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RESUMO

Este estudo teve como objetivo a preparacéo e caracterizacdo de sistemas de
liberacdo sustentada veiculando a Rifampicina, um agente antibacteriano. A
Rifampicina foi encapsulada em microparticulas poliméricas preparadas a partir do
polimero biodegradavel nacional poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV)
produzido por bactérias.

A Rifampicina encapsulada pelas microparticulas de PHBV foi preparada pela
técnica de emulsdo seguida de evaporacao do solvente, utilizando cloroférmio, agua
Milli-Q e polivinil alcool (PVA), como solvente, meio de dispersdo e emulsificante,
respectivamente.

As microparticulas foram obtidas com tamanhos de 17-34um de didmetro que
variam em fung¢do da concentracdo de PHBV, RIF inicial e PVA. Foi possivel obter
uma eficiéncia de encapsulacdo de 15%. O rendimento total do PHBV-Rifampicina
chegou a 52% com variacdes relacionadas a otimizacdo do processo. A liberagédo da
Rifampicina foi dependente das propor¢gbes de PHBV/PVA utilizadas. Os valores
encontrados em fungéo destes parametros foram de 20-75%.

Palavras chaves: Microencapsulacdo; microparticulas; rifampicina; PHBV

poli(hidroxibutirato-co-valerato); antibacteriana; citotoxicidade.



ABSTRACT

The aim of this work was the preparation and characterization of a sustained
systems using poly(hydroxybutyrato-co-valerate) (PHBV) as carrier encapsulating
Rifampicin (RIF) with antibiotic activity.

Encapsulated Rifampicin as microparticles of PHBV were prepared by the
emulsion/evaporation technique, using chloroform, water and polyvinyl alcohol (PVA)

as solvent, dispersion media and emulsifier, respectively.

The size obtained with this technique was sartound 17-34um diameter that
depends on the concentration of PHBV, RIF and PVA. It was possible to get an
encapsulation efficiency value of 15%. The total yield of the PHBV-RIF of 52% was
reached with the optimization of the process. The Rifampicin release was dependent
of PHBV/PVA relationship. The values obtained in function of these parameter were
around 20-75% after 60 minutes.

It was observed that the size, the encapsulation efficiency, and the rifampicina
release of the microparticles vary in function of the initial concentrations of PHBYV,
PVA and Rifampicin.

The results they show that the rifampicina free it is shown more active that
encapsulated her in the case of the S. aureus ATCC 05923 and similar with S.
aureus Rid 1 e S. epidemidis IE. However in the case of the S. aureus ATCC 29213 it

was shown more efficient encapsulated her that the free.



Key words: Microencapsulation; microparticles; rifampicina; PHBV

ploy(hydroxybutyrate-co-valerate); antibacterial; cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tuberculose

A tuberculose (TB) € uma das doengas mais antigas, sendo conhecida pela
humanidade desde o Egito antigo. A tuberculose (TB) é uma doenca crobnica,
infecto-contagiosa, produzida pelo agente etiologico Mycobacterium tuberculosis,
gue se caracteriza pela presenca de granulomas e foi isolada pelo cientista alemao
Robert Koch. Em sua homenagem o bacilo da tuberculose ficou conhecido como
bacilo de Koch.

Através da histéria a tuberculose tem sido uma das doengas que causa
epidemias mais graves. Porém, somente em 1993, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) declarou que a tuberculose é uma emergéncia global, lancando um
esforco conjunto para mobilizar recursos na luta contra a epidemia (Ministério da
Saude-Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), 2001).

A tuberculose pode atingir todos os grupos etarios, embora cerca de 85% dos
casos ocorram em adultos. Desses, 90% ocorrem na forma pulmonar da doenga
gue pode atingir também a pele, 0ssos, rins, meninges e ndédulos linfaticos. A
tuberculose também pode assumir a forma de uma septicemia envolvendo um ou
mais orgdos, ou ainda, pode aparecer como uma simples bronquite. A principal via
de transmissdo da tuberculose é a via aérea sendo que medidas que ajudam a
reduzir a transmissdo sdo: aumentar a ventilagdo do ambiente e cobrir a boca e o
nariz ao tossir ou espirrar.

O M. tuberculoses € um bacilo encurvado fino, de cerca de 4um de
comprimento e 1 ym de diametro. Os bacilos da tuberculose s&o organismos
aerobios estritos que se multiplicam melhor quando a presséo do oxigénio do meio é
de pelo menos 100 mm de Hg, fato que justifica a localizagéo preferencial nos
nodulos dos pulmdes, onde, apesar de baixa pressdo de oxigénio, a circulagcédo é
lenta permitindo a troca de gases entre os bacilos e o 6rgdo (Robbins e Cotran,
1983).
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Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), dois bilhdes
de pessoas correspondendo a um terco da populacdo mundial, esta infectada pelo
M. tuberculosis. Destes, 8 milhdes desenvolverdo a doenca e 2 milhbes morrem a
cada ano (Ministério da Saude — secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), 2001).

O Brasil ocupa o 13° lugar no ranking dos 22 paises que concentram 80% dos
casos de tuberculose no mundo (Souza e Vasconcelos, 2005). Segundo dados do
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan/MS), sao notificados
anualmente 85 mil casos novos de tuberculose, correspondendo a um coeficiente de
incidéncia de 47/100.000 habitantes no Brasil (Ministério da Saude — secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS), 2001). Especificamente no estado de Sao Paulo
ocorrem 18000-20000 novos casos, totalizando 1500 mortes por ano.

Quando associada com doencgas como a AIDS e/ou diabetes, o problema se
agrava levando a 5000 obitos por ano (Centro de Vigilancia Epidemiol6ogica de Séo
Paulo, 2002).

A cura natural é diminuta. Nao ha, atualmente, vacina curativa ou preventiva de
uso geral e eficiente para a tuberculose exceto a BCG que é utilizada para a
prevencao de formas graves em criangas, principalmente a meningite tuberculosa e
a tuberculose miliar.

O tratamento € realizado mediante a quimioterapia na qual, diversos
medicamentos podem ser utilizados como, por exemplo, isoniazida, rifampicina,
pirazinamida, estreptomicina e etambutol. Estes podem ser utilizados sozinhos ou
combinados (Coll, 2003). Os problemas do tratamento da tuberculose € o longo
periodo de tratamento (cerca de 6 meses) que faz com que muitos pacientes
abandonem o tratamento antes do término e a multidrogarresisténcia em que o M.
tuberculosis, ndo € mais suscetivel a acdo de um ou vérios farmacos anti-
tuberculose (Blanchard, 1996).

As estatisticas mostram que o abandono de tratamento atinge grandes
propor¢cées no pais. Atualmente, o Brasil apresenta 71% de indice de cura dos
casos tratados e cerca de 12% de abandono do tratamento (Ministério da Saude,
2005). O aparecimento de cepas resistentes complicou extraordinariamente o
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combate a doencga, elevando em até 200 vezes o custo da terapia, com aumento da
mortalidade (Centers of Diseases Control, 1999).

O lento crescimento dos organismos, o desenvolvimento crénico da doenca, a
baixa adesdo do paciente ao regime terapéutico, a toxicidade dos farmacos e o
desenvolvimento de resisténcia do bacilo frente ao regime terapéutico séo os
principais problemas da terapéutica (Mendel e Petri-Jr, 1996).

Uma estratégia para solucionar este problema, seria reduzir o abandono
através do desenvolvimento de novos medicamentos ou associagdes terapéuticas
que reduzissem o tempo de tratamento, o numero de doses necessarias e
fundamentalmente, apresentassem menor toxicidade, o que poderia ser obtido

através da tecnologia de liberacédo sustentada de farmaco.

1.2 Rifampicina

A RIF juntamente com a isoniazida, sdo os farmacos de escolha no
tratamento no combate da tuberculose (Mendel e Petri-Jr, 1996).

A RIF, 3(4-metil-1-piperalizil-iminometil), (figura 1), € um po cristalino
vermelho, com ponto de fusdo entre 183-188°C. E muito soltvel em cloroférmio e
dimetilsulfoxido; solivel em acetato de etila, metanol e tetrahidrofurano; levemente
solivel em acetona e tetracloreto de carbono. A solubilidade em agua varia em
funcdo do pH. Assim, a 25°C, 10 g de RIF séo soltveis em 100 mL de agua em pH
2,0.

O carater acido da RIF é associado aos grupos hidroxilas nos carbonos C1, C4
e C5 (pKa=1,7). A funcdo bésica é associada ao grupamento amina da piperazina

(pKa=7,9) (Connors e col., 1986).
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PM: 822,96

Figura 1. Estrutura da Rifampicina. (RIF), (www.scielo.br/scielo.php?script=_arttext...)

Os efeitos adversos encontrados com o uso da RIF podem ser ictericia
assintomética; mal-estar abdominal, dor muscular e articular; alteracdo da funcao
hepéatica em pacientes que ja tenham comprometimento desse 06rgdo; prurido e
erupgao cutanea; coloracdo vermelho-alaranjada da urina, fezes, saliva, escarros,
suor e lagrimas; reacdo do tipo imunolégica em pacientes com tratamento
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intermitente, com doses elevadas, de até 1200 mg. podendo ocorrer dispinéia,

chiado, puarpura e leucopenia (Korolkovas e Franca, 2002).

1.3 Sistemade liberagéo sustentada

Significativos esfor¢cos tém sido dedicados recentemente no desenvolvimento
de tecnologia para sistema de liberacdo sustentada. Espécies coloidais como
lipossomas, micro e nanoparticulas tém sido extensivamente estudados para este
sistema que, em geral, pode ser utilizado para melhorar a biodisponibilidade oral,
manter o efeito da droga no tecido alvo, solubilizar drogas, melhorar a estabilidade
fisica e quimica de agentes terapéuticos, minimizar os efeitos colaterais e reduzir a
toxicidade (Youan e col., 2003).

No sistema de liberacdo sustentada, o principio ativo é encapsulado em uma
matriz que deve apresentar as seguintes caracteristicas: permitir a modelagem para
a forma desejada e liberagcdo da substancia ativa por mecanismos adequados, ter
estabilidade adequada e possuir baixa toxicidade incluindo qualquer produto de
degradacdo (Panyam e Labhasetwar, 2003; Miyazaki e col. 2003). Através deste
sistema é possivel manter a concentragdo do farmaco no plasma na faixa
terapéutica por um tempo prolongado, utilizando-se de um menor nimero de doses.

Isto € uma vantagem em relagdo as formas convencionais de administracdes
(spray, injecdo, pilulas) nas quais, a concentracdo da droga na corrente sanguinea
aumenta, atinge um pico maximo e entédo declina. Uma vez que cada droga possui
uma faixa terapéutica acima da qual é téxica e abaixo da qual é ineficaz, os niveis
plasmaticos sdo dependentes das dosagens administradas, fato que pode ser
problematico se a dose efetiva da droga estiver proxima da dose toxica (Figura 2).
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Figura 2: A diferenca de concentracdo plasmatica efetiva em funcdo do
tempo, entre sistemas: a) Convencional (____ ) e b) Liberacdo controlada (),
(Duran e de Azevedo, 2002).

Dois tipos de controle de liberagao de drogas podem ser realizados, o temporal
e o controle de distribuicdo.

No controle temporal, a liberacdo visa prolongar a liberacdo da droga ou liberar
a mesma no tempo especifico de duracdo do tratamento. O controle de liberacdo de
duracdo prolongado € atualmente benéfico para drogas que sdo rapidamente
metabolizadas e eliminadas pelo organismo apo6s sua administragao.

Com a administracdo da droga convencional em inje¢cdes, a concentracdo da
droga esta sujeita a uma ampla variagdo durante um periodo de 24 horas, e em um
unico periodo do tratamento a concentracdo da droga vai estar na sua faixa
terapéutica. Com o sistema de liberacdo controlada a porcentagem da droga
liberada compete com a porcentagem da droga eliminada, e, portanto, a
concentragcdo da droga na janela terapéutica € mais ampla no periodo de 24 horas.

No controle de distribuicéo, a liberagao visa o direcionamento da liberacdo da
droga ao local preciso de atividade dentro do corpo, o controle temporal pode
produzir um significante aperfeicoamento no tratamento, garantindo os efeitos

maximos possiveis provocados pela droga (Uhrich e col., 1999).
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1.4  Sistemas transportadores de farmacos

1.4.1 Microencapsulamento

A ciéncia e a tecnologia da microencapsulacdo € um bom exemplo de como a
aplicacdo de uma técnica em determinado campo pode ser extrapolada para varios
outros, incluindo o das ciéncias farmacéuticas (Luzzi e Palmieri, 1985).

O processo de microencapsulacéo foi inicialmente utilizado pela “National Cash
Register Company” na producdo de papel de copia sem carbono. O sucesso do
processo de microencapsulagéo levou cientistas de outras areas a aplicarem esta
tecnologia utilizando-a nas areas farmacéutica, gréfica, agricultura, industrias de
alimento, produtos domésticos entre outras (Donbrow, 1991; Luzzi e Palmieri,1985,
Brown e col., 2004)

Atualmente a microencapsulagédo constitui um importante campo para o
desenvolvimento de novas formulagdes, uma vez que possibilita, de maneira
racional e efetiva, aumentar a eficiéncia terapéutica de substancias utilizadas no
tratamento de uma grande variedade de doencas (Saks e Gardner, 1997). Além
disso, torna possivel a utilizacdo de farmacos potencialmente téxicos, como é o
caso de muitos antineoplasicos (Wasan e Morton, 1996).

Existe também o sistema de nanoencapsulacdo que possibilita o isolamento e
a manutencdo de substancias ativas no interior das nanoparticulas, com dimensdes
variando de alguns nanémetros. Os farmacos, quando encapsulados no interior das
matrizes poliméricas, ndo estdo prontamente disponiveis para o sistema bioldgico
como quando em solucdo. Assim, o polimero tem que degradar para que o farmaco
possa ser liberado, ou entdo o farmaco tem que se difundir para o exterior da matriz
(Dunn, 1991; Arshaddy, 1991).

1.4.2 Identificag&o e Terminologia

O termo nanoparticulas é usado de acordo com o tamanho da particula a que

esta se referindo. Particulas com tamanho menor que 1 pym sao consideradas
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nanoparticulas, enquanto que as particulas maiores s&o consideradas
microparticulas (De Oliveira e André Filho, 1999). Além disto, micro e nanoparticulas
podem se apresentar em duas estruturas diferentes: a micro/nanoesfera e a
micro/nanocapsula. Denominam-se micro/nanoesferas aqueles sistemas em que o
farmaco encontra-se homogeneamente disperso no interior da matriz polimérica.
Desta forma, obtém-se um sistema monolitico onde ndo é possivel identificar um
nacleo diferenciado. Micro/nanocapsula, ao contrario, constituem sistemas do tipo
reservatério onde é possivel identificar um nucleo diferenciado que, pode ser liquido
ou solido. Nesse caso, a substancia ativa encontra-se envolvida por uma
membrana, geralmente polimérica, isolando o nucleo do meio externo, em estudos
do tipo carogo-casaca (Duran e De Azevedo, 2002; Desai e col., 1996).

A diferenca morfologica entre a forma farmacéutica de micro/nanoesferas e

micro/nanocapsulas esté ilustrada na Figura 3.

N

.
& N\

ativo distribuido
uniformemente

(A)

no interior
/ -
' ativo
(B) b concentrado no
nucleo

modelo corte transversal (interior)

Figura 3. Exemplos das diferentes formas farmacéuticos: (A)

nano/microesferas e (B) micro/nanocapsulas.
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1.4.3. Aplicagdes

As microparticulas podem modificar a cor, forma, volume, densidade, reatividade,
durabilidade, sensibilidade a presséao, sensibilidade ao calor e fotosenssibilidade da
substancia encapsulada. Pode preservar uma substancia em um estado finamente
dividido e libera-lo como requerido (Finch, 1990: Thies, 1996),bem como aumentar o
tempo de armazenamento de compostos volateis. Microparticulas podem proteger
uma substancia dos efeitos dos raios UV, umidade, oxigénio e reacdes quimicas
entre duas substancias podem ser evitadas pela separacdo fisica por
microencapsulamento.

Pos finamente divididos podem ser microencapsulados afim de se reduzir
aglomeracgdes (Brandau, 2002).

Microparticulas tem sido empregada em muitos campos da tecnologia,
frequentemente ligados a aplicagdes nas quais o conteudo é liberado em condi¢des
controladas.

Uma grande variedade de produtos € microencapsulada para diferentes tipos
de aplicagbes como: na inddstria alimenticia onde os produtos tem sido
encapsulados em gelatinas e gomas, e aditivos alimentares encapsulados para
aumentar o tempo de armazenamento através da redugcdo da volatilizacdo e
degradacdo oxidativa; nos pigmentos que tem sido encapsulado em copolimeros
acrilicos como agentes formadores de filme; no controle de pragas e ervas daninhas
na agricultura, aumentando a liberacdo do principio ativo no alvo requerido; nas
industrias de cosméticos para a producdo de perfumes com a esséncia

encapsulada, removedores de maquiagem (Finch,1990; Nelson, 2002).

1.4.4. Preparagdo de microparticulas

A preparacao de microesferas e microcapsulas envolve diferentes tecnologias
e requer a presenca simultdnea do material suporte e da molécula ativa no meio

reacional (Lin, 1985). Os materiais a serem utilizados devem apresentar as
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seguintes caracteristicas: permitir a modelagem para a forma desejada, liberacéo da
substancia ativa por mecanismos adequados, ter estabilidade adequada, possuir
baixa toxicidade incluindo qualquer produto de degradacéo e ter esterilidade (Guiot
e Couver, 1983).

Os polimeros utilizados podem ser divididos em trés classes: polimeros
solliveis em agua, polimeros biodegradaveis e polimeros ndo biodegradaveis. As
propriedades fisico-quimicas do polimero sdo de grande importancia quando se
pretende a liberacdo controlada, prolongada e/ ou vetorizacdo de farmacos, uma
vez que a farmacocinético do farmaco encapsulado passa a ser dependente do
sistema no qual ele esta (Dunn, 1991). Polimeros hidrossollveis ndo necessitam
sofrer degradacédo para se dissolverem no meio biolégico, polimeros biodegradaveis
sdo aqueles assimilados pelo sistema biolégico (Ha e col., 2000; Dunn, 1991).
Quanto maior a presenca de dominios amorfos no polimero, maior a sua
capacidade de degradagcdo como a massa molar e a presengca de grupos
hidrofilicos.

Devido a biocompatibilidade, facil reabsorcdo e propriedades nado-tdxicas o
polimero PHBV (polihidroxibutirato-co-valerato), tem sido amplamente utilizado na
preparacdo de microparticulas em sistemas de liberacdo controlada (Chen e col,
2000; Hass e col, 2003).

1.4.5. Polimeros utilizados em drogas de liberacdo controlada e
Rifampicina (Oliveira e Lima, 2006).

A classificacdo dos polimeros na aplicagdo de liberacdo controlada pode ser
dificil devido a diversidade dos polimeros e a suas estruturas. Pois 0s polimeros
devem ser classificados como sitio biodegradavel ou ndo biodegradavel.

Os sistemas biodegradaveis tém ocupado as atengdes para O UuUSO e
desenvolvimento de sistemas de liberagcdo controlada, em decorréncia dos néo
biodegradaveis precisarem ser recuperados ou promover manipulagdo apés a sua

introdugdo no corpo.
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Logo as propriedades fisico-quimicas do principio ativo, principalmente
solubilidade e permeabilidade, e como ele pode ser absorvido pelo organismo
também tem bastante importancia para a escolha do polimero da formulacao.

Além da funcao, ou objetivos da formulacdo e das caracteristicas do principio
ativo, as propriedades fisico-quimicas do polimero sdo fatores de suma importancia

gue determinam a sua utilizacgéo.

1.4.6. PHB e PHB-V em sistemas de liberac&o controlada de Rifampicina

Polihidroxibutiratos (PHB) (Figura 4) e os polihidroxibutiratos-co-valeratos
(PHBV) sao poliésteres produzidos biologicamente por varios microorganismos na
natureza que transformam o excedente de seu metabolismo em polimero
biodegradavel, na forma de granulos intracelulares.

A descoberta destes polimeros data do inicio do século XX e emergiram como
possiveis polimeros de cobertura em sistemas de liberacdo controlada devido as
seguintes vantagens: serem facilmente sintetizados quimicamente e, portanto,
apresentarem menos problemas toxicolégicos nos produtos farmacéuticos;
propriedades fisicas reprodutiveis devido a especificidade das enzimas microbianas
e serem compativeis com o tecido animal (Kim e col., 2000). OBS:Esta frase nao
esta boa tentar mudar

PHBVS séao polimeros isostaticos e altamente cristalinos (50-80%) o que
diminui a velocidade de degradacao frente aos poli-lactatos e poli-glicolatos (Sudesh
e col., 2000). De acordo com Conway e col. (1997), as particulas de PHB e PHBV
tém maior hidrofobicidade do que as particulas de PLA e devido a esta propriedade,
as mucosas teriam maior afinidade por estas e seriam facilmente fagocitada por
macréfagos. PHB com 9% de hidroxivalerato (HV) produz um otimo efeito
plastificante por aumentar o volume livre do polimero, reduzindo a cristalinidade do
PHB. A vantagem de plastificagdo do polimero € o aumento da velocidade de
liberacdo do farmaco, devido a uma menor resisténcia de difusdo no interior das

microesferas (Baran et al., 2002).
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O primeiro estudo de producéao de nanoesferas de PHB foi feito em 1986 por

(Koosha e Muller, 1989) que empregou a técnica de emulsificagdo/evaporagédo de
solvente.
A emulsificagdo/evaporacdo de solvente € um método amplamente empregado,
podendo ser utilizado na encapsulacdo de farmacos a partir de emulsdes simples ou
multiplas. No processo de emulsificacdo/evaporacdo de solvente, a partir de
emulsdes simples o/a, o polimero é dissolvido em um solvente organico e nesta fase
organica o farmaco é dissolvido ou disperso. Esta solucdo ou dispersdo é
emulsificada numa fase aquosa, contendo um agente emulsificante. Para formacao
das microesferas, o solvente organico sofre difuséo pela fase aquosa e evaporacao
na interface agua/ar.Em seguida, as microparticulas podem ser filtradas ou
separadas por centrifugacéo (O’Donnell e McGinity, 1997).

As caracteristicas das microparticulas carreadoras de farmacos obtidas por
emulsificacdo/evaporacdo de solvente s&o influenciadas por diversas condicOes
envolvidas no processo. Dentre essas, observam-se as propriedades fisico-
quimicas do solvente organico, a velocidade de agitagcdo, a temperatura, a
velocidade de evaporacdo do solvente organico e a concentragdo do agente
emulsificante.

No que se refere a escolha do solvente que constitui a fase organica, é
necessario considerar sua imiscibilidade com a agua, a capacidade de solubilizar
tanto o polimero, quanto o farmaco, além de avaliar sua toxicidade (O’'Donnell e
McGinity, 1997; Birnbaun et al. 2000).

As caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a ser incorporado nhas
microparticulas devem ser consideradas uma vez que podem influenciar na sua
distribuicdo no interior da microparticula (Freiberg e Zhu, 2004). Dessa forma, o
farmaco pode encontrar-se completamente dissolvido no polimero ou disperso como
discretas particulas sélidas distribuidas na matriz (Kim e col., 2000). Além disso,
durante a etapa de emulsificacdo, a solubilidade do farmaco nas fases deve ser
considerada, pois podem ocorrer difusdo e perda, reduzindo a eficiéncia de
encapsulacéo (Watts e col., 1990).

22



Durante a escolha do polimero empregado na obtencdo das microparticulas
deve-se dar importancia a massa molar, a biodisponibilidade e as propriedades
térmicas (Genta et al., 1998 Ueda e Tabata, 2003; Ginés, 1996).

A concentragcdo do polimero na fase organica desempenha um papel
importante nas caracteristicas de liberacdo de farmacos associados a
microparticulas. Uma concentracdo elevada confere maior viscosidade a solugao,
retardando a precipitacdo do polimero, resultando em microparticulas menos
porosas e, dessa forma, reduzindo a liberagdo de farmacos encapsulados. O
aumento de concentracdo de farmaco, por sua vez, resulta em maior liberacdo
inicial atribuida a perda de farmaco durante a solidificagdo da matriz polimérica
(Luan e Bodmeier, 2006).

A velocidade de agitacdo influencia no tamanho das microparticulas obtidas
sendo que, quanto maior a velocidade de agitacdo, menor o diametro e a dispersao

de tamanho das microparticulas obtidas (Sansdrap e Moes, 1993).

1.4.7. Biodegradabilidade do PHBV

A degradacdo dos polimeros biodegradaveis utilizados na preparacdo de
micro/nanoparticulas como PHBV (Figura 4) depende de alguns fatores como a
massa molar do polimero e o seu grau de cristalinidade. Neste ultimo caso quanto
maior a presenca de dominios amorfos nos polimeros, maior a capacidade de
degradacdo (Chen e col., 2000). Devido a biocompatibilidade, facil reabsorcéo e
propriedades ndo toxicas o polimero poli(3-hidroxibitirato-co-3-hidroxivalerato)
(PHBV) tém sido utilizado na preparacdo de micro e nanoparticulas em sistemas de
liberacdo sustentada (Rossi e col., 2004; Chen e col., 2000).

As particulas de PHB e PHBV de acordo com Conway e col. (1997) tem maior
hidrofobicidade do que as particulas de PLA, em decorréncia disto teriam maior
afinidade com as mucosas e seriam mais facilmente fagocitadas por macroéfagos.
Também concluiram que PHB com 9% de d hidroxivalerato (HV) produz um étimo
efeito plastificante por aumentar o volume livre do polimero, reduzindo a

cristalinidade do mesmo. Este efeito plastificante no polimero aumenta a velocidade
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de liberagdo do farmaco devido a diminuicdo da resisténcia de difusdo dentro da

microparticula.

R @)
| I R = metila = 3-hidroxibutirato (HB'
—1—CH-CH,—C—0—— R = etila = 3-hidroxivalerato (HV)

— -n
Figura 4. Estruturas de poliésteres: PHBV e PHB. (C.A. Perusse e
S.S.Guterres 2006).

1.4.8. Citotoxicidade

A citotoxicidade pode ser definida como sendo a propriedade de ativagdo dos
mecanismos relacionados a morte celular por um composto quimico ou bioldgico, ou
através de uma célula mediadora como, por exemplo, os macréfagos e as células T
citotoxicas (Krahenbihl e Tschopp, 1991). Os testes de citotoxicidade in vitro séo
Gteis na determinacdo da citotoxicidade basal, e também no estabelecimento da
faixa de concentragcdo na qual o composto apresenta atividade, que podem indicar a
concentragao inicial dos testes in vivo diminuindo desta forma a quantidade de
animais experimentais (Halle e Spielman 1998). Neste tipo de teste detalhes
importantes como parametros de citotoxicidade, genotoxicidade, inducdo de
muta¢cdes ou morte celular programada também podem ser determinados.

Os alvos celulares dos testes de citotoxicidade sédo baseados principalmente,
na perda seletiva da permeabilidade celular, na reducdo da funcdo mitocondrial e
nas mudancas na morfologia e replicacdo celular. Cada tipo de célula responde por

meio de diversos mecanismos bioquimicos a presenca de diferentes compostos,
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mas algumas dessas respostas sdo comuns e podem ser utilizadas como

marcadores de citotoxicidade (Eisenbrand e col., 2002).

a) Reducédo do MTT

O ensaio de reducédo do MTT se baseia na reducdo do (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio) MTT, um composto amarelo escuro soluvel em
agua, pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase mitocondrial de células
viaveis, originando como produto o formazan, um composto azul escuro soluvel em
solventes organicos127.? A enzima succinato desidrogenase atua como uma doadora
de elétrons na reducdo do MTT, através da succinato desidrogenase mitocondrial. De
fato, este ensaio avalia predominantemente o balanco redox NAD+/NADH. Este
processo ocorre apenas quando a mitocondria esta viavel, ou seja, com o sistema
enzimatico funcionando corretamente, mantendo a atividade de desidrogenases. O
MTT (composto tetrazolico) é bioreduzido pelas células em um produto colorido,
formazan (sal tiazodlico). Esta conversdo provavelmente ocorre a custa de NADPH ou
NADH produzidos por desidrogenases em células metabolicamente ativas. Uma vez
gue esta conversdao ocorre apenas em células vivas, a quantidade de formazam
produzida € proporcional ao nimero de células viaveis na cultura. Os valores de
absorbancia medidaos a 570nm sendo menores que o controle indicam uma reducgéo

na taxa de proliferagcao celular. (Corréa e col, 2005).

b) Ensaio com vermelho neutro (2-smino-3-metil-7-dimetil-amino-cloreto de

fenanzina).

A avaliacdo por este método baseia-se na habilidade de células viaveis
incorporarem o corante o vermelho neutro, em seus lisossomas. Esse fraco corante
catibnico penetra a membrana celular por difusdo passiva nao ibnica e concentra-se
nos lisossomas onde por ligagdes hidrofébicas eletrostéticas, liga-se aos grupos fosfato
da matriz lisossomal. Dessa maneira, esse ensaio depende de dois fatores principais: 1)

namero de células viaveis na cultura: existe uma correlagéo linear entre o vermelho
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neutro extraido de uma cultura e o nimero de células viaveis nessa cultura. o que
implica na possibilidade de altera¢gdes toxicas da proliferacdo celular modificarem os
resultados 2) os resultados sdo dependentes da viabilidade lisossomal que € uma
funcdo celular. O termo “viabilidade de uma cultura” representa a porcentagem de
células que expressam certas caracteristicas reservadas as células vivas, por exemplo,
a exclusdo de um corante como o azul de tripan que avalia a integridade da membrana
celular. A retencdo do vermelho neutro pelas células viaveis pode ser modificada por
alteracfes na superficie celular ou nas membranas lisossomais (Repetto e Sanz, 1993).

c) Ensaio da sintese de DNA ou conteudo total de proteinas.

A razéo para a selecéo desse ensaio foi a considera¢éo do fato da existéncia de
uma velocidade o6tima conhecida de proliferacdo celular na cultura continua. Essa
velocidade seria reduzida na presenca de agentes quimicos que por sua vez, afetariam
uma ou mais fungdes citolégicas essenciais como por exemplo, atividade mitocondrial,
sintese de DNA, sintese protéica, etc. O objetivo da determina¢éo de conteddo de DNA
(medida da absorbancia a 270nm) é avaliar o material celular total o que é uma

indicacdo do numero total de células (Renzi e col., 1993).
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OBJETIVOS

2. Obijetivos
2.1 Geral

- Preparacéo e caracterizagdo do microencapsulamento de RIF e de sua atividade
antimicrobiana e da liberagéo controlada.

2.2 Especificos

1- Preparar microparticulas poliméricas, pelo método de emulsificagdo seguida de
evaporacdo do solvente, utilizando-se o0 polimero biodegradavel PHBV (poli-
hidroxibutirato-co-valerato), polimero biodegradavel de origem nacional.

2- Encapsular o composto RIF em microparticulas de PHBV.

3- Caracterizar as microparticulas quanto ao diametro, morfologia e eficiéncia de
encapsulamento do farmaco.

4- Avaliar a liberacdo da RIF encapsulada nas microparticulas.

5- Avaliacdo antibacteriano da RIF livre e encapsulada.

6- Avaliar a citotoxicidade da RIF livre e encapsulada.

7- Avaliar a biodegradabilidade do polimero na liberagdo do farmaco.



MATERIAL E METODOS

3. Material e Métodos

3.1 Material

3.1.1Reagentes

e Cloreto de metileno — Labsynth;

e Cloroférmio — Merck;

e Fosfato de potassio monobasico - Merck;

e Hidréxido de sédio - Merck;

¢ Meio de cultura Agar Tripticase soja (TSA) — Microbiologie;
¢ Meio Eagle modificado por Dulbecco - Siogma,;

e Metanol — Merck;

e PHBV (MM 130.000 Da) - Biocycle;

e PVA (MM 30 - 70.000 Da) — Aldrich;

e RIF-sochimia SRI - Grupo Lepetit Comercial Business;
e Agitador Mecéanico — Marconi;

e Agulha 40x12mm — BD Plastipak Ltda; Balanca Analitica — Metler Toledo;
e Balanca semi- analitica — Geaka;

e Balbes volumétricos, 5mL, 10mL, 50MI, 100mL — Schot;
e Pipeta de Pasteur ( Vidro);

e Banho de ultra-som — Ultra Sonic Cleaner;

e Béqueres 250mL, 150mL, 100mL e 10mL;

e Centrifuga — Sorvall;

e Espectrofotdmetro UV — Agillent 8453;

e Liofilizador — Edwards Mod. Modulyio;

e Medidor de pH — Digimed;

e Microscopio eletrénico de varredura — Jeol JSM — T300;
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e Purificador de agua Milli- Q Plus — Millipore Ltda;
e Placas de cultura de 24 cavidades — Corning;

e Seringa 5 mL — BD Plastipak Ltda;

e Tubos para centrifuga, 50 mL

e Cepa Staphylococcus aureus ATCC05923;

e Cepa Staphylococcus aureus ATCC29213;

e Cepa Staphylococcus epidemidis ATCC12228;
e Cepa Staphylococcus epidemidis 1E;

3.2. Preparacdo das Microparticulas de Rifampicina /PHBV
As microparticulas de RIF foram preparadas a partir da técnica de emulsdo

seguida de evaporacdo do solvente. Foram feitos varios ensaios para se determinar o
melhor procedimento a ser utilizado.

Procedimento 1:

Apés varios intentos de preparacdo com PHBV de diferentes massas molares, se
chegou a que o PHBV de massa molar 130.000 Da era o polimero mais adequado para
a formacdo de microparticulas de interesse. Como disse a Elisa descrever um pouco

sobre isso

No primeiro procedimento utilizado dissolveu-se 50 mg de PHHBYV (MM 130.000
Da — 9,8% de valerato) e 10 mg de RIF em 5 mL de cloroférmio, misturando com a
ajuda de uma espatula até se obter uma solugdo homogénea. Paralelamente preparou-
se uma solucéo de PVA (MM 30 — 70.000 Da), onde 1,0% de PVA foram adicionados
em 100 mL de &gua Milli-Q dissolvendo-o aos poucos sob agitacdo mecanica de 2400
rpm por cerca de 20 minutos. A solugao contendo RIF-PHBYV foi gotejada em 100 mL da
solucdo PVA 1,0% com agitacdo mecanica de 2700 rpm por 12 horas a 25°C. Apés
este processo as microparticulas foram centrifugadas a 15000 rpm por um periodo de 2
horas, sendo que a cada 30 minutos o sobrenadante das mesmas era retirado. A seguir
os indices de RIF nas microparticulas foram determinados conforme descritos

posteriormente.
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Procedimento 2:

Em decorréncia dos resultados obtidos pelo procedimento 1 o PVA foi dissolvido
em 100 mL de agua Milli-Q com agitacdo magnética e a solucdo RIF- PHBV e
cloroférmio, foi dissolvida com agitacdo magnética e posteriormente gotejada na
solugdo PVA Agua Milli-Q, com a ajuda de uma pipeta Pasteur. Sendo os resultados
nao adequados tentou-se outro procedimento.

Procedimento 3:

Solucao (1): Em um béquer de 250 mL foi adicionado 100mL de 4gua Milli-Q e 1,0
g de PVA, onde o mesmo foi dissolvido com agitacdo magnética.

Solucéo (2): Em um béquer de 10 mL, foram pesadas 10 mg de RIF, 50 mg de
PHBV e 5 mL de cloroférmio, esta solucdo foi dissolvida com agitacdo magnética e
posteriormente gotejada com a ajuda de uma pipeta de Pasteur na solugcdo agua PVA
(1), sob agitagdo mecénica por 12 h a 25°C e a 1260 rpm. Pelas caracteristicas das
particulas e rendimento de encapsulamento (citar o rendimento) foi utilizado como o
método padronizado. Logo, as particulas obtidas por este procedimento foram
analisadas pela metodologia que serdo descrita posteriormente.

3.3. Determinagéo da eficiéncia de encapsulamento e do contetdo de RIF dentro
das microparticulas de PHBV

Para determinar os parametros de encapsulamento de RIF nas microparticulas de
PHBV, primeiramente foi extraido o RIF de uma quantidade conhecida de
microparticulas e quantificada por espectrofotometria UV-Vis.

Para determinacdo do encapsulamento da RIF foram feitos varios ensaios. Num
estudo preliminar para obter as condicbes O6timas de extracdo da RIF das
microparticulas obtidas foram utilizadas 1-3 mL de diclorometano e 7-9 mL de metanol
(purificado). As condicao mais eficiente nesta extragcao foi de 1 mL de diclorometano e 9
mL de metanol. Logo, a metodologia final foi: 10 mg de microparticulas contendo a
Rifampicina, em 1 mL de diclorometano e 9 mL de metanol utilizado para dissolver o

PHBYV, esta solucdo foi mantida sob agitagdo magnética por 20 minutos. Em seguida a
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suspensao formada foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos e o0 sobrenadante
limpido foi utilizado para leitura da absor¢cédo da RIF no espectrofotbmetro de UV-Vis a
473 nm (Kassab e col, 1997).

Uma série de solucdes de RIF de concentracdes conhecidas em solu¢do de 1 mL
de diclorometano e 9 mL de metanol foram preparadas e suas absorbancias foram
medidas e utilizadas para obtencdo da curva de calibracdo da RIF nas condicOes
estudadas. As concentracfes de RIF nas amostras com microparticulas e RIF n&o
encapsulada (controle) foram obtidas por regressao linear.

A eficiéncia do encapsulamento das microparticulas, o contetdo de RIF e o
rendimento das microparticulas recuperadas foram determinados pelas equagdes (1),
(2) e (3) respectivamente (Govender e col., 1999).

(1) Efic. encapsulamento (%) = [massa RIF na microparticula/massa RIF inicial] x100

(2) Conteudo do RIF(%)=[massa RIF na microparticula/massa RIF recuperada] x100

(3) Rend. processo (%)= massa de RIF recuperada/massa da RIF e PHBV inicial] x 100

3.4. Determinagdo do tamanho e caracterizagdo das microparticulas

As microparticulas foram caracterizadas quanto a morfologia por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Uma pequena quantidade de microparticulas foi
adicionada a uma fita de carbono fixada num porta-amostra de latdo. Em seguida, as
amostras foram metalizadas com Au/Pb pelo processo de Sputtering (evaporagcao do
metal e deposi¢céo de uma fina camada sobre a amostra), utilizando-se um metalizador
BAL-TEC. As andlises foram realizadas em um microscoépio eletrénico de varredura Jeol
JSM-T300 utilizando-se as tensdes de aceleracdo de 20 e25 KV, e detectores de

elétrons secundarios e elétrons retroespalhados.
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3.5. Analise de liberagdo da RIF microencapsulada

Com o objetivo de avaliar a cinética de liberacdo do farmaco, foram primeiramente
feitos 5 experimentos para se obter a melhor condicdo para a liberagdo de RIF da
particula em etanol.

Apés varias concentracfes de etanol (10%, 13% e 15%) no meio de liberagdo da
RIF encapsulada no processo, a solucdo de tampéo fosfato 0,05 M, pH 7,4 na
concentracéo de etanol de 13% foi a 6tima para esta liberagdo. Em fungéo disto a curva
de calibracdo da RIF foi construida nas condi¢cdes descritas acima (vide Figura 6).
Colocar logo em seguida

Em seguida em uma barriquinha de vidro foi pesado 3,5 mg de particula
encapsulada e adicionada a um artefato apropriado,imerso num banho sob temperatura
constante de 36,5°C (fluxo aberto) onde corria com a ajuda de uma bomba peristaltica
na solugcao tampao acima citada com o controle da evaporacao do etanol.

Uma amostra decorrente deste fluxo foi coletada em uma proveta volumétrica
anotando seu volume e tempo. Em seguida a absorbancia foi medida a 473 nm em
espectrofotometro UV-Vis. Foi realizada uma curva de calibragdo com quantidade
conhecida de RIF livre e as concentracfes de RIF nas amostras encapsuladas foram

determinadas por regresséo linear.

3.6. Atividade antimicrobiana das microparticulas de Rifampicina - PHBV

A atividade antimicrobiana das microparticulas de RIF- PHBV foi observada
segundo o método de difusdo, comparando a inibicdo do crescimento do
microorganismo provocada pelo antibidtico livre e o microencapsulado. Para ser
realizado este experimento, utilizamos um meio de cultura TSA inoculado com uma
concentracdo conhecida de microorganismo e adicionamos a RIF livre e RIF
encapsulada em pocos preparados no agar.

Foram pesados 8 g de meio TSA, e dissolvidos em 200mL de &agua, onde
deixamos aquecer até a ebulicdo, com constante agitacdo, até a fusdo do agar e em

seguida esterilizamos em autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Apés a preparacdo do meio, inoculamos a placa com Staphylococcus aureus
ATCC05923, ATCC29213, Staphylococcus epidemidis ATCC12228 e 1E a uma
concentracdo de 10° CFU/mL e vertemos o meio na placa e homogenizamos.

Apds o meio se solidificar foram feitos pogos uniformes onde adicionamos 100 uL
de solucdo de RIF livre e 100 pL da amostra de RIF-PHBV contendo as mesmas
concentragbes de RIF 4ug/mL. As amostras de RIF livre e microencapsulada foram
dissolvidas em tampédo de fosfato de potassio 0,05M e pH 7,4 (Adaptado da
metodologia da USP, 2004).

As placas contendo os microorganismos e a RIF foram incubadas a 37°C e as
leituras de suas absorbancias foram medidas a 590 nm. Comparando a absorbancia de
cada poco controle contendo o TSA com 0s pogos controle (cultura bacteriana), o qual
foi denominado como crescimento absoluto (100%) pode-se medir a inibicdo do TSA
sobre as culturas as culturas bacterianas expostas a Rif livre e a RIF encapsulada
estes ensaios se deram num tempo de 20 h e 24h apGs a sua preparacao.

A concentracdo de RIF utilizada foi baseada na concentragdo minima inibitoria
(MIC) de aproximadamente 2 ug/mL de RIF para uma concentragdo de 10° CFC/mL
microorganismo (Farias e col, 1997).

3.7.0 Analise de citotoxicidade das microparticulas de Riafampicina — PHBV

3.7.1. Preparo das Culturas de células (Corréa e col. 2005).

Os fibroblastos V79 foram mantidos em cultura continua através repiques
periddicos, até atingirem a densidade de confluéncia. Este cultivo foi realizado em meio
DMEM (meio Eagle modificado por Dulbecco) contendo 100 U/mL de penicilina, 100
pug/mL de sulfato de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram
descoladas usando solugcdo de ATV (tripsina versene-tripsina a 0,1% e versene a
0,016%). O numero de células viaveis para o cultivo e plagueamento foi determinado
pelo método do azul tripan homogenizando-se uma aliquota da suspensao celular com
guantidade equivalente de solugdo de azul de tripan a 0,1%, contando as células

vidveis em camara de Neubauer e excluindo as células que incorporaram o corante. O
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cultivo foi realizado em meio DEMEM suplementado com 10% de SFB. A incubacéo foi
realizada em estufa de cultura a 37°C em atmosfera tmida contendo 5% de CO?.

Nos trés diferentes ensaios de citotoxicidade, descrito posteriormente, o
plaqueamento foi realizado incubando-se 3x10* células/mL em cada cavidade da placa
de cultura (com 96 cavidades) e incubando-se a 37°C por 48 h. ApOs a incubacéo as
células foram expostas por 24 h a diferentes concentracées de RIF(Corréa e col, 2005).

As solugdes contendo RIF foram diluidas em meio DEMEM com 0,2% de DMSO.
Os experimentos foram realizados em quadruplicada em vérias concentragdes de RIF
livre (sem ser encapsulada) e, posteriormente, em amostras de RIF livre e

microencapsulada (RIF- PHBV).

3.7.2. Ensaio com Vermelho Neutro (Avaliacdo da integridade da membrana

lisossomal)

Apés a incubacdo com as solugdes de RIF, o meio foi removido e trocado por uma
solugao de corante Vermelho Neutro (VN), hidrocloreto de [3-AMINO7-DIMETILAMINO-
2METILFENAZINA] letra minuscula, 50 pM, preparado em meio DEMEM soro fetal
bovino (SFB), pré-incubado por 12 h a 37°C e filtrado em membrana Millipore (0,22 ug),
imediatamente antes do uso. Apos 3 h de incubagdo em estufa de cultura a 37°C, as
células foram lavadas com tampao salina fosfato de calcio (PBS-Ca?®) para retirada do
excesso de corante nao incorporado pelos lisossomas. A cada cavidade foi adicionado
0,1 mL de solucdo aquosa contendo 1% de &acido acético glacial e 50% de etanol, para
fixar as células e extrair o VN incorporado nos lisossomas. As placas foram agitadas por
20 minutos e as absorbancias foram determinadas a 540 nm. Os resultados foram
expressos em porcentagem em relagéo ao controle (100%) (Corréa e col, 2005).

3.7.3. Ensaio com MTT (Quantificacdo de células viaveis)

O meio de cultura contendo as solu¢gbes de RIF foi removido e as células

incubadas com 0,1 mL de uma solucdo de corante brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
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2,5-difenilterazdlio] (MTT - 1mg/mL)., preparada em meio DEMEM se SFB
imediatamente antes do uso. As células entdo foram incubadas por 5 h em estufa de
cultura de células a 37°C. O meio foi retirado cuidadosamente e os cristais produzidos
foram solubilizados adicionando-se 0,1 mL de etanol por cavidade. As placas foram
agitadas por 10 minutos e a absorbancia determinada a 570 nm. A viabilidade das
células V79 foi estimada comparando-se os valores de absorbancia das células
tratadas com a absorbancia das células controle. Os valores foram expressos em

porcentagem em relag&o ao controle (100%) (Corréa e col, 2005).
3.7.4. Ensaio de conteudo de DNA (Anélise de crescimento celular)

Apés a incubacao e a remogéo dos meios contendo as solugdes de RIF, as células
foram lavadas com PSB-Ca?", fixadas com solucéo aquosa de &cido tricloroacético 5%,
lavadas novamente com etanol (todas as solucbes de lavagem em baixas
temperaturas) e secas ao ar. Em seguida, adicionou-se 0,1 mL/cavidade de uma
solugdo de NaOH 0,5 mol/L e incubou-se a placas por 1 h a 37°C para promover a lise
celular. Os efeitos da proliferacéo celular foram emitidos comparando a absorbancia, a
260 nm, das células tratadas com as células controles. Este parametro indica a
populacdo celular, visto que a relagdo entre valores de A260 e o numero de células no
lisado descrevem uma regresséao linear.

Os resultados foram expressos em porcentagem em relacdo ao controle (100%)
(Corréa e col, 2005).

3.7.5 Determinagdo da Biodegradabilidade do PHBV das microparticulas de
Rifampicina.

Com o objetivo de avaliar a biodegradabilidade do PHBV, foi realizado o seguinte
ensaio:

Preparou-se uma solucéo tampao de fosfato de sédio 0,05M e pH 7, 4, em seguida
esta solucéo foi distribuida em trés (3) tubos Falcon de 14 mL, e em cada tubo foram
adicionados 13 mL da solugéo.
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Paralelamente pesou-se 15mg de microparticulas de RIF/PHBV, (10mg de RIF,
50mg de PHBV, 5mL de cloroférmio e1% de PVA), onde a mesma foi adicionada aos
respectivos tubos falcon, em seguida foi levada a um banho Maria, onde a temperatura
era de 36C° aproximadamente e sob constante agitacdo a uma velocidade de 120 rpm.

Micrografia de Microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas nas

respectivas amostras em 5 dias, 10 dias e 15 dias.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Preparacado da microparticulas de RIF/PHBV e eficiéncia de encapsulamento
da Rifampicina.

As microesferas de RIF foram preparadas pela técnica de emulsdo seguida de
evaporacao do solvente, como ja descrito anteriormente. O método de emulsdo seguido
de evaporacdo de solvente é conceitualmente simples, porém muitas variaveis podem
influenciar o produto final desse processo, tanto nas propriedades fisico-quimicos
como no comportamento da liberagdo do principio ativo, sendo estas algumas das
variagOes citadas: velocidade de agitacdo da emulsédo; tipo e concentragdao do
tensoativo; condigdes em que o solvente é evaporado; concentracao do principio ativo;
tipo de solvente utilizado; relagdo entre principio ativo-polimero; polimero utilizado e
modo de adi¢c&o da fase orgéanica na fase aquosa (Fong, 1988).

Como todas as variaveis influenciam o preparo das particulas, busca-se que estas
particulas ndo mostrem formacdo de espumas, de precipitados e de coagulos. Espera-
se a obtencdo de formas arredondadas (esféricas), de superficie lisa, com baixa
polidispersidade, alto rendimento e uma alta eficiéncia de encapsulamento.

A tabela abaixo mostra a otimizagao do processo a 25°C e o que melhor se adapta

ao0s nossos interesses (Tabela 1).
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TABELA 1. Determinacdo das condicOes de agitagdo para a obtencdo do
encapsulamento da Rifampicina.
Rotag&o Mecanica Eficiéncia de

encapsulamento

2700 rpm 12 h 4,0%
1500 rpm 12 h 5,0%
1400 rpm 12 h 8,0%
1320 rpm 12 h 8,0%
1260 rpm 12 h 15,0%
1200 rpm 12 h 6,0%

O fator de agitagcdo mostrou-se importante na eficiéncia de encapsulamento, que
serd a seguir discutido. A agitacdo mecéanica entre 1260-1400 rpm por 12 horas
mostrou-se adequado (Tabela 1), sendo escolhido a velocidade de 1260 rpm para as
experiéncias de otimizagcao para 0s outros parametros.

Logo, em funcdo desta experiéncia e de outros preliminares com varios tipos de
PHBYV (diferentes massas molares) chegamos a concluséao que o polimero de interesse
era o0 PHBV (MM130000 Da.) e testes com diferentes concentra¢gdes de RIF e de PHBV
e PVA foram necessérios para otimizar a preparacao (Tabela 2)..

A eficiéncia de encapsulamento e o conteudo de RIF encontrado variaram em

relacédo a metodologia utilizada.

Tabela 2. Efeitos da concentracdo de RIF, PHBV e PVA na eficiéncia de
encapsulamento, conteutdo de RIF, rendimento e tamanho aproximado nas

Microparticulas (em duplicatas, desvio [ 5%).
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No experimento 01 a dissolu¢cdo do PVA em &gua Milli-Q e do RIF-PHBV foram
realizada com agitacdo magnética até total dissolugcdo dos mesmos, e o gotejamento da
solucdo RIF-PHBV na solugdo PVA foi realizada com uma pipeta Pausteur, sob
agitacdo mecanica a 1260 rpm por 12 h. Neste ensaio a 50 mg/mL de PHBYV a variagéo
de 1,0 a 1,2 % de PVA a eficiéncia de encapsulamento caiou de 15% a 0,2%. Isto
possivelmente foi devido a n&o estabilizacdo da emulséo e perdas do RIF na lavagem.
Ao mesmo tempo o conteddo de RIF diminuiu significativamente. O rendimento do
polimero diminuiu também possivelmente por precipitacdo em grumos que nao foram
possiveis re-suspendé-los. Quando mantido o PVA em 1,2% e se modificou a
guantidade de RIF de 30 mg/mL para 50 mg/mL foi observado somente um aumento no
rendimento das particulas.

No experimento 02 a dissolugcdo do PVA em 4gua Milli-Q foi realizada em agitador
mecéanico a 1200 rpm, por 30 min, e a dissolucdo da RIF- PHBV, foi realizada com a

ajuda de uma espatula, e o gotejamento da solugcéo RIF-PHBV

Experimento  PHBV/Sol Conc Eficiéencia  Conteido Rendimento Tamanho pm

(mg/mL) PVA Encapsula¢  RIF (%) (%) Aproximado
(%) 3o (%)
01
1260 rpm 50,0 1,0 15 31 53 17-34
1260 rpm 50,0 1,2 0,2 0,1 42
1260 rpm 30,0 1,2 1,4 0,6 76 16-40
02
1200 rpm 50,0 1,0 11 20 13 16-30

na solucdo PVA foi realizada com a ajuda de uma seringa de vidro de 5 mL sob
agitacdo mecéanica de 1700 rpm por 12 h. Durante a solubilizacdo do PHBYV, foi
observado que a solugcdo apresentava turbidez e o polimero ndo se dissolvia totalmente
quando utilizdvamos espatula para a solubilizacdo do mesmo. Quando utilizamos a
agitacdo magnética para a solubilizacdo do PHBV este continuou apresentando um

pouco de turbidez, porém sua dissolugéo foi completa. Devido a este fato optamos pelo
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meétodo descrito no experimento de ndmero 01 (50 mg/mL de PHBV, 1% de PVA, 10 mg
de RIF e 1260 rpm).

O rendimento encontrado conforme Tabela 1 demonstra que com o aprimoramento
da técnica pode-se apresentar um rendimento melhor, j& que o resultado varia
conforme o dominio da técnica.

As particulas apresentam tamanhos aproximados, uma vez que o método néo
permite a utilizacdo de uma quantidade de amostras que possibilite uma anélise mais

detalhada em relagédo ao tamanho das Microparticulas (Fig5 e Fig.6).

(Figura 5 Micrografia de Microscopia eletronica de varredura (MEV) de microparticula
de RIF e PHBV (50 mg de PBHV, 10 mg de RIF, 1,0% PVA e 5 mL de cloroformio),
sendo que a metodologia de gotejamento da fase orgénica na fase aquosa foi realizada

com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.

Figura 6. Micrografia de Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de
microparticula de RIF e PHBV (50 mg de PBHV, 10 mg de RIF, 1,2% PVA e 5 mL de
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cloroférmio), sendo que a metodologia de gotejamento da fase organica na fase aquosa
foi realizada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur

A Fig.7 mostra as microparticulas obtidas por a microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), observando-se particulas esféricas com distribuicdo levemente

heterogenia de aproximadamente de 17-34 ug.

Fig. 7. Micrografia de Microscopia eletronica de varredura (SEM)) de
microparticula de RIF e PHBV/PVA (50 mg de PBHV, 1% de PVA, 10 mg de RIF e 5 mL
de cloroférmio), sendo que a metodologia de gotejamento da fase organica na fase

aquosa foi realizada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.
4.2. Liberagdo de RIF microencapsulada

Nesta parte do estudo, foi investigada a liberagdo da RIF microencapsulada
conforme descrito anteriormente com o objetivo de avaliar a cinética de liberacdo do
farmaco, foram primeiramente feitos 5 experimentos para avaliar da facilidade ou néo
de liberar RIF da particula em etanol.

Apés varias experiéncias com variacdes da concentracdo de etanol (5-18%) no
meio de liberagcdo da RIF encapsulada,em tampé&o fosfato 0,05 M, pH 7,4 observou-se
uma concentracdo de etanol 6tima, de 13%. Em funcgéo disto a curva de calibracdo da
RIF foi construida nas condi¢gBes descritas acima (Figura 8), como também a dissolucéo
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da RIF no mesmo meio, afim de saber o tempo e velocidade de dissolugéo versus a

encapsulada (Fig.9).
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Figura 8. Curva de calibracédo da RIF em 1 mL de diclorometano e 9 ml de metanol
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Fig.9. Dissolugao da RIF (10 mg/mL) em 13% de etanol e solugao tampéo fosfato
0,05 M pH 7,4.

O experimento de liberacdo de RIF em 13% de etanol e tampéo fosfato 0,05 M é
mostrada na Figura 10. Esta curva foi calculada em fungdo de mg de RIF liberada em

func&o do tempo.
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Figura 10. Liberacdo da RIF (10 mg/mL) encapsulada em PVA/PHBV(1%/50 mg)
em 13% de etanol, sem controle de evaporagéo do solvente.

Esta Figura 10 demonstra a baixa liberacdo da RIF no experimento realizado sem
0 controle da evaporacdo do solvente. Este fendmeno de evaporacdo prejudica
significativamente a liberagdo da rifampicina. Isto indicou a necessidade de manter o
sistema fechado evitando a evaporagao do solvente.

Logo a Figura 11 mostra agora a liberacdo da RIF experimento realizado com o
controle da evaporacdo do etanol. Ficou evidente que este controle de evaporacgéo

permitiu uma liberacdo sustentada maior e significativa.
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Figura 11. Liberacdo da RIF (10 mg/mL) encapsulada em PVA/PHBV(1%/50 mg)

em 13% em etanol com controle de evaporagao do solvente.
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Figura 12. Efeitos das concentragbes rifampicina, PHBV e PVA na liberacédo da
RIF nas microparticulas (valor médio de trés medidas) com controle da evaporacao do
etanol.

No estudo de variagcdo da concentracdo do PVA e de PHBV em funcdo da
liberacdo da RIF, a Figura 12 mostra que mantendo a concentracdo do PHBV (50
mg/mL) e variando a concentracdo do PVA de 1% a 1,2% a liberacdo diminuiu
significativamente nos primeiros 60 minutos. Na concentragdo 1% de PVA deu ao redor
53% de liberagdo. Entretanto, na concentragéo de 1,2% um valor de 20% foi observado.

Quando foi mantida a concentragcdo de PVA em 1% e foi variada a concentragao
de PHBV em 30 mg/mL a liberag&o foi maior nesta concentracdo atingindo um valor de
75% em 60 minutos ao contraio do valor de 53% quando era 1% PVA e 50 mg/mL de
PHBV.

Vale lembrar que a dissolucdo total (100%) da RIF € atingida em 60
minutos(Fig.9). Segundo este ensaio a liberagdo sustentada se atinge melhor a 50
mg/mL de PHBYV, 1% de PVA e 10 mg de RIF. Nota-se que também este foi o melhor
método de obten¢do das microparticulas encapsulando a RIF.

4.3. Atividade antimicrobiana das microparticulas RIF-PHBV

Na atividade antimicrobiana das microparticulas de RIF-PHBV foi observada
segundo o método de difusédo (Tabela 3) que a atividade da RIF livre era mais ativa que
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a encapsulada. Isto € quando comparando a inibicho do crescimento do
microorganismo com o antibi6tico livre com o microencapsulado.

A concentragdo do crescimento bacteriano foi baseado na turvacdo destas
amostras e a leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 595 nm. Este método indica a
guantidade necessaria do farmaco para inibir o crescimento da bactéria.

Tabela 3. Inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus por RIF livre e
microencapsulada (amostras referentes a Tabela 1) em funcdo dos ensaios realizados
durante o tempo de 16h.

MIC pg/mL. RIF Livre RIF Encapsulada
S. aureus ATCC 05923 <0,4 pg/mL . 2 yg/mL.
S. aureus ATCC 29213 <0,4 pg/mL . 0,25 pg/mL.
S. aureus Rid. 1 <0,4 pg/mL . 0,5 pg/mL.
S. epidemidis 1E <0,4 pg/mL. 0,55 pg/mL.

Os resultados mostram que a RIF livre se mostra mais ativa que a encapsulada no
caso da S. aureus ATCC 05923 e similares com S. aureus Rid 1 e S. epidemidis IE.

Entretanto, no caso da S. aureus ATCC 29213 mostrou-se mais eficiente a
encapsulada que a livre. Estes resultados serdao a seguir discutidos em fungao da sua
toxicidade.

4.4. Ensaio com Vermelho Neutro (Andlise da integridade da membrana

lisossomal)

O ensaio de VN que mostra a integridade lipossomal da célula, na experiéncia com
RIF a Figura 13 mostra um valor ICso de 75 mM. Entretanto, ndo mostrou toxicidade
para MTT, provavelmente induz o sistema enzimatico celular que reduz o MTT

indicando leve aumento em vez de inibi¢&o.
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Figura 13. Analise de Citotoxicidade pelo ensaio de Vermelho Neutro (VN) e de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) da RIF encapsulada (PHBV), em

células V-79.
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Figura 14. Citotoxicidade da RIF livre em células V-79, em vermelho neutro (VN) e

(MTT) (mesmas condi¢des da Fig. 14).

A figura 14 mostra que a RIF livre apresenta tanto para o ensaio de VN como MTT
um valor aproximado de ICsy de 0,600 mM (600 [1M). Isto mostra que embora a

atividade antimicrobiana de RIF encapsulada se mostra um pouco menor ou igual para
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algumas cepas de S. Aurious sua toxicidade tanto no ensaio de VN ou do MTT mostra-
se 125 vezes menos toxico.

Infelizmente devido a problemas técnicos com contaminagdo celular em véarias
oportunidades os ensaios de toxicidade pelo método de DNA nao foram possiveis ser
apresentados no momento nesta tese. Os resultados estdo sendo repetidos

cuidadosamente para poder ter uma comparagao com os ensaios de VN e MTT.

4.5. Ensaio de Biodegradabilidade das microparticulas de RIF/PBHV

A figura 15 mostra a micrografia de microscopia eletronica de varredura (MEV) da
amostra ap0s 5 dias solugdo em tampéao fosfato 0,05M, pH 7,4 em banho maria sob
agitacdo de 120 rpm, onde ainda ndo se nota com clareza a degradacéo do polimero

em questao

ZBkU A7, T80 18 mm

Figura 15. Micrografia de microscopia eletrénica de varredura (MEV), amostra apos 5
dias de degradacdo em tampao fosfato 0,05M pH 7,4 (10mg de RIF/50mg PHBV e 1%
PVA)
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Figura 16. Micrografia de microscopia eletronica de varredura (MEV), com 10 dias
de degradagcao em tampéao fosfato 0,05M pH 7,4 (10mg de RIF/50mg PHBV e 1% PVA
Entretanto a fig 16 que mostra o comportamento das particulas apds 10 dias indica

uma leve degradacao da superficie do polimero.

Figura 17 Micrografia de microscopia eletronica de varredura (MEV), com 15 dias de
degradacao em tampao fosfato 0,05M pH 7,4 (10mg de RIF/50mg PHBV e 1% PVA

A fig 17 mostra que apos 15 dias a degradacdo da superficie do polimero é
notdria. Quando foi monitorada a liberacdo da RIF sem a adi¢cdo de etanol no meio no
tempo de 1 hora (60 minutos) a RIF nédo foi liberada. Logo, conclui-se que somente
nestas condicbes poderia ter liberacdo da RIF quando ocorre-se a degradacdo da
particula. Em virtude disto, somente poderia ser percebida a liberacdo da RIF apds 15
dias porque neste tempo de monitoramento € que teriamos uma degradacéao notoria da

superficie do polimero,
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CONCLUSOES

A preparacéo e caracterizagdo do microencapsulamento de RIF e de sua atividade
antimicrobiana e da liberagdo controlada foram atingidos.

Nos aspectos especificos a preparagdo de microparticulas poliméricas, pelo
método de emulsificacdo seguida de evaporacdo do solvente, utilizando-se o polimero
biodegradavel PHBV (poli-hidroxibutirato-co-valerato) foram obtidos com um rendimento
de 53%. O qual pode ser variado em funcéo da técnica a ser seguida. O rendimento de
encapsulamento da RIF em microparticulas de PHBV foi de 15% e com um contetdo de
RIF de 31% nas condi¢bes otimizadas. As particulas obtidas foram esféricas de
tamanho ao redor de 17-34 [Im.

No estudo de variagdo da concentracdo do PVA e de PHBV em funcdo da
liberacdo da Rifampicina, foi encontrado que mantendo a concentracdo do PHBV e
variando a concentracdo do PVA a liberacdo poderia ser modulada. Na concentragcao
1% de PVA deu ao redor 53% de liberacéo. Entretanto, na concentracao de 1,2% um
valor de 20% foi observado. Quando foi mantida a concentragdo de PVA em 1% e foi
variada a concentracdo de PHBV em 30 mg/mL a liberagdo foi maior nesta
concentragéo atingindo um valor de 75% em 60 minutos ao contrario do valor de 53%
gquando era 1% PVA e 50 mg/mL de PHBV. Segundo este ensaio a liberagcéao
sustentada se atinge melhor a 50 mg/mL de PHBYV, 1% de PVA e 10 mg de RIF ja que
nesse periodo a dissolucdo da RIF é atingida em 100%. Isto mostra que a RIF na
microparticulas de PHBV esta integrada na particula e ndo somente adsorvida na
superficie da particula Nota-se que também este foi o melhor método de obtencédo das
microparticulas encapsulando a RIF

As propriedades antibacterianas de RIF/PHBV se mantiveram, quando comparado
com RIF livre e alguns casos foram maiores que a RIF livre. Este fato precisa ser
melhor analisado e ndo esta dentro do escopo desta tese.

A avaliacdo da citotoxicidade da RIF livre e encapsulada mostrou uma significativa
diminuic&do da citotoxicidade da RIF/PHBV comprada com a RIF livre. Uma diminuigao
de ao redor de 125 vezes de diminuicdo da citotoxicidade pelos ensaios de VN e MTT
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foram encontrados. Isto facilitaria o efeito terapéutico do antibiético e diminuiria os
efeitos secundarios da RIF como uso especialmente em cateteres na medicina.

Em termos de biodegradacéo foi notado que a possivel liberacdo do RIF somente
poderia ser apés 10-15 dias
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