UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
CURSO DE POS — GRADUACAO EM QUIMICA

DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO SISTEMA DE LIBERACAO
CONTROLADA DO FARMACO ENROFLOXACINA A PARTIR DE
MICROESFERAS DE MALONILQUITOSANA A SER APLICADO EM
MEDICINA VETERINARIA

SALETE VALGAS

Tese apresentada no curso de Pés-Graduagéao
em Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito parcial a obtengao do
Titulo de doutora em Quimica.

Area de concentragdo: Quimica Organica.
Orientador: Prof. Dr. Mauro C.M. Laranjeira.

Floriandpolis
2005



AGRADECIMENTOS

Ao Nosso Pai Maior, pela oportunidade do conhecimento.

Ao Professor Mauro, pela sua capacidade de orientacao, pela
confianga em mim depositada e pelo companheirismo
demonstrado.

A Professora Rozangela, pelo grande apoio na fase experimental.

Ao Professor Valfredo pela contribuicdo durante este trabalho.

Aos amigos de laboratoério: Alexandre, Viviane, Vanessa, karin,
Amauri, Amarildo, Inés, Elder. Enfim, a todos os amigos com os
quais eu convivi nestes anos.

A Universidade Federal de Santa Catarina, pela oportunidade da
conclusao do curso.

A universidade Tecnoldgica do Parana - campus Ponta Grossa,
pelo apoio institucional.

Especialmente ao meu pai Ernani e as minhas filhas Juliana e
Luciana que dividiram comigo momentos de alegria e duvidas.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS . ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e ennneeeeas vi
LISTADE TABELAS. ...ttt e e e e e e e anane e e e e iX
LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS.......ooviieeeeeeeeeeeeeee e X
RESUMO ...ttt e e e ettt e e e e e e s e e e e e e e ennsseeeeeeannees Xii
ABSTRACT ittt ettt e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e e anreaeaaeeeaanrnraeeeaans Xiv
O [ a1 oo [ U T o= Lo TP PP PPPPP PP PN 1
2. ReViS80 BibliografiCa..........ouvvieieiiiiie e 5
2.1 ANtIMICIODIANOS ..ciiiiiiie e 5
2.1.1 Antimicrobianos da classe das quinoloNas..............cccuveeiieeeieiciie e, 5
2.1.2 Aspectos bioldgicos dos antibiOtiCos. ... 6
2.1.3 EvoluGa0 da qQUINOIONAS. ........uuieiiiiie e e e e e e e e eeeeees 7

2.2 Enrofloxacina: Uma fluoroquinolona de uso exclusivo em veterinaria. 12

2.2.1 Aspectos biolégicos e quimicos da enrofloxacina..............cccoevvvevveviiiiinnnnes 13
2.2.2 Mecanismo de agao das qUINOIONAS.........cccceuueiiiieiiiiiiiec e 18
2.2.3 Propriedades farmacoSCINEtiCas. ..........ooeviiiiiiiiiiiiiieeeee e 19
2.2.4 Biodisponibilidade das fluoroquinolonas...............ccceeeiiiiiiiiiieeeieeeeeeeiis 21
2.2.5 Propriedades farmacodin@miCas...........ccuuueiiiiiiiiiiiiieeeeeeieee e 23
2.2.6 Efeitos tOXICOIOQICOS. ......evriiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaaes 26
2.3 POIIMEro qUITOSANA. ... .uuiiiiiiiiiiiiiiiie et ee e e 30
2.4 ACIAO MAIONICO....cuviuieeeieieieeieeeee ettt se e ete et eneeae e 34
2.5 Microcapsulas e microencapsulacan...........ccccevvvvviiiiiiiiiiiiiie e, 35
2.6 Sistemas de liberagcdo controlada de farmacos...........ccccccvvvviiiiiiiiennennnn. 38
2.7 Mecanismos de liberagc@o de fAarmacosS........cccccvviviiiiee it 44
2.8 Sistema gastrintestinal das esSpecies animaisS........cccccvvvvviiiiieeieeeeeeeneeenn, 48
2.9 Condicdes fisiolégicas para a liberacdo controlada de farmacos........... 51
2.10 Liberacéo controlada de farmacos na medicina veterinaria.................. 54
T @ o] [=1 8 Y20 1 T PP PTPPPPPPP 57
3.1 ODJELIVO QEIaAl....ccieeeieeeeeeeee et ———————— 57
3.2 ODbjetivos €SPECITICOS..uummiiiiiiii i 57
o \Y 11 (oo Fo] Lo | = VRS U RPPPRIPPPPPPPN 59

4.1 REAgENTES € SOIUGOES.....uuuiiiiiiiiiiiiiee ittt 59



N 111 =V PR
G Y = (o Yo [0 1P PPEPPPPRRRR
4.3.1 Preparacéao das microesferas de quitosana (QT).......cccceeiiiiiierreeiiiiiiieenenn.
4.3.2 Caracterizacdo das microesferas de quitosana (QT).........ccoooiciiiiiiiiinnnne.
4.3.2.1 Grau de desacetilagdo da quitosana (%GD)........ccceveeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
4.3.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN '*C das
microesferas de qQUItOSANA........ccoii i
4.3.2.3 Espectroscopia no infravermelho (IV) das microesferas de quitosana....
4.3.2.4 Analise termogravimétrica (TGA) e termogravimetria derivada (DTG)
das microesferas de qQUItOSANA.............coooiiiiiiiiiiicce e
4.3.2.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) das microesferas de

(o [U 1 (01 = o = TSR
4.4 Preparacado da microesferas de malonilquitosana (MLQT).........cccccceeennn.
4.5 Reticulacdo das microesferas de malonilquitosana (MLQT).........c...uuuee.e.
4.6 Caracterizagao das microesferas de malonilquitosana (MLQT)..............
4.6.1 Determinacéo de grupos amino livres (-NH) por titulagdo condutimétrica.
4.6.2 Determinacao do grau de substituicdo do grupo malonil por analise
elementar (CHN).......coooii e e e e e e e e e e eeeenaaas
4.6.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN *C.....................
4.6.4 Espectroscopia no infravermelho (V) das microesferas de
MAlONIIQUItOSANA. ...... .
4.6.5 Analise termogravimétrica (TGA) das microesferas de malonilquitosana...
4.6.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) das microesferas de

g F=1 o] T Lo U1 (o1 T= T o F- TR
4.6.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)...........ooovmmiiiiiiiiiieeeeeee

4.6.8 Determinagao do grau de intumescimento (G1%) da malonilquitosana

4.6.9 Determinacéo do grau de intumescimento (Gl%) sequencial das
microesferas da malonilquitosana em diferentes pH..............cccccceeiiiiiiiiiencnen,
4.7 Processo de impregnacao da enrofloXacina.........ccceeeevvvvveniiiiininnneeeeeeeeenn,
4.7.1 Determinac&o da quantidade maxima de enrofloxacina impregnada em

microesferas da malonilquitoSana................ueiiiiiiiie i

62

62

63

64

65
65
67
67

67

68

68

68

69

69

70

71

71

72



4.8 Estudo de liberagéo in vitro da enrofloxacina impregnada em

microesferas da malonilquitosana (MLQT).......uuuuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeei

4.9 Estudo de liberagéo in vivo da enrofloxacina impregnada em

microesferas da malonilquitosana (MLQT).......uuuuiiiiiiiieiieieeeeceeeeeeeeeee

B RESUILAIOS € DiSCUS S A0 cu e

5.1 Titulagc&o condutimétrica e analise elementar..........cccccccoeeeeeiiiiiiiciinnnnne,
5.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN*3C..................

5.3 Espectroscopia naregido do infravermelho (IV).......cccocvveeiiiiiiieeeieeeceeee,

5.4 Andlise termogravimétrica (TGA) da microesferas de quitosana e da
MAlONIQUITOSANA. ..ttt e e e e e e e e eees
5.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC).......coeevviiiiiiiieiniiiiiiiieee e

5.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV) das microesferas da

malonilquitosana sem enrofloxacina e das contendo a enrofloxacina.........

5.7 Grau de intumescimento (GI%) da MLQT em agua e em solugdes
tampao simulando 0 TGl animal..........oooooiiiiiiiiii s
5.8 Liberacéao in vitro da enrofloxacina impregnada nas microesferas de
g F= 1o T a1 Fo TU TN (0T Y=o - VRSP

5.9 Estudo cinético de liberagcdo da enrofloxacina em solugcdo tampdao

5.10 Liberacéo in vivo da enrofloxacina impregnada em microesferas

da MaloNIQUItOSANA.......coei i e e e e e e e

6. Perspectivas de trabalno.............uuiiii
O 0 T o 1T 1] o 1= R

8. Referéncias BibliografiCas.........uuuieeeiiiiiii e

73

74

76
76
78
80

82

83

85

87

89

91

94



Vi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura do acido nalidiXiCO........c.ccciviiiiiiiiiiiiecc e 8
Figura 2. Estrutura do acido OX0OliNICO...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 09
Figura 3. Estrutura do acido piromidiCo...........coovviiiiiiiiiiiicc e 09
Figura 4. Estrutura do acido pipemidiCo............coveuiviiiiiiiiiieee e 10
Figura 5. Estrutura da norfloxacina................oouumiiiiiiiiiii e 11
Figura 6. Estrutura molecular da enrofloxacina................ooooiiiiiiiiiiiii 14

Figura 7. Espectro de absor¢do no UV da enrofloxacina em 4

Figura 8. Distribuigdo das quatro possiveis espécies: cation acidico (C);

espécie neutra ndo-ionizada (N); intermediario zwitterion (Z) e ion

DASICO (A). .. e 16
Figura 9. Equilibrio protolitico da enrofloxacina e analogos............ccceeeeeveeevienennn. 17
Figura 10. Perfil da solubilidade x pH da concentracao enrofloxacina.................. 18
Figura 11. Estrutura molecular da quitosana...............ccccuuiiiiiie 31

Figura 12. Estrutura molecular do acido maldnico............ccccovvviiiiiiiiiiiiiceeeeeee, 34



Figura 13

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

vii

. (A) microesfera onde o material ativo (cor cinza) esta preso na

matriz polimérica; (B) microesfera onde o material ativo esta

envolto pelo agente encapsulante (cor amarela)............cccevvveeeeiinnnnn. 36
Porgdes gastricas do estbmago dos monogastricos (Cao)................... 49
Obtenc&o das microesferas da malonilquitosana (MLQT)................... 66

Curva padrao da concentragao da enrofloxacina em solugdo de KOH
1 mol/L

Curva padrao da concentracao da enrofloxacina no soro plasmatico.. 75
Titulagado condutimétrica da malonilquitosana, 36 horas...................... 77
Espectro de RMN "C das microesferas de quitosana..........c.c.c......... 79
Espectro de RMN "*C das microesferas da maloniquitosana.............. 79
Espectro no infravermelho da quitosana (a) e da

malonilquitosana (D) ......ooeeieeeeee e 80
Estrutura da quitosana quimicamente modificada com acido

(g F=1[] o1 oo JU OO UUPPUPTRR 81
Curvas de TGA e DTG da quitosana (—) e da

MAlONIQUIOSANG (—)....vveeceeeeeeeeeeeeeteee et 82
Curva DSC da quitosana (a); malonilquitosana (b);

malonilquitosana contendo enrofloxazcina (c); mistura fisica
farmaco-polimero (d) 1: 2 ; enrofloxacina livre (€)..........cccevvvevevvvnnnnnens 83



viii

Figura 25. Fotomicrografias (A, C) da superficie externa das microesferas;
(B) da seccgao transversal da microesfera da MLQT ampliagao
(2000x) ; das seccgaos transversais da microesfera da MLQT
com enrofloxacina (D, E, e F) com ampliagédo ( 100x ; 400x ;

800X respectivamente)..........cceeiiiie i 86

Figura 26. Curva cinética de intumescimento das microesferas da MLQT

€M SOIUGAES taMPAOD.....cciii e e 89

Figura 27. Curva de liberagao da enrofloxacina impregnadas nas
microesferas da MLQT ........oooiiiiiiiiiiiieee e 90

Figura 28. Perfil da liberagao da enrofloxacina em tampao pH 6,8....................... 92

Figura 29. Curva cinética de liberagdo da enrofloxacina nas microesferas
de MLQT em funcg&o do tempo em solugédo tampao 6,8....................... 93

Figure 30. Liberacéo in vivo das microesferas malonilquitosana impregnadas
com enrofloxacina ( -=- MLQT-ER); enrofloxacina-livre (-o- F-ER)
e microesferas da malonilquitosana (¥-MLQT) em ratos tratados
com 520 mg/Kg (V.O). Todos os valores sao expressos como
médias £tSEM, n=6; (*) e (***) denota diferencga significativa com
relacdo a F-ER (P< 0,001 P<0,05)......cccceeiiiiiiiiiiieeeee e 96



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Farmacos usados como antimicrobianos...........cccccceeeeeeeeeiiieiiieeeeninnn, 7
Classificagdo das Quinolonas em: primeira, segunda, terceira

(oo [UE=T g =T o =T = o= o Ju PP 12
Dados microbiologicos comparativos para patégenos comuns

CMI das bactérias (listada em pug/ml)........coooevviiiiiiiiee 24
Estudos de toxicidade aguda da enrofloxacina..............cccccvvviiinnnnnnnn. 27
Teor de Enrofloxacina e Ciprofloxacina em algumas espécies

=] 1 0 = 1 TP RURPTPP 30
Comparagéao do esvaziamento gastrico e tempo de transito

Intestinal entre 0 homem € 0 CA0........ccoevviiiiiiiiiiiic e, 54
Grau de intumescimento das microesferas da MLQT em diferentes

PH . e ———— 88



LISTA DE ABREVIATURAS

ADI

CHN

Cmax
CMI

CMI

CMM

DL50 e DLgo

DMF

DNA

DNA — girase

DSC

DTA

ER

FQs

% Gl

% GD

Dose diaria aceitavel

Analise elementar
Concentragcao maxima
Concentragao minima inibitéria

Complexo motor interdigestivo

Complexo motor migrante

Dose letal (dose minima que mata 50% ou 90%
dos animais) tratados

Dimetilformamida

Acido desoxirribonucléico

Enzima

Calorimetria exploratéria diferencial
Termogravimetria derivada

Enrofloxacina

Fluoroquinolonas

Grau de intumescimento (%)

Grau de desacetilagao (%)

Espectroscopia no infravermelho



LC

MEV

MLQT

MLQT-ER

MLQTR

QT

RMN BC

SNC

TGA

TGl

uv

Vd

V. O.

Xi

Liberagao controlada

Microscopia eletrbnica de varredura

Malonilquitosana

Malonilquitosana impregnada com enrofloxacina

Malonilquitosana reticulada

Quitosana

Espectroscopia de ressonancia magnética de
carbono

Sistema nervoso central

Analise termogravimétrica

Trato gastrintestinal

Espectroscopia na regido do ultravioleta

Volume de distribuicdo

Via oral



xii

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema de liberagao
controlada de enrofloxacina, farmaco antimicrobiano de uso exclusivo em
veterinaria, a partir de matriz de malonilquitosana. As microesferas de
quitosana foram preparadas pelo método de coacervagao por separagao de
fases, com NaOH. Em seguida, foram caracterizadas pelo grau de
desacetilagao; titulacdo condutimétrica; espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN 'C); espectroscopia no infravermelho (IV); analise
elementar (CHN), analise termogravimétrica (TGA) e analise de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). As microesferas de malonilquitosana (MLQT)
foram obtidas através da reacdo de amidagcao da quitosana na presenca de
acido malénico. O produto de amidagao foi reticulado e depois caracterizado
por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN '3C),
espectroscopia no infravermelho (IV), analise termogravimétrica (TGA);
analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC); microscopia eletrénica
de varredura (MEV). A enrofloxacina foi impregnada nas microesferas da
malonilquitosana e a massa foi determinada por espectroscopia no
ultravioleta. Neste trabalho verificou-se que o grau de intumescimento (Gl)
das microesferas de malonilquitosana em agua foi de 188%, enquanto os
polieletrélitos formados pelas microesferas de MLQT se comportaram como
géis apresentando um intumescimento acumulativo nos pH's do TGI
simulado, atingindo o valor de 83,0%. O grau de intumescimento elevado do
hidrogel malonilquitosana € um importante parametro associado ao
mecanismo € a cinética de liberacdo da enrofloxacina. As analises
termogravimétricas revelaram um comportamento estavel das microesferas
de MLQT perante a agédo da temperatura. Os estudos in vitro de liberagdo da
enrofloxacina a partir da MLQT dependeram do tempo de transito
gastrintestinal simulado, do pH do TGI e do alto grau de intumescimento da
matriz polimérica. Na avaliagdo do estudo in vivo, a microencapsulagcao da
enrofloxacina na matriz polimérica possibilitou uma cinética de liberacéo
prolongada. Desta forma, € indicada uma aplicagao diaria do farmaco. O perfil
da liberagdo da enrofloxacina impregnada nas microesferas da MLQT foi

interpretado pela Lei de Poténcia ou equacao de Peppas. Para este caso,
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admite-se que o mecanismo foi apenas por difusdo, independente de fatores

tais como solubilidade e intumescimento.
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ABSTRACT

The aim of this work was to develop a controlled release system of
enrofloxacin, an antimicrobial drug used specifically on veterinary, from the
malonylchitosan matrix. The chitosan microspheres were prepared by phase
separation method using the coacervation with NaOH. Then, these
microspheres were characterized by deacetylation degree; conductimetric
titration; NMR "3C; infrared spectroscopy (IR); elemental analysis (CHN);
thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetric (DSC).
The malonylchitosan microspheres were obtained by amidification reaction of
crosslinked chitosan using malonic acid. The amidified product was
crosslinking with glutaraldehyde and later characterized by NMR "*C, IR, TGA,
DSC and scanning electronic microscopy (SEM). Enrofloxacin was
impregnated on malonylchitosan microspheres (MLCT) in order that weight
was determined by ultraviolet spectroscopy. In this work could also determined
a percentage of 188% on swelling degree, meanwhile, polyelectrolytes, made
by MLCT microspheres acted out as gels when they absorbed some water as
well as showed an accumulative swelling on pH from simulated
gastrointestinal transit (GT) reaching 83%. This high level of swelling from
malonylchitosan hydrogel is a very important parameter, which is associated
to the mechanism and kinetics from enrofloxin release. The thermogravimetric
analysis revealed a stable behaviour of the MLCT in the presence of
temperature action. In vitro studies of enrofloxacin release from MLCT
depended on the simulated gastrointestinal transit time, on GT pH and on the
high degree of swelling from polymeric matrix. Regarding in vivo studies
evaluation, the enrofloxacin micro-encapsulation on polymeric matrix assisted
on prolonged release kinetic. So, a daily drug use is indicated. The profile of
enrofloxacin release, impregnated in MLCT microspheres, was understood by
the Power Law or by the Peppas equation. Lastly, it can be admitted from this
trial that the mechanism was only for diffusion, despite factors such as
solubility and swelling. Lastly, it can be admitted from this trial that the
mechanism was only for diffusion,despite factors such as solubility and

swelling.



1. Introducéo

Os animais e os seres humanos sdo expostos a multiplos agentes quimicos
potencialmente toxicos (ANADON, 2003). Muitas doengas bacterianas que ocorrem
nos animais sao potencialmente fatais, enquanto que outras causam dor e aflicdo.

Os farmacos antimicrobianos usados em animais s&o produtos que afetam
as bactérias inibindo seu crescimento ou matando-as completamente. Estes
farmacos também sao usados para tratar doencas bacterianas nos seres humanos
e desde sua descoberta tém prevenido incontaveis numeros de mortes (FDA -
CVM, 1999).

O uso apropriado de farmacos antimicrobianos cura determinadas doencgas,
acelera a recuperacdo de outras, e melhora o bem-estar dos animais tratados,
reduzindo a propagacgédo da infecgdo a outros animais. No exemplo de doencgas
zoonoticas, a propagacdo em seres humanos pode também ser reduzida
(MCKELLAR, 1998).

Em paralelo com a introdugdo do uso de antimicrobianos na medicina
humana (1930), o uso veterinario forneceu controle similar em animais de fazenda
e em animais domésticos. Historicamente, muitos dos antimicrobianos, aqueles que
sao importantes na terapia humana, pela sua eficacia, também sdo usados na
medicina veterinaria (FDA-CVM, 1999), isto contribuiu extremamente para o bem-
estar animal e permitiu a melhoria na produc¢ao de animais domésticos.

Em humanos, como também na medicina veterinaria, as fluoroquinolonas tém

provado ser um grande grupo de agentes bacterianos sintéticos de alto valor



antimicrobial e com propriedades farmacocinéticas unicas (SCHEER, 1987,
BROWN, 1996).

As fluoroquinolonas aprovadas para uso em medicina veterinaria de pequenos
animais incluem a enrofloxacina, difloxacina, orbifloxacina e marbofloxacina. A
danofloxacina, enrofloxacina e sarafloxacina sdo aprovadas para uso em gado e
avicultura. As fluoroquinolonas, rotuladas para humanos, de potencial interesse
veterinario, incluem a ciprofloxacina, enoxacina, lomefloxacina e ofloxacina. Os
nomes comerciais patenteados e companhias licenciadas para produzir ou vender
estes antibidticos variam bastante de pais para pais (PARADIS et al., 1990).

As fluoroquinolonas foram utilizadas, durante os ultimos 10 anos, na
dermatologia veterinaria, para o tratamento da piodermite canina (PARADIS et al.,
1990; IHRKE.,1996). Alguns estudos mostram o uso da enrofloxacina em muitas
formulagdes orais e parenterais para o tratamento de varias doencas infecciosas
(BAUDITZ, 1990; CINQUINA et al., 2003), por exemplo, do trato urinario,
respiratorio e da pele (BOOTHE, 1994).

Estudos realizados com ciprofloxacina, o pricipal metabdlito da enrofloxacina,
mostrou que a concentracdo no soro, em pacientes saudaveis, com uma unica
dose de 400 mg a meia-vida de eliminagao é de 3,5 horas e que somente 14-25%
da ciprofloxacina do soro se liga as proteinas, o que facilita a penetragédo no tecido
e 0 acesso ao sitio alvo (CHAMBERLAIN, 1997).

Todas as fluoroquinolonas apresentam um numero reduzido de ligagbes com
as proteinas plasmaticas, portanto ndo ha interagdes de ligagbes as proteinas de
significado clinico e nem limitagao a distribuicdo nos tecidos. Outro estudo provou
que a absorcdo oral da ciprofloxacina é aproximadamente metade da enrofloxacina,

em caes. Além disso, as fluoroquinolonas frequentemente sao os farmacos



escolhidos para as otites caninas causadas por Pseudomonas aeruginosa (IHRKE,
1998).

A enrofloxacina é um agente antibacteriano sintético da classe das
fluoroquinolonas desenvolvida exclusivamente para ser usada em medicina
veterinaria (OTERO et al 2001a). Este farmaco se caracteriza por uma boa
atividade antimicrobiana e um amplo espectro de acdo contra uma extensa classe
de bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo aquelas resistentes aos
antibidticos B-lactamicos e sulfonamidas (SCHEER, 1987a). Apresentam efeitos
colaterais que vao desde desconforto gastrico, nauseas, vOmitos, cefaléia até
efeitos téxicos no sistema nervoso central (SNC). Apresenta ainda sabor
desagradavel dificultando sua administracéo via oral em animais.

A industria farmacéutica, nos ultimos anos, se destacou no uso e
aproveitamento de matérias-primas de baixo custo e facil obtencdo para o
desenvolvimento de novos materiais poliméricos, permitindo com isto o uso de
técnicas para a encapsulacdo de compostos em sistemas de multiparticulas, como
microesferas e microcapsulas, com a intengao de estabilizar, proteger e mascarar os
sabores indesejaveis ou ainda de modificar as propriedades de liberagdo de
farmacos (KAZUHIRO et al., 1987 , 1989).

Estes sistemas de multiparticulas tém despertado grande interesse nas
formulagbes orais, pois apresentam vantagens, tais como, redu¢do do numero das
doses, variabilidade do tempo de transito no trato gastrointestinal e a possibilidade
de mistura de farmacos com diferentes propriedades de liberacdo (FLORENCE &
Jani, 1994). O encapsulamento de farmacos para o tratamento de diferentes
patologias vem sendo usado com muita eficiéncia. O desenvolvimento de um

método de liberagdo controlada nos quais o agente ativo pode ser liberado



independentemente de fatores externos e com uma cinética bem estabelecida,
oferece vantagens sobre os métodos convencionais (ATCHE et al., 2000).

Neste contexto, a quitosana um polimero biocompativel, biodegradavel, de
baixa toxicidade, vem sendo pesquisada como uma matriz potencial para a liberagao
controlada de farmacos na forma de microesferas (AMANO & ITO, 1978;
NAKAMURA et al., 1992).

Esta pesquisa procura desenvolver um sistema de liberacdo controlada em
que modificacbes nas caracteristicas das microesferas de quitosana com outros
compostos como 4acido malbnico produz um derivado com elevado grau de
intumescimento na faixa de pH neutro (BROWN, 1996).

Esta nova matriz de quitosana permitiu a liberagao entérica da enrofloxacina
in vitro e in vivo, sugerindo que com o seu uso poderdo ser diminuidos os efeitos

colaterais adversos do farmaco, mantendo o efeito terapéutico desejado.



2. Revisdo Bibliografica

2.1 Antimicrobianos

2.1.1 Antimicrobianos da classe das quinolonas

Entre os antimicrobianos que atuam na inibicdo da sintese de acidos
nucléicos incluem-se as quinolonas, que inibem a DNA-girase, essencial para a
sintese do DNA bacteriano (KOROLKOVAS & FRANCA, 2004; VANCUTSEM et al.,
1990). A enrofloxacina um agente da classe das quinolonas €& a primeira
fluoroquinolona desenvolvida para aplicagdo em medicina veterinaria (OTERO et
al., 2001b). E usada em muitas formulacdes parenterais para o tratamento de
varias doencas infecciosas (BAUDITZ, 1990; CINQUINA et al., 2003), por exemplo,
do trato urinario, respiratério e da pele (BOOTHE, 1994). Esta fluoroquinolona tem
mostrado ter rapida agao bactericida, com espectro de atividade, contra uma
extensa classe de bactérias gram-positivas e gram-negativas (RYAN & RIJKSTRA,
1991), incluindo aquelas resistentes aos outros agentes antimicrobianos (BAUDITZ,
1987; SCHEER, 1987a).

A grande maioria dos ensaios disponiveis das quinolonas avalia amostras
em fluidos bioldgicos, tais como soro e urina. Nestes ensaios microbiolégicos, a
determinagao da enrofloxacina no plasma, esta bem descrito (ELSHEIKH et al.,

2002)



2.1.2 Aspectos bioldgicos dos antibioticos

Virus, bactérias e outros microrganismos que existem no meio ambiente,
também podem viver dentro do corpo humano. Esta relagdo organismo-hospedeiro
pode produzir respostas biolégicas desejaveis bem como indesejaveis no
hospedeiro. Estas respostas indesejaveis sdo chamadas de infecgdes. As
abordagens terapéuticas no tratamento das doencas infecciosas geradas por essa
invasao sao duplas: (1) destruicdo ou remogao dos organismos invasores e (2)
alivio dos sintomas. A disponibilidade de agentes farmacolégicos que podem
erradicar organismos invasores varia muito com o tipo e o local dos organismos no
hospedeiro humano (BRODY et al., 1999).

Muita abordagem quimica e farmacolégica tem sido usada para a produgéo
de farmacos que destroem bactérias especificas ao mesmo tempo em que
produzem o minimo de efeitos adversos no hospedeiro humano. Os muitos
farmacos antimicrobianos e a ampla variedade de microrganismos existentes
exigem uma selegao destes farmacos para que a terapia seja mais eficaz. Para
isto, encontra-se a disposicdo uma grande variedade de substancias quimicas
chamadas quimioterapicos ou antibidticos (RANG et al., 2001) que por definicao
sdo substancias quimicas especificas produzidas por organismos vivos, bem como
seus analogos estruturais obtidos por sinteses ou semi-sinteses, capazes de inibir,
em concentragdes baixas, processos vitais de uma ou mais espécies de
microrganismos. Sao utilizados para combater infecgbes, incluindo as
gastrintestinais (KOROLKOVAS & FRANCA, 2004).

Os principais farmacos usados como antimicrobianos e sua classificacao

estio sumarizados na tabela abaixo:



Tabela 1. Farmacos usados como antimicrobianos.

Quimioterapicos Antibidticos Farmacos Farmacos Farmacos que
Bactericidas Bacteriostaticos Interferem na
Duplicacédo do
DNA
Sulfonamidas Penicilinas Aminoglicosidios Sulfonamidas Quinolonas
Trimetoprim Cefalosporinas Quinolonas Macrolideo Novobiocina
Acido nalidixico Tetraciclinas Penicilinas Trimetoprim Grisiofulvina

Acido pipemidico Cefalosporinas Cloranfenicol

Nitrofurano Acido nalidixico /

pipemidico

(BAYER, S.A. 1993)

2.1.3 Evolucéao das quinolonas

A quinoleina é uma substancia conhecida ha muito tempo, sua estrutura faz
parte de varios alcaléides e farmacos antimalaricos sintéticos entre os quais a
cloroquinona. A sintese da cloroquinona (1962) dos laboratérios Sterling-Winthrop

produzia a partir de uma substadncia halogenada, a 7-cloroquinolona, que



apresentou pequena acao antibacteriana contra bacilos gram-negativos. Este fato
deu inicio as pesquisas para obtencao de derivados das 7-quinolona com melhor
atividade antimicrobiana. O resultado foi a descoberta do acido nalidixico, o
precursor das atuais quinolonas de uso clinico. O acido nalidixico apresenta no
nucleo central uma naftiridina, e no inicio de sua utilizagdo era conhecido como
sendo um derivado 1,8-naftiridina, com uma fungdo cetona no carbono 4
(TAVARES, 1996).

Esta substancia mostrou-se ativa contra bactérias gram-negativas, sem agao
contra Pseudomonas aeruginosa, e pequena atividade contra bactérias gram-
positivas.

Os centros de pesquisas viram no acido nalidixico, (Figura 1) um promissor
agente antimicrobiano e deram inicio as pesquisas para obtencédo de substancias
com caracteristicas quimicas semelhantes e que tivessem melhor atividade

antimicrobiana e farmacocinética mais favoravel.

= | COOH

HiC/ SN N

Figura 1. Estrutura do acido nalidixico.



Assim, encontramos entre os varios derivados, o acido oxolinico (Figura 2),
que se mostrou com maior poténcia antimicrobiana. Este acido representa uma
verdadeira quinolona, por apresentar estrutura central de quinoleina contendo uma
cetona ligada ao C4. O acido oxolinico foi o protétipo para esta classe de
antimicrobianos.

Em 1970 foi sintetizado outro analogo do acido nalidixico. Tratava-se do
acido piromidico (Figura 3), uma substancia biciclica, cujo nucleo é uma
piridopirimidina com fung¢ao ceto no C4. Sua vantagem era administracéo oral em
duas ou trés doses diarias. Subsequentemente, novas substancias foram

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

0 2

< |-COOH '\L\ TCeOOH
N VN
C,Hs CoHs

Figura 2. Estrutura do acido oxolinico Figura 3. Estrutura do acido piromidico
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A introdugao, em 1974, da piridopirimidina-ona ou acido pipemidico (Figura
4), que contém um anel piperazinico na posi¢cao 7 do nucleo central, veio dar a esta
substancia a propriedade de agir contra enterobactérias e também contra
Pseudomonas aeruginosa. Sua farmacocinética permite a obtencdo de niveis
elevados no aparelho renal e na prostata e administracéo a cada 12 horas.

Ademais, este farmaco também se revelou util no combate a flora gram-
negativa intestinal. Devido a estas caracteristicas, o acido pipemidico foi nomeado
como uma quinolona de segunda geracdo, enquanto que o acido nalidixico e

substancias afins tornaram-se conhecidos as quinolonas de primeira geragao.

Figura 4. Estrutura do acido pipemidico.

Em 1980, a descoberta da norfloxacina (Figura 5) deu grande impulso a
familia das quinolonas.

Foi a primeira das quinolonas fluoradas e que apresentava elevada poténcia
contra os Pseudomonas aeruginosa (por conter o anel piperazinico), atividade

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

infeccbes das vias urinarias e das vias intestinais (ALBRECHT, 1996).

COOH

Figura 5. Estrutura da norfloxacina

A sintese da norfloxacina marcou o inicio do descobrimento de diversas
quinolonas fluoradas como tais como a pefloxacina e a enoxacina (1980),
ciprofloxacina (1983) entre outras (TAVARES, 1996)

Com o advento da norfloxacina, outras mudancas estruturais foram propostas
nas formulas das quinolonas. Isto garantiu o conhecimento da importancia de
determinadas posi¢des na configuragao estrutural das novas quinolonas fluoradas.

As quinolonas também sao classificadas por geracdes, por apresentarem
propriedades farmacocinéticas e antimicrobianas diferentes entre si. A tabela 2

mostra esta classificacdo (TAVARES, 1996).



Tabela 2. Classificagdo das Quinolonas em: primeira, segunda, terceira e quarta geragao.

12

Primeira geracéo

Segunda geragéao

Terceira geragao

Quarta geragao

Acido nalidixico
Acido oxolinico
Rosoxacina
Cinoxacina

Acido piromidico

Acido pipemidico

Norfloxacina

Ciprofloxacina
Pefloxacina
Ofloxacina
Lomefloxacina

Enrofloxacina

Temafloxacina
Tosufloxacina

Esparfloxacina

(TAVARES, 1996).

2.2 Enrofloxacina: Uma fluoroquinolona de uso exclusivo em veterinaria

A enrofloxacina € um acido carboxilico quinoleinico, de peso molecular 359,40

g/mol e de formula molecular C19H24 FN3O3, que apresenta cor amarela cristalina palida

com um grau elevado de pureza. Na agua em pH 7, é ligeiramente soluvel. Entretanto,

por conter grupos acidos e basicos, pode ser identificada na solugdo, quando os

valores de pH s&o alcalinos ou acidos. Desta forma a absor¢gdo maxima no espectro

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

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

Na Ameérica Latina, assim como em outras partes do mundo, a 3° geragao de
fluoroquinolonas como enrofloxacina, danofloxacina e sarafloxacina gozam de
excelente reputagao por apresentarem potencial efetivo contra a maioria dos
agentes patogénicos veterinarios (BARROS et al., 1996).

A enrofloxacina, a primeira fluoroquinolona desenvolvida para aplicagéo
veterinaria em diversas formulagdes, oral e parenteral, € usada no tratamento de
algumas doencas infecciosas em animais domésticos. Tem utilizagao terapéutica em
bovinos, suinos, ovinos e caprinos no tratamento de infecgdes, por exemplo, do trato
urinario, do trato respiratério e da pele. Este medicamento também pode ser usado
em caes ou em gatos para combater tipos diferentes de infec¢des, especialmente
aquelas que envolvem Pseudomonas aeruginosas, sao também ativas contra
Staphylococcus aureus, sendo usado geralmente para infecgcoes de pele (PARADIS
et al., 1990).

A enrofloxacina € um antimicrobiano de amplo espectro de agao contra uma
extensa classe de bactérias como rickétsias, clamideas, micoplasmas como
também para as bactérias gram-negativas e gram-positivas, incluindo aquelas
resistentes aos antibidticos p-lactdmicos e sulfonamidas (KOROLKOVAS &
FRANCA, 2004)

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

1,4-dihidro-4-oxo-3-acido quinolinico carboxilico (BUDAVARI et al., 1996).



14

A enrofloxacina € uma 6-fluoroquinolona sintética (Figura 6). A estrutura do
nucleo é idéntica ao acido nalidixico. Devido a mudangas graduais na estrutura
basica, os potenciais farmacocinéticos e antimicrobiais foram melhorados.

Os grupos coplanares do carbonil (C=0) nas posi¢des 3 e 4 sdo os
responsaveis pelas atividades antimicrobial das fluoroquinolonas. O atomo de fluor
na posicao 6, € eficaz contra as bactérias gram-negativas e aumentam o espectro
de acgao para as bactérias gram-positivas. O anel piperazinico aumenta a atividade
antimicrobial na posigcao 7, especialmente para os pseudomonas. O grupo C;Hs,
unido ao anel piperazinico aumenta a capacidade de absorcdo pelos tecidos

(BARROS et al., 1996).

Figura 6. Estrutura da enrofloxacina.
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As propriedades espectroscopicas de absor¢do de radiagcdo UV-Vis da
enrofloxacina foram determinadas em agua, tamp&o acetato pH 4,7, metanol, etanol
e cloroformio e foi verificado que os valores maximos sao influenciados pela
polaridade dos solventes. Também sofre um leve deslocamento batocrdmico com a
diminui¢ao da polaridade do solvente. Entretanto a absor¢cdo desta molécula é pH-
dependente (Figura 7). Um aumento de pH produz um deslocamento hipsocrémicro
do pico de maior intensidade enquanto que o menor sofre deslocamento
batocromico. Ainda nesta figura observam-se dois pontos isobésticos a 270 + 1 e
314+ 2 nm (RILEY et al., 1989).

Segundo Lizondo (1997), o conhecimento das constantes de dissociagao
desta fluoroquinolona é importante, pois elas definem o estado de ionizagdo em
todos os pHs. Isto é importante uma vez que a habilidade da quinolona de ser
absorvida pelo trato gastrintestinal ou através de membrana bioldgica é determinada
pela fracdo da quinolona e em particular pelo estado ibnico. As analises mostraram
pka1= 5,94 + 0,09 e pka2 = 8,70 + 0,44.

Estes valores correspondem ao grupo acido carboxilico na posi¢do 3 e ao
grupo piperazinil na posigao 7. De modo geral para as fluoroquinolonas o pKj,
correspondente ao grupo carboxilico esta ao redor de 6,0 + 0,3 sendo relativamente
independente da substituicdo na posi¢cao 7 (LIZONDO et al., 1997).

A enrofloxacina pode ser encontrada em quatro formas dependentes do pH:
como cation acidico (C); espécie neutra nao-ionizada (N); um intermediario

zwitterion (Z) e como um ion basico (A) (Figura 8).
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Figura 7. Espectro de absorgéo no UV da enrofloxacina em 4 pH's.(LIZONDO et al., 1997).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 8. Distribuicdo das quatro possiveis espécies da enrofloxacina: cation acidico (C);
espécie neutra nao-ionizada (N); intermediario zwitterion (Z) e ion basico (A). (LIZONDO et al., 1997).



17

As fragdes das quatro possiveis formas da enrofloxacina podem variar em
funcdo do pH. Na solugdo, as espécies catibnica e anibnica se aproximam da
concentracdo total da enrofloxacina em valores de pH elevados e baixos,
respectivamente, e a espécie neutra alcanca um maximo no pH isoelétrico. A
constante dissociacao para o acido carboxilico € maior do que para a amina, a
forma neutra é principalmente o zwitterion. As espécies neutras sem cargas estao
em proporcdes extremamente baixas.

A Figura 9 expressa o equilibrio protolitico da enrofloxacina e analogos.
Nesta figura, Kcn, Kcz, Kna, € Kza representam as constantes de dissociagao, que
foram determinadas pelas mudancgas de absorbancia causada pela variacdo de pH

(1,0 a 10,0 a 25°C) na solucao de enrofloxacina (LIZONDO et al.,1997).

Figura 9. Equilibrio protolitico da enrofloxacina e analogos (Levison & Jawetz, 1998).
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A solubilidade também foi determinada por Lizondo (1997) em amostras a
25°C por 48 horas, e variou de pH 5,05 a 8,83. A Figura 10 mostra o perfil pH-
solubilidade da enrofloxacina, onde aparece uma zona de baixa solubilidade nas

vizinhancas do ponto isoelétrico. A solubilidade maxima foi encontrada em pH 5,02.

2.5

2 -

1.5 =m

0.5 =m

0 1 1 | 1 1 1 1
5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

pH

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

2.2.2 Mecanismo de acao das quinolonas

A atividade bactericida das quinolonas, incluindo a enrofloxacina, & atribuida
a sua habilidade de inibir a DNA-girase (MANDELL & SANDE, 1990).
As quinolonas interferem com a sintese de DNA inibindo a DNA-girase,

(topoisomerase IlI) uma enzima bacteriana essencial para a replicagdo do DNA. As
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fluoroquinolonas inibem a super-helicoidizagado do DNA in vitro e provem ruptura do
DNA de dupla fita em locais especificos (OTERO et al., 2001a).

O cromossomo bacteriano é formado por uma longa e unica molécula de
DNA que procura ocupar um espag¢o minimo no interior da célula e por isto acha-se
dobrado sobre si mesmo e enrolado em espirais. Este estado € mantido por meio
de enzimas denominadas de topoisomerase, entre as quais a topoisomerase I,
chamada de DNA-girase. A DNA-girase é constituida por duas subunidades A e
duas subunidades B. As primeiras sao responsaveis pela divisdo de cada uma das
duplas cadeias de DNA cromossOmico e seu agrupamento e enrolamento da nova
cadeia formada. As subunidades B introduzem os elementos necessarios a
formacao da nova cadeia do DNA em replicacdo e mantém o superespiralamento.

As quinolonas inibem a agao das subunidades A da DNA-girase. Com isto, o
DNA tem relaxado suas espirais e passa a ocupar um espago maior que o contido

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

2.2.3 Propriedades farmacocinéticas

Os estudos farmacocinéticos envolvem a cinética de absorcdo, a distribuicao
e eliminacao do farmaco, incluindo excrecéo e metabolismo (SHARGEL & YU 1999).

A enrofloxacina é altamente lipofilica, conforme demonstrado pelo seu alto
coeficiente de particdo octanol:agua e ela se comporta como um zwitterion em
varios valores de pHs. Estudos conduzidos em laboratério demonstraram que a
enrofloxacina é bastante estavel quando misturada com &agua, solugdo salina e
varios farmacos, devido as suas propriedades quimicas estaveis. A enrofloxacina

em comprimido ou solugdo injetavel foi reformulada de varias formas para produzir
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uma formulacao oral de dosagem conveniente devido a sua alta lipossolubilidade,
sendo bastante absorvida apdés a injegdo intramuscular ou administragcdo oral
(PAPICH et al., 2002).

A enrofloxacina, como todas as quinolonas, tem uma estrutura baseada no
anel 4-quinolénico. A modificagdo fundamental das quinolonas mais antigas, como
os acidos nalidixico e oxolinico foram a introdu¢do de um flior no Cgs, 0 qual
proporcionou um aumento na penetrabilidade tissular e celular, o que poucas
substancias antimicrobianas podem alcancgar. Isso da lugar a uma farmacocinética
especial vinculada a sua distribuicao (BROWN, 1996).

As fluoroquinolonas sdo bem absorvidas apds ingestdo oral e completa
absorcao parenteral; apresentam meia-vida sérica longa que vai de 3 até 8 horas
permitindo uma posologia de 12 ou 24 horas. Sendo que a eliminagdo se faz
fundamentalmente por excrecéo renal e metabolismo hepatico (SUMANO, 1993;
NEER, 1988; MARTINEZ et al., 1997)

Este antimicrobiano € bem absorvido e bastante distribuido em quase todos
0s animais examinados. A absor¢ao oral varia de 40% em cavalos para quase 100%
em caes e gatos. Nas espécies em que estdo disponiveis comparagdes, a
enrofloxacina é absorvida em maior extensdo do que a ciprofloxacina. Penetram
bem em tecido pulmonar, fluido de revestimento, resultando em maiores
concentragbes séricas (ALTREUTHER, 1987; ALTREUTHER & KLOSTERMANN,
1994).

Na maioria das espécies em que foi examinada a eliminagao, a enrofloxacina
mostra metabolismo variavel. Em caes, gatos, cavalos adultos, bovinos e alguns
répteis, a enrofloxacina é metabolizada parcialmente para o metabdlito ativo

ciprofloxacina (ANADON et al., 1995).
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Em outros animais, tais como porcos, potros, lagartos e crocodilos, pouca ou
nenhuma ciprofloxacina €& detectavel no plasma depois da administracdo de
enrofloxacina (IHRKE et al., 1999).

Os farmacos com os menores volumes de distribuigdo (Vd) se diluem menos
no fluido corpéreo e produzem concentracbes plasmaticas mais altas em
comparagao com farmacos com um Vd mais alto. A consequéncia clinica dessa
diferenca é refletida na administragcao das doses.

Para ilustrar a relacdo do Vd com a dose, pode-se examinar a seguinte
equacgao geral: Dose = Vd X Cmax. Para atingir a mesma Cmax, os farmacos com
alto Vd requerem uma dose maior, que € uma das razdes para a maior variacao de
doses para a enrofloxacina em comparagao com a orbifloxacina e a marbofloxacina
(IHRKE, 1996).

O volume de distribuicao da enrofloxacina varia de 2 a 4L/kg (OTERO, 2001a)
na maioria das espécies estudadas, sendo muito maior que o alcancado pelos
antibidticos betalactamicos e aminoglicosideos (WISE, 1991). O que demonstra
habilidade para penetragao intracelular e para atingir altas concentragdes em tecidos
também chegando com rapidez as glandulas mamarias (GIGUERE & BELANGER,

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

2.2.4 Biodisponibilidade das fluoroquinolonas

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

processo de absorg¢ao do principio ativo no organismo.
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Em outras palavras, a biodisponibilidade € o tempo que demora a substancia
responsavel pela acao terapéutica do medicamento (principio ativo) entrar na
corrente sanguinea (SHARGEI & YU, 1999).

Em animais as fluoroquinolonas (FQs), tem boa disponibilidade por via oral
em todas as espécies animais, a excecao dos ruminantes.

Scheer (1987A) demonstrou que a enrofloxacina parenteral é rapidamente
absorvida em terneiros, gatos, caes, galinhas e perus, alcangando concentragdes
maximas de 30 minutos a 2 horas, 0 que sugere boa absorgéo digestiva.

Em equinos, a enrofloxacina tem uma biodisponibilidade de 60%, alcangando
concentragcbes eficazes em plasma e tecido em animais submetidos a jejum
(LANGSTON et al., 1996; POSYNIAK et al., 1999).

Em estudos realizados em ratos (espécie e numero nao relatadas) tratados
oralmente ou intravenosamente com uma unica dose de enrofloxacina (5mg/Kg)
radiolabil foi determinada a bioavaliabilidade que foi calculada em aproximadamente
75%, sendo que a enrofloxacina foi rapidamente absorvida e distribuida em todos os
tecidos apresentando altas concentragdes no rim e figado. A eliminagao foi via urinaria
e fezes. A radioatividade encontrada na urina foi atribuida ao seu metabdlito,
ciprofloxacina (ALTREUTHER & KLOSTERMANN, 1994).

Nas espécies animais considerados de alimento, a ciprofloxacina foi o
metabdlito principal recuperado. O figado é considerado sitio primario do metabolismo
da enrofloxacina, nesta espécie, formando ciprofloxacina por processo de
desalquilacdo oxidativa. Outros metabdlitos concorreram com menos de 10% do
residuo total (ALTREUTHER & KLOSTERMANN, 1994).

Um estudo qualitativo investigou a influéncia de uma preparagdo de amostra
de residuos para determinacéo analitica de farmacos veterinarios em tecido animal.

Neste estudo comparou-se a eficiéncia de diferentes procedimentos de
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extragdes da enrofloxacina e seu metabdlito (a ciprofloxacina), da sarafloxacina e da
difloxacina em amostras de figado e tecidos de aves domésticas.

Os resultados mostraram que todas as fluoroquinolonas estudadas foram
extraidas com alta eficacia (> 80 %) da matriz biolégica e os melhores resultados

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

2.2.5 Propriedades farmacodinamicas

A farmacodinamica se refere a relacdo entre a concentracdo do farmaco e o
sitio de agao (receptor) e a resposta farmacoldgica, incluindo efeitos fisiologicos e
bioquimicos que influenciam a interagcao do farmaco com o receptor. As interacoes
de uma molécula do farmaco com o receptor iniciam uma sequéncia de eventos
moleculares resultando numa resposta farmacolégica ou toxica.

Os modelos farmacocinéticos e os farmacodinamicos sédo construidos para
mostrar os niveis de concentracdo do plasma no sitio de acdo e estabelecer a
intensidade e tempo do curso do farmaco (SHARGEL & YU, 1999).

A concentragdo minima inibitéria (CMI) € a menor concentragdo de um
antibiodtico necessaria para inibir o crescimento de uma bactéria em particular. A
tabela 3 contém uma lista parcial do CMI para bactérias importantes na dermatologia
veterinaria (ASUQUO & PIDDOCK, 1993; STEGEMANN et al., 1996; SPRENG et al.,

1995; MEINEN et al., 1995).
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Tabela 3. Dados microbiolégicos comparativos para patégenos comuns CMI das bactérias (ug/ml).

Pasteurella Escherichia Staphylococcus Pseudomonas
Multocida coli intermedius aeruginosa
Ciprofloxacina 0,015 0,03 0,25 0,5
Difloxacina <0,05 0,11-0,23 0,91 0,92
Enrofloxacina 0,03 0,03 - 0,06 0,125 2
Marbofloxacina 0,04 0,25 0,23 0,94
Orbifloxacina 0,05 0,39 0,39 6,25-12,5

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

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

Mesmo que existam diferengas na eficacia das fluoroquinolonas atualmente
disponiveis, vale a pena observar algumas diferencas. A Pasteurella spp, assim
como as cepas encontradas em feridas de pele, sdo as mais suscetiveis. Os bacilos
entéricos gram-negativos como a Entamoeba coli ttm uma CMI baixa. Os cocos
gram-positivos tém uma CMI um pouco mais alta. (CAPUTO et al., 1997; WATTS,
1999).

Finalmente, a Pseudomonas aeruginosa, se for sensivel, tem a CMI mais alta
de todas as bactérias suscetiveis. Embora n&o listados na tabela 3, os

estreptococos, enterococos e as bactérias anaerébicas tém tipicamente uma CMI
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alta o suficiente que faz com que eles geralmente figurem na categoria resistente.
Informagdes sobre o uso da mais nova geragao de fluoroquinolonas na medicina
veterinaria sédo limitadas a estudos experimentais (CAPUTO et al., 1997; WATTS,
1999).

Farmacos como a grepafloxacina, trovafloxacina e premafloxacina tém sua
atividade aumentada contra cocos gram-positivos e bactérias anaerébicas e podem
ter vantagens para uso em determinadas infec¢des. Entretanto, estes farmacos nao
sdo tao efetivos como a ciprofloxacina contra bactérias gram-negativas,
especialmente a Pseudomonas aeruginosa (WATTS et al., 1997).

Neste momento, o Comité Nacional sobre padroes de Laboratérios Clinicos
(CNPLC) nos EUA nédo tem valores de corte aprovados para as fluoroquinolonas
veterinarias. Nas novas linhas gerais a serem publicadas em breve, entretanto, a
categoria de "dosagem flexivel" ird substituir a categoria de "sensibilidade
intermediaria". As novas linhas gerais para a enrofloxacina, a unica fluoroquinolona
veterinaria sabidamente listada, sera relatada como sendo sensivel: < = 0,5 g/ml;
dosagem flexivel = 1-2 g/ml e resistente = > 4 g/ml. Os valores de corte aprovados
pelo CNPLC para outras fluoroquinolonas veterinarias ndo estao disponiveis no
momento. Com base no entendimento e na interpretacdo dos autores sobre os
dados farmacocinéticos disponiveis, as fluoroquinolonas veterinarias atualmente
disponiveis devem ter atividade similar contra patdogenos da pele (PARADIS et al.,
1990, COMMITTEE, 1998).

Todas as fluoroquinolonas atualmente disponiveis sdo licenciadas para
infeccoes dermatoldgicas, mas isso pode n&o implicar piodermite em todos os casos.
Foram publicados relatos documentando a eficacia da enrofloxacina no tratamento

da piodermite em caes. De acordo com o conhecimento dos autores, ndo foram
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realizados estudos comparativos que possam mostrar diferencas na eficacia clinica

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

2.2.6 Efeitos toxicoldgicos

Os estudos toxicoldgicos sao realizados para determinar a dose letal (DLgp ou
DLsp) quantidade requerida de uma substancia que mata 50% ou 90% da populagéo-
teste (WILEY, 2005).

Os efeitos colaterais como vomito e diarréia ocorrem quando a dose excede
em dez vezes a dosagem recomendada. Em doses normais, isto ndo deve ser
observado. Os caes vomitam apds dosagens acima de 1000 mg/kg, que é 200 vezes
a dosagem recomendada, sendo que uma DL50 n&o poderia ser estipulada
(ALTREUTHER, 1987; GIGUERE et al., 1997).

Os caes com infecgdes da orelha por pseudomonas requerem doses
elevadas de enrofloxacina e a nausea pode certamente transformar-se num
problema. Em caes jovens (menos de 8 meses da idade) pode ocorrer dano nas
articulagdes e cartilagem. Este fendmeno é visto somente em animais jovens em
fase de crescimento nao parece ser um problema nos gatos. O uso da enrofloxacina
pode produzir cristais na urina (COLOMBINI & HOSGOOD, 2000; SCOTT et al.,
2001).

Valores de toxicidade agudos foram determinados em diferentes espécies.
Sendo que estes efeitos aparecem nas doses que excedem as doses terapéuticas
(LIZONDO et al., 1997).

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

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

Espécies Sexo Via de DLsg
administragao mg /kg

Camundongos Macho Via oral > 5000
Fémea 4336

Ratos Macho Via oral > 5000
Fémea

Coelhos Macho Via oral 500-800
Fémea

Caes Macho Via oral Nao
Fémea Determinada*

* ndo determinada devido a vémito do farmaco (SCHMIDT, 1985).

Os animais estudados por Schmidt (1985) foram observados diariamente
por 14 dias de pds-exposicdo nestes estudos de toxicidade. Os sinais clinicos
associados a toxicose da enrofloxacina foram de letargia, tremores, convulsdes,
dispnéia e ataxia entre outros disturbios. Os animais clinicamente afetados que n&o
morreram recuperaram-se dentro de 15 minutos a 7 dias de pos-exposi¢cdo. As

lesbes pds-morte revelaram congestao pulmonar e hemorragia (SCHMIDT, 1985).
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Estudos toxicoldégicos em animais de laboratério mostraram também que,
doses orais de enrofloxacina de até 100 mg/Kg, 20 vezes a dosagem recomendada,
nao mostraram nenhum efeito adverso significativo na composi¢ao e coagulagao do
sangue e na diurese. No teste local, de sensibilidade da pele, em coelhos e porcos
da guinea, a enrofloxacina (Baytril) ndo provocou irritagcdo apds aplicagéo
(NATIONAL COMMITTEE, 1994).

Estudos toxicolégicos em longo prazo (52 semanas) e também estudo de
carcinogenicidade (104) semanas da enrofloxacina foram realizados em ratos
Wistar (6 grupos de 10 ratos). (MULLIGAN, 1997).

No estudo toxicolégico crénico 10 ratos destes grupos receberam dieta
alimentar que continham 0, 41, 103, 338 ou 856 mg/Kg doses diarias de
enrofloxacina para ratos machos e 0, 58, 146, 466 ou 1000 mg/Kg doses diarias
para fémeas. Nestes estudos nao foram observados efeitos adversos até 5,3
mg/Kg. Nenhum efeito teratogénico foi observado em ratos até 50 mg/Kg e em
coelhos até 25 mg/Kg (MULLIGAN, 1997)

No estudo de carcinogenicidade, 6 grupos de 50 ratos receberam na dieta
alimentar doses diarias de 0, 41, 103, ou 338 mg/Kg de enrofloxacina para ratos
machos e 0, 58, 146, ou 466 mg/Kg na dieta alimentar diaria para as fémeas.

As taxas de mortalidade, as observagdes diarias, e os achados
oftalmolégicos em animais tratados eram comparaveis aos controles. Neste estudo
o FAO/WHO conclui que a enrofloxacina nao foi carcinogénica para esta espécie
nas seguintes dosagens 41, 103, 338 e 856 mg/Kg (MULLIGAN, 1997).

As avaliagdes bioquimicas do soro apds 6, 12, 18 e 24 meses, mostraram
diminuicao significativa das proteinas totais no macho e na fémea neste periodo

(BOMHARD & SCHLADT, 1991B; HALL, 1992; LESER, 1993).
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Outros estudos de toxicidade foram realizados com 15 grupos de 6 ratos.
Nestes animais foi administrado na dieta alimentar 36, 150, ou 577 mg/Kg de doses
diarias de enrofloxacina para ratos machos e para as fémeas 45, 182, ou 690 mg/Kg
por 90 dias.

Nenhum efeito na aparéncia ou no comportamento foi notado nas dosagens
brandas. Durante este estudo houve perda de peso de 20% para os machos e 23%
para as fémeas nas doses mais elevadas. Observaram-se também mudancas
degenerativas na cartilagem auricular nas doses iguais a 150 e 577 mg/Kg diarias
para os machos (KOWALSKI et al.,1985).

Os estudos revelaram uma auséncia de informacdes sobre os efeitos da
enrofloxacina nos microorganismos obtidos do intestino humano. Sendo assim, o
National Committee, em 1994, estabeleceu um ADI provisério de 0,6 pg/Kg. Estes
resultados foram baseados nos testes microbiolégicos de atividades antimicrobiais in
vitro, da enrofloxacina e ciprofloxacina (MULLIGAN, 1997).

Uma nova ADI (dose diaria aceitavel) de 0-2 ug/Kg, baseado nos efeitos
microbiolégicos in vitro da enrofloxacina e da ciprofloxacina, foi estabelecido pelo
National Committee (CHAMBERLAIN, 1997).

Um outro relatério com modificacdo na ADI para bovinos, porcos e aves
domésticas foi emitido pelo Committee for Veterinary Medicinal Products. E uma
nova ADI de 6,2 pg/Kg por peso de corpo, ou seja, 372 ug/ pessoa foi estabelecida
para a enrofloxacina (CHAMBERLAIN, 1997).

Neste relatério o Committee for Veterinary Medicinal Products (1998),
recomenda que no Anexo | do regulamento do conselho (EEC) 2377/90 sejam feitas

as seguintes emendas de acordo com a Tabela 5.



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

Substancia Residuo Espécie ** MRLs Tecido
farmacologicamente Marcado Animal ua/kg Alvo
ativa
Teor de Bovino 100 Musculo
Enrofloxacina Enrofloxacina 100 Gordura
e 300 Figado
Ciprofloxacina 200 Rim
Porcos e 100 Musculo
*Aves 100 Gordura + pele
domésticas 200 Figado
200 Rim

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

** (limite maximo de residuo pg/kg).

2.3 Polimero quitosana

30

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

década. Por se tratar de um polimero natural, biodegradavel, extremamente

abundante e atoxico,
potencialmente atraente para usos diversos,

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

a quitosana tem sido proposta como um material

principalmente em engenharia,

As aplicagcbes mais comuns € o seu emprego como complexante de ions

metalicos, (KAMINSKI & MODRZEJEWSKA, 1997) na formacgdo de coberturas com



31

acao antifungica e bactericida (NO et al., 2002), e como elemento basico para a
formagdo de matrizes de liberagao controlada de farmacos, (ATCHE et al, 2000).
Ainda embora controverso, seu uso como agente ativo no emagrecimento humano
por sua interagdo com gorduras e estruturas afins, entre outras possiveis aplicagoes
sugeridas para este material (PITTLER et al., 1999; KANAUCHI et al., 1995).

Ha cerca de trés décadas a quitosana esta sendo usada em processos de
purificacdo de agua, principalmente devido a propriedade quelante (remogéao de ions
metalicos), bem como no tratamento de agua para remogao de 6leo. Dessa forma,
modificacdes quimicas na superficie do biopolimero quitosana com a imobilizagao de
agentes complexantes melhoram a seletividade para ions especificos de metal e
podem caracterizar novos materiais adsorventes (JUSTI, et al., 2005; SPINELLI et
al., 2004).

A quitosana €& um polissacarideo amino derivado do processo de
desacetilacdao da quitina, que constitui a maior fracdo dos exoesqueletos de insetos
e crustaceos, sendo assim assumido como o segundo composto organico mais
abundante da natureza (RATHKE & HUDSON, 1994), ficando atrds apenas da
celulose. Enquanto a quitina é inerte e insoluvel, a quitosana é reativa e soluvel em

acidos organicos fracos ou diluidos como acido acético 3% , acido féormico, e acidos
OH OH OH
@) @) O
/
® OH> OH™
NH; NHCOCH;

Figura 11. Estrutura molecular da quitosana
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minerais, produzindo uma solugao viscosa (FURLAN et al.,, 2000). A quitosana é
insoluvel em agua, podendo ser caracterizada como um polieletrélito catiénico,
sendo geralmente purificada na forma neutra. Sua estrutura é formada pela
repeticdo de unidades [(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose ou (D-glucosamina)
apresentando uma cadeia polimérica similar a da celulose (exceto pela substituicdo
dos grupos hidroxila na posi¢do 2 por grupos acetamida). A férmula molecular
genérica pode ser expressa como (Cg Hi1 Os4 N)y |

Em pH préximo de 3, os grupos amino de sua cadeia estdo todos protonados
e o polimero esta carregado positivamente o que facilita sua dissolugéo.

O pKa situa-se entre 5,9 e 6,7 e depende da dimensao da cadeia polimérica
(MATHUR & NARANG, 1990). Os grupos amino na cadeia polimérica da quitosana
atuam como polieletrolitos catibnicos em pH< 6,5 e apresentam alta densidade de
carga, que se adsorve facilmente em superficies carregadas negativamente.
Podem servir como sitios quelantes para ions de metais de transicido, e € o ponto
de partida para muitas modificagdes quimicas. O nitrogénio dos grupos amino e o
oxigénio dos grupamentos hidroxilas podem ser acilados para obter derivados
formila, acetila e benzoila (KIMURA et al., 1999; FAVERE, 1994).

Os ésteres de quitosana, tais como o succinato de quitosana e o ftalato de
quitosana foram usados com sucesso como matrizes para a liberagao oral do
diclofenaco de sédio em local especifico. Por conversdao do grupo amino do
polimero na forma de succinato, o perfil da solubilidade da quitosana muda
significativamente. (AIEDEH & TAHA, 1999).

A esterificacdo da quitosana com acido monocloroacético forma a
carboximetilquitosana que pode formar bases de Schiff com aldeidos e cetonas

com glutaraldeido e epicloridrina, através de ligagbes cruzadas, formando um
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material reticulado insoluvel em acidos diluidos (LONGHINOTTI et al., 1996). Este
polimero tem atraido atengdo como matriz polimérica para liberagao controlada de
farmacos.

No Departamento de Quimica da UFSC, as modificagdes quimicas e as
aplicagbes da quitosana (Figura 11) na forma de microesferas para liberagao
controlada de farmacos vém sendo estudadas ha varios anos (FURLAN et al., 2000;
FAVERE, 1994; VALGAS et al., 2005; GONCALVES et al., 2005; ATCHE, 2002;
NASCIMENTO, 2005).

Fatores como facil degradacao, produtos gerados néao toxicos, tem chamado
atencdo para a quitosana como excipiente para liberagdo controlada de farmacos
na forma de microesferas. Mas o seu uso tem sido limitado pela sua insolubilidade
em agua e em alguns solventes organicos como dimetilformamida (DMF) e acetona
entre outros (THNOO et al., 1991).

A quitosana também estd sendo usada para acelerar o processo de
cicatrizacdo de feridas em humanos (KOJIMA et al., 1998). A quitosana simula a
migracdo de células polimorfonucleares assim como células mononucleares e
acelera a re-epitealizagao e a regeneragao normal (USAMI et al., 1994). Também
foi documentado que a quitosana confere consideravel atividade antibacteriana
contra um largo espectro de bactérias (SU et al., 1997).

A quitosana é biocompativel com tecidos vivos por ndo causar reacdes
alérgicas e rejeigdes. Degradada sob a agdo dos fermentos, facilmente removivel
do organismo sem causar reagdes colaterais. Possui a propriedade antimicrobial e
habilidade de coagulacédo sanguinea (NICO, 1991).

Sistemas de microparticulas baseadas na quitosana foram propostos para o

tratamento local de infecgbes gastricas, pois podem atingir uma area extensa da
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mucosa e liberar o farmaco instantaneamente (PEPPAS et al., 2000; ALVAREZ-
LORENZO, 2003, 2004; KO et al., 2003).

A quitosana com grupo amino, pode permitir o estabelecimento de diferentes
tipos de interagdo com farmacos ibnicos e nao i6nicos (KUMBAR et al., 2002) e
também fornecer sistemas pH-sensiveis, que intumescem em pH gastrico

permitindo uma liberagao local-especifica (HEJAZI & AMIJI, 2003).

2.4 Acido malénico

O acido malénico, C3 Hy O4, € um acido dicarboxilico organico com um grupo
metileno que separa as duas moléculas de carbonil. E um pé cristalino, branco
derivado do acido malico. Pode também ser obtido oxidando o alileno e o propileno
com solugao a frio de permanganato de potassio, pela hidrélise do acido barbiturico
com alcaldides. O acido malbdnico funde a 133°C, em temperaturas mais altas
decompde-se rapidamente no acido acético e no didxido de carbono. Apresenta
104,6g de peso molar, é instavel e tem poucas aplicagcdes na forma livre. O éster
dietil do acido maldnico é usado nas sinteses das vitaminas B4 e By, dos barbituricos
e de numerosos outros produtos farmacéuticos, agroquimico, na industria de

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

HO~ _~__~ OH

@) @)

Figura 12. Estrutura molecular do acido maldnico
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2.5 Microcapsulas e microencapsulacao

O conceito de microcapsulas surgiu da idealizagao do modelo celular onde a
membrana que envolve e protege o citoplasma e os demais componentes exerce ao
mesmo tempo outras fungdes, como controlar a entrada e saida de material na
célula (RE, 2000).

De modo semelhante, a microcapsula consiste, em geral, em uma camada de
polimero que atua como um filme protetor, isolando a substancia ativa (goticulas
liquidas ou particulas sdlidas) e evitando os efeitos de sua exposicdo inadequada.
Essa membrana desfaz-se sob estimulo especifico, liberando a substancia no local
ou momento ideal. O material ativo também pode estar incluso em uma matriz sélida
de polimero, formando nesse caso uma microesfera (RE, 2000).

Na literatura, as microcapsulas séao definidas como particulas de diametro que
vao desde 1 até 1000 um, contendo material de nucleo envolvido por membrana
especial, liberando-o no tempo desejado (OLIVEIRA, 2003)

Os primeiros registros de tentativas de aplicacdo da idéia de
microencapsulagao datam dos anos 30, mas somente em 1954, surge o primeiro
produto com material microencapsulado. A empresa norte-americana National
Cash Register foi a pioneira, ao comercializar um papel de copia sem carbono, que
revolucionaria a industria de formularios. Esse papel recebia uma fina camada de
microcapsulas (menores que 20um) contendo uma tinta incolor. Tal camada era
recoberta com um reagente também incolor. A pressdo da ponta do lapis na
superficie do papel rompia as microcapsulas, liberando a tinta incolor que, ao entrar
em contato com o reagente, tornava-se colorida, produzindo em outra folha uma
cdpia idéntica ao que estava sendo escrito no primeiro papel (LANGER & PEPPAS,

1983).
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As microcapsulas encontram inuUmeras aplicagdes industriais. S&o de extrema
importancia na area farmacéutica, permitindo o desenvolvimento de formulas de
liberacdo lenta, ou seja, aquelas com capacidade de liberar agentes ativos somente
nos 6rgdos nos quais devem agir ou onde serdo absorvidas como o0s
anticoncepcionais injetaveis, usados uma vez ao més. As substancias
antiinflamatdrias podem ter seu tempo de atuagédo no plasma sanguineo aumentado
pela microencapsulagao prolongando seu efeito no organismo.

Inimeros métodos permitem microencapsular um material ativo, dependendo
do tipo do material, da aplicacdo e do mecanismo de liberacdo desejado para sua
acao. A diferenca basica entre esses métodos esta no tipo de aprisionamento do
material ativo pelo agente encapsulante, sendo que a combinagao entre o material e
o agente pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (Figura 13). As
técnicas de microencapsulagdo permitem produzir microesferas (Figura 13A), nas
quais o material ativo esta ‘preso’ em uma matriz polimérica, ou microcapsulas
(Figura 13B), nos quais o material ativo estda apenas envolto pelo agente

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

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

(B) microesfera onde o material ativo esta envolto pelo agente encapsulante (cor amarela).
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Entre os métodos fisicos, temos “spray drying”, (secagem de goticulas),
“spray cooling” (solidificagcdo de goticulas por resfriamento) e extrusdo
(modelamento de microesferas por meios mecanicos). (PAVANETTO et al., 1993;
RE, 1998).

Nos métodos quimicos, destaca-se a inclusdo molecular (encapsulagcéo de
certas moléculas por outras) e polimerizagao interfacial (reagcdo de polimerizagao
no limite entre duas solugdes, uma delas contendo o material ativo em suspensao).
(PAVANETTO et al., 1993)

Ja os métodos fisico-quimicos mais estudados sdo a coacervagao ou
separacao de fases (separagao do polimero encapsulante de um meio liquido e sua
precipitacdo na superficie do material ativo disperso no mesmo meio) e
envolvimento lipossémico (encapsulagdo por membranas lipidicas) (Li et al., 1991).

A substancia encapsulada pode ser liberada por estimulos mecanicos
(rompimento das microcapsulas através de pressdo) e outros (variagdo da
temperatura; do pH do meio), onde estejam as microcapsulas ou microesferas.

A microencapsulacéo oferece vantagens sobre outras formas de formulagdes
farmacéuticas, evitando a reatividade elevada e a oxidacdo de varios minerais que
alteram a cor e/gosto quando sao incorporados aos alimentos. Nesses casos, a
microencapsulacao pode mascarar o sabor dos minerais nos produtos enriquecidos,
reduzirem a reatividade com outros componentes e controlar sua liberacdo nas
areas do trato gastrintestinal que permitam melhor absor¢do (SHAHIDI & HAN,
1993).

Para que a mucosa do estbmago seja protegida do contato com o principio

ativo e este seja liberado apenas no local exato de sua absorgdo (no intestino),
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pode-se usar um agente encapsulante que s6 se dissolva em meio alcalino (como o
intestinal).

Uma outra aplicagao conhecida na area farmacéutica € a reducao da irritacao
gastrintestinal conseguida pela microencapsulagdo de principios ativos, como o
acido acetilsalicilico (aspirina) para a qual uma liberagdo constante é conseguida
através do revestimento do farmaco com etilcelulose (VARMA et al., 2004).

Os produtos microencapsulados hoje a venda no Brasil (farmacos
antiinflamatadrios, vitaminas e suplementos minerais e cosméticos) sao importados,
pois poucas empresas de paises desenvolvidos dominam essa tecnologia. Em todo
o0 mundo, a falta de conhecimentos basicos sobre mecanismos de formacio de
particulas e sobre as possibilidades de aplicagdo dos varios processos de
microencapsulacido conhecidos ainda limita o uso destes, apesar do crescente

interesse da industria (RE, 2000).

2.6 Sistemas de liberacdo controlada de farmacos

Em 1950, iniciaram-se estudos de sistemas de liberacdo controlada de
substancias biologicamente ativas, pois ndo se conheciam materiais que pudessem
liberar moléculas de alta massa molecular, como peptideos e proteinas sem induzir
inflamacgdes (FOLKMANN, 1990).

Define-se liberagcado controlada, como um sistema no qual a substancia ativa é
liberada independentemente de fatores externos e com uma cinética bem

estabelecida (BAKER, 1987).
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A ciéncia farmacéutica atual direciona seus estudos na busca de um veiculo
capaz de transportar o farmaco até seu lugar de agao a fim de evitar os possiveis
efeitos adversos. De acordo com este critério, tem-se desenvolvido novos sistemas
de administragao de farmacos, como lipossomas, nanoparticulas e microparticulas,
entre outras, sendo portadores coloidais particulares que se usam como sistemas
de liberagao de farmacos (EDMAN, 1985; VALERO et al., 1985).

Encontramos outro sistema de liberagao controlada de farmacos, além da
microesferas, que € constituido pelas bombas, as quais sdo semelhantes a
seringas em miniaturas que, ao entrar em contato com o organismo, liberam as
substancias nelas inseridas. Podem-se classificar as bombas em dois tipos: a de
uso externo e a implantavel. (LANGER, 1990)

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

A bomba implantavel de pressao orientada € desenvolvida utilizando-se um
propulsor de fluorocarbono, como forga motriz. Neste caso, a bomba controla um
fole dobravel, o qual divide o seu interior em duas cdmaras, uma contendo o
propulsor e a outra a solucdo do farmaco. Na temperatura corporal, o vapor de
pressao exercida pelo propulsor forca a solugdo do farmaco através do filtro,
regulando o fluxo a uma velocidade constante (LANGER, 1990).

As bombas sido usadas no tratamento de cancer, em que um catéter é
estendido a partir da bomba, sendo inserido no vaso sanguineo, a fim de alimentar

0 6rgao doente, como, por exemplo, o figado ou o cérebro debilitado, aumentando,
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dessa maneira a sua velocidade de liberagao e realizando uma economia de forga

para o resto do corpo (LANGER, 1990).

Nos dois casos (bomba de uso externo e implantavel), a forca motriz € uma

diferenca de pressao que resulta no volume de escoamento farmaco, através de

um orificio (LANGER, 1990).

Segundo LANGER (1990), as bombas implantaveis sdo as mais usadas e

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

sua implantacdo, tem como vantagem um controle preciso do farmaco e sua

liberagao diretamente na corrente sanguinea. As bombas vém sendo empregadas

também para a liberagao de insulina, heparina, morfina e outros farmacos (LANGER,

1990).

Para GRAHAM (1998) os sistemas de liberagdo controlada oferecem

vantagens sobre os sistemas farmacéuticos convencionais que liberam o farmaco

num curto periodo de tempo

Liberagcdo do farmaco no sitio de agéo, diminuindo os efeitos colaterais
sistémicos.

Protecédo do farmaco que poderia ser destruido pelo organismo, como as
proteinas que sao biologicamente ativas.

Mantém constante, o nivel plasmatico do farmaco no organismo, evitando as
variagdes nas concentracbées maximas € minimas.

Reducdo do numero de doses, evitando efeitos toxicos e aumentando o
conforto do paciente.

Pequena variagao na concentracdo do farmaco com o tempo, aumentando a

acao terapéutica.
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Sistemas de liberacdo controlada diferem da liberagdo sustentada ou
liberacdo lenta que sdo as formas farmacéuticas convencionais que incluem
complexos de sais ou resinas de troca ibnica, suspensodes, emulsdes, revestimentos
de diluicao lenta e os comprimidos (LANGER, 1990).

Os sistemas de liberacdo sustentada liberam o farmaco num tempo inferior a
24 horas sendo que as condicdes ambientais influenciam a velocidade de liberagao
(LANGER, 1990).

Os sistemas de liberagdo controlada liberam farmacos e/ou outras
substancias, numa velocidade e num periodo de tempo programado, em geral, as
velocidades de liberacdo sdo determinadas pelo tipo do sistema de liberacéo e
quase independem das condi¢cdes do meio e do pH. Nestes sistemas a liberacdo do
farmaco pode demorar dias e até anos (LANGER, 1990).

Existem outros sistemas de liberagao de farmacos como as vesiculas que sio
microesferas ou transportadores coloidais, compostas de substancias como
proteinas, lipidios, carboidratos ou polimeros sintéticos (KOST & LANGER, 1991).
Partilham de algumas vantagens dos farmacos macromoleculares conjugados como
a farmacocinética e a biodistribuicdo modificada tornando assim, possivel uma
administragao potencialmente mais alta do farmaco (LANGER, 1990).

Outros como os lipossomas, que sao vesiculas largamente estudadas, sao
constituidos por uma variedade de estruturas lipidicas, sendo atéxicos, degradaveis,
embora apresentem uma baixa estabilidade na estocagem e uso. Os lipossomas
estdo sendo usados para liberar agentes tdoxicos como o arsénio, para tratar
doencgas por parasitos especificos no figado (como a esquistossomose) em animais

de laboratério (LANGER, 1990).
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Os sistemas de liberagdo de farmacos transdérmicos séo designados como
suporte para a passagem de farmacos da superficie da pele, através de varias
camadas até atingir o sistema circulatério. Tem como vantagem evitar a passagem
do farmaco pelo figado. Outras vantagens da medicacédo transdérmica estdo no
tempo de liberagdo. Por exemplo, para o antipertensivo clonidina, cujo tempo de
liberagdo é de 7 dias; 72 horas para o analgésico fentanil e de 24 horas para a
liberagao da nitroglicerina usada para doengas do coragao (CHIEN, 1983).

Os materiais poliméricos geralmente liberam os farmacos através dos
seguintes mecanismos: difusdo, reagdo quimica e ativagao do solvente.

O sistema polimérico de liberacdo mais usado € o de difusdo, no qual o
farmaco migra da posicao inicial no polimero para a superficie e depois para o lugar
onde ira agir, podendo ser em escala macroscépica (através dos poros da matriz
polimérica) ou em escala molecular (passando entre as cadeias poliméricas)
(BAKER, 1987).

A microencapsulacao de farmacos é uma alternativa da qual se tem langado
mao para minimizar e até eliminar efeitos colaterais indesejaveis (KIM & CHOI,
2004). Desta forma microesferas ou granulos foram preparados em um sistema
solido-lipidio para retardar a taxa de liberagao da enrofloxacina e para mascarar seu
gosto amargo usando o alginato de sodio ou carragena 2% como um material de
protecdo e manteiga de cacau como nucleo do sistema sélido-lipidio. Estes granulos
tém o potencial de mascarar o gosto amargo da enrofloxacina e estender sua taxa
de liberagao (KIM & CHOI, 2004).

Os hidrogéis de polimeros que combinam propriedades mecanicas

adequadas com uma potencialidade elevada do carregamento do farmaco
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mostraram um potencial enorme como base para sistemas de liberagao controlada
de farmaco (PEPPAS et al., 2000; ALVAREZ & CONCHEIRO, 2004).

No exemplo da quitosana, os grupos amino do polimero podem permitir o
estabelecimento de tipos diferentes de interagdo com farmacos ibnicos e néo-
ibnicos (KUMBAR, 2002) e também fornecer os sistemas pH-sensiveis, que
intumescem em sistema gastrico permitindo uma liberagao local-especifica (HEJAZI
& AMIJI, 2003). Os sistemas microparticulados baseados na quitosana foram
propostos para o tratamento local de infecgdes gastricas desde que podem cobrir
uma grande area da mucosa e liberar o farmaco imediatamente (BERGER et al.,
2004; BARREIRO et al., 2005).

Diversos procedimentos para preparar hidrogéis (BERGER et al., 2004,
2004a) e microparticulas (PENICHE et al., 2003; SINHA et al., 2004) de quitosana
tém sido recentemente revisados. A maioria dos métodos envolve o uso de
solventes orgéanicos e a formagao de emulsao ou de coacervagao e a reticulagao do
polimero que ocorre em uma segunda etapa. (KOSEVA et al., 1999; KUMBAR et al.,
2002).

Dados recentes da literatura mostram um procedimento em uma sé etapa
para se obter microesferas de quitosana com simultdnea formagao de ligagdes
covalentes cruzadas com glutaraldeido e precipitagdo em um meio aquoso por uma
simples mudanca no pH. Neste procedimento usando uma proporgao adequada de
glutaraldeido € possivel obter microesferas, que exibem um intumescimento pH-
sensivel e que podem liberar o farmaco rapidamente em pH acido como o do
estdmago. Os resultados obtidos também destacaram a importancia do pH do meio
para modular a quantidade de farmaco, (metronidazol) carregado e a influéncia da

temperatura em que os granulos séo preparados (KOSEVA et al., 1999)
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Comparado aos métodos geralmente usados, este procedimento de uma
unica etapa que evita o uso de solventes organicos e de emulséo, € mais simples e
mais rapido porque as ligagbées cruzadas ocorrem enquanto as microesferas estao
sendo formadas, ndo sendo necessaria uma segunda etapa (KOSEVA et al. 1999;
KUMBAR et al., 2002).

Qutro estudo envolvendo o polimero quitosana envolveu a
microencapsulagdo da oxitetraciclina em um sistema de alginato/quitosana. Elas
foram produzidas pela gelificagdo ibnica com ions calcio, para a liberagao
controlada em meio acido, simulando o meio gastrico, e em pH 7,4 simulando o
ambiente intestinal. Os resultados mostraram que esse tipo de microesfera
intumesce em pH 7,4, no qual o efeito de sorcdo e desorcdo das moléculas de
agua promovem a liberagdo controlada do antibidtico tetraciclina (FLORES et al

2003).

2.7 Mecanismos de liberacéo de farmacos

Muitos sdo os esforcos para elucidar o mecanismo de liberagdo de nucleos
ativos a partir de matrizes hidrofilicas (FERRERO et al., 2000; ROY & ROHERA,
2002). Neste contexto, as cinéticas de liberagédo tém-se tornado alvo para entender o
processo de liberagao.

Tem sido mostrado, que a liberacdo de solutos a partir de matrizes
hidrofilicas, € uma interacdo complexa entre intumescimento, difusdo, erosdo e
relaxacdo (HARLAND et al., 1988). A penetracdo gradual de agua produz

intumescimento para formar um gel hidratado através da qual o soluto deve passar
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pela dissolugao e difusao para o meio aquoso (MUNDAY & COX, 2000). Portanto, na
pratica, matrizes poliméricas, geralmente, liberam o soluto via combinagao de varios
mecanismos (PEPPAS & SAHLIN, 1989).

O interesse pelo tipo da matriz de liberagao ¢€ justificado completamente pelas
suas vantagens biofarmacéuticas e farmacocinéticas, sobre as formulagdes de
dosagens convencionais (LONGER et al., 1985). Sao sistemas de liberagdo que
retardam o controle da liberagdo de um farmaco que seja dissolvido ou disperso em
um suporte resistente a desintegragao. Entretanto, o comportamento da liberagao é
de natureza inerentemente nao linear, com a taxa de liberacdo continuamente
diminuida devido a resisténcia difusional e/ou a diminuicdo na area efetiva da
difuséo.

De tempos em tempos, diversos autores propuseram varios tipos de
mecanismos de liberacdo de farmacos das matrizes. A liberacdo de farmacos das
matrizes, geralmente implicava na penetragdo da agua na matriz (hidratagdo), no
inchamento, na difusdo do farmaco dissolvido no polimero, e/ou na erosdo da
camada gelatinosa. Diversos modelos matematicos foram criados para mostrar a
cinética de liberagdo ou como os farmacos se liberavam das matrizes (XU &
SUNADA, 1995; HIGUCHI, 1963; RITGER & PEPPAS, 1987).

Entretanto, vale a pena mencionar que o mecanismo de liberagdo de um
farmaco dependeria da selegdo da dosagem, do pH, da natureza do farmaco e,
naturalmente, do polimero usado (KHAN, 2001).

Idealmente, o mecanismo de liberacdo do farmaco deve controlar a taxa de
liberagdo que devera ser constante (ordem zero). Entretanto, mudangas na
concentragdo dos gradientes podem conduzir a um efeito aumentado aditivo,

mudando a porosidade, etc., que dentro dos dispositivos de liberagao significa
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tipicamente que a liberacdo do farmaco varia em fungdo do tempo (GOHEL et
al.,2000).

Estes sistemas poliméricos de liberacdo sdo importantes porque eles
envolvem uma melhor administragdo e uma liberagdo prolongada dos farmacos
encapsulados. Para este fim, foram desenvolvidas expressdées matematicas que
descrevem a cinética de liberacdo das substancias ativas encapsulados no
polimero. Existem trés tipos de equacao que descrevem as cinéticas de liberagao

de farmacos microencapsulados: a difusdo Fickiana; transporte nao-Fickiano ou

transporte anémalo e transporte do tipo Il (cinética de ordem zero) (PEPPAS et al.,
2001).

A equacao de Ritger e Peppas (equacao 1) € chamada de “power law”, ou lei
das poténcias. E uma férmula que abrange outras expressdes matematicas usadas
para encontrar os mecanismos de liberagdo e que simplificadamente descreve os
mecanismos de liberacdo de farmacos a partir de sistemas poliméricos (PEPPAS et

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

Onde M representa a quantidade em mg do farmaco ou da substancia
liberada no tempo t, Mo € a quantidade total em mg de farmaco ou substancia
encapsulada, M;/ Mw € a fracido de farmaco ou da substéncia no tempo t, K € a

constante de difusdo, dependendo do modelo cinético usado. O termo n é o
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expoente da difusdo que caracteriza o mecanismo de transporte da liberagao do
farmaco (PEPPAS, 1985; SIEPMANN & PEPPAS, 2001; RITGER & PEPPAS, 1987).

Para a cinética de liberagao de solutos a partir de sistemas intumesciveis com
geometria esférica, um valor do expoente de liberacdo de n < 0,43, indica que o
mecanismo de liberagdo observado é de difusdo do soluto através de camadas da
matriz, também conhecido como mecanismo de liberagao Fickiano ou “Caso I”. Um
valor de n = 0,85, indica que a liberagdo do soluto é controlada apenas pelo
intumescimento/relaxacdo da cadeia polimérica, isto €, independente do tempo,
mecanismo este, também conhecido como “Caso II” de transporte. Quando 0,43 < n
< 0,85, obtém-se um transporte nao-Fickiano ou andémalo, onde ocorre a
superposi¢ao dos dois fenbmenos, sendo que a liberagcdo é controlada pela difusao
e intusmecimento, simultaneamente. Para valores de n > 0,85 tem-se um super caso
Il de transporte, no qual ocorre a contribuicdo simultdnea de processos como
difusdo, intumescimento, relaxagdo e erosdo da matriz polimérica (SIEPMANN &
PEPPAS, 2001; RITGER & PEPPAS, 1987).

Existem dois tipos de mecanismos de controle difusdo: reservatorios e matriz.
O primeiro tipo (reservatorio) € efetuado por uma reagdo quimica acompanhada pela
degradacgao do polimero ou clivagem do farmaco pelo polimero. O “Ocurset” foi um
dos primeiros sistemas de liberagdo controlada usado clinicamente. Consiste num
sistema reservatorio projetado para melhorar a terapia para glaucoma, uma das
principais causas mundiais de cegueira. O “Ocurset” € colocado sob a palpebra
inferior e libera pilocarpina, continuadamente por 7 dias (LANGER, 1990).

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

intumescimento do polimero ou efeito osmdético. O mecanismo de difusdo depende
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da hidrofilicidade e da hidrofobicidade do polimero, do tamanho dos poros, do grau
de intumescimento e da hidrofilicidade do soluto (KOST & LANGER, 1991).

Nos sistemas de reservatorio a taxa de liberagdo é constante se houver
concentracdo constante do farmaco no interior do reservatério. Este mecanismo é

governado pela 12 Lei de Fick (equagao. 2).

Sendo J e c; respectivamente, o fluxo de massa e a concentragao do soluto;
i, D coeficiente de difusdo do soluto e dc; / dx o gradiente de concentragdo a
distancia (THACHARODI & RAO, 1996).

Esforcos estdo sendo feitos para desenvolver novos conceitos de farmacos a
fim de se conseguir cinética de ordem zero ou préxima da liberacdo de ordem zero.
(QIU et al., 1998). Desta forma estdo sendo pesquisadas combinacées de matrizes
que apresentam difusdo, erosdo e mecanismo de inchamento-controlados (KHAN,

2001; KHAN & ZHU, 2001a).

2.8 Sistema gastrintestinal das espécies animais

O trato gastrintestinal (TGI) € composto pela boca, laringe, eséfago, intestino

delgado (duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, colon e reto) e glandulas

anexas (glandulas salivares, figado e pancreas).
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O esbdfago é a ligagao entre a cavidade oral e a faringe com o estdbmago,
possuindo apenas glandulas mucosas que lubrificam e protegem o eséfago,
evitando escoriagdes na porgao superior e a agao do suco gastrico na porg¢ao inferior
(DANGELO & FATTINI, 2000).

O estbmago (Figura 14) serve de ponto de recepgcédo e armazenamento do
alimento ingerido. As fung¢des primarias do estdmago sédo atuar como reservatorio,
iniciar o processo de digestdo e esvaziar seu conteudo no duodeno de maneira
controlada. O aparelho digestivo apresenta um diferente grau de especializagao de
acordo com a espécie animal, pois, esta adaptado ao tipo de alimento e precisa ser

diferente para processar a digestdo e a absorgao. (GETTY et al., 1986).

Figura 14. Porgdes gastricas do estbmago dos monogastricos (cao).

(GETTY et al., 1986).
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Por exemplo, os caninos (carnivoros) apresentam digestdo enzimatica, TGl
curto e simples e ceco pequeno, os suinos (onivoros) digestdo microbiana, ceco e
célon saculados, intestino delgado e intestino grosso compridos e os equinos
(herbivoros) digestao por fermentagdo microbiana, ceco e célon mais volumoso e
saculado (GETTY et al., 1986).

O tempo do transito intestinal pode influenciar a absorcdo do farmaco,
particularmente para os farmacos que sao absorvidos pelo transporte ativo (por
exemplo, vitaminas do complexo B), que se dissolvem lentamente como a
griseofulvina, ou que é demasiado polar (lipidio-soluvel) cruzar prontamente as
membranas como muitos antibidticos. Para tais farmacos, o transito pode ser
demasiado rapido para que a absorgao seja completa (WILEY, 2005).

Segundo FLORIO (2002), é na absorgao via oral de medicamentos para as
diferentes espécies de animais domésticos que ocorrem grandes discrepancias. Isto
tem causa na disposicdo anatbmica do trato gastrintestinal e a na sua fisiologia
digestiva. Portanto, pode haver diferengas importantes na absorcdo de
medicamentos quando se comparam animais monogastricos e poligastricos.

FLORIO (2002) compara o reservatorio gastrico dos equinos que é
relativamente pequeno e grande o comprimento do ceco-célon, ao dos caes que ao
contrario, ttm uma extensao estomacal relativamente grande e pequeno tamanho do
ceco-colon, estando os suinos em posi¢ao intermediaria (FLORIO, 2002).

Também se refere ao pH estomacal dos equinos menos acidico (pH 5,5) do
que dos caes e gatos (pH 3-4). Além disso, deve-se também considerar os

contrastes entre os herbivoros (equinos) e os carnivoros (caes).
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Desta forma, em relacdo as espécies animais, a disposicdo anatdmica do
trato gastrintestinal e a sua fisiologia determinam a caracteristica de absorgéo do
medicamento (FLORIO, 2002).

Apds o esvaziamento gastrico, inicia-se a etapa interdigestiva no qual
ocorrem contragdes gastricas vigorosas de atividade motora apesar de o estbmago
estar praticamente vazio, sendo conhecida como complexo motor interdigestivo
(CMI) ou complexo motor migrante (CMM) (SZURSZEWSKI, 1969; MARIK & CODE,
1975; SARNA, 1985)

A etapa interdigestiva (CMI), do cdo divide-se em trés fases distintas de
motilidade gastrica, compondo um ciclo de 70 a 140 minutos. Ocorrendo ingestao
alimentar, o CMI| é abruptamente interrompido, iniciando-se o padrdo prandial de
motilidade, ou seja, a fase normal de digestdo (MARIK & CODE, 1975; SARNA,

1985).

2.9 Condicdes fisiolégicas para a liberagcdo controlada de farmacos

Os meios pelo qual um farmaco é introduzido no corpo sao tdo importantes
quanto o proprio farmaco. Os farmacos sdo quase sempre combinacdes estranhas
ao corpo e ao contrario das substancias enddégenas que nao sao eliminadas
continuadamente (RANG et al., 2001).

A absorcdo dos farmacos é determinada pela suas propriedades fisico-
quimicas, pelas suas formulagdes (tabletes, capsulas ou solugdo) e pelas rotas de
administracao (oral, sublingual, retal, parenteral, tépica e por inalagao). Outro fator

muito importante é o fator fisiolégico que inclui o pH gastrintestinal, tempo de
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esvaziamento gastrico e o tempo de transito gastrintestinal (WILEY, 2005). O
esvaziamento gastrico lento pode aumentar a absorgdo de farmacos pobremente
absorvidos, mas também podem diminuir a extensdo da absorcdo de farmacos
labeis acidos (MEUNIER et al., 1993).

A rota mais comum para a administragao de farmacos € a via oral. Entretanto,
para um farmaco ser absorvido devera atravessar membranas semipermeaveis das
células epiteliais e alcancar a circulacdo sistémica. Neste processo, o transporte
através da membrana da célula depende do gradiente da concentragédo do soluto. O
caso mais comum € a penetragdo do farmaco por difusdo simples seguindo um
gradiente de concentracdo em virtude de sua solubilidade na camada lipidica
através de uma regido de concentragédo elevada para uma de baixa concentracéo,
por exemplo, liquidos no trato gastrintestinal (TGI) e no sangue, respectivamente.

Também, o tamanho da molécula intervém no processo de difusdo, pois
quanto menor a molécula mais rapidamente ela se difundira. No entanto o elemento
mais importante para a permeabilidade de uma molécula é a lipossolubilidade, pois,
guanto maior ela for mais rapidamente a molécula se difundira (WILEY, 2005).

Os animais sao geralmente usados como modelos experimentais para
estudar aspectos da absorcido e da farmacocinética de farmacos. Como modelo
animal o cao tem numerosas vantagens. O intervalo gastrintestinal do cao permite a
administragcdo da formulacdo de dosagem do tamanho padrdo sem alterar testes
padroes. Além disso, seu TGl se assemelha ao do ser humano, em teste padréo de
motilidade, composi¢cdo da bile, em dimensdes gastricas (YOUNGGILL, 2001). As
diferencas na absorcdo oral podem parcialmente ser explicadas por diferencas na

anatomia e na fisiologia (LIN, 1995).
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A comparagao entre a absorgao oral dos farmacos nos seres humanos contra

caes foi revisada (CHIOU et al., 2000; SABNIS, 1999). Por exemplo, os caes tém
uma estadia de transito gastrintestinal mais curta do que nos seres humanos (2
horas contra 4 horas, respectivamente). Entretanto, os cdes compensam com as
vilosidades intestinais mais longas, que fornece maior area de superficie para a
absorcdo. Os caes tém secrecdao mais elevada de sal biliar, que aumenta a
solubilidade de alguns farmacos pouco soluveis em agua. Um pH mais elevado no
intestino dos caes resulta uma absor¢cao melhor dos farmacos que sao bases fracas.
Por outro lado, os caes (e provavelmente os gatos) tém uma secregéo acida basal
mais baixa do que os seres humanos (KARARLI, 1995; DRESSMAN, 1986).
As principais diferengas na atividade do estémago do homem e do cado estdo no
tempo de esvaziamento gastrico pds-refeicdo e no pH no estado em jejum: o tempo
de esvaziamento gastrico dos alimentos e da forma de dosagem (DFs) no estado
alimentado é significativamente maior nos caes do que nos seres humanos.

No cédo, seguindo uma refeicdo pequena, os tabletes de farmacos de 8 mm
sao retidos por mais de 8 horas; e o complexo motor migrante (CMM) é anulado para
aproximadamente 8 horas (KHOSLA & DAVIS,1990; KARARLI, 1995; KLAUSNER et
al., 2003).

No homem, apdés uma pequena refeicdo de 360 kcal, tabletes de farmacos de
13 mm de didmetro foram retidos no estdbmago por 171 + 29 min (KHOSLA & DAVIS,
1990; KARARLI, 1995; KLAUSNER et al., 2003). A tabela 6 mostra a comparacgéo do

esvaziamento gastrico e o tempo de transito intestinal entre o homem e o céo.
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Tabela 6. Comparacao do esvaziamento gastrico e tempo de transito intestinal

entre o homem e o cdo.

Homem (min) Cao (min)
Meio tempo de esvaziamento gastrico 8-15 4-5
Tempo de transito no intestino delgado 238 111
Tempo total do transito intestinal 2350 770

(YOUNGGIL, 2001)

2.10 Liberacéo controlada de farmacos na medicina veterinaria

A tecnologia da liberagdo controlada de farmacos teve um papel muito
importante no desenvolvimento da industria da saude animal desde 1980.

Esta tecnologia foi mais eficiente no ser humano do que na medicina
veterinaria embora essas tecnologias igualmente inovadoras e eficazes fossem
desenvolvidas para ambos (BRAYDEN, 2003).

Na medicina veterinaria, os dispositivos intra-ruminal, os implantes
subcutaneos, os sistemas de liberagao intramamaria e aplicagbes topicas foram os
mais bem sucedidos. Outros exemplos como, formulagdes que mascaram o gosto
quando misturadas ao alimento s&o altamente comercializaveis junto aos clientes.
As tecnologias de liberagao nasal usada pelo homem podem ser adaptadas para

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



55

A liberagao controlada de farmaco em animais pequenos de companhia foi
restrita pela maior parte ao uso de colares contra pulgas; implantes oculares e em
bioadesivos dentais. O principio nos colares de pulga € que o agente ativo (fipronil
ou imidaclopride) esta misturado em uma matriz do polimero. O farmaco é
sequestrado pelas glandulas sebaceas da pele do animal, entdo é gradualmente
liberado deste reservatério em concentragcdes suficientes para matar os parasitos na
pele (BRAYDEN, 2003). J4 as gotas oftalmicas tém notadamente uma pobre
bioavaliabilidade e a insergcdo de polimeros soluveis biodegradaveis pode ser
impregnado com antibiético a fim de aumentar o tempo de residéncia e nao
requerem a remocgao (BAEYENS et al., 2002).

Outros exemplos de farmacos de liberagado controlada incluem o gel, filmes-
plasticos e inser¢cdes de liberagdo lenta dos agentes colinomiméticos tais como
pilocarpina, fisostigmina que sdo usados no tratamento do glaucoma aberto de
angulo em seres humanos e em pequenos animais (KATSUNG, 2001).

O tratamento de doencas periodontais e da gengivite nos caes pode ser
melhorado usando tabletes bioadesivos que contém os anti-sépticos, que se unem
firmemente a mucosa oral (GRUET et al., 1995).

No controle do ciclo de fertilidade em animais produtores sao usados
implantes intravaginais; para o tratamento de mastite sdo usadas microesferas
biodegradaveis intramamaria. Capsulas de fentoina estdo sendo usadas para a
liberagdo oral sustentada no tratamento de epilepsia em cdes (ROTHEN et al.,
2000).

Uma comparagao entre a liberacdo controlada de farmaco na medicina
humana e veterinaria demonstra que na medicina veterinaria a liberacdo controlada

de farmaco, esteve a sombra dos sucessos comerciais vistos na medicina humana
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nos ultimos 20 anos. Contudo, segundo WOOD (2002), no mercado mundial os
gastos com a saude animal é de 11,05 bilhdes de dodlares, 14% destas vendas foram
atribuidas aos produtos de liberagao controlada. Sendo que os farmacos mostram
ser uma subdivisao significativa e crescente do setor veterinario (WOOD, 2002).

Os medicamentos mais frequentes para a liberacdo transdermal em animais
sdo os farmacos antiparasiticos para o gado. Um exemplo util € uma pelicula
transdermal colocada sobre a pele do animal e que contém um opiaceo lipofilico (
produto oriundo do 6pio) sintético potente, o fentanil. (RIVIERE & PAPICH, 2001).
Projetado para uso em seres humanos para o tratamento da dor causada pelo
cancer, também esta sendo usado em hospitais veterinarios nos E. U. A.
(MUIJSERS & WAGSTAFF, 2001), para o controle da dor em caes. O sistema é
projetado para liberar uma quantidade de fentanil por hora por trés dias,
conseguindo um estado constante em um dia. Este € um sistema de liberagao de
ordem zero, pois a taxa de liberacio da pelicula do opiaceo permanece constante.

Uma das vantagens, nas terapias da liberagdo controlada na medicina
veterinaria € que os testes podem ser realizados diretamente na espécie do alvo
em contraste com a exigéncia para testar produtos sequienciais de humanos
inicialmente em diversas espécies (WELSLEY, 2002).

Nestas formulagdes, idealmente se deseja que a concentragao do farmaco no
plasma permaneca constante. Assim, ha menor possibilidade de existir

concentragdes toxicas e efeitos terapéuticos secundarios (CHIEN, 1992).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver um sistema polimérico de liberagéo

controlada in vitro e in vivo do antimicrobiano enrofloxacina impregnado em

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

diminuir efeitos colaterais indesejaveis.

3.2 Objetivos especificos

Preparar as microesferas de quitosana (QT) pelo método de inverséo
de fases.

Caracterizar a quitosana através do grau de desacetilagdo por
titulagdo condutimétrica (%GD), espectroscopia de infravermelho (1V)
analise elementar (CHN), analise termogravimétrica (TGA),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e espectroscopia de RMN
3¢

Sintetizar a malonilquitosana reticulada na forma de microesferas a

partir da reacdo de amidacgao entre quitosana e acido malénico.

Caracterizar as microesferas da malonilquitosana (MLQT) através de

espectroscopia de infravermelho (IV), analise termogravimétrica
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(TGA), Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e analise elementar,

e espectroscopia de RNM *C.

Reticular as microesferas da quitosana com glutaraldeido para
aumentar sua resisténcia mecanica e torna-las insoluvel no meio

aquoso.

Caracterizar as microesferas da malonilquitosana contendo ou néo o

farmaco enrofloxacina por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Determinar o grau de intumescimento das microesferas nao reticulada
(MLQT) em agua e das microesferas da malonilquitosana reticulada
(MLQTR) em solug¢des tampao cujos valores de pH simulam aqueles

do trato gastrintestinal (TGl).

Impregnar com o farmaco antimicrobiano enrofloxacina as
microesferas da malonilquitosana reticulada (MLQTR) e determinar a

quantidade impregnada por espectroscopia no ultravioleta (UV).

Estudar a cinética de liberacdo in vitro do farmaco enrofloxacina
impregnado nas microesferas de malonilquitosana reticulada
(MLQTR) por espectroscopia no ultravioleta (UV).

Avaliar a liberacdo in vivo em ratos do farmaco enrofloxacina
impregnado nas microesferas da malonilquitosana (MLQTR)

estudando o tempo dependente.
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4. Metodologia

4.1 Reagentes e solucdes

O farmaco enrofloxacina, 90% (Baytril®;Bayer) foi gentiimente cedido pela
Empresa Sementes Prezzoto Ltda. A quitosana foi obtida da Purifarma (Sdo Paulo),
com 90% de pureza. Os reagentes utilizados foram: alcool etilico, acido acético,
acido cloridrico, hidroxido de potassio, hidroxido de potassio, glutaraldeido 2,5%
(m/v), acido malbnico, todos de pureza analitica e obtida da Merck Chem ou da
Vetec Quimica Fina Ltda.

As solugdes tampdes de pH 1,2 (solugdo de Clark-Lubs) foram obtidas pela
mistura de 50,0 mL de KCI 0,2 mol/L e de 64,5 mL de HCI 0,2 mol/L; as solucdes
tampao de pH 6,8 foram obtidas pela mistura de 15,45 mL de solu¢cdo de Na, HPO,
0,2 mol/L e 4,55 mL de solugéo de acido acético 0,2 mol/L; as solugdes tampao de
pH 9.8 foram obtidas por diluigdo do tampao tris-(hidroximetil)-aminobutano 0,1

mol/L e ajustado com HCI 0,1 mol/L. O gas N foi obtido da White Martins S.A.

4.2 Animais

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

Universidade Federal de Santa Catarina. Foram utilizados para os experimentos 60
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ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 200 e 2509, e idade média de 2,5

meses.

4.3 Métodos

4.3.1Preparagao das microesferas de quitosana (QT)

O processo para a formacado das microesferas de quitosana usado foi o
meétodo de separagao de fases por coacervagéao.

A quitosana foi dissolvida em solugédo aquosa de acido acético 5% (m/v) tendo
sido obtido uma solugéo viscosa 3% (m/v). Em seguida, esta solugao foi gotejada em
um banho contendo solugcdo aquosa de NaOH 2,0 mol/L através de uma bomba
peristaltica da marca Ismatec, sob agitagdo constante para a obtencdo das
microesferas de quitosana gelatinizadas. Em seguida, estas microesferas foram

lavadas com agua destilada até alcancarem o meio neutro (RORRER et al., 1993).

4.3.2 Caracterizagao das microesferas de quitosana (QT)

4.3.2.1 Grau de desacetilagdo da quitosana (%GD)

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

encontrado pelo método da titulagdo condutimétrica com o auxilio de um titulador

automatico Schott Gerate, modelo T802/20 e um condutivimetro Micronal, modelo

B 330.
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O principio do método baseia-se na somatéria das condutancias individuais
das espécies presentes na solugado. Estao presentes os ions hidrogénio e hidroxila,
que sao os mais condutores, observa-se uma mudang¢a na condutancia destes,
devido a concentracdo desses ions serem funcdo do volume do titulante
adicionado. (EWING, 1993).

Para isto, uma amostra de 200 mg de quitosana foi transferida para um
recipiente e dissolvida em 5 mL de solugédo de HCI 1,0 mol/L e 450 mL de agua
destilada para a dissolucdo do polimero. Nesta titulagdo, foram adicionadas
aliquotas de 0,2 mL de solugdo de NaOH 0,1 mol/L, em atmosfera de nitrogénio
até a obtencao de valores estaveis de condutancia. A curva de titulacdo mostrou
dois pontos de inflexdo. A diferenca entre estes pontos corresponde a quantidade
de NaOH necessarios para protonar os grupos amino. A titulagdo condutimétrica foi
realizada em ftriplicata.

O grau de desacetilagdo foi calculado pela média das trés titulagdes

condutimétricas, através da equacédo 3 ( RAYMOND et al., 1993).

(eq. 3)
M.(V, —V,).161

9%NH, = X100

Onde %NH> é o grau de desacetilacdo da quitosana, V4 e V, sdo os volumes
de NaOH empregados para neutralizar o excesso de acido cloridrico e a quitosana
protonada; M é a molaridade da solucao de NaOH e W é a massa da amostra de

quitosana usada na titulacao.
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4.3.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN 'C das

microesferas de quitosana

A espectroscopia de RMN de "*C é uma técnica ndo destrutiva que possibilita
realizar analises de amostras no estado sélido e fornece informacdes sobre a
estrutura quimica de uma grande variedade de produtos naturais ou sintéticos tais
como carboidratos, lipidios, proteinas, polimeros sintéticos e biopolimeros, principios
ativos de medicamentos entre outros. (LIU et al., 2005).

A técnica utilizada nos aparelhos de RMN "*C consiste em irradiar um pulso
curto e potente de radiofrequéncia, que excita todos os ntcleos de " C existentes
na amostra. Os dados sao digitalizados automaticamente e guardados em
computador e uma série de pulsos repetidos, que acumula os pulsos, construindo os
sinais. (LIU et al., 2005).

Os espectros de RMN de '*C para as microesferas de quitosana foram
obtidos em um aparelho Oxford Instruments, NMR 400 MHZ-Varian Model Eur 0028,

através do programa Mercury NMR Spectrometer Systems.

4.3.2.3 Espectroscopia no Infravermelho (1V) das microesferas de quitosana

A radiagao na regido do infravermelho (IV) € uma forma de identificacéo
de compostos organicos e corresponde a parte do espectro situada entre as
regides do visivel e microondas. A faixa espectral de maior utilidade esta situada
entre 2,5 — 25 um, entre 4000-400 cm™. Todas as moléculas tém certa

quantidade de energia distribuida por sua estrutura, que causa deformagdes



lineares e angulares das ligagbes. Assim, em um espectro de IV através da
comparagao dos valores de energia da radiagéo infravermelho para os quais ha
absorgao, € possivel identificar os diferentes grupos funcionais presentes num
determinado composto organico (SILVERSTEIN, 1991).

Os espectros das microesferas de quitosana no infravermelho (IV) foram
obtidos com o espectrofotémetro FT Perkin Elmer-modelo 16PC, na regido de

4000-400 cm™. As amostras foram prensadas com KBr na forma de pastilhas.

4.3.2.4 Analise termogravimétrica (TGA) e termogravimetria derivada (DTG) das

microesferas de quitosana

A andlise termogravimétrica (TGA) € uma técnica que consiste em
aquecer uma pequena quantidade de massa da substancia, a fim de estabelecer
a faixa de temperatura na qual o material adquire composi¢ao quimica definida
ou a temperatura na qual inicia o processo de decomposicdo. Desse modo, as
curvas de TGA permitem obter a composicdo e a estabilidade de compostos
intermediarios e residuos. A andlise termogravimétrica fornece informacdes
sobre o conteudo dos componentes volateis como solventes ou agua, da cinética
das reagdes, sobre o comportamento de decomposigao e conteudo de cinzas em
funcdo do tempo ou da temperatura (EWING, 1993).

A termogravimetria derivada (DTA) é a técnica que fornece a derivada
primeira da curva TGA em fungdo do tempo. E utilizada para determinar as
temperaturas maximas de decomposicdo de uma dada substincia e assim

identificar os diferentes estagios de decomposigao.

63
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As analises termogravimétricas das microesferas da quitosana original e da
quitosana modificada foram realizadas em um analizador termogravimétrico da
marca Shimadzu termogravimetric analyser (TGA 50, Kioto, Japan). Uma amostra foi
submetida a uma faixa de temperatura de 0-700°C com taxa de aquecimento de

10°C/min em atmosfera de nitrogénio. Estes testes foram realizados em duplicata.

4.3.2.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) das microesferas de quitosana

A técnica de DSC é usada para detectar mudancgas fisicas ou quimicas que
sao acompanhadas pelo ganho ou pela perda de calor, devidas ao aquecimento
fornecido a substancia. As transformacdes fisicas ou quimicas envolvem absorg¢ao
(processo endotérmico) ou evolugdo de calor (processo exotérmico). O DSC é
empregado para caracterizar materiais biolégicos, organicos, inorganicos,
poliméricos e fornecem informagdes como o comportamento de fusao, cristalizagao,
transicéo solido - sdlido e reagdes quimicas (SANTOS et al., 2003).

A curva DSC foi obtida no equipamento Shimadzu DSC-50. Uma amostra de
quitosana original (QT) foi submetida uma temperatura de 0-400°C com taxa de
aquecimento de 10°C/min em atmosfera de nitrogénio. Estes testes foram realizados

em duplicata.
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4.4 Preparacao das microesferas de malonilquitosana (MLQT)

Foram suspensas 5g de microesferas de quitosana original em 20 mL de
etanol anidro e agitadas por uma hora; o etanol foi retirado por filtracdo. Este
procedimento foi repetido por 3 vezes, para a completa retirada de agua das
microesferas da malonilquitosana.

As microesferas de quitosana umidas foram suspensas em 20 mL de etanol
anidro com 450 mg de acido malbnico adicionados a suspensao. Esta mistura
reacional foi refluxada por 36 horas a 78°C e entdo resfriadas e secas em
temperatura ambiente. Estas microesferas permaneceram insoluveis em acidos e

soluveis em agua. A Figura 15 mostra o método de obtengcédo da MLQT.

4.5 Reticulacdo das microesferas de malonilquitosana (MLQT)

As microesferas de malonilquitosana foram colocadas em contato com uma
solugcado de glutaraldeido 2,5% (m/v), por 12 horas, sob temperatura ambiente
constante para ocorrer a reacao de reticulacdo. Apds este tempo, as microesferas
de quitosana foram filtradas com auxilio de uma peneira (1 mm de diametro) e
lavadas com agua destilada para a retirada do excesso do material reticulante

(RAO & MURTHY, 2000).
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Agitar / etanol/ 1 h

Y

Suspender em
450 mg de acido malbnico
20 ml de etanol

iy

Refluxar a mistura por 36 h, 78°C
Lavar e secar a temperatura
ambiente

Y
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Figura 15. Obtengao das microesferas da malonilquitosana (MLQT).
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4.6 Caracterizagdo das microesferas de malonilquitosana (MLQT)

4.6.1 Determinagao de grupos amino livres (-NHy) por titulagdo condutimétrica

Uma amostra triturada de 150 mg de microesferas da malonilquitosana
reticulada foi adicionada em 100 mL de solugcado padrao de HCI 0,100 mol/L e esta
mistura foi deixada em contato por 24 horas, para ocorrer a protonagao dos grupos
amino livres. O numero de grupos amino livres foi determinado por titulagao
condutimétrica. A titulacdo foi realizada em ftriplicata. Procedimento idéntico foi

descrito no item 4.3.2.1.

4.6.2 Determinagdo do grau de substituicdo do grupo malonil por analise

elementar (CHN)

O grau de substituicdo nas microesferas de malonilquitosana foi determinado
pelo método descrito por Inukai e colaboradores de acordo com a equacido 4

(INUKAI et al., 1998).

GS = ((CIN), — (C/N),) / 3, (eq. 4)

Sendo (C/N;), arazao C/N das microesferas de malonilquitosana resultante e
(C/No) a razédo C/N das microesferas de quitosana original; o numero 3, indica o

numero de carbonos apos a quitosana modificada.
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Os valores de C/N foram medidos usando um aparelho da marca Elemental
Analyzer Carlo Erba EA 1110. Desta maneira, os valores experimentais percentuais
de C, H e N foram determinados para ambas as microesferas da malonilquitosana e

das microesferas de quitosana original.

4.6.3 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear RMN *C

Os espectros de RMN de 'C para as amostras microesferas de

malonilquitosana foram obtidos em um aparelho Oxford Instruments, NMR 400 MHZ-

Varian Model Eur 0028, através do programa Mercury NMR Spectrometer Systems.

4.6.4 Espectrometria no infravermelho (V) da malonilquitosana

As amostras das microesferas da malonilquitosana foram pulverizadas para a

analise de espectroscopia na regidao do infravermelho. Os espectros foram obtidos

utilizando-se o aparelho Perkin Elmer-Modelo FT-PC-16. As amostras foram

preparadas na forma de pastilhas de KBr.

4.6.5 Analise termogravimétrica (TGA) das microesferas da malonilquitosana

Para a analise de TGA, amostra de 12,76 mg da MLQT no estado sdlido foi

colocada dentro de uma panela de aluminio e submetida a uma temperatura de 0 —
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700°C com uma taxa de 10°C/min no aparelho Shimadzu diferential calorimeter

TGAS50, Kyoto, Japan. Estes testes foram realizados em duplicata.

4.6.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) das microesferas de

malonilquitosana quitosana

As curvas DSC foram obtidas no equipamento Shimadzu DSC-50. Amostras
no estado solido da malonilquitosana (MLQT), da malonilquitosana impregnada com
o farmaco enrofloxacina (MLQT-ER) e do farmaco livre (ER), pesando 5,4 mg; 10 mg
e 7,2 mg respectivamente foram submetidas a uma temperatura de 0-400°C com
taxa de aquecimento de 10°C/min em atmosfera de nitrogénio. Estes testes foram

realizados em duplicata.

4.6.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a realizagdo destas analises, amostras de microesferas da
malonilquitosana sem o farmaco e amostras contendo o farmaco enrofloxacina,
foram colocadas em suportes de aluminio, recobertas com uma camada de ouro
para entdo serem microfotografadas num microscépio eletrbnico de varredura
(Phlips-modelo XL30). As fotomicrografias das microesferas foram obtidas de sua
superficie e de sua regido transversal, de modo a se observar a morfologia interna e

externa.
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4.6.8 Determinacao do grau de intumescimento (G1%) da malonilquitosana em

agua.

O grau de intumescimento (Gl%) das microesferas (MLQT) foi estudado para
medir a diferenca de massa de amostra hidratada com uma outra amostra que nao
tenha sido submetida ao teste. Este estudo foi realizado em agua deionizada.

Uma amostra de 200g de microesferas (MLQT) secas foi colocada em contato
com 50 mL de agua deionizada e mantidas sob agitacdo e termostatizada a 37°C,
por 8 horas. Em intervalos de 30 minutos, as microesferas foram retiradas desta
solugdo, secas ligeiramente em papel absorvente, para eliminar excesso de agua, e
pesadas para medir a diferenca de massa comparada a outra amostra que nao foi
submetida ao teste. Este procedimento foi realizado em triplicata para obter uma
média.

O grau de intumescimento (Gl %) foi calculado pela equacéo 5.

Gl % :MX]_OO
Mo (eq.5)

Sendo Gl% o grau de intumescimento, My a massa da amostra seca (g) e M; a

massa da amostra hidratada (g).
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4.6.9 Determinacdo do grau de intumescimento (GIl%) sequencial das

microesferas da malonilquitosana em diferentes pH.

Este estudo foi realizado em solugdes tampao de pH 1,2; 6,8 e 9,0 para
simular as condi¢des fisiologicas do trato gastrintestinal. Uma amostra de 200g de
microesferas (MLQT) secas foi colocada em contato com 50 mL de solugéo tampao
de pH 1,2, e mantida sob agitagcao e termostatizada a 37°C por 2 horas.

Em intervalos de 30 minutos, as microesferas eram retiradas da solucéo
tampao, secas ligeiramente em papel absorvente, para eliminar excesso de solugao,
pesadas para medir a diferenca de massa comparada a outra amostra que nao foi
submetida ao teste. Em seguida estas microesferas foram colocadas em contato
com 50 mL de solucdo tampao de pH 6,8, nas mesmas condi¢cdes por 2 horas, e em
pH 9,0 por mais 2 horas. Este procedimento foi realizado em ftriplicata para se obter
uma média.

O grau de intumescimento (Gl %) foi calculado conforme a equagéo do item

4.6.8.

4.7 Processo de impregnacédo da enrofloxacina

As microesferas da malonilquitosana (MLQT) foram impregnadas com
enrofloxacina usando a técnica de adsorgao por contato como sendo o melhor meio
para a impregnacao deste farmaco. A solugao escolhida para a impregnacéao foi a

solucao aquosa de KOH 1,0 mol/L.
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Foram colocadas 1,0g de microesferas da MLQT em contato com 4,0g de
enrofloxacina, numa solugcdo de KOH 1,0 mol/L. A mistura reacional permaneceu em
contato por 24 horas em temperatura ambiente, com agitagcado constante de 100 rpm.
Apoés este periodo, as microesferas foram lavadas rapidamente com agua destilada
para a retirada do excesso de material ndo reagente e em seguida foram
neutralizadas com solugdo aquosa de HCI 1,0 mol/L e secas a temperatura
ambiente. Este procedimento foi repetido para uma segunda amostra das

microesferas da MLQT por um periodo de 48 horas.

4.7.1 Determinacdo da quantidade maxima de enrofloxacina, impregnada em

microesferas da malonilquitosana.

O conteudo maximo de enrofloxacina impregnada nas microesferas de
malonilquitosana (MLQT) foi determinado em 1, 2, 4 e 6 horas. Trés amostras de
200 mg de microesferas de MLQT-ER foram colocadas em contato com 100 mL de
solucado de KOH 1,0 mol/L. Apds 1 hora de contato uma aliquota de 100uL foi
retirada da solugdo e diluida em 10mL de solucdo KOH 1,0 mol/L, para a
determinacdo da absorvancia. Procedimento idéntico foi repetido para as 2, 4 € 6
horas.

A leitura da quantidade maxima de enrofloxacina impregnada nas
microesferas da malonilquitosana foi realizada em um espectrofotémetro UV-Vis,
marca Hitachi-modelo U3000 Amax 276 nm, a partir de uma curva padrao preparada
por uma solu¢do de enrofloxacina 1,2 g/L dissolvida em 50 mL de solugdo de KOH

1,0 mo/L.
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4.8 Estudo de liberagéo in vitro da enrofloxacina impregnada nas microesferas

da malonilquitosana (MLQT)

Amostras de 200 mg de microesferas de MLQT contendo enrofloxacina foram
suspensas em 50 mL de solucédo tampao de pH 1,2; pH 6,8; pH 9,0 e mantidas sob
agitacdo em um sistema termostatizado a 37°C, simulando as condi¢des do trato
gastrintestinal de um cao, em um sistema termostatizado a 37° por um periodo de 6

horas (AHN et al., 2001; LIN, 1995).
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Figura 16. Curva padréo da concentragédo enrofloxacina em solugédo de KOH 1 mol/L.

A determinacao da quantidade de enrofloxacina liberada das microesferas foi
feita retirando um volume de 100 uyL da solugdo tampado de pH 1,2 contendo
enrofloxacina e diluido em 10 mL de solugao de KOH 1,0 mol/L. A cada 30 minutos
uma aliquota foi retirada do sistema de liberacdo e lido a absorvancia em
espectrofotdbmetro por um periodo de 2 horas, para simular as condicbes de tempo

do transito estomacal. Aliquotas foram retiradas no pH 6,8; de 2 até 4 horas; e no pH
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9,0 de 4 até 6 horas para simular as condi¢gdes de transito intestinal. A quantidade
de enrofloxacina foi monitorada pela leitura das absorvancias das aliquotas em
espectrofotometro. O conteudo de enrofloxacina liberada foi determinado apés
extracdo com solucdo de KOH 1,0 mol/L a partir da curva padrao descrita no item

4.7.1. (Figura 16)

4.9 Estudo de liberacdo in vivo da enrofloxacina impregnadas nas

microesferas da malonilquitosana (MLQT)

Trés lotes de ratos machos da linhagem wistar (n= 6, p= 250-300 g) foram
abrigados sob circunstancias controladas (ciclo de 12 horas claro-escuro; 22 + 2°C,
umidade do ar 60%). Os ratos foram divididos aleatoriamente em grupos de seis
com ragao apropriada para roedores e ad libitum de agua. As microesferas (MLQT)
impregnadas com enrofloxacina e ou com a enrofloxacina na forma livre foram
dissolvidos na agua destilada, e administrados via oral (V.0.) na dose de 5mg/kg
(dose terapéutica veterinaria) (WOLFSON & HOOPER, 1991; LINNEHAN et al.,
1999).

Os animais controle receberam somente microesferas da malonilquitosana
sem o farmaco nas mesmas condi¢gdes. O sangue foi coletado pela punctura ocular
em animais anestesiados em 30 minutos, 1, 3, 6, 9, 12, 24 horas de acordo com o
Guia internacional de Cuidados e Uso Apropriado dos Animais de Experimentacao,
2003. O sangue foi coletado centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm e o soro foi
separado com ajuda da pipeta de Pasteur e feita a leitura da concentragao sérica da

enrofloxacina, usando o espectrofotometro UV-Vis, marca Hitachi em A nax 276nm.
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Para a leitura do conteudo de enrofloxacina no soro plasmatico extraidos dos
animais, foram colocadas em contato aliquotas de 100uL de soro, 100uL de acido
tricloro acético (TCA) e 800 pL de solugdo de KOH 1,0 mol/L nos tempos
determinados e procedeu-se a leitura em espectrofotometro.

A concentragao sérica da enrofloxacina foi determinada a partir de uma curva
padrao (Figura 17), preparada a partir de uma solugao contendo enrofloxacina na
concentracéo de 1,2 g/L, 100uL de soro e 25mL de etanol 50%. (YOUNGGIL, 2001)

Os dados estatisticos foram expressos como médias + SEM usando um
programa especifico de software chamado de analise de variagdo (ANOVA). Este
programa foi aplicado para avaliar o significado da diferenga entre as concentragdes
de enrofloxacina no soro plasmatico nos periodo de 30 minutos, 1, 3, 6, 9, 12, e 24

horas.

06 - R.= 0,999
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Figura 17. Curva padrdo da concentragdo da enrofloxacina soro plasmatico.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Titulagcdo condutimétrica e Anélise elementar

A porcentagem de grupos amino livre na malonilquitosana em 36 horas, foi
verificado por titulagdo condutimétrica com solu¢gdo NaOH 0,1 mol/L. O indice dos
grupos amino encontrados foi de 11 % que corresponde a 80% de substituicdo
considerando que quitosana original apresentava-se 90% desacetilada (Figura 18).

As substituicdes dos grupos malonil nas microesferas de quitosana original
foram também confirmadas pelo aumento do raio atdbmico da razdo do carbono para
o nitrogénio (C/N) nas microesferas da malonilquitosana (C/N= 7,77) quando
comparada com as microesferas de quitosana original (C/N= 5,30). O grau de
substituicdo (GS%) das microesferas da malonilquitosana resultantes foi de 82%,
calculados a partir da analise elementar.

Os resultados encontrados na analise elementar foram: C 36,67%, H 6,71 e N
4,71% para as microesferas da malonilquitosana (36 horas), e C 38,81%, H7,4 % e
N 6,95% para microesferas de quitosana original. O grau de substituicdo (GS%) das
microesferas da malonilquitosana resultantes foi de 82%, calculados a partir da
analise elementar.

A substituicdo por grupos da malonil nas microesferas de quitosana original
pode ocorrer para o grupo hidroxi mais reativo no Cs , € 0 grupo amino no C, da
quitosana. Entretanto, a N-substituicdo (C,) é relatada para ser preferida sobre a O-

substituicao (Cs) (KAS, 1997).
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Consequentemente, €& razoavel considerar que uma N-substituicdo na
quitosana pelos grupos malonil ocorre, visto que o indice de grupos amino
substituidos foi determinado por titulagdo condutimétrica (Figura 18) das
microesferas de quitosana modificadas antes da reticulagao foi de 80 %, dado este
que foi confirmado também pelos resultados da analise elementar.

E importante destacar que a utilizagdo do método por titulagdo condutimétrica
e de analise elementar na determinagédo do grau de substituicdo por grupos malonil

na quitosana mostraram uma excelente concordancia nos resultados obtidos.
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Figura 18. Titulagdo condutimétrica da malonilquitosana, 36 horas
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5.2 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear RMN de *C

No espectro RMN de *C da quitosana e do produto da reagdo de amidagao,
0s principais picos estao situados entre 20 e 200 ppm (Figura 19 e 20). Nesta faixa
pode ser encontrado o pico correspondente ao grupo carbonila do produto
amidificado em 176,47ppm (Figura 20). A analise do espectro mostra que os picos
em 54,40; 71,20; 74,86 ppm sao atribuidos ao C2, C6 e C5, respectivamente do
anel piranose e os picos em 100,31 e 97,98 ppm correspondem aos carbonos
anoméricos (Figura 20). O sinal observado em 22,93 ppm, (Figura 20) corresponde
ao grupo metila da unidade N-Acetilglicosamina da quitosana, visto que a quitosana
nao € 100% desacetilada. Outro sinal também pode se observado em 46,05 ppm,
correspondente ao grupo metileno situado entre duas carbonilas (LEBOUC et al.,
2005).

Os grupos funcionais amida, de acido, de éster ou de anidrido apresentam um
sinal de carbonila na faixa de 155 a 185 ppm. O aparecimento do sinal de carbono
carbonilico em & 176,45 ppm, poderia entdo ser atribuido a carbonila presente no
quitosana substituida com acido malénico (Figura 20). Este sinal poderia confirmar
preliminarmente a presenca das funcbes monoamida e monoacido na estrutura
proposta do produto malonilquitosana (Figura 18) (FERNANDES et al., 2000).

Entretanto, como esta técnica ndo pode distinguir entre um grupo amida ou
acido presente no produto, € sugerido a utilizagado da técnica da espectroscopia no
infravermelho a qual pode fornecer informagbes mais reveladoras para a

confirmagéao da estrutura molecular do produto da reagao de amidacéao (Figura 20).
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Figura 19. Espectro de RMN 3C das microesferas de quitosana.
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Figura 20. Espectro de RMN '*C das microesferas da malonilquitosana .
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5.3 Espectrometria na regido do infravermelho (V)

Os espectros na regido do infravermelho das microesferas de quitosana e da
malonilquitosana sdo mostrados na Figura 21(a; b) respectivamente. As bandas de
absorcdo em 3420-3446 cm™ das microesferas modificadas sdo mais intensas como
conseqiiéncia das vibragdes de estiramento-OH e da 4gua. A banda em 1377 cm”
observada para as microesferas de quitosana modificada pode ser atribuida as
vibragbes de deformacédo de intensidade média das ligagcbes N-H das aminas

primarias e de pouca intensidade das ligagdes C-H dos grupos CHs.

Transmitancia (%)

40|00 35100 3600 2%00 2600
n° de onda (cm)

T
500

Figura 21. Espectro no infravermelho da quitosana (a) e da malonilquitosana (b).

Pequenas quantidades de residuos do grupo da acetamida podem ser

encontradas na cadeia polimérica em consequéncia da desacetilacdo incompleta da
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quitosana. A banda em 1072 cm™ corresponde ao estiramento vibracional das
ligagbes C-O de alcool primario.

A banda de absorcdo observada em 1637 cm™ para a quitosana modificada
corresponde a deformacédo vibracional de amida primaria N-H (amida Il) a qual se
encontra ausente nas microesferas de quitosana originais, assim como a banda de
absorgdo em 1721 cm™ atribuida ao acido carboxilico alifatico. Isto sugere a
formagdo de um grupo monoamida e de um grupo acido monocarboxilico apés 36
horas, para o derivado resultante malonil.

Podemos concluir que os resultados de caracterizacdo obtidos pelas técnicas
de titulagdo condutimétrica, analise elementar, RNM de "*C e de infravermelho est&o
de acordo com a estrutura proposta para a malonilquitosana (MLQT),
monossubstituida com grupos amida e acido carboxilico (Figura 22).

O produto da reagao de amidacao e a sua provavel estrutura esta mostrado

abaixo (Figura 22).

CH,OH COOH CHZ0H
0 O | O O\
AOH * |CH2 T A\eH
KH, CooH NHCOCH,COOH

Figura 22. Estrutura da quitosana quimicamente modificada com acido malénico
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5.4 Andlise termogravimétrica (TGA) das microesferas de quitosana e da

malonilquitosana

Na curva termogravimétrica da quitosana se observam trés etapas de perda
de massa, sendo que a primeira etapa relaciona-se com perda de agua e
corresponde a 9,5%, a segunda e a terceira, sdo atribuidas perda de massa do

polimero e que correspondem respectivamente a 56,2% e 5,5 %.
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Figura 23. Curvas de TGA e DTG da quitosana (—) e da malonilquitosana (—).

As analises termogravimétricas da quitosana e das microesferas de quitosana
modificadas (MLQT) (Figura 23) mostraram que a estabilidade térmica da

malonilquitosana € diminuida em comparagao com a quitosana, sendo que o pico de
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degradacdo da quitosana de 323,31°C é deslocado para 284,17°C para a
malonilquitosana.
Esta diminuicdo na estabilidade do polimero modificado € devido a presenca

de cadeias laterais ramificadas na cadeia polimérica (BROWN, 1988).

5.5 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As analises de DSC foram realizadas para compreender o comportamento do

farmaco enrofloxacina impregnado nas microesferas da malonilquitosana.
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Figura 24. Curva DSC da quitosana (a); malonilquitosana (b); malonilquitosana contendo

enrofloxacina (c); mistura fisico polimero-farmaco (d) 2:1; enrofloxacina livre (e).
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Na curva do DSC (Figura 24a) da quitosana original observam-se dois picos.
O primeiro, endotérmico, a 79°C, corresponde ao processo de desidratacédo, e o
segundo, exotérmico, a 299°C, corresponde ao processo de decomposi¢do das
cadeias do polimero quitosana.

Para a curva DSC das microesferas da malonilquitosana (Figura 24b) o pico
exotérmico aparece a 257,7°C correspondente ao processo de decomposi¢cao da
malonilquitosana, o qual esta de acordo com a diminuicdo da estabilidade térmica
observada na analise de TGA.

A curva DSC da enrofloxacina (Figura 23e) mostra um pico endotérmico, que
correspondente ao ponto de fusdao do farmaco em 224°C. Um pico semelhante
aparece na mesma regiao do termograma da mistura fisica da malonilquitosana e do
farmaco enrofloxacina (Figura 24d) na proporgcao 2:1 (MLQT
e farmaco, respectivamente). Para as microesferas da malonilquitosana contendo
farmaco (MLQT-ER) (Figura 24c), aparece um pico endotérmico a 235,2°C e outro
exotérmico em 275,2°C.

Comparando-se o perfil endotérmico das curvas (c), (d) e (e), o pico a 235,2°C
da curva (c) esta ligeiramente deslocado a direita com relagdo as curvas (d) e (e),
podendo ser atribuido a presenca do farmaco nas microesferas da malonilquitosana.
Ainda o aparecimento de pico em 275,7°C em (c) pode ser atribuido a decomposigao
da cadeia polimérica.

A presenca do pico endotérmico da enrofloxacina na matriz polimérica indica
que durante o processo de impregnagao, o farmaco nédo se dissolveu na matriz
polimérica. Isto sugere que tal impregnacéo se realizou como se fosse um processo

de mistura fisica, durante o qual o farmaco foi armazenado nas microesferas da por
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intermédio dos poros existentes (RODRIGUEZ et al.,1998; BODMEIER &

PAERATAKUL, 1994).

5.6 Microscopia eletrébnica de varredura (MEV) das microesferas da

malonilquitosana (MLQT) sem enrofloxacina e das contendo a enrofloxacina

As fotomicrografias na figura 25(A e C) mostram respectivamente a morfologia
da superficie externa das microesferas da malonilquitosana (MLQT) e
malonilquitosana (MLQT-ER) contendo o farmaco enrofloxacina.

A figura 25 (A) mostra uma boa esfericidade com uma superficie lisa e com
relativa porosidade para as amostras da malonilquitosana (MLQT). O tamanho
médio destas particulas foi 1,05 um, enquanto que nas microesferas da
impregnadas com enrofloxacina (MLQT-ER), o tamanho médio foi de 1,45 mm.

As diferengas apresentadas na morfologia externa das microesferas podem
ser atribuidas ao excesso de farmaco que ficou retido na superficie destas
particulas.

A presencga do farmaco enrofloxacina nas microesferas da malonilquitosana
(MLQT) foi confirmada por uma camada esbranquicada na superficie das
microesferas (Figura 25 C).

As fotomicrografias na figura 25 (B, D, E, e F) mostram respectivamente as
seccgdes transversais da superficie interna das microesferas de malonilquitosana (B)

e de malonilquitosana contendo o farmaco enrofloxacina (D, E, F).
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Figura 25. Fotomicrografias (A, C) da superficie externa das microesferas MLQT E MLQT-ER; (B) da
seccao transversal da microesfera da MLQT ampliacdo (2000x) ; (D, E, e F) das secgbes transversais

da microesfera da MLQT com enrofloxacina com ampliagéo ( 100x ; 400x ; 800x respectivamente).



87

5.7 Grau de intumescimento (Gl %) da MLQT em &gua e em solugfes tampéo

simulando o TGI animal.

O grau de intumescimento (G1%) é um importante parametro associado ao
mecanismo e a cinética de liberagdo de farmacos a partir de hidrogéis (LEE & KIM,
1991). Fatores tais como grau de reticulagéo, hidrofilicidade e hidrofobocidade do
polimero influencia no grau de intumescimento e na sensibilidade ao pH, isto é, na
importancia da resposta as mudangas do pH (BRONDSTED & KOPECK, 1992;
THANOO et al., 1991).

O grau de intumescimento (Gl%) das microesferas da malonilquitosana em
agua foi de 188% determinado apos ter sido removida a agua em excesso da
superficie das microesferas, com auxilio de papel absorvente e do peso das
microesferas desidratadas em temperatura ambiente até peso constante.

As propriedades de intumescimento de hidrogéis ibnicos sao originalmente
devido a ionizagdo de seus grupos funcionais pendentes. Parametros fisiolégicos
tais como pH pode mudar drasticamente o grau de equilibrio do intumescimento por
diversas ordens de magnitude.

Para este estudo as microesferas de MLQT se comportaram como géis de
polieletrélitos intumescendo nos pH que simulam o TGl de cdes, podendo ser
usadas como matriz para sistemas de intumescimento-controlados na liberagao da
enrofloxacina. Desta maneira, a mudancga de pH no intervalo gastrintestinal age para
o hidrogel como um estimulo de liberagdo (LOWMAN & PEPPAS, 1999).

A tabela 7 mostra que houve um intumescimento acumulativo nos pH do TGl

simulado, atingindo o valor de 83% apds 6 horas. Observa-se um intumescimento
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acentuado em pH 1,2 para depois decrescer em pH 6,8 e novamente aumentar

ligeiramente em pH 9,0.

Tabela 7. %Grau de intumescimento das microesferas da MLQT em diferentes pHs.

pH Tempo (h) % Grau de intumescimento médio
1,2 0-2 41,0+0,9
6,8 2-4 20,3+1,0
9,0 4-6 21,7+0,1

Estes resultados estdo de acordo com o comportamento da quitosana como
um polieletrdlito catibnico em que os grupos amino de sua cadeia estdo protonados
em pH acido o que devera favorecer seu intumescimento. Em pH 6,8 os grupos
amino e os carboxilato estdo deprotonados provocando uma diminuigdo no
intumescimento. Em pH 9.0 nota-se um leve aumento no intumescimento do
polimero da MLQT. E importante ressaltar que o valor acumulativo revela um grau
de intumescimento elevado (83%), porém menor do que o intumescimento em agua
pura, considerando o efeito de pH e um tempo maior de contato no caso da agua

(Figura 26).
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Figura 26. Curva cinética de intumescimento das microesferas da MLQT em

solugao tampéo pH 1,2; pH 6,8; pH 9,0.

5.8 Liberagdo in vitro da enrofloxacina impregnada nas microesferas de

malonilquitosana

A concentragcdo do farmaco enrofloxacina impregnada na microesferas de
malonilquitosana (MLQT-ER) obtido em 24 horas foi de 520 mg/g.

Os resultados dos estudos de liberagdo da enrofloxacina foram obtidos
simulando o meio fisiolégico. Os valores obtidos no periodo de 6 horas estao listados

na tabela 8.
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Tabela 8. Liberagdo da enrofloxacina impregnadas nas microesferas de MLQT-ER.

pH Tempo (h) Média liberacdo %
1,2 0-2 40,0+£0/4
6,8 2-4 23,9+1,0
9,0 4-6 37,1+£0,9

Em pH 1,2 intervalo de 0 a 2 horas, foi caracterizado por uma rapida liberacéo
de grande parte da enrofloxacina, cerca de 40%. Enquanto que, em pH 6,8 houve
uma liberagao mais lenta no intervalo de 2 a 4 horas, cerca de 20%, resultando um
valor acumulativo de 63% , e em pH 9,0 uma liberagao igual a 37,1%, equivalendo a

um valor acumulativo final de 101% (Figura 27).
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Figura 27. Curva de liberagao da enrofloxacina impregnadas nas microesferas da MLQT-ER.
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A liberacdo da enrofloxacina das microesferas de malonilquitosana é
dependente do pH do meio. O que explicaria sua maior liberagcdo em pH acido, pois
nesta fase os grupos carboxila do farmaco estariam totalmente protonados e de
acordo com o perfil da solubilidade da enrofloxacina em fungéo do pH (Figura 27).

Por outro lado, a malonilquitosana apresenta 11% de grupos amino, os quais
neste pH estdo totalmente protonados, com um maximo de intumescimento

contribuindo dessa forma para o processo de liberagao.

5.9 Estudo cinético de liberagdo da enrofloxacina em solucdo tampéao pH

6,8

O perfil de liberacdo em pH 6,8 do farmaco enrofloxacina Figura 28 mostra
uma cinética muito rapida na sua fase inicial atingindo um maximo de 45 minutos.
Entretanto a alta carga de impregnacdo de 610 mg/g contribui para esta rapida
liberacdo e com indicacédo de que o procedimento experimental foi o responsavel por
este efeito.

Os parametros cinéticos (n) podem ser determinados por um ajuste né&o linear
aplicado a lei de poténcia (PEPPAS, 1985). Quando o valor de n ficar em torno de
0,45 predomina o fenbmeno de difusdo Fickiana. A Figura 28 mostra um padréo de
comportamento nao linear no seu perfil de liberacéo inicial e aplicando a equacgao

simplificada de Peppas na forma logaritimada (equacéo 6).
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M
Ith =InK +nint (eq. 6)

o0

Onde M; é quantidade de liberagdo do farmaco num tempo t, Moo € a quantidade
total de farmaco encapsulado, M;/ Mw € a fragao do farmaco no tempo t, e K é a
constante de difusdo, dependendo do modelo cinético usado. O termo n é o
expoente de difusdo que caracteriza o mecanismo de transporte da liberacdo do

farmaco.

482

478+

476+
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Figura 28. Perfil da liberagdo da enrofloxacina em tampao pH 6,8.

Linearizando a equacao 6 , obtida através do grafico de In M; /M, em fungao de

In t, obtém-se o expoente difusional n. Os dados de liberagdo da enrofloxacina
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foram avaliados para Mt/M«w < 0,60 e determinou-se o valor de n= 0,01 que foi

considerado um valor muito pequeno.

1 R=0,9748
2,681 Desvio padrao(D,)=0,025
Coeficiente linear (B)=2,6

| Coeficiente angular (A)=0,001 ™

/ M x 100)
_l\)
()]
<
(o]
|

In (M

0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
Int

Figura 29. Curva cinética de liberagao da enrofloxacina das microesferas de

MLQT em fungéo do tempo em solugao tampéo 6,8

Este resultado pode ser relacionado com o alto conteudo de farmaco presente
nas microesferas da malonilquitosana, sendo ele parcialmente responsavel pela
rapida liberagdo da enrofloxacina nos primeiros 45 minutos a partir das microesferas
de MLQT.

Teoricamente com o expoente de difusdo n= 0,45 a lei de poténcia pode ser

aplicada para simular os primeiros 60% de liberagdao do farmaco. No presente caso



94

isto deixa somente 2 ou 3 pontos para serem usados para ajuste nao linear para
uma taxa de liberacdo rapida (Figura 29). Consequentemente isto resultou num
ajuste inadequado o qual explicou o baixo valor de expoente de difusdo encontrado
para esta liberagdao. Neste caso admite-se que o mecanismo foi somente de difuséo
e outros fatores como solubilidade e intumescimento nao interferiram no resultado.
Outro fator a considerar ¢ o fato de que a formulagcdo com o polimero
apresenta alta carga de farmaco e a rapida liberagdo é devida provavelmente ao
sistema que se torna fraco para reter o farmaco pela diminuicdo na concentragao do

polimero em relagdo ao farmaco (CHUN & CHOI, 2004).

5.10 Liberacdo in vivo da enrofloxacina impregnada nas microesferas de

malonilquitosana

Geralmente, quando um comprimido convencional de enrofloxacina de 400
mg € administrado em animais saudaveis, via oral, a concentracdo no soro de
enrofloxacina e da ciprofloxacina, seu maior metabolito é de 1-2 h. O pico da
concentragédo do soro é de 1,5 yg/ml, e sua meia-vida de eliminagéo € de 3,5 h.
(BOISSEAU, 1993).

In vivo a avaliagédo da liberagao da enrofloxacina contida nas microesferas de
malonilquitosana foi realizada em ratos saudaveis e normais. Os niveis plasmaticos
do farmaco foram medidos em espectrofotdmetro apds a administracdo oral de uma

dose equivalente a 520 mg/kg de enrofloxacina impregnada, comparada com o nivel
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plasmatico da mesma dosagem oral de enrofloxacina livre. Os resultados destes
estudos sao mostrados na Figura 30.

A administragdo oral da enrofloxacina livre (F-ER) resultou em um pico de
concentragdo maxima de 488 ug/mL em 1 hora e este nivel de farmaco foi mantido
por 3 horas, apds este tempo produziu um declinio ndo exponencial da concentragcéo
do soro de acordo com os dados obtidos e relatados por Papich e Otero (PAPICH et
al., 2002; OTERO et al., 2001b).

Entretanto, no exemplo as microesferas da malonilquitosana que contém o
farmaco (MLQT-ER), observou-se um nivel alto da enrofloxacina no soro alcangando
um pico maximo em torno de 670 pg/mL e se manteve durante o periodo de 6 horas
a 12 horas.

Consequentemente, a microencapsulacdo da enrofloxacina representa uma
mudanga no parametro cinético e um aumento na concentragcdo do farmaco no
sangue o0 que poderia ser uma vantagem para o uso veterinario terapéutico deste
farmaco antimicrobial.

O aumento do tempo e do efeito sustentado observado por um longo periodo
de tempo no caso das microesferas € devido provavelmente a uma absorgcao e

liberagdo mais lenta da enrofloxacina no periodo mais prolongado.
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Figura 30. Liberacao in vivo das microesferas malonilquitosana impregnadas com enrofloxacina (-=-
MLQT-ER); enrofloxacina-livre (-o- F-ER) e microesferas da malonilquitosana (¥-MLQT) em ratos
tratados com 520 mg/Kg (v.0). Todos os valores sdo expressos como médias +SEM, n=6, (*) e (***)

denota diferencga significativa com relagéo a F-ER (P< 0,001 e P<0,05).

6. Perspectivas de trabalho

A impregnacgao e a liberacdo do farmaco enrofloxacina com cargas menores do
farmaco enrofloxacina, podera possibilitar uma melhor desempenho na cinética de
liberagéo in vitro, e desta forma aumentar a eficacia terapéutica nos resultados in

Vivo.
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Aplicar o sistema malonilquitosana com a enrofloxacina, usando outros modelos
animais, como por exemplo, o cao.

Estender o uso da malonilquitosana como matriz para o desenvolvimento de
novas formulacdes orais de liberacdo controlada ampliando seu uso para outros

farmacos, tanto na area veterinaria como na area humana.
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7. Conclusodes

De acordo com os objetivos propostos e a partir dos resultados encontrados

neste trabalho podem-se fazer as seguintes consideragdes:

¢ A matriz de liberagao entérica de enrofloxacina como um novo tipo de formulacéo
farmacéutica na forma de microesfera foi desenvolvido a partir da reacdo de

amidacgao da quitosana com acido malénico.

e Os espectros no infravermelho confirmaram a modificacdo ocorrida na reacao de
amidagao pelo aparecimento de bandas caracteristicas de amida Il e de acido

carboxilico.

e As andlises de RMN de "*C tiveram papel relevante na confirmacado da estrutura

molecular do produto da reagéo de amidacao.

e Os estudos de intumescimento das microesferas da quitosana com acido
malbnico, revelaram a formagcdo de um hidrogel com alta capacidade de
intumescimento (188%) em agua. Os estudos de intumescimento em tampdes de pH
1,2; 6,8 e 9,0 similares ao do TGI dos caes revelaram que as microesferas de MLQT

se comportaram como hidrogéis de polieletrolitos.
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e As anadlises termogravimétricas da QTS e da MLQT mostraram que a
estabilidade térmica da malonilquitosana é diminuida, pela presenca de cadeias

laterais ramificadas na matriz polimérica.

e As principais vantagens apresentadas pelo sistema de liberagdo controlada do
hidrogel malonilquitosana incluem:

(i) facilidade de preparacao (especialmente se considerar a modificagdo quimica na
superficie do biopolimero quitosana ao se introduzir grupos carboxilicos e amida em
escala industrial);

(i) aplicabilidade para diferentes tipos de farmacos de baixa massa molar;

(i) a possibilidade de atingir niveis plasmaticos terapéuticos por um periodo de
tempo prolongado como a enrofloxacina microencapsulada que possibilita uma sé
administragcdo diaria comparada ao farmaco livres contidas em comprimidos
comerciais cuja administragao oral é feita varias vezes ao dia.

(iv) Melhora da biodisponibilidade da enrofloxacina nas microesferas de
malonilquitosana quando comparados com as formulagdes farmacéuticas

tradicionais.

e O perfil de liberagao da enrofloxacina mostra um comportamento nao linear com
uma cinética rapida na sua fase inicial atingindo um maximo de 45 minutos. Este
resultado pode ser relacionado com o alto conteudo de farmaco sendo ele
parcialmente responsavel pela rapida liberacdo. Devido a isto se admite que o

mecanismo fosse de difusado independente da solubilidade e do intumescimento.
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e O desempenho in vitro do sistema de liberacdo estudado na faixa do transito
gastrintestinal simulado foi dependente da variabilidade do tempo com o pH e

também do grau de intumescimento elevado da matriz polimérica.

e Estudos in vivo indicaram que a microencapsulacado da enrofloxacina pela matriz
de malonilquitosana foi a responsavel pela cinética de liberagdo prolongada e no

aumento na concentra¢ao do farmaco no sangue.

e Os resultados do presente estudo sugerem que o sistema de liberagao
desenvolvido pode ser uma formulagao potencial para o uso veterinario terapéutico

deste farmaco antimicrobial.
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