematica da utilizacdo incorreta
dos antimicrobianos visando a reduzir o impacto na saude publica, trés estratégias
principais tem sido adotadas: primeiro a caracteriza¢do das praticas atuais, através
de estudos junto aos prestadores de cuidados, em relacdo aos seus habitos de
prescricdo; segundo, a criacdo de guias e protocolos para o uso racional de
antimicrobianos; e, finalmente, o desenvolvimento de materiais e estratégias
educacionais (para médicos e usuarios), visando alterar habitos e comportamentos
(BERQUO, et al.,, 2004). Entretanto, em face a lentiddo na modificacdo do
comportamento da populacdo na utilizacdo dos antimicrobianos, outras medidas

alternativas devem ser buscadas.

Com base no exposto, varias iniciativas tém surgido com o intuito de controlar
a emergéncia da resisténcia bacteriana em todo o mundo, dentre estas iniciativas
destaca-se os estudos realizados por Bourgeois e colaboradores (2005; 2006 e
2008). Com os trabalhos gerados, os autores apresentaram o desenvolvimento de
um novo sistema galénico baseado na liberacdo de enzimas capazes de degradar
0s antimicrobianos ao nivel do célon. Como os B-lactamicos constituem 1/3 do total
de antimicrobianos consumidos, 0s autores estudaram o encapsulamento de f-

lactamases, enzima capaz de degradar B-lactamicos, em esferas de pectina.

A pectina € um polissacarideo natural que apresenta carater hidrofilico e,
guimicamente, consiste numa cadeia linear de moléculas ligadas ao &acido
galacturdnico cujos acidos carboxilicos estdo parcialmente metoxilados. Alguns
destes grupos carboxilicos podem ser convertidos a carboxiamida produzindo
amidato de pectina, o qual possibilita a formacdo de um gel na presenca de cations
divalentes como o calcio (RIDLEY et al., 2001). Através deste mecanismo, é
possivel preparar esferas de pectina por gelificacdo ibnica na presenca de cloreto de

célcio contendo B-lactamases no seu interior (BOURGEOIS et al., 2005).
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A gelificacdo da pectina € dependente da concentracdo de ions calcio. O
cloreto de célcio € higroscopico e aumenta a quantidade de &gua presente nas
esferas de pectina, a qual favorece a hidrélise da pB-lactamases. Com isto foi
necessario o revestir as esferas. Para tal, os autores utilizaram a polietilenoimina, a
gual promoveu um maior rendimento da encapsulacdo da enzima e a estabilidade do
sistema no meio intestinal (BOURGEOIS et al., 2006).

As esferas de pectina sdo susceptiveis de serem degradadas especificamente
no colon, onde existem bactérias que produzem enzimas pectinoliticas, logo as
esferas foram protegeram as p-lactamases contra a degradacédo pelas proteases
presentes no trato gastrintestinal. Ao alcancar o célon, ocorreu uma hidrélise
enzimatica da pectina com a liberacdo imediata das pB-lactamases, as quais
degradaram rapidamente a ampicilina presente no meio. Com isso 0s autores
sugerem que as esferas de pectina permitem a liberacdo de B-lactamases de
maneira especifica no coélon, sem que isso se traduza numa modificacdo da

farmacocinética do antimicrobiano co-administrado (BOURGEOIS et al., 2008).

O sistema descrito anteriormente apresentou eficacia frente a antimicrobianos
B-lactamicos. Entretanto, existem classes de antimicrobianos, como as quinolonas,
gue nao sao degradadas por enzimas até agora identificadas, logo este sistema nao

apresentaria eficacia na degradacéo destes antimicrobianos.

2 Quinolonas

As quinolonas constituem um grupo de antimicrobianos comumente utilizados
na clinica. O termo quinolona foi utilizado pela primeira vez em 1949 por Price, que
descreveu um derivado alcaldide com estrutura semelhante ao nucleo quinoldnico.
Desde a introducdo na clinica do acido nalidixico no inicio da década de 60 um
namero relativamente grande de derivados estruturalmente relacionados tem sido
sintetizado (SOUSSY, 2001).

O mecanismo de acéo das quinolonas consiste na inibicdo de duas enzimas
da familia das topoisomerases, a DNA girase e a topoisomerase IV, sendo estas

enzimas essenciais na replicagdo, transcricdo e reparagdo do DNA bacteriano. A
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DNA girase € constituida por 2 subunidades A e 2 subunidades B, codificadas pelos
genes gyrA e gyrB, respectivamente, sendo a subunidade A o local especifico de
ligacédo das quinolonas. A topoisomerase IV também é constituida de 4 subunidades
codificadas pelos genes parC e parkE, sua funcéo é separar moléculas-filhas de DNA
interligadas, as quais sao produto da replicagcdo do DNA. A resisténcia bacteriana
associada as fluoroquinolonas esta relacionada com muta¢des na subunidade A da
DNA girase bacteriana. Os fatores principais que predispdéem o desenvolvimento de
resisténcia incluem concentragdes subinibitérias do farmaco e terapia prolongada
(GILLESPIE e KENNEDY, 1998; SOUZA, et al., 2004).

O estudo da relacdo estrutura quimica-atividade biologica desses farmacos
levou a sintese de compostos cada vez mais ativos e com maior espectro de acao.
Analisando a estrutura quimica base das quinolonas (Figura 1), verifica-se a
presenca de dois anéis aromaticos acoplados, uma funcéo cetona na posicédo 4 e

uma funcéo carboxilica na posicao 3.

COOH

Figura 1: Anel quinolénico.

Vérias substituicbes podem ser realizadas em diferentes posicdes do anel
guinol6nico, no entanto as substituicbes fundamentais para um aumento acentuado
da poténcia e do espectro bacteriano é a insercdo de um atomo de flior na posicéo
6 e a insercdo de um grupo piperazila ou pirrolidinila na posicado 7. Outra substituicao
que favorece o aumento da atividade destes farmacos € a introducdo de grupos
como etila, ciclopropila, ter-butila e arilas fluorados, na posicédo 1. A inclusao do

atomo de fldor na posicdo 6 e um grupo piperazinila na posicdo 7 geram as
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fluoroquinolonas, dentre as quais, as mais estudas e utlizadas estdo o
ciprofloxacino, o ofloxacino e o norfloxacino (APPELBAUM e HUNTER, 2000;
SOUZA, et al., 2004).

As fluoroquinolonas séo potentes bactericidas contra E. coli e varias espécies
de Salmonella, Shigella, Enterobacter, Campylobacter e Neisseria. Apresentam
ainda uma boa atividade contra estafilococos, incluindo cepas resistentes a
meticilina. Com isso, as fluoroquinolonas séo farmacos de escolha no tratamento de
infeccdes do trato urindrio, prostatites, infeccbes abdominais, diarréia bacteriana,
pneumonia hospitalar, artrite séptica e oesteomielite (GOODMAN e GILMAN, 2005).

As propriedades farmacocinéticas das fluoroquinolonas séo as grandes
responsaveis pelo seu extenso uso na clinica. Dependendo da estrutura quimica, as
fluoroquinolonas podem apresentar um carater lipofilico, anfotero ou ainda serem
acidos fracos, sendo estas caracteristicas que determinam a farmacocinética do

farmaco.

Em relacdo ao ciprofloxacino a biodisponibilidade é de 55 a 85 %. Apos
administracdo oral o ciprofloxacino é rapidamente absorvido, apresentando niveis
séricos maximos de 2,4 ug/mL em aproximadamente 1h 25 min apdés administracao.
A absorcéo do ciprofloxacino ocorre principalmente no duodeno apresentando uma
diminuicdo consideravel no jejuno e intestino delgado sendo praticamente nula no
célon. O tempo de meia vida sérica é de aproximadamente 4 h (CRUMP et al., 1983;
HARDER et al., 1990). A excrecéo do ciprofloxacino pode ocorrer tanto por via renal
guanto intestinal. Estudos recentes demonstram que a principal via de excre¢édo do
ciprofloxacino é a intestinal, atingindo niveis de recuperacdo deste farmaco a partir
das fezes ap6s um periodo de coleta de 5 dias, correspondentes a 18 % apos

administracdo parenteral e 33 % apds administracéo oral.

Considerando que o ciprofloxacino € uma molécula anfétera, em pH 6,0-6,5
(pH do meio colbnico) ela apresenta caracteristicas ibnicas, ndo sendo desta forma
reabsorvida no colon. Esta caracteristica € interessante pois possibilita a utilizacdo
deste farmaco para o tratamento de infeccdes intestinais. Por outro lado, este
padrao de eliminagéo pode explicar o aparecimento de efeitos adversos decorrentes
da alteracao da flora intestinal (RAMON et al., 1994; 1996, 2001).
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A presenga de alimentos n&o interfere na absorcdo do ciprofloxacino,
entretanto o uso concomitante deste farmaco com substancias como antiacidos ou
outros compostos contendo cations impedem a sua boa absor¢éo devido a formacao
de complexos (TUREL, 2002; GU e KARTHIKEYAN, 2005).

A formacdo de complexos entre o ciprofloxacino e diferentes ions metalicos,
ocorre devido a presenca dos grupos ionizaveis carboxila e amina secundéria do
anel piperazila, presentes na estrutura do farmaco (UPADHYAY et al., 2006). A
estrutura € descrita como um complexo bidentado entre o ion metalico e o farmaco,
onde a ligacdo ocorre entre 0 oxigénio da posi¢cdo 4 e outro oxigénio do grupo
carboxilico da posicdo 3. Estes grupos podem formar ligacdo idnica ou ainda
coordenacado covalente com um centro cationico, criando desta forma um complexo
do tipo quelato (KMETEC et al., 1999; SADEEK, 2005).

A estabilidade do complexo formado é geralmente dependente da estrutura
da quimica do farmaco, do ion metalico envolvido e das condi¢des do meio, como o
pH. Para o ciprofloxacino, a constante de formacdo do complexo com o Fe(lll) é
14,11; em pH 3,25 (URBANIAK, et al., 2007), e esta constante de estabilidade
decresce na ordem Fe(lll) = Al(lll) > Cu(ll) > Fe(ll) = Zn (ll) >> Mg(ll) > Ca(ll) (MA et
al., 1997; KMETEC et al., 1999; URBANIAK, 2007).

A capacidade de ligacdo com a DNA girase bacteriana esta diretamente
relacionada com a ionizacdo dos grupos carbonila e carboxila. Uma vez que estes
mesmos grupos formam quelatos com ions metalicos multivalentes, a formacéo do
complexo ciprofloxacino-metal reduz consideravelmente a interacdo com a DNA

girase, consequentemente ocorre uma perda da eficacia terapéutica (TUREL, 2002).

3 Sistemas microparticulados

Os sistemas de liberacdo sustentada incluem quaisquer sistemas de
administracdo de farmacos que promovam liberacdo lenta do farmaco por um
periodo prolongado. Se o sistema pode fornecer algum controle, sendo de natureza
temporal ou espacial da liberagdo do farmaco no organismo, mantendo niveis

constantes no tecido ou células-alvo, ele € considerado um sistema de liberacdo
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controlada (GRATTARD et al., 2002; VARDE e PACK, 2004). Dentre os sistemas
desenvolvidos para veicular e controlar a liberacdo de farmacos pode-se destacar as
microparticulas e as nanoparticulas. A incorporagdo de farmacos nestes sistemas
pode resultar em formas de encapsulamento, cujos mecanismos sao: adsorcéo,
dissolucao ou retengéo na matriz (RAVI KUMAR, 2000b; SCHAFFAZICK et al., 2003;
FREIBERG e ZHU, 2004).

O termo microparticula € genérico e refere-se a dois tipos de estruturas
diferentes: microcapsulas e microesferas, ambas apresentando um diametro de 1
um a 1000 um. Denominam-se microesferas aqueles sistemas em que o farmaco
encontra-se disperso ou solubilizado na matriz polimérica, constituindo um sistema
monolitico. O material polimérico forma uma rede tridimensional, onde o farmaco
pode ser adsorvido, incorporado ou ligado covalentemente a superficie da particula,
formando sistemas de dissolugéo, dispersao ou sistemas porosos. Por outro lado, as
microcapsulas constituem sistemas do tipo reservatorios, onde € possivel identificar
um nudcleo diferenciado. Neste caso, a substancia encontra-se envolvida por uma
membrana, geralmente polimérica (RAVI KUMAR, 2000b; YANG e ALEXANDRIDIS,
2000).

A microencapsulacado tem sido o foco de inUmeras pesquisas nos setores
farmacéutico e biomédico nas Uultimas décadas. Estes sistemas vém sendo
desenvolvidos visando inumeras aplicacbes terapéuticas, pois possibilitam
vantagens como a liberacdo sustentada ou controlada de substancias ativas, a
protecdo do contelddo do nuacleo contra efeitos atmosféricos, a protecdo de
substancias higroscopicas, a reducdo da irritacdo gastrintestinal causada por
farmacos administrados por via oral, 0 mascaramento do sabor e odor, a protecéo
das propriedades fisico-quimicas da substancia como pH ou propriedades
cataliticas, a separacdo de componentes incompativeis por razdes funcionais e
ainda, a melhora das caracteristicas de fluxo de uma determinada substancia
(GRATTARD et al., 2002; FREIBERG e ZHU, 2004; VARDE e PACK, 2004).

Os sistemas de liberacdo de farmacos microparticulados podem ser
administrados por diferentes vias, dentre elas destaca-se a oral (VARDE e PACK,
2004). A via oral é preferida devido a facilidade de administracdo pela maioria dos

pacientes, ndo havendo a necessidade de intervencéo de um profissional de saude.
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A microencapsulacdo evita a degradagdo do farmaco no trato gastrintestinal
superior, efeito este limitante na administracdo por via oral de farmacos, como
proteinas e polipeptideos, em sistemas de liberagdo convencionais. Os fatores que
controlam a absorcao intestinal das microparticulas sédo o seu tamanho, a natureza
do material polimérico, o potencial zeta e a presenca de promotores de bioadeséo
no veiculo (DESAI et al., 1996). Outras aplicacbes de microparticulas envolvem as
vias oftdlmica (ZIMMER e KREUTER, 1995), intramuscular, pulmonar, nasal e topica
(TAO e DESSAI, 2003; VARDE e PACK, 2004).

Na obtencdo de microparticulas tem sido empregada uma grande variedade
de materiais poliméricos. A caracteristica essencial do material de revestimento € a
sua capacidade de fornecer uma matriz polimérica biodegradavel e biocompativel. A
biocompatibilidade das microparticulas pode ser alcancada com a utilizagcdo de
polimeros naturais como a celulose, quitina e quitosana, ou ainda com polimeros
semi-sintéticos derivados de monémeros de ocorréncia natural como acido latico e
glicélico. Os polimeros derivados de monémeros sintéticos, também séao
promissores como matrizes de revestimento, entretanto a biocompatibilidade destes
€ limitada e ainda podem apresentar uma relevante toxicidade (RAVI KUMAR,
2000a, VARDE e PACK, 2004).

4 Microparticulas de quitosana

Polissacarideos naturais e seus derivados representam um grupo de
polimeros largamente utilizados em formas farmacéuticas, sendo preferidos em
detrimento de polimeros sintéticos, devido a sua auséncia de toxicidade, baixo custo
e disponibilidade (RAVI KUMAR 2000a). Dentre os polimeros de origem natural,
destaca-se a quitina, a qual é isolada de insetos, crustaceos como 0 caranguejo e
camardo, bem como de fungos como Aspergillus niger, sendo assim um dos

biopolimeros mais abundantes na natureza (RODRIGUES et al., 1999).

A reacdo de desacetilacdo da quitina em solucbes alcalinas, onde seus
grupamentos acetamida (-NHCOCHS3;) séo transformados, em graus variados, em
grupos amino (-NH>), da origem a quitosana (KIMURA, 1999). A quitosana pode ser

definida como um copolimero linear de 2-amino-2-desoxi- B-D-glicopiranose e 2-

16



Revisao de Literatura

acetamida-2-desoxi- B-D-glicopiranose, de composicao variavel em funcdo do grau
residual de acetilagdo, cujas unidades sao unidas por ligagdes B(1—4) (Figura 2)
(DODANE e VILIVALAN, 1998; KO et al., 2002; RINAUDO, 2006).

NH,
CH,OH

HO
NHAC CH,OH

Figura 2: Estrutura quimica do polimero quitosana, onde x= grau de acetilacdo e n =
numero de unidades por polimero (Adaptado de RINAUDO, 2006).

A quitosana tem despontado nos ultimos anos como um biomaterial de
potencial aplicacao principalmente nas areas médica e farmacéutica, devido as suas
caracteristicas como bioadesividade, biocompatibilidade e biodegradabilidade
(DODANE e VILIVALAM, 1998; BERNKOP-SCHNURCH, 2000). Em paralelo, este
biopolimero também apresenta uma baixa toxicidade, auséncia de alergenicidade, e
ainda atividade antimicrobiana, antiulcerogénica e capacidade de adsorcdo de
metais téxicos como o mercurio e cadmio (SABNIS e BLOCK, 2000; VOLD et al.,
2003).

O caréter catibnico da quitosana e suas caracteristicas de solubilidade:
insoluvel frente a meios béasicos ou neutros e soluvel em meio acido; além da
propriedade de formar filmes, géis, esferas e microparticulas permitem a sua
utilizacdo em sistemas de liberacdo controlada de farmacos (AGNIHOTRI et al.,
2004). Estudos relatam a utilizacdo de quitosana para a liberacdo controlada de
farmacos anti-inflamatérios (LORENZO-LAMOSA et al., 1998; CHAMBIN et al.,
2006); cimetidina e famotidina (HE et al.,, 1999); enzimas (KRAJEWSKA, 2004),
clorexidina (GIUNCHEDI et al.,, 2002); vitamina D, (SHI e TAN, 2002),
antimicrobianos (GENTA et al.,, 1998; GIUNCHEDI et al.,1998; DENKBAS et al.,
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2004; CEVHER et al., 2006), peptidios (BERNKOP-SCHNURCH, 2000), dentre

outros.

A utilizacdo da quitosana como matriz polimérica para liberacdo de farmacos
apresenta uma grande vantagem frente a utilizacdo de outros sistemas, pois a
quitosana apresenta um efeito protetor do farmaco, através da capacidade de formar
complexos com as enzimas que degradariam o farmaco, garantindo que este atinja o
seu local de acdo na dosagem efetiva (BERNKOP-SCHURCH, 2000). Outra grande
vantagem da quitosana na liberacdo de farmacos é a sua propriedade mucoadesiva.
A mucoadesividade ocorre, pois as cargas positivas da quitosana interagem com as
cargas negativas dos residuos - 4cido sidlico presentes nas mucosas. Esta interagao
permite o contato do farmaco com o revestimento mucoso minimizando o transito, de
forma que um alto gradiente de concentracdo através da membrana possa ser
mantido por longos periodos de tempo (GIUNCHEDI et al., 2002; AGNIHOTRI et al.,
2004; TAKEUCHI et al., 2005).

A concentracdo de farmaco liberado de microparticulas de quitosana
apresenta influéncia direta de caracteristicas como tamanho de particula, densidade,
viscosidade, massa molar e grau de desacetilacdo da quitosana utilizada (SINHA et
al., 2004; GUPTA e JABRAIL, 2006a). A massa molar decresce durante o processo
de desacetilacdo, devido ao meio alcalino e o aquecimento. Alguns autores
descrevem que a temperatura e o tempo de reacdo apresentam influéncia direta nas
caracteristicas fisico-quimicas da quitosana, que por sua vez influenciam as
caracteristicas funcionais do polimero, como: capacidade de formar ligacdes com
outras moléculas, intumescimento e viscosidade da solucéo do polimero (KOFUJI et
al., 2005).

O grau de desacetilacdo é caracterizado pela porcentagem de grupos amino
livres na superficie da quitosana, que pode ser determinado através de diferentes
técnicas, dentre as quais se pode evidenciar a titulagdo potenciométrica
(BROUSSIGNAC, 1968), espectroscopia no infra-vermelho e no ultra-violeta e,
ainda, através de técnica de Ressonancia Nuclear Magnética de Hidrogénio (*H) e
Carbono (**C) (BRUGNEROTTO et al., 2001; RINAUDO, 2006; GUPTA e JABRAIL,
2006a).
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A variacdo do grau de desacetilacdo pode levar a obtencédo de microparticulas
que propiciem uma liberagdo sustentada para um farmaco em especifico,
prolongando o seu tempo de acdo, melhorando a sua eficacia e reduzindo os efeitos
colaterais (GUPTA e JABRAIL, 2006b). Para a reacao de reticulacdo da quitosana,
normalmente sdo utilizados agentes como o glutaraldeido, formaldeido,
gliceraldeido, glioxal e tripolifosfato (OLIVEIRA et al., 2005). A concentracdo do
agente reticulador e o tempo de reacdo podem apresentar uma influéncia direta nos
aspectos morfologicos das microparticulas de quitosana, como o tamanho da
particula, esfericidade, potencial zeta e o grau de intumescimento (HE et al., 1999;
KO et al., 2002)

Outro aspecto que merece ser comentado € a técnica de preparacdo das
microparticulas. A escolha da técnica esta relacionada a fatores como a
possibilidade de producdo em escala industrial, reprodutibilidade de caracteristicas
como tamanho da particula e uniformidade, mas principalmente, esta diretamente
relacionada com as caracteristicas do farmaco a ser encapsulado (FREIBERG e
ZHU, 2004). A técnica mais apropriada € aquela que evita a degradacao e propicia
uma liberacéo controlada do farmaco, fatores estes que podem ser comprometidos
de acordo com condic¢des inerentes de cada processo como, por exemplo, altas
temperaturas, presenca de solventes organicos ou condi¢cdes que promovam uma
interacdo fisica (VARDE e PACK, 2004). Dentre as técnicas de preparo pode-se
citar: polimerizacao interfacial, evaporacao/extracdo do solvente, coacervacao ou
precipitacdo e ainda a secagem por aspersdo (ou spray-drying) (RAVI KUMAR,
2000Db; SINHA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005).

4.1 Secagem por aspersao

A secagem por aspersao € uma técnica utilizada pela industria farmacéutica
desde a década de 1940, entretanto, apenas recentemente ela tem sido uma técnica
de escolha na preparacdo de microparticulas. Esta técnica de secagem consiste em
trés etapas de operacdo (BARAS et al., 2000; FU et al., 2001; AGNIHOTRI et al.,
2004; AMERI e MAA, 2006):
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1. Atomizacao, que € a passagem de uma solucao ou suspensdo contendo a

substancia ativa, por um orificio atomizador, para a camara de secagem;

2. Desidratacdo ou secagem, onde um fluxo de ar quente promove a rapida
secagem das goticulas; e

3. Separacdo e coleta do material, onde as particulas solidas secas sao
separadas num aparato chamado ciclone, e recolhidas num frasco coletor. Ao final
do processo as particulas podem apresentar-se na forma de pés finos, granulados

ou aglomerados.

Os parametros operacionais mais importantes na determinacdo das
caracteristicas das particulas sédo o diametro do bico e a velocidade de alimentacao
do atomizador, a pressao e velocidade do soprador de ar comprimido, e ainda
temperatura de entrada. Ressalta-se que a temperatura de saida € um parametro
também importante na determinacdo das caracteristicas das particulas obtidas,
entretanto este parametro ndo pode ser diretamente regulado, sendo apenas
monitorado. Alteracbes nas condicdes operacionais de secagem apresentam
influéncia direta nas caracteristicas do produto obtido. Desse modo, o tamanho de
particula e distribuicdo granulométrica, porosidade, fluxo, umidade, estabilidade e
aparéncia podem ser modificados e/ou controlados alterando-se os parametros do
processo (HE et al., 1999; BARRAS et al., 2000; AMERI e MAA, 2006).

Por outro lado, a forma e a morfologia das particulas podem ser afetadas pela
composicdo da formulacdo e a velocidade de evaporacdo do solvente. Se a
evaporacao € muito rapida, as particulas resultantes ficam deformadas ou com
defeitos de superficie. Por outro lado, se a secagem € muito lenta, pode resultar em
particulas com alto teor de umidade (AMERI e MAA, 2006).

Na literatura, diversos estudos demonstram a preparacdo de microparticulas
de quitosana utilizando a secagem por aspersao como método de preparacao. Nesta
técnica, a quitosana € primeiramente dissolvida em uma solucédo de acido acético,
nesta solucdo é entdo acrescentado o farmaco, podendo este ser dissolvido ou
apenas disperso. Esta solucdo ou dispersdo € atomizada num fluxo de ar
comprimido quente. Com este processo ocorre a evaporagao imediata do solvente

levando a formacdo de um po, granulado ou aglomerado. O tamanho das particulas
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de quitosana depende diretamente do didmetro do orificio do atomizador, da
velocidade do fluxo e pressao de ar, da temperatura de entrada e da presenca e
concentragcédo de agente reticulador. O agente de reticulacdo da quitosana pode ser
acrescentado antes da secagem ou apos a formacgao das microparticulas, resultando
em microparticulas com caracteristicas diferentes (HE et al., 1999; OLIVEIRA et al.,
2005).

A avaliacdo das caracteristicas morfolégicas e do tamanho de particulas de
guitosana reticulada e quitosana nao reticulada para a liberacdo de cimetidina,
famotidina e nizatidina, foi realizada por He e colaboradores (1999). A presenca ou
ndo do agente reticulador nao influenciou significativamente a morfologia das
microparticulas, pois tanto aquelas preparadas com quitosana reticulada como as
obtidas com quitosana nao reticulada, apresentaram-se esféricas e com superficie
lisa. Entretanto, o potencial zeta e o tamanho da particula foram influenciados pela
concentracdo do agente reticulador, sendo que quanto menor a concentracdo do
reticulador, maiores foram os tamanhos das particulas e os valores de potencial
zeta. O estudo também relatou que a velocidade de farmaco liberado foi
significativamente influenciada pelo grau de reticulacdo da quitosana, uma vez que

guanto maior o grau de reticulacdo menor a velocidade de farmaco liberado.

Em outro trabalho utilizando a quitosana, Ganza-Gonzalez e colaboradores
(1999) demonstraram que a técnica de secagem por aspersao € rapida, simples e
segura para a obtencdo de microparticulas de quitosana. Os autores prepararam
microesferas de quitosana para a liberagdo do cloridrato de metoclopramida,
utilizando diferentes concentracdes de formaldeido como agente reticulador. As
microesferas preparadas proporcionaram uma liberacdo sustentada do farmaco por
oito horas, independentemente do pH do meio, sendo que esta liberacdo sustentada
esteve diretamente relacionada com o grau de reticulacdo da quitosana. Quanto
menor o grau de reticulacdo, mais rapida foi a liberagdo do cloridrato de

metoclopramida.

A técnica de secagem por aspersdo também foi utilizada por Oliveira e
colaboradores (2005). Neste trabalho foram obtidas microparticulas de quitosana
com pequeno tamanho de particula e boa esfericidade. As microparticulas foram

reticuladas com diferentes concentracfes de gliceraldeido, sendo avaliados entdo, o
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grau de intumescimento das microparticulas e o potencial zeta. Com o estudo foi
demonstrado que tanto o grau de intumescimento como o potencial zeta estédo
diretamente relacionados com a concentracdo do reticulador. A relacdo linear
encontrada entre estes parametros foi sugerida como uma ferramenta vantajosa no
controle de propriedades como permeabilidade e bioadesividade de microparticulas
de quitosana preparadas por secagem por aspersao com posterior reticulagdo com
gliceraldeido.

4.2 Quitosana para imobilizacao de ions metélicos

A quitosana apresenta a possibilidade de modificagbes estruturais de modo
a se obter diversas formas de interacdo quimica e resisténcia mecanica. Estas
modificacdes podem ocorrer devido a presenca dos grupos NH; livres na cadeia
polimérica. Estes grupamentos conferem a quitosana uma caracteristica de
nucleofilicidade em pH basico (>7), no qual eles sdo desprotonados e o par de
elétrons ndo compartilhados pode ocasionar uma variedade de modificacdes
quimicas (KUMAR et al., 2000; LIMA e AIROLDI, 2004; MONTEIRO e AIROLDI,
2005).

Uma das modificacbes que pode ocorrer é a imobilizacdo de ions metélicos.
Existem diferentes teorias sobre a estrutura do complexo quitosana-metal, pois
alguns experimentos consideram a teoria que dois ou mais grupos amino de uma
cadeia linear quelam o ion metalico, formando uma ligacdo do tipo ponte. Outros
estudos indicam que apenas um grupo amino esta envolvido na interacédo e ainda ha
aqueles que sugerem que 0S grupamentos amino Sao 0s principais sitios reativos,
mas a adsorcdo também é influenciada pelos grupos hidroxilas, principalmente

aguelas presentes na posi¢cao C-3 (GUIBAL, 2004).

A interacdo entre a quitosana e o metal pode ocorrer através de diferentes
mecanismos, 0s quais estao diretamente relacionados com o tipo de metal envolvido
na reacdo. O par de elétrons livres do grupamento amino pode ligar metal em pH
préximo a neutralidade, entretanto a protonacdo destes grupos amino em pH acido
proporciona ao polimero a capacidade e, conseqientemente, o potencial de atrair
anions metalicos (VOLD et al., 2003; GUIBAL, 2004).
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O tamanho das particulas de quitosana ndo apresenta influéncia significativa
na saturacdo da capacidade de adsorgdo, entretanto esta saturacdo é dependente
da temperatura. Com um aumento de temperatura de reacdo ocorre um decréscimo
da saturacdo da capacidade de adsorcdo (MUZZARELLI e ROCCHETTI, 1974).
Além da temperatura, a capacidade de adsor¢cdo de metais estd diretamente
relacionada com o grau de reticulacao do polimero, nhormalmente com o aumento do
grau de reticulacdo da quitosana, ocorre uma diminui¢do da capacidade de adsorgéao
de ions metalicos (KOYAMA e TANIGUCHI, 1986).

A propriedade da quitosana em imobilizar ions metalicos na sua estrutura
tem sido explorada para diferentes usos, dentre os quais pode-se citar a utilizacéo
do complexo quitosana-metal como fase estacionaria para a separagao de grupos
de compostos que ndo sado eficientemente separados quando se utiliza o polimero
sem a adsorcdo dos metais. Por exemplo, a quitosana contendo ions cobre
imobilizados apresenta uma melhor eficiéncia na separacdo de uma mistura de
isdbmeros 6pticos de aminoacidos (MALINOWSKA e ROZYLO, 1997).

A utilizacdo da quitosana como suporte para a cromatografia de troca idnica
ou como resina quelante é limitada, pois ela possui uma solubilidade em meio acido
(BABA e HIRAKAWA, 1992). Uma solucéo para este problema seria a reticulacao da
guitosana, pois através deste processo obtém-se um polimero insoltuvel. Entretanto,
como abordado anteriormente este método provocaria uma diminuicdo na
guantidade de metal imobilizado, pois tanto a reticulacdo como a imobilizacdo de

metal, competem pelos grupos NH, que estao livres.

Por possuir um grande numero de unidades glicosaminas, a quitosana
apresenta propriedades quimicas que facilitam a obtencédo de novos derivados, por
meio de sintese organica. Tais derivados tém sido preparados com objetivo de
diminuir a solubilidade do material e, a0 mesmo tempo assegurar uma boa
capacidade de pré-concentracdo de ions metélicos (VOLD et al., 2003). A introducéo
de certos grupos funcionais na matriz polimérica da quitosana poderia propiciar a
interacdo com uma quantidade significativa de ions metalicos e, conseqiientemente,
seria possivel emprega-la em processos de pré-concentracdo de ions (KLUG et al.,
1998).
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A capacidade de adsorcdo por ions metalicos pode ser melhorada por
modificacbes através de reagBes com o0 grupo amino livre ou por reagbes com
compostos ciclicos no derivado da quitosana levando um grupo fenila substituido na
fungdo amina (TONG et al., 1991). No mesmo sentido, RODRIGUES e
colaboradores (1998b), descrevem que a modificacdo da quitosana é feita através
da reacédo de formacéo de base de Schiff entre os grupos amino da quitosana e 0s
grupos carbonilas da acetona ou aldeido do ligante desejado; descrevem ainda que,

geralmente, estas reacdes sdo efetuadas em meio organico.

Tong e colaboradores (1991) sintetizaram um novo suporte quelante trocador-
ibnico, através de reacdes de 2-piridina-carboxialdeido com os grupos NH, da
guitosana. Com este trabalho foi possivel demonstrar que a quitosana contendo o
substituinte anel piridinico, possui uma grande capacidade de adsorcéo e ainda,

apresenta uma forte habilidade em quelar varios ions metélicos, exceto o Mn(ll).

Inoue e colaboradores (1996) relataram a sintese de uma resina quelante
utilizando a quitosana modificada quimicamente, a qual apresentava uma alta
seletividade e capacidade de resisténcia, através da incorporacdo de um grande
namero de grupos funcionais, em posicdes apropriadas nesta matriz polimérica.
Estas modificacdes permitiram uma configuracdo adequada para a formacdo de
guelantes estaveis, devido a um grande numero de aminas primarias e grupos

hidroxilicos.

A resina quelante derivada de quitosana, 2(piridil-metil)quitosana, quando
reticulada com glutaraldeido, tem a capacidade de adsorver ions metélicos,
especialmente Cu(ll) e Ni(ll), em quantidades que podem permitir a sua utilizacao
como adsorvente para cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(RODRIGUES et al, 1998a). A funcionalizacdo da quitosana com
dihidroxibenzaldeido com o objetivo de estudar a adsorcédo de Cu(ll), Cd(ll), Ni(ll) e

Zn(ll) em solucdes aquosas, foi realizada por Klug e colaboradores (1998).

O estudo desenvolvido por Vold e colaboradores (2003) indica que a
guitosana apresenta uma seletividade na ligacdo com diferentes ions metalicos. Esta
seletividade pode ser comprovada utilizando métodos potenciométricos e

espectrofotométricos, e possui influéncia direta da forma fisica da quitosana e do pH
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do meio em que é desenvolvida a interacdo. O estudo demonstrou que em uma
solucdo tendo diferentes ions metdlicos, Cu(ll), Ni(ll), Zn(ll) e Cd(ll), a quitosana

apresenta uma seletividade pelo ions Cu(ll).

A imobilizacao de ions Fe(lll) na estrutura polimérica da quitina, possibilita a
utiizacdo desta para a separacdo cromatografica de compostos fendlicos
(RODRIGUES et al., 1999) e compostos de origem natural como € o caso de
flavonoides, biflavonoides, terpenos, diterpenos e derivados do &cido gélico
(RODRIGUES et al., 1998b; RODRIGUES et al., 2000). A separacao cromatografica
€ possivel, pois ocorre a formagédo de complexos estaveis entre os centros metélicos

presentes na estrutura do polimero e as hidroxilas fendlicas dos compostos.

4.3 Microparticulas de quitosana-metal para adsorcéao de farmacos

Apesar da quitosana ser amplamente estudada tanto como polimero para
imobilizacdo de ions metéalicos, como material polimérico para ser utilizado em
sistemas de liberacdo de farmacos, como foi relatado nos itens acima descritos, nao
sdo encontrados na literatura trabalhos que enfoquem a obtencdo de microparticulas
de quitosana-ions metalicos para a utilizacdo como sistemas de adsorcdo de
farmacos. Ha apenas o registro de um trabalho desenvolvido por Bulrger e
colaboradores (2001) que utiliza microparticulas de quitosana-Fe, ndo como sistema
para adsorcdo de farmacos, e sim, o proprio complexo quitosana-Fe como fonte
alternativa para o tratamento de patologias especificas, sendo no caso do trabalho

citado, a hiperfosfatemia.
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CAPITULO 1

Microparticulas de quitosana e quitosana-metal preparadas

por secagem por aspersado para adsorcéao de ciprofloxacino



1.1 APRESENTACAO



Capitulo 1 — Apresentacao

Este primeiro capitulo de tese apresenta a possibilidade inédita de adsorver
farmacos as microparticulas de quitosana contendo diferentes ions metéalicos. Neste
caso, tanto o grau de desacetilacdo quanto a presenca, o tipo e a concentracédo de
ion metédlico seriam fatores determinantes da capacidade de adsorcdo da
substancia. Sendo assim, o objetivo geral foi 0 desenvolvimento de microparticulas
inovadoras a base de quitosana contendo ions metalicos adsorvidos, Fe(ll), Fe(lll) e
Zn(ll), sendo estes sitios especificos de ligacdo para substancias ativas.

Os metais Fe(ll), Fe(lll) e Zn(ll) foram selecionados, pois de acordo com
dados da literatura a formacdo do complexo entre o ciprofloxacino e os ions
metalicos apresenta constante de estabilidade que decresce na ordem: Fe(lll) =
AI(II) > Cu(ll) > Fe(ll) = Zn (I1) >> Mg(ll) > Ca(ll) (MA et al., 1997; KMETEC et al.,
1999; URBANIAK, 2007), desta forma com a utilizacdo do Fe(ll), Fe(lll) e Zn(ll)

ocasionaria uma forte interacéo do ciprofloxacino com as microparticulas.

A substancia ativa de escolha foi o antimicrobiano ciprofloxacino, sendo esta
escolha baseada na farmacocinética do farmaco. Apds administracao oral, 33 % da
dose inicial do ciprofloxacino sdo excretadas pelas fezes na sua forma ativa, com
isso esse padréo de eliminacdo pode resultar no aparecimento de efeitos adversos
decorrentes da alteracéo da flora intestinal (RAMON et al., 1994; 1996; 2001).

Sendo assim, no presente capitulo estdo descritos 0 método de preparacéo, a
determinacdo do grau de desacetilacdo, quantificacdo dos ions metalicos, a
morfologia o tamanho e distribuicdo granulométrica de microparticulas de quitosana-
metal, sendo quitosana-ferro (CH-Fe(ll) e CH-Fe(lll)) e quitosana-zinco (CH-Zn(ll)).
Estdo descritos ainda o estudo da capacidade de adsorcao in vitro do ciprofloxacino
pelas microparticulas de quitosana-metal, e aplicacdo dos mesmos em modelos

matematicos de isotermas e cinética de adsorcao

Os estudos apresentados neste capitulo foram realizados no Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, Porto Alegre, Brasil.
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Capitulo 1 - Metodologia

1.2.1 Preparagao das microparticulas

Para o desenvolvimento das microparticulas foi selecionada a técnica de
secagem por aspersdo (spray-drying). Esta técnica consiste na passagem da
formulacdo em solugcdo por um orificio atomizador, para uma camara, onde um fluxo
de ar quente promove a rapida secagem das goticulas, resultando desta forma, em

particulas sélidas na forma de po.

1.2.1.1 Microparticulas de quitosana

Inicialmente a quitosana (1 %, p/v) foi solubilizada em uma solucdo aquosa de
acido aceético (1 %, v/v). A solucéo foi seca em Spray-Dryer (MDS 1.0, LabMaq) sob

condicOes operacionais determinadas experimentalmente.

1.2.1.2 Microparticulas de quitosana-ions metalicos

Para a preparacdo das microparticulas de quitosana contendo ions metalicos
adsorvidos foram utilizados: o polimero quitosana e solu¢cdes aquosas contendo os

ions metalicos: Fe(ll), Fe(lll) e Zn(ll).

Os complexos quitosana-metal foram preparados de acordo com uma
modificacdo no método previamente descrito por Rodrigues e colaboradores (1999).
A quitosana foi dissolvida (1% p/v) numa solucdo aquosa contendo os sais (FeCl,
0,1M; Fe(NOg3); 0,AM ou Zn(CH3COO), 0,1M), sendo estas concentracdes
determinadas através de experimentos previamente realizados e descritos na
literatura (RODRIGUES et al., 1999; FAGUNDES et al., 2001; FAGUNDES et al.,
2002). O pH das solucdes de complexacao da quitosana com os ion Fe(ll), Fe(lll) e
Zn(ll) foi fixado em 5,0, sendo este pH estabelecido de acordo com os estudos
realizados por Ngah e colaboradores (2005) e Sun e Wang (2006). A correcao do pH
guando necessaria, foi realizada pela adicdo de acido acético 0,2M. As solucdes

permaneceram em agitacado por um periodo de 12 h a temperatura ambiente e apos
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este tempo de reacdo, foram secas em Spray-Dryer (MDS 1.0, LabMaq) sob

condicOes operacionais determinadas experimentalmente.

1.2.1.3 Reticulacdo das microparticulas de quitosana e quitosana-metal com
glutaraldeido

As microparticulas de quitosana e quitosana-metal, apés obtencdo por
secagem por aspersao, foram suspensas, sob constante agitacdo, numa solucdo de
glutaraldeido (em acetona). A proporcao quitosana:glutaraldeido foi fixada a 1:1
(p/v). Apos a agitac@o por 4 h, as microparticulas foram recuperadas por filtracéo,
lavadas com uma solucéo etanol:agua (2:1, v/v) para remocao do excesso de metal
e/ou glutaraldeido, até teste colorimétrico negativo. Finalmente as microparticulas

foram secas a presséao reduzida até obtencéo de peso constante.

1.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

As microparticulas foram caracterizadas quanto ao grau de desacetilacdo do
polimero quitosana, quantificacdo dos ions metalicos adsorvidos, morfologia,

tamanho de particula e polidisperséao.

1.2.2.1 Determinac¢édo do grau de desacetilacéo

A determinacdo do grau de desacetilacdo (GDA) indica a quantidade de
grupos amino livres na estrutura polimérica da quitosana. Para a sua determinacéao
pode-se empregar diferentes metodologias, como titulacdo potenciométrica, analise
elementar e a espectroscopia no infra-vermelho (IV). Neste trabalho para a
determinacdo do GDA foi emprega a titulagdo potenciométrica (BROUSSIGNAC,
1968) e os resultados foram comparados com o GDA obtidos por espectroscopia no
IV (TAKANORI et al.,1976).
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a) Titulac&o potenciométrica

O GDA foi determinado segundo o método descrito por Broussignac (1968) o
qual envolve a titulacdo de amostra de quitosana em presenca de excesso de 4cido
forte (HCI) com hidréxido de sédio. Para o calculo da porcentagem de grupos NH,
livres, os volumes do primeiro ponto de equivaléncia Vi, relacionado com a
neutralizacdo do éacido fraco NHsz*, e do segundo ponto de equivaléncia Vo,
relacionado com a neutralizagcédo do HCI foram aplicados na Equacgéao (1.1):

_16,1x(V, -V, )xM,
m

GDA (1.1)

onde: My é a molaridade da base, m € a massa (g) da amostra e 16,1 € um valor
relacionado com a massa molecular da unidade monomérica da quitosana. Vi e V>
séo os volumes (mL) correspondentes ao primeiro e segundo ponto de equivaléncia,

respectivamente.

b) Espectroscopia de IV

Para a obtencdo dos espectros, as microparticulas foram depositadas
diretamente no compartimento de amostras do Spectrum One FT-IR (Perkin Elmer).
Os espectros foram obtidos no modo transmitancia, cobrindo a faixa de nimero de
onda de 4.000 a 500 cm™. A intensidade do pico correspondente a amida | (1.655
cm?) e a intensidade do pico correspondente ao grupo OH (3.450 cm™), foram
utilizadas para calcular o GDA de acordo com a Equacdo (1.2) (GUPTA et al.,
2006a):

Lo /|
A= 1 s/ Tas) |00 (1.2)
1,33

onde: | representa a intensidade do pico e o fator 1,33 representa a razédo de

l1.655/13.450 para o polimero quitosana completamente N-acetilado.
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1.2.2.2 Quantificagdo dos ions metalicos adsorvidos

As quantidades de ions metalicos adsorvidos a quitosana foram determinadas
por métodos colorimétricos. Primeiramente, as microparticulas de quitosana-metal
foram submetidas a hidrélise acida (100mg/ 5 mL HCL:HNO3 1:1). Para cada ion
metalico (Fe e Zn) foi utilizado um método colorimétrico especifico, conforme

descrito a seqguir:

e As quantidades de Fe total presentes nas amostras foram determinadas
reagindo os ions Fe com 1,10-fenantrolina (5 mM) na presenca de
hidroxilamina (1,4 M). Através desta reacdo forma-se complexo colorido cuja
absorbancia foi determinada com auxilio de espectrofotbmetro no
comprimento de onda igual a 510 nm (UV-2101PC Shimadzu, Japao)
(PYENSON e TRACY, 1945). A quantificacdo do Fe total foi realizada em
triplicata através da curva de calibracdo obtida com solucdes padrao de Fe
total apresentando concentragdes na faixa de 0,1 a 2,5 pg/mL;

e O Zn(ll) presente na amostra foi determinado pelo método colorimétrico
desenvolvido e validado por Khoder e colaboradores (2009). Este método é
baseado na reacdo entre os ions Zn(ll) e 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) 0,5
(mM) na presenca de solucdo tampéo de amonia, pH 10 (em etanol). Através
desta reacao forma-se um complexo colorido PAN-Zn, cuja absorbancia foi
medida a 550 nm (UV-2101PC Shimadzu, Japao). A quantificacdo do Zn(ll)
foi realizada em triplicata através da curva de calibracdo obtida com soluctes

padrao de Zn(Il) com concentracdes na faixa de 25 a 300 pg/mL.

1.2.2.3 Avaliacdo morfologica das microparticulas

As microparticulas de quitosana-metal foram analisadas quanto a forma, a
superficie e porosidade por Microscopia Eletronica de Varredura (Joel Scanning
Microscope JSM-5800®) no Centro de Microscopia da UFRGS. As amostras foram
depositadas em stubs de metal, usando uma fita adesiva dupla face de carbono e

recobertas com uma camada de 4 nm de ouro (Metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN®).
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1.2.2.4 Tamanho das particulas e polidispersao

O diametro médio e a distribuicdo de tamanho das particulas foram
determinados por difratometria de laser em Malvern Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments, UK). O didametro médio baseado no volume (d43) foi utilizado como
parametro para a avaliacdo da distribuicdo de tamanho de particulas. Medidas do
didmetro de particulas correspondentes a 10 %, 50 % e 90 % da distribuicao
acumulada (do1, dos € dog, respectivamente) foram também realizadas. Por meio
dessas medidas foi calculado [Equacado (1.3)] o SPAN (polidispersao), relaciona os
valores encontrados do didametro das particulas correspondentes a 10 %, 50 % e 90

% da distribuicdo acumulada para uma amostra.

spAN = Jus ~dus

0,5

(1.3)

1.2.3 Estudo de adsorcdo do ciprofloxacino pelas microparticulas de

guitosana-metal

As microparticulas de quitosana e quitosana-metal (1 mg), preparadas
conforme descrito no item 1.2.1.2, foram incubadas em solucédo tampao HEPES pH
6,8 (1 mL), contendo ciprofloxacino (25 a 400 pug/mL). O sistema foi mantido em
agitacdo tangencial (650 rpm/min) a temperatura de 37 + 2 °C por 300 min. Amostras
foram coletadas em tempos pré-determinados (30, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 min),
centrifugadas (4.000 rpm por 3 min) e 0 meio sobrenadante foi separado. A
concentracdo de ciprofloxacino no meio foi determinada por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE), através de método previamente validado.

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo Waters,
utilizando um detector ultravioleta visivel com um comprimento de onda de 278 nm.
Foi utilizada uma coluna Symmetry® C18 (5 pm, 150 x 4.6 mm) e pré-coluna do
mesmo material (5 um), ambas mantidas a temperatura de 40 °C. A fase movel
consistiu de uma mistura isocratica de tampéo fosfato (10 mM) e acetonitrila na
proporcao de 85:15 (v/v), com pH aparente igual a 3,0. O fluxo foi de 1,0 mL/min e o
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tempo de andlise foi pré-fixado em 10 min. A aquisicdo e integracdo dos dados foi

realizada pelo software Azur®.

A capacidade de adsorcéo (q) do ciprofloxacino pela massa do adsorvente no
intervalo de tempo especificado, foi determinada conforme Equacéo (1.4)

q="2 (1.9)

onde: C, é a concentracdo inicial de ciprofloxacino (400 pg/mL) e Ct é a
concentragcdo nao adsorvida (na solucdo) de ciprofloxacino num determinado

intervalo de tempo, e m € o peso de microparticulas utilizado em mg.

1.2.4 Modelo matematico das isotermas e cinética de adsorcdo do

ciprofloxacino

Com o intuito de elucidar o mecanismo de adsorcao do ciprofloxacino pelas
microparticulas de quitosana-metal foram utilizados modelos matematicos de
isotermas de adsorcdo, sendo isoterma de Langmuir e Freundlich, e ainda foram
aplicados os modelos de cinética de adsor¢céo de pseudo-primeira-ordem e pseudo-

segunda ordem. Os estudos seguem descritos abaixo.

1.2.4.1 Isotermas de adsorcéo

No processo de adsorcdo normalmente sdo empregados os modelos de
isoterma de Langmuir e Freundlich para interpretar os dados experimentais de
adsorcéo (CANTANHEDE et al., 2005; AKSU e TUNGC, 2005; ACHAK et al., 2009). A
avaliacdo do melhor ajuste dos dados é feita aplicando as equac¢des e verificando o

valor do coeficiente de correlagéo (R?) e os desvios relativos médios.

A equacdo de Langmuir € descrita conforme segue na Equacgéo (1.5):
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q :M (1.5)
(1+K.Cy) '

onde: g € a quantidade do ciprofloxacino adsorvido pelas microparticulas (ug/mg),
Ceq € a concentragdo ndo-adsorvida (ng/mL) (ciprofloxacino na solugéo). Mmax € K
sdo a quantidade méaxima adsorvida (pg/mg) e a constante de Langmuir,
respectivamente. Mmax € K. podem ser determinados a partir dos coeficientes linear
e angular das retas de regresséo linear obtidas pelo grafico 1/q em fungéo de 1/Cgq.

A descricdo matematica do modelo de Freundlich esta apresentado na
Equacéo (1.6):

q = KFCeq]Jn (16)

onde: Kr e n sdo as constante de Freundlich relacionadas a capacidade e
intensidade de adsorcao, respectivamente. Este modelo pode ser linearizado atraves
da sua forma logaritmica e as constantes Kr e n podem ser determinadas a partir

dos coeficientes linear e angular da reta de regressao linear.

Os desvios relativos médios entre os valores experimentais e calculados

foram calculados segundo a Equacéao (1.7):

N
Z‘(qeq,i,exp - qeq,i,calc )/qeq,i,exp

£(%) = = - (1.7)

onde: “exp” e “calc” representam os valores experimentais e calculados,

respectivamente e n é o nimero de dados de adsorcéo.

1.2.4.2 Cinética de adsorcao

Com o intuito de investigar o mecanismo de adsorc¢ao do ciprofloxacino pelas
microparticulas de quitosana-metal, sendo transferéncia de massa (fisissor¢cdo) ou
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reacdo quimica (quimissorcao) foram utilizados os modelos de cinética de pseudo-
primeira-ordem (ZHANG et al., 2003) e pseudo-segunda-ordem (HO e McKAY,
1999).

O modelo matematico da cinética de pseudo-primeira-ordem esta descrito na
Equacéo (1.8):

Log(q,, —9) = Logq,, ::léaodat (1.8)
onde: geq € g representam a quantidade de ciprofloxacino adsorvido (ambos em
pHg/mg), no tempo de equilibrio e num determinado tempo (min), respectivamente.
Kiad (Min) é a constante de equilibrio da adsorcéo de pseudo-primeira-ordem. A
aplicagcéo deste modelo pode ser evidenciada pela linearizagcdo dos dados no grafico
Log(geq - g) em fungéo do tempo (t). O valor de Ky .4 pode ser determinado a partir

do coeficiente angular da reta de regresséo linear.

O modelo matematico da cinética de pseudo-segunda-ordem esta

apresentado na Equacéao (1.9):

1 (1.9)

t
q KZ,ad qeq2 qeq

onde: Kza¢ (Mg.pg™.min™) é a constante de adsorcéo de pseudo-segunda-ordem. A
aplicacdo deste modelo pode ser evidenciada pela relacdo linear dos dados no
grafico de t/g em funcdo de t. Kyag € Qeq podem ser determinados a partir dos

coeficientes linear e angular da reta de regresséo linear.

1.3 Estudo da seletividade de adsorcao do ciprofloxacino

Para verificar a seletividade na adsorcédo, as microparticulas de CH-Fe(lll) e

CH-Zn(ll) preparadas conforme descrito no item 1.2.1.2, foram incubadas em
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solucdo tampao HEPES pH 6,8 (1 mL), contendo ciprofloxacino (400 pg/mL) e
nimesulida (100 pg/mL). O sistema foi mantido em agitacao tangencial (650 rpm/min)
a temperatura de 37 + 2 °C por 300 min. Amostras foram coletadas em tempos pré-
determinados (30, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 min), centrifugadas (4.000 rpm por 3
min) e 0 meio sobrenadante foi separado. A concentracdo de ciprofloxacino e da
nimesulida no meio foi determinada por CLAE, através de método devidamente

validado (Anexo ).

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo Perkin Elmer
Series 200, utilizando um detector ultravioleta visivel com um comprimento de onda
de 278 nm. Foi utilizada uma coluna Symmetry® C18 (5 pm, 150 x 4.6 mm) e pré-
coluna do mesmo material (5 um), ambas mantidas a temperatura de 40 °C. A fase
moével consistiu de uma mistura isocratica de tampé&o fosfato (10 mM) e acetonitrila
na proporcao de 80:20 (v/v), com pH aparente igual a 3,0. O fluxo foi de 0,8 mL/min

e o tempo de analise foi pré-fixado em 7 min.

A capacidade (q) de adsorcao do ciprofloxacino e da nimesulida pela massa
de microparticulas no intervalo de tempo especificado foi determinada conforme

Equacéao (1.4) descrita anteriormente.
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1.3.1 Microparticulas de quitosana e quitosana-metal

Foram preparadas diferentes microparticulas baseadas na formacdo de
complexo entre o polimero quitosana e os ions metélicos Fe(ll), Fe(lll) e Zn(ll), em
meio homogéneo, de acordo com modificagbes do método descrito por Rodrigues e
colaboradores (1999).

As microparticulas foram obtidas através da secagem por aspersdo. O
diametro do bico do atomizador, pressdo e fluxo de ar utilizados foram: 0,5 mm; 3
bar; 500 NL/h, respectivamente, sendo os mesmos determinados com base em
dados da literatura (HE et al., 1999; HUANG et al., 2003). Os parametros
operacionais temperatura e fluxo da bomba de alimentacdo de entrada foram
otimizados experimentalmente, para isso uma solugdo aquosa do complexo CH-
Fe(lll) foi submetida ao processo de secagem por aspersdo sob as condi¢des
apresentadas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Influéncia dos parametros de operacao: temperatura de entrada e fluxo
da bomba de alimentacdo, no tamanho médio, polidispersdo e rendimento de
microparticulas de CH-Fe(lll), obtidas por secagem por aspersao.

Parametros de operacao o _
Tamanho Polidisperséo Rendimento
Temperatura de _ o
Fluxo (mL/min) medio (um) (um) (%)
entrada (°C)

140 10 27,67 3,63 76
5 20,47 2,56 70

160 10 - - -
5 24,47 3,14 42

Analisando os dados apresentados na Tabela 1.1 verifica-se que a
temperatura e o fluxo da bomba de alimentacdo apresentam influéncias tanto no
tamanho médio como no rendimento de obtencdo das microparticulas de CH-Fe(lll).
Comparando o tamanho médio das particulas obtidas com a temperatura de entrada
igual a 140 °C sob fluxo de 5 e 10 mL/min, observa-se que no fluxo maior o tamanho

da particula é maior. Este fato pode ser resultante da formacdo de gotas maiores
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durante o processo de secagem. Com o aumento da temperatura de entrada para
160 °C e fluxo de 10 mL/min a obtengdo das microparticulas nao foi possivel, pois
sob estas condi¢des a solucdo do complexo CH-Fe(lll) ficou aderida na parede da
camara de secagem. Mantendo esta mesma temperatura e diminuindo o fluxo para 5
mL/min foi possivel obter microparticulas com um tamanho médio de
aproximadamente 25 um, entretanto, sob estas condi¢cbes o rendimento diminuiu
consideravelmente. Com base nos dados aqui obtidos, a temperatura de entrada
para a obtencdo das microparticulas foi estabelecida a 140 °C e o fluxo da bomba de

alimentacao foi de 5 mL/min.

Inicialmente foram preparadas microparticulas sem a adicdo de agentes de
reticulacdo. Entretanto, microparticulas de quitosana ndo podem ser suspensas em
meio aquoso, principalmente se o pH for acido, pois elas intumescem e dissolvem
(GENTA et al.,, 1998, HE et al., 1999). As propriedades de intumescimento e
dissolucéo sdo dependentes do numero de grupamento amino livres na estrutura
polimérica (GUPTA e JABRAIL, 2006a). Uma vez que o intuito desse trabalho seria
de desenvolver microparticulas que pudessem ser utilizadas para a adsorcao de
farmacos em meio aquoso, foi necessaria a reticulagcdo das microparticulas
preparadas. Para a reacdo de reticulacdo foi utilizado o glutaraldeido, sendo este o
mais relatado na literatura para a reticulagdo da quitosana. Outro aspecto importante
para a selecdo do glutaraldeido foi o fato dele ndo interagir com os ions metalicos
utilizados neste trabalho. O fundamento da reacéo de reticulacdo da quitosana é a
reacdo entre os grupos aldeidicos do glutaraldeido e a amina livre da quitosana,
formando uma imina (Base de Schifff (GONCALVES et al., 2005), conforme

apresentado na Figura 1.1.
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Figura 1.1: Reacado de reticulagdo das microparticulas de quitosana e quitosana-

metal com o glutaraldeido.

1.3.2 Caracterizacao das microparticulas de quitosana-metal

Para a caracterizacdo das microparticulas (reticuladas e nao-reticuladas)

foram avaliados o tamanho, a polidispersdo, a morfologia externa e o grau de

desacetilacdo (GDA), o qual representa a porcentagem de grupos amino livres.

As caracteristicas fisicas, tamanho médio e polidispersdo, das microparticulas

de quitosana e quitosana-metal:,

obtidas antes e apds a reticulacdo com

glutaraldeido estdo apresentadas na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2: Caracteristicas fisicas das microparticulas de quitosana e quitosana-
metal: tamanho médio e polidispersdo, obtidas antes e apds a reticulacdo com
glutaraldeido.

Antes da reticulagdo com glutaraldeido | ApoOs a reticulacdo com glutaraldeido

Micro-
, dO,l d0,5 d0,9 d4,3* dO,l dO,S d0,9 d4,3*
particulas Span** Span**
(um) | (um) | (um) | (um) (um) | (um) | (um) | (um)
2,6 98 | 1854 | 548 | 185 1,6 43 | 1516 | 36,7 | 345
CH-Fe(ll)

+0,02 | +0,34 | +8,65 | +2,05 | +0,34 | +0,01 | +0,01 | +4,60 | +0,39 | +1,03

CH- 1,9 6,0 167,7 | 42,9 27,4 1,4 4,6 30,5 | 29,5 6,2
Fe(lln) +0,13 | £0,36 | £20,98 | +4,21 | +2,10 | £0,01 | +0,01 | +2,46 | +0,54 | +0,53

0,7 3.8 9,6 20,8 2,3+ 11 4,5 125 | 20,1 2,4

CH-Zn(ll
() +0,01 | +0,04 | +0,33 | +1,59 | 0,07 | +0,02 | +0,10 | +2,07 | +2,07 | +0,05

0,7 2,6 183,7 | 36,1 68,7 0,7 2,9 8,7 27,4 2,7
+0,01 | £0,02 | £12,93 | +1,61 | +5,38 | £0,01 | +0,08 | +1,29 | +4,83 | +0,37

CH

*Tamanho médio. ** Polidisperséo, calculada através da Equacéo (1.3).

Analisando os resultados da Tabela 1.2, verifica-se que as microparticulas
inicialmente apresentaram um diametro médio (ds3) variando entre 20 e 55 um e a
polidispersdo (Span) variando entre 2 a 69 um. A formulacdo de microparticulas que
apresentou a maior polidisperséo foi a CH, a qual foi preparada sem a presenca de
fons metalicos. Por outro lado, a formulagdo com menor polidispersao e diametro
médio foi a CH-Zn(ll).

Por sua vez, as microparticulas apos reticulacdo com glutaraldeido
apresentaram uma variacdo de diametro médio entre 20 a 37 um e valores de
polidispersdo entre 13 a 27 um. Entre as diferentes microparticulas reticuladas com
glutaraldeido, verifica-se que o diametro médio apresentou valores proximos e a
polidispersdo foi baixa, excetuando a formulacdo de CH-Fe(ll) para a qual a
polidispersdo foi em torno de 34 um. Comparando as microparticulas iniciais e as
reticuladas com glutaraldeido, observa-se que o tamanho foi influenciado pela
reacdo de reticulacdo, sendo que com a reticulacdo, o tamanho das microparticulas

diminui, exceto para CH-zZn(ll).
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1.3.2.1 Grau de desacetilagdo

O grau de desacetilagdo ou percentual de grupos amino livres € influenciado
tanto pela formacdo de complexo entre a quitosana e os metais, bem como pela
reacdo de reticulacdo. No presente trabalho foi utilizado a propor¢cdo de grupos
aldeidicos:amino de 1:1, pois de acordo com dados da literatura, nesta proporcao
ocorre a formacdo da rede de reticulagdo, impedindo a solubilizacdo das
microparticulas em meio aquoso, sem apresentar influéncia importante na
capacidade de adsorcao dos metais (SUN e WANG, 2006).

Para a determinacdo do GDA foi emprega a titulacdo potenciométrica,
descrita por Broussignac (1968) e os resultados foram comparados com o GDA
calculado a partir de dados dos espectros no IV das amostras (TAKANORI et
al.,1976).

O grau de desacetilacdo das microparticulas de CH foi determinado
potenciomatricamente através da Equacao (1.1) onde a diferencial dos volumes dos
dois pontos de equivaléncia (V1 e Vy) (Figura 1.2) corresponde a quantidade de

grupos amino presentes na amostra (BROUSSIGNAC, 1968).

]
I
./l

dpH/dVv
pH

T T T
10 12 14 16

NaOH 0,1M (mL)

Figura 1.2: Determinagdo potenciométrica do grau de desacetilacdo das
microparticulas de CH antes da reacéo de reticulagdo com glurataldeido.

44



Capitulo 1 - Resultados e Discussao

Através dos dados obtidos a partir da curva resultante do calculo da
diferencial do pH em razao da diferencial do volume (dpH/dV), apresentadas na
Figura 1.2, verifica-se que, antes da reacdo de reticulagdo com glutaraldeido, as
microparticulas de CH apresentaram uma porcentagem de grupos aminos livres
igual a 72 %. ApOs a reacédo de reticulagcdo esta porcentagem diminuiu para 20 %. O
mesmo procedimento e calculo foram realizados para determinar os GDAs das
microparticulas de CH-Fe(ll), CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll). O GDA foi em todos os casos
determinado antes e ap6és a reacdo de reticulacdo com glutaraldeido. As
porcentagem de grupos amino livres para as microparticulas CH-Fe(ll), CH-Fe(lll) e
CH-zn(ll) estdo apresentados na Tabela 1.3, a seguir.

O GDA das microparticulas também foi determinado por espectroscopia no
IV, onde a razéo entre o valor da intensidade correspondente a banda de amida |
(1.655 cm™) e o valor da intensidade dos grupos hidroxila (3.450 cm™) esta
relacionado ao grau de desacetilacdo da quitosana. Esses dados foram aplicados na
Equacéo (1.2) para calcular o GDA das microparticulas. Os espectros no IV das

microparticulas estéo apresentados na Figura 1.3.
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Figura 1.3: Espectro no infravermelho das microparticulas de CH-Fe(ll) (1), CH-
Fe(lll) (2), CH-Zn(ll) (3) e CH (4); (a) iniciais e (b) reticuladas com glutaraldeido.
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Os espectros no IV mostram que em todas as amostras estdo presentes
bandas nas regides proximas de 900 a 1.050 cm™® sendo estas bandas
caracteristicas de sacarideos. Atribui-se as bandas em 2.864 cm™ e 2.932 cm™ as
deformacgBes assimétrica e simétrica de C-H de grupos alifaticos, enquanto que a
absorcao larga em 3.450 cm™ correspondente aos grupos hidroxila livre. A banda em

1.084 cm™ é atribuida a vibrac&o de estiramento do grupo C-O-H.

Analisando os espectros das microparticulas reticuladas com glutaraldeido,
verifica-se a presenca de uma fraca banda proxima a regido 1.600 cm™, a qual
representa a formacdo de grupos imina (C=N), comprovando que a reacdo de
reticulacdo com glutaraldeido ocorreu. Nestes mesmos espectros ndo ha evidencias
das bandas caracteristicas relacionadas ao grupo aldeido préximo a 1.720 cm™,
indicando que o glutaraldeido livre, que ndo reagiu com a quitosana, foi removido

com o processo de lavagem.

A Tabela 1.3 apresenta o GDA das microparticulas, antes apos a reacao de
reticulacdo com glutaraldeido, determinados através do método de titulacédo

potenciométrica e Espectroscopia no IV.

Tabela 1.3: Grau de desacetilacdo das microparticulas de CH e CH-metal, antes e
ap6s a reacdo de reticulagdo com glutaraldeido, obtido através de titulacédo
potenciométrica e espectroscopia no IV.

Antes da reticulacdo com Apos a reticulacdo com
glutaraldeido glutaraldeido
Microparticulas Titulagédo _ Titulacéo )
o Espectroscopia o Espectroscopia
Potenciométrica Potenciométrica
IV (%) IV (%)
(%) (%)
CH-Fe(ll) 30 23 27 22
CH-Fe(lll) 17 19 12 14
CH-zn(ll) 22 25 10 13
CH 72 76 20 26
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Comparando os GDAs das microparticulas de CH-Fe(ll), CH-Fe(lll) e CH-
Zn(ll) com o GDA das microparticulas de CH (Tabela 1.3) antes da reagdo de
reticulacdo com glutaraldeido, verifica-se que a porcentagem de grupos 0s amino
livres diminuiu consideravelmente. A diminuicdo do niamero de grupos amino livres
indica que o complexo quitosana-metal € formado entre estes grupos da estrutura da
quitosana e os ions metalicos. Analisando os valores de GDA das microparticulas
antes e apdés a reticulacdo com glutaraldeido, observa-se valores muito proximos,
com excecdo das microparticulas de CH-Zn(ll). Comparando os valores de GDA
obtidos através das duas técnicas de determinacdo, verifica-se que os valores
obtidos através dos espectros no IV sdo proximos aos valores obtidos através da

titulacdo potenciométrica.

1.3.2.2 Morfologia das microparticulas de CH e CH-metal

As morfologias das microparticulas de quitosana e de quitosana-metal foram
analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e suas micrografias estdo

apresentadas na Figura 1.4.
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Figura 1.4: Micrografia das microparticulas de quitosana e quitosana-metal, obtidas
por secagem por aspersao, (1) CH-Fe(ll), (2) CH-Fe(lll), (3) CH-Zn(ll) e (4) CH, (a)
iniciais e (b) reticuladas com glutaraldeido.

Analisando as imagens apresentadas na Figura 1.4, verifica-se que as
microparticulas de CH-Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) apresentam uma forma esférica
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colapsada e as microparticulas de CH apresentam-se esféricas. Observa-se ainda
gue as microparticulas apresentaram uma superficie rugosa, exceto a CH-Fe(lll)
[Fig. 1.4 2(a) e 4(b)]. A rugosidade da superficie foi influenciada pela presenca e
pelo tipo de metal utilizado no processo. As microparticulas de CH apresentaram
superficie nitidamente mais rugosa do que aquelas preparadas empregando-se
Fe(ll), Fe(lll) ou CH-Zn(ll). Ao serem comparadas as imagens das microparticulas
iniciais (a) com as reticuladas com glutaraldeido (b), verifica-se que o processo de
reticulacdo ndo apresentou influéncia nem na forma da microparticulas e nem na

rugosidade.

1.3.3 Determinacdo dos metais

A determinacdo dos metais nas microparticulas foi realizada através de
métodos colorimétricos especificos para cada ion metalico. A determinacdo foi
realizada em triplicata através das curvas de calibracdo obtidas a partir de solucdes

padrdes dos ions metalicos.

1.3.3.1 Determinacgéo de Fe total nas microparticulas

A guantidade de ions ferro total presente nas amostras CH-Fe(ll) e CH-Fe(lll)
foi determinada através de método colorimétrico usando 1,10-fenantrolina, descrito
por Peynson e Tracy, (1945). A quantificacao foi realizada em triplicata, através de
curva de calibragcdo obtida com solugcbes padrdo de Fe total na faixa de
concentracdo compreendida entre 0,1 a 2,5 pg/mL. A equacédo de regressao linear
da curva de calibracdo esta apresentada na Equacéo (1.10), onde o y corresponde a
absorbancia (hm) e o x é a concentracdo de Fe total (ug/mL). O coeficiente de
correlacdo obtido foi de R? = 0,9999, comprovando a adequacdo do método no

intervalo avaliado.

y =0,1998x +0,0016

1.10
R? =0,9999 ( )
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A partir da Equagéo (1.10) foram determinadas as quantidades de Fe total
nas microparticulas, sendo estas iguais a 45 mg/g para a formulacdo CH-Fe(ll) e de
130 mg/g para CH-Fe(lll). A quantidade de Fe total tedrico na amostra deveria ser
de 360 mg/g, com base neste dado verifica-se que a porcentagem de complexagao
foi de aproximadamente 36 % e 12 % de ferro adicionado, para as microparticulas

de CH-Fe(lll) e CH-Fe(ll), respectivamente.

Com isto, constata-se que as microparticulas preparadas com FeCl, (0,1M)
apresentam uma porcentagem de complexacdo do metal relativamente menor
guando comparadas as microparticulas preparadas com Fe(NO3)s (0,1M). O
aumento da quantidade de ions Fe adsorvidos a superficie polimérica da quitosana
pode ocorrer em algumas situacdes, tais como: aumento do grau de desacetilagcéo,
aumento da concentracdo do metal na solugcéo ou, ainda, alteracdo do pH do meio
reacional (BURKE et al., 2002). Na realizacéo deste estudo, todos estes parametros
foram mantidos iguais, variando-se apenas o sal (FeCl, e Fe(NO3)3) utilizado. Com
ISSO sugere-se que, no presente estudo, a adsor¢cdo de ions Fe no polimero
guitosana tenha sido influenciada pelo estado de oxidacdo do metal utilizado ou pelo

tipo do sal de ferro utilizado.

1.3.3.2 Determinacéo de Zn(ll) nas microparticulas

A quantidade de ions Zn(ll) presentes nas microparticulas de CH-Zn(ll) foi
determinado por colorimetria através da formacdo de um complexo colorido como
produto da reacdo do Zn(ll) com PAN. A absorbancia da coloracdo da solucao foi
medida a 560 nm usando um espectrofotémetro UV. A quantificacéo foi realizada em
triplicata, através de curva de calibracdo obtida com solu¢cBes padrdao de Zn(ll) na
faixa de concentracdo compreendida entre 25 a 300 ug/mL. A equacédo de regressao
linear da curva de calibracdo estd apresentada na Equacdo (1.11), onde o y
corresponde a absorbancia (nm) e o x € a concentracdo de zZn(ll) (pg/mL). O
coeficiente de correlacéo obtido foi de R? = 0,9977, comprovando a adequacéo do

método no intervalo avaliado.

50



Capitulo 1 - Resultados e Discussao

y =0,002x +0,0041

1.11
R?=0,9977 ( )

A partir da Equacao (1.11) determinou-se que as microparticulas de CH-Zn(ll)
reticuladas com glutaraldeido apresentam 87 mg/g, correspondendo a 22 % do Zn(ll)

adicionado.

1.3.4 Adsorc¢éo do ciprofloxacino pelas microparticulas de CH-metal

A adsorcdo do ciprofloxacino em meio aquoso, foi estudada usando as
microparticulas de CH-Fe(ll), CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll). Para evidenciar a importancia
da presenca dos ions metalicos na adsorcdo do farmaco em questdo, o estudo

também foi conduzido com as microparticulas de CH.

O efeito do tempo de contato e a influéncia da concentragéo inicial do farmaco
na capacidade adsorcéo do ciprofloxacino pelas microparticulas estdo apresentados
na Figura 1.5. Foram utilizadas concentracdes iniciais crescentes de ciprofloxacino
na solucéo, sendo 25, 50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL, sendo estas concentracdes

limitadas pela solubilidade do farmaco no meio.
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Figura 1.5: Efeito do tempo de contato e da concentracao inicial (25 a 400 pg/mL)
na adsorcao do ciprofloxacino pelas microparticulas de CH-Fe(ll) (1), CH-Fe(lll) (2),
CH-Zn(l) (3) e CH (4), em tampé&o HEPES, pH 6,8; a 37°C.

Ao iniciar o ensaio de adsorcéo, os sitios de ligacdo presentes na superficie
das microparticulas estavam desocupados, 0 que provoca uma rapida taxa de
adsorcao do ciprofloxacino ap6s 30 min, como pode ser observado nas Figuras 1.5
(1), (2) e (3). Com o aumento do tempo de contato os sitios de ligacao livres vao
sendo gradativamente ocupados, chegando a um estado de equilibrio aos 180 min
para as microparticulas CH-Fe(ll) e CH [Fig. 1.5 (1) e (4)].

Por outro lado, o tempo necessario para atingir um estado de equilibrio na
adsorcéo pelas microparticulas de CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll) demonstra ser dependente
da concentracao inicial do ciprofloxacino no meio. Para baixas concentra¢cbes de
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ciprofloxacino (25; 50 e 100 pug/mL) o estado de equilibrio foi alcangado aos 120 min
e 180 min para CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll), respectivamente [Fig. 1.5 (2) e (3)]. Ja para
concentragfes mais altas (200; 300 e 400 pg/mL) esta estado foi atingido a 300 min.
Apés estes tempos de contato, ndo foi observada uma melhora significativa na
capacidade de adsorcdo do farmaco. Esta observacdo pode ser confirmada pela
concentragdo de ciprofloxacino adsorvido em 5, 8 e 24 h. Neste caso foram
utilizadas concentragdes iniciais de ciprofloxacino iguais a 400 pg/mL e a adsorcao
foi conduzido apenas para as microparticulas de CH-Fe(lll) e CH-zZn(ll). As
microparticulas de CH-Fe(lll) apresentaram capacidade de adsor¢cdo equivalente a
305, 320 e 304 pg/mL em 5, 8 e 24 h, respectivamente. No mesmo sentido, as
microparticulas de CH-Zn(ll) apresentaram capacidades de adsorcédo de 330, 325 e
328 ng/mL em 5, 8 e 24 h respectivamente.

A concentragdo inicial pode influenciar a resisténcia da transferéncia de
massa entre o estado liquido e a fase solida. Para verificar esta influéncia, foi
analisado o efeito da concentracéo inicial, 25, 50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL (p/v)
do ciprofloxacino no tempo 300 min. A capacidade de adsorcdo no tempo de 300

min (gso0), para cada adsorvente esta representado na Tabela 1.4.

Tabela 1.4: Capacidade de adsorcdo do ciprofloxacino pelas microparticulas de
guitosana-metal e quitosana no tempo 300 min.

Ciproflo- CH-Fe(ll) _ CH-Fe(lll) _ CH-zn(ll) _ CH _
xacino 0300 Adsor¢éo 0300 Adsor¢éo 0300 Adsor¢éo 0300 Adsorcéo

(Mg/mL) (ug/mg) (%) (ug/mg) (%) (ug/mg) (%) (Hg/mg) (%)
25 8,7£1,75 38,3 20,5%1,22 84,7 15,5+0,36 65,2 2,8+0,13 12,6
50 17,2+0,47 39,6 43,4+4,68 94,9 39,445,10 82,3 4,1+1,00 8,5
100 33,8+3,67 61,0 90,6+6,19 46.4 86,7+4,58 90,9 8,16+2,17 8,8
200 69,9+2,78 36,8 196,5+1,23 98,2 180,1+1,21 90,1 16,1+3,33 8,5
300 99,2+0,65 39,7 262,3+9,73 90,3 286,2+2,25 95,4 23,1+4,41 9,3
400 105,7+4,61 66,9 305,3+24,8 21,2 332,1+1,51 83,1 32,9+1,51 8,4

Através da analise dos resultados, verifica-se que a porcentagem de adsorcéo
do ciprofloxacino aumenta com o aumento da concentragdo inicial do farmaco. A
porcentagem de adsorgéo de cada microparticula foi calculada pela concentragédo de

ciprofloxacino adsorvido em relacdo a quantidade inicial do farmaco. Para as
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microparticulas de CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll), a capacidade de adsorcdo, aumenta de 20
a 305 pg/mg e de 15 a 332 pg/mg, respectivamente. Para CH-Fe(ll) o aumento foi de
9 a 105 pg/mg e de 3 a 33 pg/mg para microparticulas de CH. As capacidades de
adsorcdo para as microparticulas de CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll) sdo maiores quando
comparadas as capacidades de adsorcédo de CH-Fe(ll) e de CH.

Segundo dados da literatura (AKSU e TUNGC, 2005) a variacédo da capacidade
de adsorcédo entre os diferentes adsorventes pode estar relacionada a diferenca da
composicdo quimica, superficie da microparticula e, ainda, ao numero e a
distribuicdo dos sitios de ligacdo. Estes fatores apresentam influéncia direta no
mecanismo de adsor¢do. O mecanismo de adsorcdo pode ser através de
transferéncia de massa, conhecida como fisissor¢cdo, ou ainda pode ser atravées de
reacado quimica entre o composto e o adsorvente, neste caso sendo chamada de
guimissorcédo (ACHAK et al., 2009). Para investigar qual o € mecanismo de adsorcéo
entre o ciprofloxacino e as microparticulas de quitosana-metal, foram utilizados

modelos matematicos de isotermas de adsorcéo.

1.3.4.1 Isotermas de adsorcéo

As curvas de adsorcdo foram obtidas através da capacidade de adsorcéo
[obtidas através da Equacédo(1.4)] no tempo 300 min em funcdo da concentracao
inicial de ciprofloxacino (25 a 400 pg/mL). Ressalta-se que na realizacdo dos
experimentos a concentracao inicial de ciprofloxacino foi variada, enquanto que a

massa das microparticulas foi mantida constante (1mg/mL).

A Figura 1.6 apresenta os resultados experimentais obtidos para a adsorcao
do ciprofloxacino pelas microparticulas de CH-Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH, em
tampdo HEPES, pH 6,8 a 37 °C, no tempo de equilibrio 300 min.
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Figura 1.6: Isotermas de adsorcdo do ciprofloxacino pelas microparticulas de CH-
Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH, em tampédo HEPES, pH 6,8; a 37°C.

Analisando os dados apresentados na Figura 1.6 verifica-se que as isotermas
sdo positivas, regulares e concavas em relacdo ao eixo abscissas. Para a faixa de
concentracdo de ciprofloxacino empregada (25 a 400 pg/mL), limitada pela
solubilidade do farmaco no meio (tampdo HEPES; pH 6,8; a 37 °C), nao foi
observado saturacédo do sistema, este fato indica que, nas condicdes experimentais
usadas nao ocorre a formacdo de uma monocamada completa do ciprofloxacino

ocupando todos os sitios de ligacdo das microparticulas.

Com o intuito de descrever as interagcbes entre o ciprofloxacino e as
microparticulas CH-Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH, os dados experimentais foram
ajustados as equacOes de Langmuir e Freundlich. Estes modelos foram utilizados
devido a facilidade de transformar as equacBes para a forma linear e,

consequentemente, os parametros puderam ser estimados graficamente.

A Figura 1.7 apresenta a forma linearizada da curva 1/q em funcéo de 1/C,
obtida pela aplicacdo da equacdo de Langmuir para as microparticulas CH-Fe(ll),
CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH.
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Figura 1.7: Forma linearizada da equagao da isoterma de Langmuir. Grafico 1/Qeq
em funcéo de 1/C, para as microparticulas CH-Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH.

O modelo de Langmuir foi desenvolvido assumindo que todos os sitios de
adsorcao sdo equivalentes e a superficie é uniforme, a adsor¢cdo ocorre apenas até
a formacdo de uma monocamada, e que uma molécula liga-se a um sitio
independentemente dos demais, ou seja, ndo importa se estdo ou ndo ocupados
(AKSU, 2005).

A Figura 1.8 apresenta a forma linearizada da curva Log(g) em funcdo de
Log(C), obtida pela aplicacdo da equacéo de Freundlich para as microparticulas CH-
Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(l) e CH. O modelo de Freundlich foi desenvolvido
assumindo que a adsorcdo ocorre em sitios de ligacdo heterogéneos com uma
distribuicdo ndo uniforme na superficie das microparticulas. Este modelo descreve
uma adsorcao reversivel e ndo se restringe a formacdo de uma monocamada
(ACHAK et al., 2009).
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Figura 1.8: Forma linearizada da equacéo da isoterma de Freundlich. Grafico Log(q)
em funcéo de Log(C), para as microparticulas CH-Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH.

Através das analises das regressoOes lineares das retas apresentadas nas
Figuras 1.7 e 1.8, foram estimadas as constantes de adsorcdo do ciprofloxacino, os
parametros das equacdes e os coeficientes de correlacdo para cada microparticula
CH-Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH, sendo os resultados apresentados na Tabela
1.5. Esta tabela apresenta ainda a média dos erros percentuais [calculado de acordo

com a Equacéo (1.7)].

Tabela 1.5: Isotermas de Langmuir e Freundlich: constante das isotermas,
parametros das equacoes, coeficientes de correlacdo e média dos erros percentuais.

. Isoterma Langmuir Isoterma Freundlich
Micropar- M

ticul max 2 0 2 0,

iculas (ug/mg) KL R £(%) Ke n R, (%)
CH-Fe(ll) | 909,1 | 0,0004 | 0,9997 | 20,22 | 0,4417 0,94 0,9932 6,13

Fcen(_lll_l) 1666,7 | 0,0005 | 0,9987 | 47,89 | 0,8713 0,99 0,9444 6,05
CH-zn(ll) | 322,6 | 0,0019 | 0,9893 | 53,15 | 0,4744 1,11 0,9947 7,50

CH 3,97 0,03 0,9609 | 25,21 | 0,1383 0,89 0,9900 7.25
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Analisando os parametros estimados pela aplicacao da isoterma de Langmuir,
verifica-se que a capacidade maxima de adsorcédo (Mmax) das microparticulas CH-
Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH foram 909, 1.666, 322 e 4 ug/mg, respectivamente
(Tabela 1.5). A microparticula que apresentou uma maior capacidade de adsorcéo
do ciprofloxacino foi a CH-Fe(lll), seguida da microparticula de CH-Fe(ll) e CH-zZn(ll).
De acordo com dados da literatura (URBANIAK et al., 2007) sabe-se que quinolonas
formam complexos com ions metélicos, sendo a estabilidade do complexo formado
dependente da estrutura da quinolona, do ion metalico envolvido, e das condi¢cfes
experimentais, como o pH do meio. No caso do ciprofloxacino as constantes de
estabilidade da formacdo de complexo com metais decrescem na ordem Fe(lll) =
AI(IIN) > Cu(ll) > Fe(ll) = Zn (Il) > Mg(ll) > Ca(ll) (TUREL, 2002; KMETEC et al.,
1999). A sequéncia obtida com as capacidades maximas de adsorcdo das

microparticulas, apresentadas acima, demonstrou ser a mesma.

Em relacdo aos parametros estimados pela aplicagdo da isoterma de
Freundlich (Tabela 1.5), observa-se que os valores de n estdo préoximos de 1,0,
indicando com isso uma favoravel adsorcdo do ciprofloxacino pelas microparticulas.
A Kk foi utilizada como uma medida relativa a capacidade de adsorcdo. Comparando
os valores de Kg das diferentes microparticulas, verifica-se que a CH-Fe(lll)

1/n

apresentou o maior valor [0,8713 (ug/mg).(mg/mL) "], indicando desta forma que a

intensidade de adsorcéao do ciprofloxacino por esta microparticula foi maior.

Comparando os valores de R;? e R,? apresentados na Tabela 1.5 fica evidente
gue a adsorcéo do ciprofloxacino neste estudo apresenta uma boa correlacdo com
ambos os modelos Langmuir e Freundlich. Entretanto, ao analisarmos a média dos
erros percentuais relativos constata-se que o modelo Freundlich representa de forma
mais satisfatoria a adsorcdo do ciprofloxacino pelas microparticulas. Com isto pode-
se dizer que a adsorcdo do ciprofloxacino ocorre em sitios heterogéneos com

distribuicdo ndo uniforme, podendo ocorrer mais de uma camada de adsorc¢ao.

A literatura (AKSU e TUNC, 2005; CANTANHEDE et al., 2005; ACHAK et al.,
2009) registra que sistemas adsortivos cujos adsorvatos sejam constituidos por
moléculas pequenas ou por ions em solucdo apresentam uma certa tendéncia para

seguir o modelo de Langmuir, enquanto que macromoléculas ou polimeros, que
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devem apresentar interacfes mais fracas com a superficie, seguem mais o0 modelo

de Freundlich. Os resultados aqui obtidos corroboram com essa tendéncia.

1.3.4.2 Cinética de adsorcéao

As constantes de pseudo-primeira e —segunda-ordem e capacidade de
adsorcao (gse0) experimental e calculado, obtidos para as diferentes concentragbes
iniciais de ciprofloxacino para as microparticulas CH-Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e
CH foram comparados na Tabela 1.6.

Os valores das constantes de pseudo-primeira-ordem (Kiag) € das
capacidades de adsorcdo (Qasoo, 1, cac) foram determinados a partir dos coeficientes
angular e linear da reta de regressao linear de Log(geq-0) €m fungéo de t para as
microparticulas em todas as concentracdes inicias de ciprofloxacino estudas (25 a
400 pg/mL) no tempo 300 min. No mesmo sentido, as constantes de pseudo-
segunda-ordem (K;a.q) e as capacidades de adsor¢cdo (Qsoo, 2, cac) foram
determinados a partir dos coeficientes angular e linear da reta de regressao linear do

grafico de t/q em funcao de t.

Analisando os dados apresentados na Tabela 1.6, verifica-se que os valores
de Kia¢ N80 demonstraram ser influenciados nem pela concentracdo inicial de
ciprofloxacino nem pelo tipo de microparticula utilizado. Por outro lado, as
constantes de pseudo-segunda-ordem apresentam uma tendéncia a diminuir com o

aumento da concentracao inicial de ciprofloxacino.
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Tabela 1.6: Comparacao das constantes de pseudo-primeira e —segunda-ordem e capacidade de adsorcao (qsq) experimental e
calculado, obtidos para as diferentes concentragdes iniciais de ciprofloxacino para as microparticulas CH-Fe(ll), CH-Fe(lll), CH-

Zn(ll) e CH.
Microparticulas Co 0300 Cinética de pseudo-primeira-ordem Cinética de pseudo-segunda-ordem
P (ug/mL)  (Mg/mg)  Kyag(x10°min™)  daooscac (MG/M) R, K2ad(x10°min™)  Qso0z,cac (MO/MY)  RY’

CH-Fe(ll) 25 8,71 2,76 0,25 0,7487 17,20 6,88 0,9961
50 17,2 2,76 0,07 0,5627 9,34 13,56 0,9948

100 33,8 2,30 0,001 0,2172 8,96 27,39 0,9879

200 69,9 3,22 0,19 0,9907 1,24 54,34 0,9878

300 99,2 4,60 0,18 0,7662 1,15 88,49 0,9903

400 105,7 2,76 0,17 0,9236 1,78 90,09 0,9959

CH-Fe(lll) 25 20,5 1,84 0,07 0,7232 10,99 15,87 0,9973
50 43,4 2,07 0,16 0,9558 2,10 26,24 0,9840

100 90,6 2,07 0,25 0,9452 0,81 54,05 0,9631

200 196,5 1,61 0,33 0,9572 0,42 101,01 0,9680

300 262,3 2,53 0,35 0,9222 0,29 169,49 0,9758

400 305,3 24,64 0,48 0,8474 2,65 307,03 0,9490

CH-zn(11) 25 15,5 6,22 0,07 0,994 0,66 15,64 0,7373
50 39,3 0,92 0,01 0,1068 2,07 30,30 0,9883

100 86,7 4,37 0,14 0,6522 1,47 78,74 0,9891

200 180,1 1,15 0,17 0,1009 4,44 153,84 0,9903

300 262,3 3,22 0,33 0,7236 0,35 222,23 0,9669

400 332,1 12,20 0,44 0,8153 0,01 326,31 0,9620

CH 25 2,8 2,30 0,56 0,7579 25,15 1,83 0,9398

50 4,1 12,20 0,73 0,6327 44,66 4,20 0,9967

100 8,1 12,20 0,05 0,9638 0,49 13,64 0,3392

200 16,1 4,83 0,04 0,8489 1,53 13,66 0,8965

300 23,1 10,13 0,15 0,9663 0,61 24,44 0,8143

400 32,9 11,05 0,18 0,9620 0,59 34,73 0,8739

60



Capitulo 1 - Resultados e Discussao

Como apresentado na Tabela 1.6, para as microparticula de CH-Fe(ll), CH-
Fe(lll) e CH-Zn(ll), os coeficientes de correlacdo da cinética de pseudo-segunda-
ordem sdo maiores quando comparados com 0s coeficientes de correlacdo da
cinética de pseudo-primeira-ordem. Verifica-se ainda que os valores tedricos de
Oso00,calc Para a cinética de pseudo-segunda-ordem estdo mais proximos doa valores

de gz Obtidos com os experimentos.

Através destes dados fica evidenciado que o modelo da cinética de adsorcéo
do ciprofloxacino pelas microparticulas de quitosana-metal obedece a uma cinética
de pseudo-segunda-ordem, indicando com isso que o mecanismo de adsorcao é

através de reacao quimica ou seja quimissorcao.

Analisando os dados apresentados sugere-se que a capacidade de adsorcao
esta diretamente relacionada com a presenca dos ions metalicos, uma vez que as
microparticulas de CH sem metal apresentaram a menor capacidade de adsorcéao.
Comparando os resultados das microparticulas CH-Fe(ll), CH-Fe(lll) e CH-zZn(ll),
verifica-se que também o tipo do metal apresenta influéncia direta na quantidade de

ciprofloxacino adsorvido.

Considerando que as quinolonas sdo farmacos que formam complexos com
diferentes ions metélicos, sendo que a formacao de coordenacéo é possivel, devido
a presenca de dois grupos ionizaveis no anel quinolinico (Figura 1) do farmaco
(UPADHYAY et al., 2006). A estrutura é descrita como um complexo bidentado entre
o ion metélico e a quinolona, onde a ligac&o ocorre entre o oxigénio da posicéo 4 e
outro oxigénio do grupo carboxilico da posicdo 3 (KMETEC et al., 1999; SADEEK,
2005). Com base nestes dados da literatura e considerando que os ions ferro
formam preferencialmente complexos octaédricos, foi proposto uma estrutura da
complexacao do ciprofloxacino com as microparticulas de CH-Fe(lll), apresentado

na Figura 1.9.
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Figura 1.9: Estrutura proposta da complexacdo do ciprofloxacino com as
microparticulas de CH-Fe(lll).

1.3.5 Estudo da seletividade de adsorcao do ciprofloxacino

Considerando que no tratamento de determinadas tipos de infeccbes
bacterianas, como por exemplo infeccbes das vias aéreas superiores, preconiza-se
a associacdo de anti-inflamatérios e antimicrobianos, foram realizados estudos de
seletividade de adsorcéo do ciprofloxacino frente a farmacos anti-inflamatorios. Para
a realizacdo do estudo selecionou-se a nimesulida, sendo esta um anti-inflamatorio
nao esteroidal que atua na inibicdo da cicloxigenase, enzima responsavel pela
sintese de substancias envolvidas em processos inflamatérios, como as

prostaglandinas.

A escolha da nimesulida baseia-se na sua farmacocinética, onde seu tempo
de meia vida plasmatica é de 3 a 6 h e sua absorcdo majoritaria, 50% da dose
administrada por via oral, ocorre a nivel intestinal. Com isso sistemas adsorventes
presentes a nivel intestinal, provocariam uma reducdo da absorcdo da nimesulida,
alterando com isso a sua farmacocinética com consequente alteracdo da sua

eficacia terapéutica.
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Para verificar a seletividade de adsor¢cdo, as microparticulas de CH-Fe(lll) e

CH-Zn(Il) foram incubadas meio aquoso (tampdo HEPES, pH 6,8; a 37 °C) contendo
ciprofloxacino (400 pg/mL) e nimesulida (100 pg/mL). A Figura 1.10 apresenta o
perfil de adsorgéo do ciprofloxacino e da nimesulida.
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Figura 1.10: Adsorcao do ciprofloxacino e da nimesulida pelas microparticulas de
CH-Fe(lll) (A) e CH-Zn(ll) (B), em tampédo HEPES, pH 6,8; a 37 °C.

Como pode ser observado na Figura 1.10 as microparticulas de CH-Fe(lll)
[Fig. 1.10 (A)] adsorveram, ao final de 300 min de incubacdo, uma concentracdo de
aproximadamente 100 pg/mL e 1,5 pg/mL de ciprofloxacino e nimesulida,
respectivamente. Ja microparticulas de CH-zZn(ll) [Fig. 1.10 (B)] adsorveram uma
concentracdo de ciprofloxacino correspondente a 340 pg/mL e 10 pg/mL de

nimesulida.

Comparando as concentracfes adsorvidas do ciprofloxacino em situacdo de
competicdo com a nimesulida com as capacidades de adsorcdo do ciprofloxacino
sem competicdo (Fig. 1.5), verifica-se que as microparticulas de CH-Zn(lll)
adsorveram concentracdes aproximadas nas duas situac¢des (= 340 pg/mL). Por
outro lado, constata-se que as microparticulas de CH-Fe(lll) apresentaram uma
reducdo na capacidade de adsorcdo na ordem de 270 pg/mL.
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Analisando os dados apresentados verifica-se que as microparticulas de CH-
Fe(lll) e CH-Zn apresentam pronunciada seletividade de adsorgéo do ciprofloxacino

frente ao anti-inflamatério nimesulida.
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Capitulo 2 - Apresentacao

O segundo capitulo desta tese de doutorado consiste no desenvolvimento de
um sistema galénico para uma liberagdo sito-especifica a nivel de colon, de
microparticulas adsorventes baseadas na complexo quitosana-metal, para a
adsorcao seletiva doa antimicrobiano ciprofloxacino. O sistema desenvolvido tem o
intuito de remover concentragcdes residuais do ciprofloxacino e evitar com iSso 0
possivel desenvolvimento de efeitos adversos ou mesmo evitar que doses
subinibitérias propiciem o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia em

bactérias potencialmente patogénicas.

baseado na liberagcdo das microparticulas adsorventes para a adsorcdo
unicamente a nivel colbnico, de um antimicrobiano da familia das quinolonas, o

ciprofloxacino. O sistema é constituido por microparticulas de quitosana-metal

introduzidas em esferas de pectina.

Neste capitulo estdo descritos o desenvolvimento e a caracterizacdo do
sistema de liberacdo coldnica contendo microparticulas adsorventes de quitosana-
metal. Segue também descrito o estudo da capacidade de adsorcdo in vitro em
meios digestivos simulados, tanto intestinal como colénico, do antimicrobiano

ciprofloxacino pelas esferas desenvolvidas.

Este capitulo foi realizado no Laboratorio UMR CNRS 8612 (Physico-Chimie,
Pharmacotechnie, Biopharmacie), uma Unidade de pesquisa vinculada ao CNRS e
localizada na Faculté de Pharmacie da Université de Paris XI, em Chatenay-
Malabry, Franca. O estagio de doutorado-sanduiche foi supervisionado pelo Prof. Dr.
Elias Fattal e estava inserido no Projeto CAPES-COFECUB 540/2005, Coordenado

pela Profa. Dra. Silvia S. Guterres.
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2.2.1 Microparticulas adsorventes de quitosana-metal

Para o desenvolvimento do sistema de liberacdo colonica foram selecionadas
as microparticulas de CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll), pois foram as microparticulas que
apresentaram uma melhor capacidade de adsorg¢do in vitro do ciprofloxacino,
conforme apresentado no Capitulo I. As microparticulas de CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll)

foram preparadas e caracterizadas conforme descrito no Capitulo I.

2.2.2 Encapsulamento das microparticulas adsorventes de CH-Fe(lll) e CH-
Zn(ll)

As microparticulas adsorventes de CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll) foram encapsuladas
por uma matriz polimérica de pectina através da técnica de gelificacdo ibnica de
acordo com modificagbes no procedimento previamente descrito por Bourgeois e
colaboradores (2005). Para isso, numa solucdo aquosa de pectina foram
acrescentados, suspensdes aquosas de microparticulas de CH-Fe(lll), CH-Zn(Il) ou
CH. Apos homogeneizacédo, com agitacao vigorosa em vortex (Whirlimixer, UK), as
misturas foram gotejadas, com auxilio de uma bomba peristaltica com um bico
injetor de 0,8 mm de diametro, numa solucdo de acetato de zinco (12%, p/v), sob

agitacdo constante e temperatura ambiente.

Através do contato com os ions Zn(ll) da solucéo, a pectina forma esferas
geleificadas. Para uma completa geleificacdo as esferas foram mantidas na solucéo
de Zn(ll) por um periodo de 30 min, sob constante agitacdo. Apos este tempo de
contato, as esferas foram entdo recuperadas por filtracdo e lavadas com agua
destilada (3 vezes, sendo mantido em cada durante 1 mim a cada vez) para a

remocao do excesso de Zn(ll). Finalmente, as esferas foram secas a 37 °C por 12 h.

2.2.3 Revestimento das esferas de pectina-microparticulas adsorventes

Com o intuito de evitar uma alteracdo na biodisponibilidade do ciprofloxacino,

foram testados dois polimero de revestimento diferentes, sendo a polietilenoimina
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(PEl) e o Eudragit® RS. As metodologias especificas para cada tipo de

revestimentos sao detalhadas a seguir.

2.2.3.1 Revestimento com Polietilenoimina (PEI)

Para o revestimento com PEI, esferas obtidas conforme descrito no item
2.2.2, excetuando o passo de secagem, foram dispersas em uma solu¢ao aquosa de
PEI. O sistema permaneceu em agitacao por 20 min. Apos este tempo de contato,
as esferas foram recuperadas por filtracéo e secas a 37 °C por 12h. Foram estudas
concentracdes crescentes de PEI, sendo 0,05 a 1,2 %.

2.2.3.2 Revestimento com Eudragit® RS

A solucdo de revestimento foi preparada pela dissolucdo dos polimeros
Eudragit® RS e polietilenoglicol (PEG) 300 (5:1, p/v) em uma mistura de acetona e
etanol (2:1, v/v). Esferas secas, preparadas conforme descrito no item 2.2.2, foram
colocadas num baldo rotatério com velocidade ajustada a 20 rpm. A solucdo de
revestimento foi manualmente pulverizada sobre as esferas e, entéo, foi aplicada
uma corrente de ar quente (~ 37 °C) para evaporacao do solvente. O revestimento

foi conduzido até um aumento de 15 % no peso das esferas.

2.2.4 Meios digestivos simulados

Para a realizacdo dos ensaios descritos neste capitulo, foram preparados
meios digestivos simulados, sendo gastrico, intestinal e colénico. A composicao de

cada meio segue descrita abaixo:

e Meio Gastrico Simulado (SGM): numa solucdo de NaCl 30 mM foi
adicionado HCI concentrado (~ 12 M) até obtencdo de um pH igual a
1,2.
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¢ Meio Intestinal Simulado (SIM): numa solucao de tampao HEPES 30
mM contendo pancreatina a 1% (p/v) foi acrescentada uma solucéo de
NaOH 0,2 M até obtencéo de pH igual a 7,4.

e Meio Colbnico Simulado (SCM): numa solugdo de tampéao
HEPES/NaCl 10 mM/145 mM, contendo pectinase (5200 PG/mL) foi
acrescentada uma solugdo de NaOH 1 M até obtencdo de pH igual a
6,5.

2.2.5 Caracterizacdo das esferas de pectina-microparticulas adsorventes

As esferas foram caracterizadas quanto ao diametro, morfologia externa e
interna, intumescimento e estabilidade frente aos meios digestivos simulados

(gastrico, intestinal e colonico).

2.2.5.1 Diametro médio

O diametro médio das esferas foi determinado com auxilio de microscopio
optico (Leitz Diaplan, Franca). O diametro de uma esfera individual foi calculado
usando uma objetiva pré-calibrada. Os resultados estdo expressos em diametro
médio (um) = desvio padrdo. Para a determinacdo do diametro médio foram
utilizadas uma amostragem de 30 esferas de 3 lotes diferentes, sendo cada lote

composto por um total de 90 a 100 esferas.

2.2.5.2 Morfologia interna e externa

As estruturas externa e interna das esferas foram analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) operado a 3 kV (LEO 9530, Gemini, Franca). Para a
visualizacdo, esferas inteiras e um corte transversal foram depositados em stubs de
metal, usando uma fita adesiva dupla face de carbono e recobertos com uma
camada de 4 nm de platina/paladio sob pressao reduzida (Cressington 208 HR,

Eloise, Franca).

71



Capitulo 2 - Metodologia

2.2.5.3 Intumescimento

O intumescimento das esferas foi determinado por andlise termogravimétrica.
As esferas (1 esfera/mL) foram incubadas no SIM, pH 7,4 a 37 °C. Apés tempos de
contato pré-determinados (30, 60, 120, 180, 240 e 300 min), as esferas foram
recuperadas e cuidadosamente secas com papel absorvente, para a remocgéo do
excesso de meio e, entdo, pesadas em balanca analitica. A porcentagem de
intumescimento foi calculada de acordo com a Equacéo (2.1). Os ensaios foram
realizados em triplicata.

Intumescimento(%) = @ x100 (2.1)

0

onde: P, é 0 peso da esfera seca e P; € 0 peso da esfera incubada, num
determinado intervalo de tempo, no SIM (pH 7,4) a 37 °C.

2.2.5.4 Estabilidade frente aos meios digestivos simulados

A estabilidade das esferas foi determinada através da desintegracdo das

mesmas quando em contato com os meios digestivos simulados (SGM, SIM e SCM).

Para este ensaio, as esferas foram primeiramente incubadas (1 esfera/mL) no
SGM por 1h. Apés este tempo, foram transferidas para o SIM, onde a estabilidade
foi verificada por um periodo de 5 h, e finalmente foram transferidas para o SCM,
onde permaneceram até completa desintegracdo. Os sistemas permaneceram em
agitacdo tangencial (650 rpm/min) a 37 °C. A estabilidade das esferas frente cada
meio digestivo foi caracterizada como a nao desintegracao da esfera, ou seja a nédo
liberacdo das microparticulas adsorvente no meio, cuja visualizacdo foi

acompanhada com auxilio de microscoépio optico (Leitz Diaplan, Franca).
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2.2.6 Adsorcdo do ciprofloxacino pelas esferas de pectina-microparticulas

adsorventes

Esferas revestidas e nado-revestidas, somando 1 mg em relacdo as
microparticulas adsorventes, foram incubadas em 1mL do SIM (pH 7,4), contendo
ciprofloxacino (400 pg/mL). O sistema foi mantido em agitacdo tangencial (650
rpm/min) a temperatura de 37 °C por 300 min. Amostras foram coletadas em tempos
pré-determinados (60, 120, 180, 240 e 300 min), centrifugadas (4.000 rpm por 3 min)
e 0 meio sobrenadante foi separado.

Ap6s os 300 min de incubacdo no SIM, as esferas foram transferidas para o
SCM (1 mL, pH 7,4) contendo ciprofloxacino (400 pg/mL). O sistema foi submetido
as mesmas condicdes de agitacdo e temperatura descritos acima, e amostras foram
coletadas nos tempos 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 min, centrifugadas (4.000 rpm
por 3 min) e 0 meio sobrenadante foi separado.

As gquantidades de ciprofloxacino presentes nos meios sobrenadantes SIM e
SCM foram determinadas por CLAE, utilizando os mesmos parametros descritos no
Capitulo I. As concentracdes de ciprofloxacino adsorvido pelas esferas revestidas e
nao-revestidas e/ou microparticulas adsorventes foram determinadas pela diferenca

da concentracéo inicial de ciprofloxacino e a concentracdo presente nos meios.
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Para o desenvolvimento das esferas de pectina-microparticulas adsorventes
foram utilizadas as microparticulas de CH-Fe(lll) e de CH-Zn(ll), sendo estas as
microparticulas que apresentaram uma maior capacidade de adsorgdo in vitro do
ciprofloxacino, 306 e 330 pg/mg, respectivamente (resultados detalhados no
Capitulo 1). Foram também desenvolvidas esferas contendo microparticulas de CH
sem ions adsorvidos na matriz polimérica da quitosana; estas esferas foram

utilizadas como sistema-controle.

As esferas foram preparadas pela técnica de geleificagdo ionotropica. De
acordo com este método, quando uma solucdo aquosa de pectina é gotejada em
uma solucado contendo ions metalicos divalentes, os grupamentos carboxila da
pectina, carregados negativamente, sao reticulados pelos ions divalentes, resultando
na formacdo de esferas geleificadas (SRIAMORNSAK e NUNTHANID, 1998).
Normalmente para a formacdo de esferas de pectina, sdo utilizados ions Ca(ll)
(BOURGEOIS et al., 2006). Na realizacéo do presente trabalho os ions Ca(ll) foram
substituidos por Zn(ll). Esta substituicdo ocorreu, pois ao reticular a pectina, o Zn(ll)
forma uma rede de pectinato de zinco estavel e resistente a degradacao no trato
digestivo superior (CHAMBIN et al., 2006), o que favorece a obtencdo do objetivo

proposto.

2.3.1 Esferas de pectina-microparticulas adsorventes

Serdo apresentados a seguir os resultados da caracterizacao fisico-quimica, a
estabilidade frente aos meios digestivos simulados, bem como os perfis de adsorgéo

in vitro do ciprofloxacino, pelas esferas de pectina-microparticulas adsorventes.

2.3.1.1 Caracterizacéo fisico-quimica

Para a formacdo das esferas, foram avaliadas diferentes proporcées de
microparticulas adsorventes:pectina. P6de-se observar que quando a suspensao
contendo as microparticulas adsorventes € misturada com a solugdo da pectina, a

suspensao final exibe um aumento da viscosidade tempo dependente. A viscosidade
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aumenta conforme sdo aumentadas as concentragdes de pectina ou microparticulas,
0 que sugere uma formacdo de complexos polieletroliticos entre as cadeias
negativamente carregadas da pectina e a carga positiva das microparticulas tendo o
polimero quitosana como base. O aumento da viscosidade dificulta a obtencéo de
esferas uniformes e com formato regular, sendo assim possivel obter esferas de
pectina contendo as microparticulas de CH-Fe(lll) apenas nas proporc¢ées 5:3, 4:4,
5:5 e 3:6 (microparticula:pectina, p/p). Para as esferas contendo microparticulas de
CH-Zn(ll) a Unica proporcéao possivel foi 1:4 (microparticula:pectina, p/p).

As caracteristicas fisicas das esferas contendo as microparticulas
adsorventes em diferentes propor¢des de microparticula:pectina estao apresentadas
na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Caracteristicas fisicas das esferas contendo diferentes proporcdes de
pectina e de microparticulas, sendo CH-Fe(lll), CH-Zn(ll) e CH (p/p).

Proporcao Microparticulas
] . Tamanho Peso CV(%)
Microparticula: CH-Fe* CH-Zn* CH*
] (mmzSD) | (mg+SD) **
pectina (mgxSD) | (mg+SD) | (mg+SD)

5:3 0,84+0,13 - - 1,16+0,09 | 1,36+0,21 15
4:4 0,94+0,03 - - 1,15+0,01 | 1,88+0,07 4,0
5.5 1,03+0,07 - - 1,16+0,05 | 2,07+0,14 6,5
3:6 0,67+0,02 - - 1,23+0,05 | 2,04+0,06 4,0
1:4 - 0,18+0,03 - 1,15+0,03 | 0,91+0,10 11
4:4 - - 0,97+0,07 | 1,60+0,06 | 1,95+0,13 7,0

* Média da concentracdo final de microparticula na esfera;
** Coeficiente de variacdo do peso das esferas contendo as microparticulas adsorventes, calculado
pela divisédo do desvio padrdo pelo peso médio.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 2.1, verifica-se que as
esferas contendo CH-Fe(lll) apresentam um diametro médio variando entre 1,16 e
1,23 mm. Este diametro foi de 1,15 e 1,60 mm para as esferas contendo CH-zZn(ll) e
CH, respectivamente. O peso médio foi 1,36, 1,88, 2,07 e 2,05 mg para CH-
Fe(lll):pectina nas propor¢cbes 5:3, 4:4, 55 e 3:6. Ja as esferas contendo
microparticula de CH-Zn(ll) e CH apresentaram um peso médio igual a 0,91 e 1,95

mg, respectivamente. Observa-se que o peso das esferas aumenta com o aumento
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da concentragdo de pectina, este fato pode estar relacionado com o aumento da

viscosidade da suspensédo, como relatado acima.

As esferas de pectina contendo microparticulas de CH-Zn(ll) apresentaram-se
uniformes e com formato arredondado apenas na propor¢cédo 1:4, resultando em
média numa concentracao de 0,18 mg de microparticulas de CH-Zn(ll) por esfera.
Esta concentracao final de microparticula na esfera é relativamente baixa. Quanto
menor for a concentracado da microparticulas na esfera, maior sera a quantidade de
esferas necessarias para a adsorcdo do ciprofloxacino. Como foi previamente
observado no Capitulo I, uma boa capacidade de adsor¢cdo do ciprofloxacino é
obtida com 1 mg de microparticulas de CH-Zn(ll). Portanto considerou-se a
concentracado de 0,18mg/esfera de CH-Zn(ll) inviavel, pois para futura administracao
in vivo, seriam necessarias grandes quantidades de esferas. Desta forma, as esferas
de pectina contendo microparticulas de CH-Zn(ll) foram descartadas e os estudos
seguiram apenas com as esferas contendo CH-Fe(lll) e CH. As esferas de pectina
contendo microparticulas de CH na proporcao 4:4 (microparticula:pectina, p/p) foram

utilizadas como sistema-controle.

A andlise das superficies externas das esferas contendo as microparticulas
de CH-Fe(lll) e CH foi realizada por MEV, e as imagens obtidas estdo apresentadas

na Figura 2.1.
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Figura 2.1: MEV da superficie externa das esferas contendo microparticulas de CH-
Fe(lll) (Ae C) e CH (B e D).

Através da analise das imagens da Figura 2.1, pode-se verificar que as
esferas contendo tanto as microparticulas de CH-Fe(lll) (A e C) e CH (B e D)
apresentam uma formato arredondado, com superficie rugosa e sem a presenca de
macroporos passiveis de observacdo através das imagens obtidas. Nao sé&o
observadas diferencas entre as morfologias das esferas contendo as diferentes
microparticulas (CH-Fe(lll) e CH).

2.3.1.2 Intumescimento

O intumescimento das esferas foi determinado gravimetricamente em
diferentes intervalos de tempo no SIM (pH 7,4) a 37 °C. A Figura 2.2 apresenta a
porcentagem de intumescimento, calculada de acordo com a Equacdo 2.1 das
esferas contendo microparticulas de CH-Fe(lll), nas proporgbes 5:3, 4:4, 5;5 e 3:6

(p/p) e CH na proporgéo 4:4 (p/p).
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Figura 2.2: Intumescimento das esferas contendo microparticulas de CH-Fe(lll)
(proporgodes 5:3, 4:4, 5;5 e 3:6, p/p) e CH (proporgéao 4:4, p/p), no SIM (pH = 7,4; a
37°C).

Como pode ser observado na Figura 2.2, as esferas apresentam uma taxa
rapida de intumescimento até atingir um estado de equilibrio aos 60 min. As esferas
contendo microparticulas CH (4:4, p/p) apresentam uma porcentagem de
intumescimento de 95 %, enquanto que para as esferas contendo CH-Fe(lll) esta
porcentagem é de 160 %. A variacao na taxa de intumescimento entre as diferentes
esferas pode estar relacionada a quantidade de grupos amino livres nas
microparticulas de CH-Fe(lll) e CH.

Os grupos amino presentes nas microparticulas de CH-Fe(lll) e CH e os
grupos carboxilicos, carregados negativamente, da pectina podem formar complexos
polieletroliticos. Para a formacédo destes complexos ocorre uma dissociacdo parcial
dos grupos amino e carboxilico da quitosana e da pectina, respectivamente. Estes
grupos livres podem formar ligacdes de hidrogénio com os grupos —OH dos residuos
de sacarideos e -COOCHg3; do residuo da pectina, também presentes nos polimeros.
Quando o sistema é submetido a uma faixa de pH entre 3 e 8, os equilibrios NH, =
NH3" da quitosana, e COOH, = COO" da pectina se deslocam, podendo ocasionar

uma perturbacéo nas ligacbes de hidrogénio entre as cadeias. Quando diminuem as

79



Capitulo 2 - Resultados e Discussao

ligacdes de hidrogénio entre as cadeias, a matriz do complexo polieletrolitico é
relaxada, permitindo desta forma a entrada do meio na rede, o que leva ao
intumescimento (YAO et al., 1997).

De acordo com dados descritos na literatura (MACLEOD et al., 1999), a
mistura quitosana:pectina intumesce com diferentes graus dependendo da
guantidade de quitosana e de pectina. No presente estudo, as esferas com
diferentes proporgcbes de CH-Fe(lll):pectina apresentaram o mesmo perfil de
intumescimento. Analisando os dados obtidos, verifica-se que a porcentagem de
intumescimento foi maior para as esferas contendo CH-Fe(lll) em diferentes
propor¢cdes, quando comparadas as esferas contendo somente CH. Estes dados
sugerem que ocorre uma fraca interagdo eletrostatica entre as microparticulas de
CH-Fe(lll) e a pectina, a qual pode estar relacionada ao grau de reticulacdo (GDA =
19%), relatado no Capitulo I) e a presenca dos ions Fe(lll) adsorvidos na superficie
da quitosana, uma vez que estas duas reacOes (reticulacdo e imobilizacdo de

metais) ocorrem com 0S grupos amino da quitosana.

2.3.1.3 Estabilidade frente aos meios digestivos simulados

A estabilidade das esferas contendo microparticulas de CH-Fe(lll) e CH foi
determinada por observacdo macroscopica da desintegracdo na presenca dos meios

digestivos simulados a 37 °C. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: Estabilidade das esferas contendo microparticulas de CH-Fe(lll) e CH
nos meios digestivos simulados: géstrico (SGM), intestinal (SIM) e coldnico (SCM),
incubadas a 37°C.

Esferas Meios digestivos simulados
CH- SGM SIM** SCM***
Fe(lll):Pec* ChPect (pH 1.2) (pH 6.8) (pH 5.5)
5:3 >1h >5h 1 h 15 min
4:4 >1h >5h 1 h 30 min
54 >1h >5h 1 h 40 min
3:6 >1h >5h 2h
- 4:4 >1h >5h 2h

* Proporcdo microparticula:pectina. ** Esferas transferidas apés 1 h de incubacdo no SGM. ***
Esferas transferidas apés 1 h de incubagcédo no SGM seguidas de 5 h no SIM.

A estabilidade das esferas foi caracterizada como a ndao desintegracdo no
meio digestivo simulado. Analisando os resultados apresentados na Tabela 2.2,
verifica-se que todas as formulacdes permaneceram intactas por no minimo 1h no
SGM, seguidas de 5 h no SIM. Essa estabilidade no meio gastrico e intestinal ndo
demonstrou ser influenciada nem pelo tipo de microparticula utilizado [CH ou CH-
Fe(ll)] nem pelas diferentes propor¢cdes CH-Fe(lll):pectina. Entretanto, foram
observadas diferencas quando as esferas foram incubadas no SCM. Neste caso,
para as esferas contendo CH-Fe(lll), com o aumento da concentracdo de pectina,

aumenta o tempo de desintegracdo das mesmas.

Comparando o tempo de desintegracéo das esferas contendo CH e CH-Fe(lll)
na mesma propor¢ao microparticulas: pectina (4:4, p/p), verifica-se uma diferenca de
30 min a mais para as esferas contendo CH em relacdo aquelas contendo CH-
Fe(lll). Este resultado corrobora com a hipétese levantada anteriormente da
interacdo eletrostatica entre os polimeros quitosana e pectina. A interacdo entre as
microparticulas de CH e a pectina € relativamente mais forte daquela interacéo
formada entre as microparticulas de CH-Fe(lll) e pectina, esta diferenca de interacéo
ocorre pois a complexacdo da quitosana com ions Fe(lll) reduz o nimero de grupos

NH3" disponiveis para interagir com os grupos COO™ da pectina.
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2.3.1.4 Adsorcgéo in vitro do ciprofloxacino

Para o estudo da adsorcao colonica do ciprofloxacino foram selecionadas as
esferas contendo as microparticulas de CH-Fe(lll) na proporcao 4:4 (p/p)
microparticulas:pectina. Foi selecionada esta proporcédo, pois com ela, foi possivel a
obtencdo de esferas com uma maior quantidade de microparticulas encapsuladas,
apresentando uma melhor uniformidade, menor coeficiente de variagao (Tabela 2.1)
e boa estabilidade frente ao SGM e SIM e, ainda, um tempo de degradacdo no SCM

compativel para futura administragéo in vivo (Tabela 2.2).

O estudo da adsorcao do ciprofloxacino foi conduzido pela incubacédo de
esferas de CH-Fe(lll):pectina (4:4, p/p) primeiramente no meio intestinal. Foi
incubada uma quantidade de esferas correspondente a aproximadamente 1 mg de
microparticulas de CH-Fe(lll), sendo esta a quantidade minima necessaria para uma
eficacia de adsorcéo, conforme foi apresentado anteriormente no Capitulo I. Para
verificar a influéncia dos ions Fe(lll) na adsor¢éo do ciprofloxacino, foram utilizadas
esferas contendo microparticulas de CH como sistema controle. O perfil de adsorcéo
do ciprofloxacino no meio intestinal pelas esferas contendo microparticulas de CH-

Fe(lll) e CH, esta apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3: Adsorcéo do ciprofloxacino (ug) por esferas contendo microparticulas de
CH-Fe(lll) e CH no SIM (pH 7,4; a 37°C).
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Analisando os dados apresentados na Figura 2.3 verifica-se que as esferas
contendo as microparticulas de CH-Fe(lll) e CH adsorvem 106 ug e 43 ug,
respectivamente, o que corresponde a aproximadamente 26 e 11 % da quantidade
inicial de ciprofloxacino. Na realizacdo deste estudo as esferas permaneceram
intactas sem ocorrer a liberacdo das microparticulas no meio, como relatado
anteriormente no estudo de estabilidade (Tabela 2.2); logo, a adsor¢cdo do
ciprofloxacino pode estar relacionada ao intumescimento das esferas, o que permitiu

a difuséo do ciprofloxacino do meio para o interior da rede da esfera.

Como o intuito é co-administrar as esferas de pectina contendo as
microparticulas de CH-Fe(lll) com a terapia convencional de ciprofloxacino, é
essencial prevenir a adsorcdo do farmaco durante seu transito no trato digestivo
superior, e adsorver apenas a concentracdo residual presente no célon. Com os
resultados obtidos, constata-se que as esferas ndo previnem a adsorcdo do
ciprofloxacino no meio intestinal, fato este que poderia levar a uma alteracdo da
biodisponibilidade do farmaco, o que poderia resultar em alteracdo da eficacia

terapéutica.

Para evitar a possivel alteracdo da biodisponibilidade do ciprofloxacino, as
esferas contendo as microparticulas de CH-Fe(lll) foram revestidas com dois

polimeros de diferentes, sendo a polietilenoimina e o Eudragit® RS.

2.3.2 Esferas de pectina-microparticulas adsorventes revestidas com

Polietilenoimina

A polietilenoimina (PEI) é uma amina polimérica alifatica que apresenta
caracteristicas catibnicas. O mecanismo de revestimento € baseado na interacdo
eletrostatica entre 0os grupos amino positivamente carregados da PEI e os grupos
carboxilicos negativamente carregados da pectina (BOURGEOIS et al.,, 2005).
Devido ao alto peso molecular da PEI (25 kDa) e a acentuada densidade das
esferas de pectina contendo as microparticulas adsorventes, a PEI ndo difunde para
o interior da rede da esfera, interagindo desta forma, apenas com 0S Qrupos
carboxilicos presentes na superficie da esfera e, com isso, ocasionando o

revestimento desejado.
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A seguir, serdo apresentados os resultados dos ensaios obtidos com as
esferas revestidas com PEI referentes ao peso médio das esferas, a estabilidade
frente aos meios digestivos simulados e perfil de adsorgdo in vitro do ciprofloxacino

no meio intestinal.

2.3.2.1 Peso médio das esferas revestidas com PEI

Os pesos médios das esferas revestidas com diferentes concentragbes PEI
(0,05 a 1,20 %), contendo as microparticulas de CH-Fe(lll) em diferentes propor¢cdes
de microparticulas:pectina, estdo apresentadas na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Peso médio (mg+SD) das esferas de pectina contendo microparticulas
de CH-Fe(lll) em diferentes proporcdes, revestidas com concentragdes crescentes
de PEI.

Esferas de Concentracao de PEI (%)
CH-Fe(lll):Pec 0,05 % 0,10 % 0,15 % 0,30 % 0,60 % 0,90 % 1,20 %
5:3* 1,24+0,15 | 1,31+0,02 | 1,34+0,08 | 1,28+0,10 | 1,31+0,04 | 1,32+0,09 | 1,37+0,03
4:4* 1,79+0,08 | 1,72+0,09 | 1,81+0,07 | 1,79+0,02 | 1,84+0,09 | 1,84+0,02 | 1,81+0,21
5:5% 2,03+0,01 | 2,10+0,18 | 2,04+0,02 | 2,02+0,07 | 2,09+0,01 | 2,02+0,04 | 2,06+0,07
3:6* 2,04+0,07 | 2,06+0,06 | 2,12+0,16 | 2,01+0,09 | 2,05+0,03 | 2,04+0,02 | 2,02+0,03

* Propor¢ao microparticula:pectina.

Analisando os dados apresentados na Tabela 2.3, verifica-se que a variacédo
na concentracdo de PEI ndo apresenta influéncia no peso médio das esferas, uma
vez que com o0 aumento da concentracao de 0,05 % para 1,20 % o peso médio, para

todos os casos permaneceu praticamente constante.

Comparando os pesos médios apresentados na Tabela 2.3 com os dados
obtidos para as esferas nédo-revestidas (Tabela 2.1), observa-se que as esferas
revestidas PEI apresentaram valores de pesos médios muito préximos, indicando
com isso que o revestimento com a PEI ndo apresenta influéncia sob este

parametro.
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2.3.2.2 Estabilidade frente aos meios digestivos simulados

Para a determinacédo da estabilidade, as esferas revestidas com PEI foram
incubadas nos meios digestivos simulados SGM, SIM e SCM a 37 °C e a sua
desintegracdo foi acompanhada por observacdo macroscépica. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Estabilidade das esferas contendo microparticulas de CH-Fe(lll) e CH,
revestidas com diferentes concentragdes de PEI nos meios digestivos simulados:
gastrico (SGM), intestinal (SIM) e col6nico (SCM), incubadas a 37°C.

Meio CH-Fe(lll):Pec

digestivo 5:3* 4:.4* 5:5* 3:6*
PEI 0,05 %
SGM >1h >1h >1h >1h
SIM** >5h >5h >5h >5h
SCM*** 1h 1h 1 h 30 min 1 h 30 min
PEI 0,10 %
SGM >1h >1h >1h >1h
SIM** >5h >5h >5h >5h
SCM*** 1 h 30 min 2h 2h 2h
PEI 0,15 %
SGM >1h >1h >1h >1h
SIM** >5h >5h >5h >5h
SCM*** >3 h >3 h >3 h >3 h
PEI 0,30 %
SGM >1h >1h >1h >1h
SIM** >5h >5h >5h >5h
SCM*** >5h >5h >5h >5h
PEI 0,60 %
SGM >1h >1h >1h >1h
SIM** >5h >5h >5h >5h
SCM*** >8 h >8 h >8 h >8 h
PEI 0,90 %
SGM >1h >1h >1h >1h
SIM** >5h >5h >5h >5h
SCM*** >12 h >12 h >12 h >12 h
PEI 1,20 %
SGM >1h >1h >1h >1h
SIM** >5h >5h >5h >5h
SCM*** >24 h >24 h >24 h >24 h

* Proporcao microparticula:pectina. ** Esferas transferidas apos 1 h de incubacgdo no
SGM. *** Esferas transferidas apos 1 h de incuba¢é@o no SGM seguidas de 5 h no SIM.
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 2.4, verifica-se que todas
as esferas, independente da propor¢do microparticula:pectina e da concentracao de
PEI, apresentaram-se estaveis por 1 h no meio SGM e 5 h no SIM. Entretanto a
estabilidade no SGM foi dependente da concentracdo utilizada do polimero de
revestimento, sendo que quanto maior a concentracdo de PEIl maior a estabilidade
das esferas. Como pode ser observado a estabilidade das esferas revestidas com
PEI foi crescente ordemde 1, 3, 5, 8, 12 e 24 h.

Considerando que o tempo de transito do ciprofloxacino no intestino é de 2 a
12 h (RAMON et al, 1996; RAMON et al., 2001), selecionou-se as esferas revestidas
com 0,10 % de PEI para o estudo de adsorgéo in vitro do ciprofloxacino no SIM, pois
as mesmas liberaram as microparticulas no SCM em aproximadamente 2 h apos a

incubacéo.

2.3.2.3 Adsorcao in vitro do ciprofloxacino

O estudo da adsorcao do ciprofloxacino pelas esferas revestidas com 0,10 %
de PEI seguiu 0 mesmo protocolo aplicado no estudo das esferas sem revestimento
descrito anteriormente, sendo incubadas por 5 h no SIM (pH 7,4; a 37°C). Os
resultados da adsorcéo do ciprofloxacino pelas esferas de pectina contendo CH-
Fe(lll) em diferentes propor¢cdes microparticula:pectina, revestidas com PEI (0,10 %)

estdo apresentados na Figura 2.4.
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Figura 2.4. Adsorcdo do ciprofloxacino (ug) por esferas revestidas com PEI
contendo microparticulas de CH-Fe(lll) em diferentes propor¢des (5:3, 4:4, 5:5 e 3.6,
p/p) no SIM (pH 7,4; a 37°C).

Analisando os dados apresentados na Figura 2.4, verifica-se que em média
foram adsorvidos 140 pg, correspondentes a 35 % da concentracdo inicial de
ciprofloxacino presente no SIM. Esta porcentagem de adsorcao foi praticamente a
mesma para as esferas revestidas com 0,10 % de PEI e esferas ndo-revestidas.
Com este dado evidencia-se que o revestimento com PEI (0,10 %) ndo preveniu a
adsorcao do ciprofloxacino presente no SIM, este fato pode ser resultante da
formacdo de uma camada de revestimento porosa o suficiente para permitir a
entrada do ciprofloxacino na rede da esfera e com isso ser adsorvido pelas
microparticulas de CH-Fe(lll). O ndo impedimento da adsor¢cédo do ciprofloxacino no
SIM torna o sistema inviavel para obtencdo do objetivo proposto, como abordado

anteriormente.
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2.3.3 Esferas de pectina-microparticulas adsorventes revestidas com
Eudragit®RS

O Eudragit® RS é um co-polimero do acido acrilico e metacrilico com baixa
concentracdo de grupos amodnia quaternaria. Este polimero foi escolhido como
material de revestimento pois forma um filme de revestimento pH independente, é
inerte as enzimas e secrecdes digestivas enddgenas e proporciona uma liberacdo
controlada (VERVOORT e KINGET, 1996). Somada a estas caracteristicas, estudos
anteriores (KHODER et al., 2009) demonstram que o filme de revestimento formado
pelo Eudragit® RS em esferas de pectina-carvdo ativo preveniram a adsorcdo do
ciprofloxacino nas duas primeiras horas de incubagdo em meio intestinal simulado.
Com isso, no presente estudo foi analisada a influéncia do revestimento com
Eudragit® RS nas caracteristicas fisicas e na estabilidade das esferas de pectina
contendo microparticulas de CH-Fe(lll), bem foi como determinada a eficacia do
impedimento da adsor¢cdo do ciprofloxacino no meio intestinal e a adsor¢cdo do

farmaco no meio colbnico.

Serdo apresentados a seguir os resultados da caracterizacdo fisica, a
estabilidade frente aos meios digestivos simulados, bem como o perfil de adsor¢éo
in vitro do ciprofloxacino nos meios intestinal e colénico pelas esferas de pectina

contendo CH-Fe(lll), revestidas com Eudragit® RS.

2.3.3.1 Caracterizacéao fisica

As caracteristicas fisicas das esferas revestidas com Eudragit® RS, contendo
as microparticulas de CH-Fe(lll) e CH em diferentes propor¢cdes de

microparticulas:pectina (p/p), estédo apresentadas na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5: Caracteristicas fisicas das esferas revestidas com Eudragit® RS
contendo diferentes proporcdes de pectina e microparticulas de CH-Fe(lll) e CH na
proporcao 4:4 (p/p).

Esferas Tamanho Peso
CV(%)**
CH-Fe(lll):Pec* CH:Pec* (mmz=SD) (mgxSD)
5:3 - 1,28+0,07 1,78+0,20 11,0
4:4 - 1,26+0,01 2,29+0,07 3,0
5:5 - 1,36+0,03 2,47+0,17 7,0
3:6 - 1,37+0,02 2,32+0,10 4,0
- 4:4 1,75+0,11 2,26+0,14 6,0

* Proporcao microparticula:pectina. ** Coeficiente de variagédo do peso das esferas, calculado pela
divisdo do desvio padrao pelo peso médio.

Analisando os dados da Tabela 2.5 verifica-se que as esferas revestidas com
Eudragit® RS contendo CH-Fe(lll) apresentam um didmetro médio variando entre
1,28 e 1,37 mm, sendo este diametro de 1,75 mm para as esferas contendo CH.
Comparando estes dados com os dados apresentados na Tabela 2.1, observa-se
gue as esferas revestidas apresentaram um aumento no diametro correspondente a
10; 9,5; 17 e 11 % (CH-Fe(lll):Pec, proporcdoes 5:3, 4:4, 55 e 3:6 (p/p),

respectivamente).

O peso médio das esferas revestidas com Eudragit® RS foi 1,78; 2,29; 2,47 e
2,32 mg, correspondendo a um aumento de peso de 30, 20, 19 e 14 % quando
comparadas com as esferas sem tal revestimento (Tabela 2.1), para CH-Fe(lll):Pec
(5:3, 4:4, 5:5 e 3:6 (p/p), respectivamente). J& para as esferas contendo CH
(proporcéao 4:4, p/p), o peso médio foi 2,26 mg representando um ganho de 14 % no
peso em relacdo as esferas sem revestimento. Comparando as diferentes
porcentagens de aumento de peso das esferas revestidas verifica-se que 0 mesmo
nao foi regular, refletindo com isso a dificuldade encontrada no controle do processo

de revestimento.

A Figura 2.5 apresenta as imagens obtidas por MEV das superficies externas
das esferas revestidas e ndo-revestidas contendo as microparticulas de CH-Fe(lll) e

ainda um corte transversal de uma esfera revestida com Eudragit® RS.
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Figura 2.5: MEV das esferas de pectina contendo microparticulas de CH-Fe(lll),
sem revestimento (A e D) e revestidas com Eudragit® RS: esfera inteira (B e E), e
corte transversal (C e F).

Analisando as imagens verifica-se que enquanto as esferas sem revestimento
apresentam uma superficie rugosa [Fig. 2.6 (A) e 2.6(D)] as esferas revestidas
apresentam uma superficie lisa [Fig. 2.6 (B) e 2.6(E)] decorrente da camada de
Eudragit® RS, a qual apresenta uma espessura da ordem de poucos micrémetros
[Fig. 2.6(F)]. Através da imagem do corte transversal das esferas [Fig. 2.6(C)] pode-
se dizer que as microparticulas de CH-Fe(lll) estdo homogeneamente distribuidas

na matriz de pectina.

2.3.3.2 Intumescimento

O ensaio de intumescimento para as esferas revestidas com Eudragit® RS
obedeceu exatamente 0 mesmo protocolo seguido para o estudo do intumescimento
das esferas sem revestimento e revestidas com PEI, sendo determinado
gravimetricamente em diferentes intervalos de tempo no SIM (pH 7,4) a 37 °C. As

porcentagens de intumescimento das esferas revestidas com Eudragit® RS contendo
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microparticulas de CH-Fe(lll), nas propor¢des 5:3, 4:4, 55 e 3:6 (p/p) e CH na
proporcao 4:4 estao representadas na Figura 2.7.
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Figura 2.6: Intumescimento das esferas revestidas com Eudragit® RS contendo
microparticulas de CH-Fe(lll) (proporgdes 5:3, 4:4, 5;5 e 3:6, p/p) e CH (proporcéo
4:4, plp), no SIM (pH = 7,4; a 37°C).

Analisando a Figura 2.6 observa-se que as esferas revestidas com Eudragit®
RS intumescem rapidamente até atingir um estado de equilibrio a 60 min, o mesmo
relatado para as esferas sem o revestimento. A porcentagem de intumescimento foi
de 49 % para as esferas revestidas com Eudragit® RS contendo microparticulas CH
(4:4, p/p), enquanto que esta porcentagem foi de 120 % para as esferas contendo
CH-Fe(lll). Ao comparar estes resultados com aqueles obtidos para as esferas nao-
revestidas (Figura 2.2), verifica-se que o revestimento das esferas com o Eudragit®
RS proporcionou uma reducao no intumescimento de 46 e 40 % (esferas contendo
CH e CH-Fe(lll), respectivamente). O fato de reduzir o intumescimento e nao impedi-
lo completamente pode ser explicada pelas propriedades do Eudragit® RS. Este é
um produto de polimerizacédo do acido de éster acrilico contendo grupos de aménio
guaternario, sendo insoluvel em agua e nos meios digestivos; entretanto, ele é

permedvel. A permeabilidade do Eudragit® RS é independente do pH do trato
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digestivo (GOTO et al., 1986), uma vez ele sendo permeavel, o meio entra na rede

da esfera ocasionando o seu intumescimento.

2.3.3.3 Estabilidade frente aos meios digestivos simulados

As esferas revestidas com o Eudragit® RS apresentaram exatamente a
mesma estabilidade das esferas n&o-revestidas, demonstrada na Tabela 2.2, ou
seja, permaneceram intactas por no minimo 1 h no SGM, seguidas de 5 h no SIM.
Por sua vez, no SCM o tempo de desintegracdo foi de 1h 15 min; 1h 30 min; 1h 40
min e 2 h para as esferas revestidas de CH-Fe(lll):Pec nas proporcdes 5:3; 4:4; 5:4
e 3:6 (p/p) e de 2 h para as esferas CH:Pec 4:4 (p/p).

As Figuras 2.7 e 2.8 apresentam as imagens obtidas com auxilio de
microscopio otico, durante a determinacdo da estabilidade das esferas contendo as
microparticulas de CH-Fe(lll) (proporcdo 4:4, p/p), incubadas no meio SIM e no

SCM, respectivamente. As imagens foram obtidas com auxilio de microscopio otico

(Leitz Diaplan, Franca)

Figura 2.7: Estabilidade das esferas de pectina revestidas com o Eudragit® RS
contendo CH-Fe(lll) (4 :4, p/p) incubadas por 5h no SIM (pH = 7,4; a 37 °C).
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Analisando as imagens apresentadas na Figura 2.7 verifica-se que as esferas
permaneceram estaveis durante as 5h incubadas no SIM (pH = 7,4; a 37 °C). Pode-
se evidenciar que néo ocorreu a desintegracdo das esferas, entretanto, devido as
caracteristicas de permeabilidade do Eudragit® RS, como abordado anteriormente,

as esferas intumesceram.

- %
Th Ny e B

Figura 2.8: Estabilidade das esferas de pectina revestidas com o Eudragit® RS
contendo CH-Fe(lll) (4 :4, p/p) incubadas no SCM (pH = 6,5; a 37 °C).

Apés 5h de incubacdo no SIM, o meio foi removido e as esferas foram
incubadas no SCM (pH = 6,5; a 37 °C), onde permaneceram até completa
desintegracdo. Analisando as imagens obtidas (Figura 2.8) durante a incubacéo no
SCM verifica-se que a camada de revestimento de Eudragit® RS é removida nos 30
min iniciais de incubacdo. Observa-se que a desintegracdo das esferas comecou
apo6s 45 min do inicio do tempo de contato, sendo esta desintegracdo decorrente da
acdo das pectinases (z a 5200 PG/mL), presentes no meio. A completa

desintegracao das esferas foi observada apds 1h 30 min. de incubacao.

Através dos resultados de estabilidades obtidos para as esferas revestidas

com Eudragit® RS, evidencia-se que o revestimento ndo apresentou influéncia no
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tempo de desintegracéo das esferas no meio colonico, uma vez que, como abordado
acima, os tempos de desintegracdo foram exatamente os mesmo obtidos para as

esferas sem o revestimento com o Eudragit® RS.

2.3.3.4 Adsorc¢ao in vitro do ciprofloxacino

O estudo da adsorgcéo do ciprofloxacino pelas esferas revestidas com o
Eudragit® RS seguiu 0 mesmo protocolo aplicado no estudo das esferas sem tal
revestimento, descrito anteriormente. Primeiramente as esferas foram incubadas por
5h no SIM, seguidas de incubag¢do no SCM por mais 5h. Novamente foram utilizadas

as esferas contendo microparticulas de CH como sistema-controle.

Os perfis de adsorcdo do ciprofloxacino no meio intestinal (pH 7,4 a 37 °C)
pelas esferas revestidas com Eudragit® RS contendo microparticulas de CH-Fe(lll) e

CH estéo apresentados na Figura 2.9.
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Figura 2.9: Adsorcdo do ciprofloxacino (ug) por esferas revestidas com Eudragit®
RS contendo microparticulas de CH-Fe(lll) e CH no SIM (pH 7,4; a 37°C).
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Analisando os dados apresentados na Figura 2.9 e comparando 0s mesmos
com os resultados obtidos para as esferas nao-revestidas (Figura 2.3), verifica-se
que apdés as 5 h de incubacdo, o filme de Eudragit® RS presente nas esferas
contendo CH-Fe(lll), proporcionou uma reducdo de aproximadamente 54 % da
adsorcéo do ciprofloxacino. A adsorgdo nos 120 min iniciais foi de 24 ug e 7 pg, para
as esferas de CH-Fe(lll e CH, respectivamente, correspondendo a
aproximadamente 6 e 2 % da concentracao inicial de ciprofloxacino. Normalmente a
absor¢cdo do ciprofloxacino no organismo ocorre em meédia 90 min apos
administracdo oral, ocorrendo principalmente no duodeno com uma consideravel
diminuig&o de absorgéo no jejuno (HARDER, et al., 1990; CRUMP et al., 2983). Com
base nestes dados de literatura sobre a farmacocinética do ciprofloxacino, sugere-se
gue os 6 % de adsorcao apds 120 min de tempo de contato entre o ciprofloxacino no
meio intestinal e as esferas, ndo representaria uma alteracdo significativa na
biodisponibilidade do farmaco. Entretanto, estes dados foram obtidos com ensaios in
vitro, com isso, para realmente confirmar a ndo alteracdo da biodisponibilidade do

ciprofloxacino, necessita-se realizar ensaios in vivo.

Apos a incubacédo no SIM por 300 min, as esferas ndo-revestidas e revestidas
(correspondendo a aproximadamente 1 mg de CH-Fe(lll) e CH), foram transferidas
para o0 SCM (1 mL; pH 6,5), contendo 400 pg/mL de ciprofloxacino. O estudo da
adsorcéao foi conduzido por mais 300 min a 37 °C. A Figura 2.10 apresenta o perfil
de adsorcéo do ciprofloxacino das esferas nao-revestidas [Fig. 2.10(A)] e revestidas
com Eudragit® RS [Fig. 2.10(B)] contendo as microparticulas de CH-Fe(lll) e CH
incubadas no SCM. O estudo foi conduzido com as esferas néo-revestidas de CH-
Fe(lll) e CH com o intuito de verificar a influéncia do revestimento na adsor¢céo do

ciprofloxacino a nivel colénico.
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Figura 2.10: Adsorcdo do ciprofloxacino (ug) por esferas nao-revestidas (A) e
revestidas com Eudragit® RS (B) contendo microparticulas de CH-Fe(lll) e CH no
SCM (pH 6,5; a 37°C).

Através dos resultados apresentados constata-se que a adsorcdo do
ciprofloxacino foi de aproximadamente 330 pg e de 100 pg para as esferas nao-
revestidas contendo CH-Fe(lll) e CH, respectivamente, correspondendo a 83 e 25 %
da concentracdo inicial de ciprofloxacino. Para as esferas revestidas com Eudragit®
RS a adsorcao foi de aproximadamente 320 ug e 80 pg para CH-Fe(lll) e CH,
respectivamente, o que corresponde a 80 e 20 % da concentracdo inicial de

ciprofloxacino.

O revestimento com o Eudragit® RS produziu uma pequena reducdo na
concentracao total de ciprofloxacino adsorvido (aproximadamente 10 a 20 pg). De
acordo com a analise da variancia (ANOVA) destes dados, verifica-se que, para as
esferas contendo microparticulas de CH-Fe(lll) a diferenca na capacidade de
adsorcao nao foi significativa (Fapelados = 5,98 > Fcaculado 3,63; p < 0,05), por outro
lado para as esferas contendo microparticulas de CH a diferenca na adsorcédo é
significativa (Fiapelados = 5,98 < Fcaiculado 177,18; p < 0,05)

A capacidade de adsorcao do ciprofloxacino pelas esferas revestidas com

Eudragit® RS contendo CH-Fe(lll) ndo apresentam diferencas significativas (Fabelados
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= 5,98 > Fcarculado 2,87; p < 0,05), quando comparada com a capacidade de adsorgao
das microparticulas ndo-encapsuladas pela matriz de pectina (dados apresentado no
Capitulo ). Com isso pode-se concluir que o encapsulamento com a matriz de
pectina ndo apresenta influéncia na capacidade de adsorcdo das microparticulas de
CH-Fe(lll).

Comparando as capacidades de adsorcdo do ciprofloxacino pelas esferas
contendo CH-Fe(lll) e CH (Figura 2.10) evidencia-se um perfil de adsorcéo
completamente diferente, onde as microparticulas com Fe(lll) apresentaram uma
capacidade de adsorcéo 26 % superior em relacdo as microparticulas sem o metal.
Como abordado no Capitulo I, as quinolonas sdo capazes de formar complexos
estaveis com ions metalicos, como o Fe(lll). De acordo com dados da literatura
(TUREL et al., 1996) a complexacdo entre o ciprofloxacino e os ions metélicos &
dependente, dentre outros fatores, do pH do meio, sendo que valores entre 3,0 e 7,0
sé@o excelentes para a formacado de complexo ciprofloxacino:metal. Como o pH do
meio colbnico simulado utilizado neste estudo foi 6,5; foi possivel a formagdo do
complexo ciprofloxacino:microparticula de CH-Fe(lll), complexo este evidenciado
boa capacidade de adsorcdo do ciprofloxacino pelas esferas contendo

microparticulas de CH-Fe(lll).

Com os dados obtidos neste capitulo, pode-se concluir que o sistema de
liberacdo colbnica baseado em microparticulas de CH-Fe(lll), encapsuladas por uma
matriz de pectina sendo esta revestida com Eudragit® RS, apresenta eficacia na

adsorcao in vitro do ciprofloxacino.
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Considerag6es Finais

O presente trabalho objetivou desenvolver um complexo biopolimero-ion metalico
matricial microparticulado, composto de quitosana e ions metalicos, para a extracdo de
antimicrobianos residuais presentes no colon, a fim de eliminé-los localmente e reduzir seus
efeitos secundarios. Para garantir uma liberacdo colon-especifica, as microparticulas de
guitosana-metal foram encapsuladas por uma matriz de pectina.

A etapa inicial do trabalho foi a obtencdo de microparticulas de quitosana
tendo os ions Fe(ll), Fe(lll) e Zn(ll) imobilizados a sua estrutura. As microparticulas
desenvolvidas, através da técnica de secagem por aspersdao, com posterior
reticulacdo com glutaraldeido. A microparticulas foram caracterizadas quanto ao
grau de desacetilacdo, quantificacdo dos ions metalicos, morfologia, tamanho de
particula e distribuicdo granulométrica. A reticulagdo das microparticulas mostrou
influenciar o tamanho e a distribuicdo granulométrica e ndo apresentou influéncia na
morfologia das microparticulas. Através da determinagdo da capacidade de
adsorcao do ciprofloxacino, conduzido in vitro, verificou-se que as microparticulas de
quitosana-Fe(lll) e quitosana-Zn(ll) apresentam efetividade de adsorgéo do farmaco
em estudo, uma vez que antimicrobianos derivados da quinolona formam complexos
estaveis com ions metalicos. As microparticulas de CH-Fe(lll) e CH-zZn(ll)
apresentaram seletividade de adsorcdo para o ciprofloxacino frente ao anti-
inflamatorio nimesulida.

Os dados de adsorcdo do ciprofloxacino pelas microparticulas foram
matematicamente ajustados para isotermas de Langmuir e Freundlich, sendo que os
dados apresentaram um melhor ajuste para a isoterma de Freundlich, desta forma
indicando que a adsorcéo ocorre em sitios de ligacdo heterogéneos com distribuicéo
nao uniforme, podendo ocorrer mais de uma camada.

Através da analise de modelos de cinética de adsorcao de pesudo-primeira-
ordem e pseudo-segunda-ordem, verificou-se que os dados melhor se ajustaram ao
modelo de pseudo-segunda-ordem, indicando com isso que 0 mecanismo de
adsorcao do ciprofloxacino pelas microparticulas € através de reacdo quimica, ou
seja, quimissorcao.

A etapa seguinte foi o desenvolvimento de uma matriz solida para a adsorcao
de antimicrobianos residuais presentes no colon. Para isso as microparticulas de
guitosana-Fe(lll) e quitosana-Zn(ll) reticuladas foram encapsuladas em uma matriz

de pectina. A formagdo de uma forte interacdo entre as microparticulas de
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qguitosana-Zn(ll) e a pectina impossibilitou o encapsulamento de uma quantidade
eficaz de microparticulas de quitosana-Zn(ll), logo este sistema foi descartado.
Esferas de pectina-microparticulas contendo microparticulas de quitosana-
Fe(lll) foram caracterizadas quanto ao diametro, morfologia, intumescimento e
estabilidade frente a meios digestivos simulados. O estudo de adsorcao, in vitro, do
ciprofloxacino no meio intestinal simulado, demonstrou a necessidade de
revestimento das esferas. Esferas de pectina contendo microparticulas de
quitosana-Fe(lll) revestidas com Eudragit® RS, demonstraram-se promissoras como
matrizes colon-especificas para a extracdo do ciprofloxacino presente no meio

coldnico simulado.

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

e Microparticulas de quitosana-metal preparadas pela técnica de secagem por
aspersao apresentam uma forma esférica colapsada com superficie rugosa,

e A reticulacdo com glutaraldeido influencia no tamanho das microparticulas, sem
apresentar influencias na morféloga externa,

e Microparticulas de CH-Fe(lll) e CH-Zn(ll) sdo efetivas e seletivas para a
adsorcao do ciprofloxacino;

e A adsorcao do ciprofloxacino pelas microparticulas desenvolvidas apresentou
um melhor ajuste para a isoterma de Freundlich, desta forma indicando que a
adsorcao ocorre em sitios de ligacdo heterogéneos com distribuicdo né&o
uniforme, podendo ocorrer mais de uma camada,

e O modelo de cinética de adsorcao do sistema obedece a um modelo de cinética
de pseudo-segunda-ordem, indicando com isso que o mecanismo de adsor¢ao
do ciprofloxacino pelas microparticulas é através quimissorcao;

e A encapsulacdo com uma matriz de pectina ndo apresenta influéncia na
capacidade de adosrcao do ciprofloxacino pelas microparticulas de CH-Fe(lll)

e Esferas de pectina contendo microparticulas de CH-Fe(lll) sdo apresentam

efetividade in vitro, para extracdo presente em meio coloénico simulado.
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Como perspectivas para a continuacao do trabalho propéem-se:

Realizacdo de espectroscopia de Mdssbauer com o objetivo de determinar o
estado de oxidacdo e o numero de coordenacdo dos ions Fe nas
microparticulas;

Determinacéo da capacidade de adsorcéao e do ciprofloxacino pelas esferas de
pectina contendo microparticulas de CH-Fe(lll) em estudos in vivo;

Verificar a influéncia das esferas de pectina contendo microparticulas de CH-

Fe(lll) sob a biodisponibilidade do ciprofloxacino.
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Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de nimesulida presente

no meio colénico simulado.

A guantificagdo da numesulida presente no meio coldnico foi realizada através
de CLAE em cromatografo Perkin Elmer Series 200, utilizando um detector
ultravioleta visivel com um comprimento de onda de 278 nm. Foi utilizada uma
coluna Symmetry® C18 (5 pm, 150 x 4.6 mm) e pré-coluna do mesmo material (5
um), ambas mantidas a temperatura de 40 °C. A fase moével consistiu de uma
mistura isocratica de tampéao fosfato (10 mM) e acetonitrila na propor¢éo de 80:20
(v/v), com pH aparente igual a 3,0. O fluxo foi de 0,8 mL/min e o tempo de analise foi

pré-fixado em 7,0 min.

Para avaliacdo da linearidade, as seguintes concentracfes, a partir de uma
mesma solucdo-méae (100 pg/mL), foram preparadas: o0,5; 2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0 e
10,0 pg/mL. Foram determinadas 3 curva-padrédo com estas concentragdes em dias
consecutivos e, com auxilio do programa Excel, foram determinados o coeficiente de

correlacado, o coeficiente linear e angular.

Segundo a analise da variancia (ANOVA), verificou-se regressao linear
significativa e desvio da linearidade né&o significativo (p < 0,05), observados nos

valores de Fcaculado (Tabela 1), comparados aos valores de Fiapelado-
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Tabela 1: ANOVA da linearidade do método analitico para quantificacdo da
nimesulida presente em meio colbénico simulado.

Fontes de Graus de Soma dos )
Variancia Fealculado

Variagao Liberdade guadrados

Entre 6 7,007.10%  1,1679.10% 526,14
Regressao

9 1 6,606.10°  6,606.10"° 2976,17
linear

Desvio da 1 1

_ _ 5 4,010.10 8,021.10 3,613
linearidade

Dentro 7 1,109.10%°  2,2196.10%°

Total 13 7,008.10"°

A curva padrdo da nimesulida apresentou coeficiente angular 558859,6,
coeficiente linear 3810711 e coeficiente de correlacdo 0,9997 (Figura 1), superior a
0,99, que é valor minimo preconizado pelos cédigos oficiais (ICH, 1996; BRASIL,
2003).
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Figura 1: Curva-padréo para quantificacdo da nimesulida presente no meio colénico

simulado.

A precisdo foi determinada ao nivel de repetibilidade (preciséo intra-dia) e

precisdo intermediaria (precisdo inter-dia). Para isso, 6 solucdes diferentes de 5
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pHg/mL foram obtidas a partir do meio colénico contendo nimesulida e injetadas, em
triplicata, durante 3 dias. Foram determinados os desvios-padrao e os coeficientes
de variagéo (CV %) intra-dia e inter-dia.

A avaliacdo do CV % intra-dia demonstra pequena variacdo na analise de
amostras de mesma concentracdo num mesmo dia, assim como a determinacao do
CV % inter-dia, ambos apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Avaliacdo dos coeficientes de variacao ( CV %) intra e inter-dia do método
analitico para o doseamento da nimesulida no meio colénico (n = 6).

Solucéo- Precisdo intra- Precisdo intra- Precisao intra- Precisao inter-
amostra dia—1 (%) dia — 2(%) dia— 3 (%) dia (%)
Meio colbnico
contendo
, _ 0,94 0,89 0,62 1,2
nimesulida
(5 pg/mL)

A Figura 2 apresenta o cromatograma da amostra contendo nimesulida e

ciprofloxacino.
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Figura 2 : Cromatograma da amostra contendo nimesulida (A) e ciprofloxacino (B).
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