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RESUMO 

 
A tuberculose (TB) é a principal doença infecciosa de origem bacteriana no mundo, 
levando anualmente à morte de milhares de pessoas e ocasionando prejuízos 
econômicos globais de aproximadamente 12 bilhões de dólares ao ano. Apenas um 
fármaco foi desenvolvido contra cepas multirresistentes desde 1960 (bedaquilina) e o 
surgimento de casos de TB multi-fármaco-resistente faz com que o tratamento atual 
seja ineficaz. A rifampicina (RIF) é um fármaco de primeira escolha usada no 
tratamento da TB utilizado desde 1966. Normalmente, este fármaco é administrado 
pela via oral, ficando assim susceptível à metabolização pré-sistêmica e interações 
medicamentosas com outros fármacos, o que reduz significativamente seus níveis 
séricos e de outros fármacos, podendo diminuir a eficácia do tratamento e aumentar 
o risco de resistências. Assim, o emprego de sistemas de liberação nanoestruturados 
e de vias alternativas de administração podem ser estratégias atraentes para a 
administração de RIF. A via nasal tem recebido especial atenção como rota 
promissora para liberação sistêmica de fármacos, uma vez que apresenta epitélio com 
numerosas microvilosidades e grande área de superfície, o que facilita a absorção de 
fármacos. Além disto, a anatomia da cavidade nasal oferece entrada para o Sistema 
Nervoso Central (SNC), aspecto extremamente interessante para casos de 
tuberculose meníngea. Dentre os sistemas nanoestruturados promissores para 
incorporação de RIF objetivando administração nasal, destacam-se os sistemas 
líquido cristalinos mucoadesivos. Devido à alta viscosidade de alguns domínios destes 
sistemas, eles podem promover a fixação da formulação num local de ação desejado 
após sua administração e formação in situ, o que pode ser interessante para a 
administração de RIF, de forma a aumentar a sua fixação na região nasal, facilitando 
sua absorção sistêmica e interface com o SNC. Dessa forma, o objetivo deste trabalho 
foi estudar o potencial de sistemas líquido cristalinos mucoadesivos para 
administração nasal de RIF na otimização da terapia da TB, com avaliação in vitro e 
in vivo da sua segurança e atividade. Após o desenvolvimento de 6 diagramas de 
fases, foram selecionadas 6 formulações fixando a concentração de tensoativo em 
50%, sendo caraterizados por microscopia de luz polarizada, espalhamento de raio-X 
a baixo ângulo, reologia, análise de textura e bioadesão que demonstraram a 
presença de sistemas líquidos cristalinos constituídos de mesofases lamelar e 
hexagonal e também sistemas precursores de cristal líquido (microemulsão) que com 
a adição de soluções aquosas formaram mesofases significativamente mais 
estruturadas e mucoadesivas. Ensaios de citotoxicidade por difusão em Agar 
utilizando a linhagem celular L-929 revelaram citotoxicidade branda a moderada das 
formulações testadas. Dois sistemas líquido cristalinos foram selecionados, sendo 
eles 9D e 10D. No ensaio de cinética bacteriana os sistemas 9D e 10D carreando RIF 
apresentaram atividade bactericida sobre a cepa H37rv de Mycobacterium 
tuberculosis. Posteriormente ensaios farmacocinéticos foram realizados sugerindo 
que a absorção nasal da RIF carreada por tais sistemas é de 2 a 4 vezes maior 
utilizando a via nasal quando comparada à administração oral. Dessa forma. os 
sistemas desenvolvidos podem apresentar potencial para incorporação de RIF, com 
o objetivo de serem usados como plataforma tecnológica na liberação de fármacos na 
terapia contra a TB. 
Palavras-chave: rifampicina; tuberculose; cristal líquido; via nasal. 
 
 



 
 

 
ABSTRACT 

 
Tuberculosis (TB) is the world's leading bacterial infectious disease, causing 
thousands of people to die every year and causing global economic damage of about 
$ 12 billion a year. Only one drug has been developed against multiresistant strains 
since 1960 (bedaquilin) and the emergence of multidrug-resistant TB cases makes the 
current treatment ineffective. Rifampicin (RIF) is a first-line drug used in the treatment 
of TB used since 1966. This drug is commonly administered orally, thus being 
susceptible to pre-systemic metabolism and drug interactions with other drugs, which 
significantly reduces its serum levels and other drugs and may decrease the 
effectiveness of treatment and increase the risk of resistance. Thus, the use of 
nanostructured delivery systems and alternative routes of administration may be 
attractive strategies for administration of RIF. The nasal route has received special 
attention as a promising route for systemic drug delivery, since it presents epithelium 
with numerous microvilli and large surface area, which facilitates the absorption of 
drugs. In addition, the anatomy of the nasal cavity provides access to the Central 
Nervous System (CNS), an extremely interesting aspect for cases of meningeal 
tuberculosis. Among the promising nanostructured systems for the incorporation of RIF 
for nasal administration, we highlight the mucoadhesive liquid crystal systems. Due to 
the high viscosity of some domains of these systems, they can promote the fixation of 
the formulation at a desired site of action after administration and in situ formation, 
which may be of interest for the administration of RIF, in order to increase its fixation 
in the region nasal, facilitating its systemic absorption and interface with the CNS. 
Thus, the objective of this work was to study the potential of mucosal liquid crystal 
systems for nasal administration of RIF in the optimization of TB therapy, with in vitro 
and in vivo evaluation of its safety and activity. After the development of 6 ternary 
phase diagrams, 6 formulations were selected, fixing the concentration of surfactant in 
50%, being characterized by polarized light microscopy, low angle X-ray scattering, 
rheology, texture analysis and bioadhesion that demonstrated the presence of liquid 
crystalline systems consisting of lamellar and hexagonal mesophases and also liquid 
crystal precursor systems (microemulsion) which with the addition of aqueous 
solutions formed significantly more structured and mucoadhesive mesofases. Agar 
diffusion cytotoxicity assays using the L-929 cell line revealed mild to moderate 
cytotoxicity of the formulations tested. In the bacterial kinetics assay the 9DR and 
10DR systems showed bactericidal activity on the H37rv strain of Mycobacterium 
tuberculosis. Thus, the developed systems may have potential for incorporation of RIF, 
with the objective of being used as a technological platform in the release of drugs in 
the therapy against TB. 
Keywords: rifampicin; tuberculosis; liquid crystal; nasal route. 
 
 
 



 
 

LISTA DE FIGURAS 
Figura 1: Estruturas moleculares dos compostos utilizados na constituição dos sistemas formados . 23 

Figura 2: Representação esquemática de um diagrama de fases ternário genérico.......................... 28 

Figura 3: Layout da placa de seis poços utilizada no método de difusão em ágar. ........................... 36 

Figura 4: Representação esquemática do procedimento realizado para obtenção dos diagramas 

binários. ........................................................................................................................................... 49 

Figura 5: Diagramas de fases A, B e C, contendo regiões segundo classificação baseada no aspecto 

visual. .............................................................................................................................................. 51 

Figura 6: Diagramas de fases D, E e F, contendo regiões segundo classificação baseada no aspecto 

visual. .............................................................................................................................................. 51 

Figura 7: Diagrama de fases  A, B,C, D, E, e F contendo regiões segundo classificação por  mesofases.

 ........................................................................................................................................................ 60 

Figura 8: Diagramas D, E e F, evidenciando o ponto de origem e o ponto onde o sistema se localiza 

após a diluição com FNS 1:1 (m/m). ................................................................................................. 63 

Figura 9: Fotomiografias  dos sistemas 9D,10D, 9E, 10 E, 9F e 10F. ............................................... 63 

Figura 10: Fotografia do sistema 9EQS, contendo 0,1 % de quitosana ............................................ 65 

Figura 11: Fotografia do sistema 9EQS contendo rifampicina. ......................................................... 66 

Figura 12: Reogramas dos sistemas 9D, 10D, 9E, 10E, 9F e 10F (curva ascendente – Ida / curva 

descendente – volta). ....................................................................................................................... 69 

Figura 13: Reogramas dos sistemas 9EQS, 10EQS, (curva ascendente – Ida / curva descendente – 

volta. ................................................................................................................................................ 70 

Figura 14: Reogramas dos sistemas 9DRIF, 10DRIF, 9ERIF, 10ERIF, 9FRIF e 10FRIF (curva 

ascendente – Ida / curva descendente – volta. ................................................................................. 71 

Figura 15: Reogramas dos sistemas 9D, 10D, 9E, 10E, 9F e 10 F com adição de FNS (curva 

ascendente – Ida / curva descendente – volta (continua). ................................................................. 72 

Figura 16: Reogramas dos sistemas 9DR, 10DR, 9ER, 10ER, 9FR e 10FR com adição de FNS (curva 

ascendente – Ida / curva descendente – volta. ................................................................................. 74 

Figura 17: Reogramas dos sistemas 9DR, 10DR, 9ER, 10ER, 9FR e 10FR (curva ascendente – Ida / 

curva descendente – volta. ............................................................................................................... 77 



 
 

Figura 18: Reogramas demonstrando a variação do módulo de armazenagem G’ e de perda G’’ em 

função da frequência para os sistemas9D, 10D, 9E, 10E, 9F e 10F. ................................................. 79 

Figura 19: Reogramas demonstrando a variação do módulo de armazenagem G’ e de perda G’’ em 

função da frequência para os sistemas9EQS, 10EQS. ..................................................................... 80 

Figura 20: Reogramas demonstrando a variação do módulo de armazenagem G’ e de perda G’’ em 

função da frequência para os sistemas9DRIF, 10DRIF, 9ERIF, 10ERIF, 9FRIF e 10FRIF. ............... 81 

Figura 21: Reogramas de varredura de frequência obtidos para os 9D, 10D, 9E, 10E, 9F, e 10F sistemas 

com FNS. ......................................................................................................................................... 82 

Figura 22: Reogramas demonstrando a variação do módulo de armazenagem G’ e de perda G’’ .... 83 

Figura 23: Reogramas obtidos para os sistemas 9DR, 10DR, 9ER, 10ER, 9FR e 10FR e reogramas 

dos mesmos sistemas com adição de FNS. (continua) ..................................................................... 85 

Figura 24: Gráficos ilustrando os valores de dureza, compressibilidade, adesão e coesão dos sistemas 

iniciais 9D, 10D, 9E, 10E, 9F e 10F. ................................................................................................. 89 

Figura 25: Gráfico ilustrando os valores de dureza, compressibilidade, adesão e coesão dos sistemas 

9EQS, 10EQS9E e 10E. ................................................................................................................... 91 

Figura 26: Gráfico ilustrando os valores de dureza, compressibilidade, adesão e coesão dos sistemas 

9DRIF, 10DRIF, 9ERIF, 10ERIF, 9FRIF e 10FRIF. ........................................................................... 92 

Figura 27: Gráficos ilustrando os valores das forças mucoadesivas dos sistemas 9D, 10D, 9E, 10E, 9F 

e 10F isolados e na presença de FNS. ............................................................................................. 93 

Figura 28 Gráfico ilustrando os valores de pico de mucoadesão (PMA) e Trabalho de mucoadesão (TMA) 

dos sistemas 9E e 10E, com e sem quitosana. ................................................................................. 94 

Figura 29: Gráfico ilustrando os valores de pico de mucoadesão (PMA) e trabalho de mucoadesão (TMA) 

dos sistemas 9DRIF, 10DRIF, 9ERIF, 10ERIF, 9FRIF e 10FRIF. ...................................................... 95 

Figura 30: Curvas das intensidades de espalhamento em função do vetor de espalhamento q. ....... 97 

Figura 31: Curvas de DSC dos sistemas 9FR, 9ER, 9DR, 10FR, 10ER, 10DR. ............................. 101 

Figura 32 : curva representando o número de bactérias viáveis em Log10 UFC.ml-1 em função do tempo 

de exposição em dias. .................................................................................................................... 107 

Figura 33 - Cromatogramas típicos de plasma controle (a) e de solução de trabalho (b) obtidos nas 

mesmas condições. ........................................................................................................................ 112 

Figura 34: Curva de calibração obtida para a faixa linear de trabalho (20 a 15000 ng ml-1). ............ 113 



 
 

Figura 35: Gráfico da distribuição dos resíduos do modelo matemático não ponderado. ................ 114 

Figura 36: Curva de calibração ponderada obtida para a faixa linear de trabalho ........................... 115 

Figura 37: Gráfico da distribuição dos resíduos do modelo matemático ponderado (1/x2). .............. 116 

Figura 38 Cromatogramas típicos obtidos para a análise de rifampicina em plasma de rato (Animal 1), 

após a administração nasal da formulação 9D. ............................................................................... 118 

Figura 39: Perfil de concentração plasmática de rifampicina versus tempo, referente a administração 

nasal (rifampicina carreada por sistema líquido cristalino) em ratos com dose 30mg/kg de rifampicina.

 ...................................................................................................................................................... 119 

Figura 40: Avaliação de sistema líquido cristalino em camundongos BALB / c  pós infecção aerossol 

de baixa dose de M. tuberculosis. As barras representam os valores médios em UFC (log10). Os animais 

foram tratados por 4 semanas com sistema líquido cristalino 9D com rifampicina, através de 3 diferentes 

vias de administração (grupo 0 = sem tratamento, grupo 1= administração nasal, grupo 2 = 

administração sublingual, grupo 3 = administração tópica). ............................................................ 141 

Figura 41: Avaliação de sistema líquido cristalino em camundongos  BALB / c  após infecção  aerossol 

de baixa dose de M. tuberculosis. As barras representam os valores médios em UFC (log10). Os animais 

foram tratados por 4 semanas com sistema líquido cristalino 9D com rifampicina, através de 3 diferentes 

vias de administração (grupo 0 = sem tratamento, grupo 1= administração nasal, grupo 2 = 

administração sublingual, grupo 3 = administração tópica). ............................................................ 142 

Figura 42: Avaliação de sistema líquido cristalino em camundongos  BALB / c  após infecção  aerossol 

de baixa dose de M. tuberculosis. As barras representam os valores médios em UFC (log10). Os animais 

foram tratados por 4 semanas com sistema líquido cristalino 9D (com rifampicina e sem rifampicina), 

através de 2 diferentes vias de administração (grupo 0 = sem tratamento, grupo 1= administração 

sublingual com rifampicina, grupo 2 = administração sublingual sem rifampicina, grupo 3 = 

administração tópica com rifampicina, grupo 4 = administração sublingual sem rifampicina). .......... 143 

Figura 43: Avaliação de sistema líquido cristalino em camundongos  BALB / c  após infecção  aerossol 

de baixa dose de M. tuberculosis. As barras representam os valores médios em UFC (log10). Os animais 

foram tratados por 4 semanas com sistema líquido cristalino 9D (com rifampicina e sem rifampicina), 

através de 2 diferentes vias de administração (grupo 0 = sem tratamento, grupo 1= administração 

sublingual com rifampicina, grupo 2 = administração sublingual sem rifampicina, grupo 3 = 

administração tópica com rifampicina, grupo 4 = administração sublingual sem rifampicina). .......... 144 



 
 

Figura 44: Avaliação de sistema líquido cristalino em camundongos  BALB / c  após infecção  aerossol 

de baixa dose de M. tuberculosis. As barras representam os valores médios em UFC (log10). Os animais 

foram tratados por 4 semanas com os sistemas líquido cristalinos 9D e 10D (com rifampicina e sem 

rifampicina), através  da via sublingual (grupo 0 = sem tratamento, grupo 1= administração sublingual 

9D sem rifampicina, grupo 2 = administração sublingual 9D com rifampicina, grupo 3 = administração 

sublingual 10D sem rifampicina, grupo 4 = administração sublingual 10D com rifampicina). ........... 145 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS  

 

Tabela 1:Graus de citotoxicidade para classificação das amostras. ........................ 36 

Tabela 2: Sistemas carreadores selecionados......................................................... 58 

Tabela 3: Sistemas precursores de cristal líquido selecionados que seguiram para 

caracterização físico-química. .................................................................................. 66 

Tabela 4: Comportamento de fluxo (n) e índice de consistência (K) dos sistemas. . 75 

Tabela 5: Valores de regressão linear (r), resistência do sistema (S) e do expoente 

viscoelástico (n) para os sistemas selecionados (continua). .................................... 87 

Tabela 6: Valores de espalhamento qmax, periodicidade lamelar e hexagonal das 

formulações líquido-cristalinas. ................................................................................. 98 

Tabela 7: Dados obtidos a partir das curvas de DSC. ............................................ 100 

Tabela 8: Medidas da extensão (mm) das áreas descoradas por quadrante, relativas 

aos ensaios de citotoxicidade (difusão em ágar).(continua). .................................. 103 

Tabela 9: Resultados qualitativos de citotoxicidade obtidas para os sistemas 

estudados. .............................................................................................................. 105 

Tabela 10: Precisão e exatidão intradia e interdia. Os valores obtidos a partir de 

amostras de plasma controle fortificadas com rifampicina nos níveis baixo, médio e 

alto da faixa linear de trabalho. ............................................................................... 116 

Tabela 11: Quantificação de rifampicina em amostras de plasma pós-processamento 

(mantidas a temperatura ambiente). ....................................................................... 117 

Tabela 12: Quantificação de rifampicina em amostras de plasma congeladas 

(mantidas a temperatura de -20°C). ....................................................................... 117 

Tabela 13: Parâmetros farmacocinéticos com base na curva de concentração 

plasmática de rifampicina versus tempo, obtidas com a administração de sistemas 

líquido cristalinos 9D com rifampicina (9DR) e 10D com rifampicina (10DR) pela via 

nasal. ...................................................................................................................... 120 

Tabela 14: Sistema líquidos cristalinos (CL) que foram testados em colaboração com 

Colorado State University. ...................................................................................... 135 

 

 

 

 



 
 

 

SUMÁRIO 

CAPÍTULO 1 

1 INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 20 

2 OBJETIVOS GERAIS............................................................................................ 24 

2.1 Objetivos específicos ....................................................................................... 24 

3 MATERIAIS E MÉTODOS..................................................................................... 25 

3.1 Materiais ............................................................................................................ 25 

3.1.1 Fármacos e medicamentos ........................................................................... 25 

3.1.2 Adjuvantes, solventes e reagentes� ............................................................ 25 

3.1.3 Equipamentos ................................................................................................ 26 

3.2 Métodos ............................................................................................................. 26 

3.2.1 Análise da capacidade do tensoativo álcool cetílicoetoxilado e propoxilado 

(Procetyl® AWS), fosfatidilcolina e oleilamina em formar mesofases mais 

estruturadas em contato com fluidos aquosos ................................................... 26 

3.2.2 Desenvolvimento de diagramas de fases .................................................... 27 

3.2.3 Caracterização dos sistemas por microscopia de luz polarizada (MLP) .. 28 

3.2.4 Seleção dos sistemas líquido-cristalinos .................................................... 29 

3.2.5 Incorporação de quitosana nos sistemas 9E e 10 E ................................... 29 

3.2.6 Incorporação da rifampicina nos sistemas selecionados .......................... 29 

3.2.7 Caracterização físico-química dos sistemas ............................................... 30 

3.2.7.1 Análise reológica contínua ........................................................................ 30 

3.2.7.2 Análise reológica oscilatória ..................................................................... 30 

3.2.7.3 Avaliação do perfil de textura dos sistemas líquidos cristalinos (TPA) 31 

3.2.7.4 Avaliação das forças mucoadesivas......................................................... 32 

3.2.7.5 Espalhamento de raios-x a baixo ângulo (SAXS) .................................... 33 

3.2.7.6 Análise térmica ........................................................................................... 33 



 
 

3.2.7.7 Análise estatística....................................................................................... 33 

3.2.8 Ensaios celulares........................................................................................... 33 

3.2.8.1 Preparo do meio de cultura ....................................................................... 34 

3.2.8.2 Crescimento celular.................................................................................... 34 

3.2.8.3 Método de Difusão em Agar ...................................................................... 34 

3.2.8.4 Coleta de dados .......................................................................................... 36 

3.2.8.5 Avaliação da citotoxicidade e interpretação dos resultados .................. 36 

3.2.9 Cinética bacteriana ........................................................................................ 37 

3.2.10 Ensaios in vivo (farmacocinéticos) ............................................................ 38 

3.2.10.1 Desenvolvimento, validação e aplicação do método bioanalítico para a 

quantificação de rifampicina em plasma de rato ................................................. 38 

3.2.10.1.1 Padrão, reagentes e solventes ............................................................. 38 

3.2.10.1.2 Preparo das soluções padrão ............................................................... 38 

3.2.10.1.3 Pré-tratamento de amostra ................................................................... 39 

3.2.10.1.4 Cromatografia líquida capilar multidimensional com detecção por 

espectrometria de massas (SPE-cLC-QTOF) ....................................................... 40 

3.2.10.1.5 Condições cromatográficas e espectrométricas ................................ 41 

3.2.10.1.6 Validação do método bioanalítico para quantificação de rifampicina 

em plasma de rato .................................................................................................. 42 

3.2.10.2 Protocolo experimental para os ensaios farmacocinéticos .................. 44 

3.2.10.2.1 Animais ................................................................................................... 44 

3.2.10.2.2 Procedimento de administração nasal e oral ...................................... 45 

3.2.10.2.3 Coleta, preparo das amostras de sangue para análise ...................... 45 

3.2.10.2.4 Análise farmacocinética ........................................................................ 46 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................................ 47 



 
 

4.1 Análise da capacidade do tensoativo álcool cetílicoetoxilado e propoxilado 

(Procetyl® AWS), fosfatidilcolina de soja e oleilamina em formar mesofases mais 

estruturadas em contato com fluidos aquosos ................................................... 47 

4.2 Desenvolvimento de diagramas de fases ternários e pseudoternários....... 49 

4.3 Incorporação de quitosana nos sistemas 9E e 10E ....................................... 64 

4.4 Incorporação de rifampicina nos sistemas selecionados............................. 65 

4.5 Caracterização físico-química dos sistemas .................................................. 66 

4.5.1 Análise reológica contínua ........................................................................... 67 

4.5.2 Análise reológica oscilatória ........................................................................ 78 

4.5.3 Avaliação do perfil de textura dos sistemas líquidos cristalinos (TPA) ... 88 

4.5.4 Avaliação das forças mucoadesivas............................................................ 93 

4.5.5 Espalhamento de raios-x a baixo ângulo (SAXS) ....................................... 95 

4.5.6 Análise Térmica (DSC) .................................................................................. 98 

4.5.7 Ensaios Celulares .........................................................................................101 

4.5.7.1 Método de Difusão em Ágar .....................................................................102 

4.5.8 Cinética bacteriana .......................................................................................106 

4.5.9 Ensaios in vivo (farmacocinéticos) .............................................................109 

4.5.9.2 Desenvolvimento, validação e aplicação do método bioanalítico para 

quantificação de rifampicina em plasma de rato ................................................109 

4.5.9.2.1 Preparo das soluções padrão ................................................................109 

4.5.9.2.2 Pré-tratamento de amostra ....................................................................109 

4.5.9.2.3 Cromatografia líquida capilar multidimensional com detecção por 

espectrometria de massas (SPE-cLC-TOF) .........................................................110 

4.5.9.2.4 Condições Cromatográficas ..................................................................111 

4.5.9.2.5 Validação do método bioanalítico para quantificação de rifampicina em 

plasma de rato .......................................................................................................111 

4.5.9.3 Ensaios Farmcocinéticos ..........................................................................118 



 
 

5 CONCLUSÕES ....................................................................................................122 

6 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ....................................................................125 

CAPÍTULO 2 

1 INTRODUÇÃO .....................................................................................................132 

2 OBJETIVO GERAL ..............................................................................................134 

3 MATERIAIS E MÉTODOS....................................................................................135 

3.1 Sistemas precursores de cristal líquido testados no modelo animal .........135 

3.2 Modelo animal infectado com M. tuberculosis..............................................135 

3.3 Necropsia e plaqueamento dos órgãos (pulmão e baço) para determinação 

de CFU de M. tuberculosis ....................................................................................138 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO ...........................................................................140 

4.1 Sistemas precursores de cristal líquido testados no modelo animal .........140 

4.2 Modelo animal infectado com M. tuberculosis..............................................140 

5 CONCLUSÕES ....................................................................................................146 

6 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ....................................................................147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

INTRODUÇÃO GERAL 

 

 A redação dessa Tese foi dividida em dois capítulos.  

 O primeiro capítulo se destina ao desenvolvimento e caracterização de 

sistemas líquido cristalinos, bem como estudo de citotoxicidade, cinética bacteriana e 

estudos farmacocinéticos. Esses estudos foram realizados em sua maioria na 

Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita Filho".  

 O segundo capítulo descreve a pesquisa da atividade biológica de rifampicina 

incorporado à sistemas líquido cristalinos através de administração sublingual em 

modelo animal pré-clínico de tuberculose. Esse estudo foi realizado no doutoramento 

sanduiche, desenvolvido na Colorado State University, sob supervisão da Profa. Dra. 

Mercedes Gonzalez-Juarrero.  
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1 INTRODUÇÃO 

Ultimamente têm sido desenvolvidos inúmeros veículos nanoestruturados 

com o objetivo de aumentar a seletividade, eficácia terapêutica, permitir a redução da 

dose total necessária de fármacos, minimizando os efeitos colaterais tóxicos, e ainda 

permitir o controle de liberação dos princípios ativos, além de conferir proteção aos 

fármacos incorporados contra o metabolismo sistêmico e a possibilidade de direcioná-

los para os sítios específicos, como células e órgãos de interesse 1,2. 

 Dentre os sistemas nanoestruturados destacam-se os sistemas de liberação 

nanoestruturados precursores de cristal líquido. Cristais líquidos liotrópicos são 

formados por moléculas de tensoativos que possuem uma região polar e uma região 

apolar. Em meio aquoso formam-se monocamadas com o grupo polar direcionado 

para a região aquosa e, após atingir a concentração micelar crítica, formam-se micelas 

(agregados). A estrutura das micelas pode variar de acordo com a geometria das 

moléculas e com a quantidade relativa de cada componente. É possível obter sistemas 

fluidos formados por micelas desconectadas ou interconectadas. Os sistemas 

desconectados são geralmente sistemas micelares simples ou microemulsões. Já nos 

sistemas interconectados obtêm-se estruturas de cristal líquido3. 

 Cristais líquidos são descritos como estruturas em escalas nanométricas de 

duas ou três dimensões, com características hidrofílicas e hidrofóbicas periódicas, 

organizadas em fases que podem variar entre hexagonais, lamelares ou cúbicas3. São 

também termodinamicamente estáveis e podem ser armazenadas por longos 

períodos sem separação de fases. Dependendo da quantidade relativa de solução 

aquosa e da característica do tensoativo, esses sistemas podem sofrer várias 

transformações de fases e modificações estruturais. Sendo assim, suas propriedades 

reológicas e consistência podem ser mudadas, se desejado. São usualmente 

formados por organização estrutural espontânea; dessa forma, sua produção então é 

relativamente simples e de baixo custo4.  

 Devido à sua estrutura nanométrica porosa e altamente uniforme, as fases de 

cristal líquido apresentam propriedades que favorecem a solubilização de princípios 

ativos nos compartimentos aquosos, oleosos ou anfifílicos; além disso, eles podem 

ser planejados para formar uma matriz rígida carreadora de fármacos que pode ser 

usada para controlar a liberação dos mesmos5. 
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 Dentre os materiais que podem ser empregados para obtenção de sistemas 

de liberação nanoestrurados precursores de cristal líquido tem-se o álcool etoxilado e 

propoxilado (Procetyl®AWS), oleilamina, fosfatidilcolina de soja e quitosana (QS). 

 O Procetyl® AWS (Figura 1A) é um tensoativo não iônico da classe dos 

polioxietilenos e polioxipropilenos, obtido pela reação de um álcool, de origem natural, 

com 20 moléculas de óxido de etileno (OE), mais 5 moléculas de óxido de propileno 

(OP). Com o aumento do grau de etoxilação, aumenta-se a hidrofilia da molécula 

(maior equilíbrio hidrófilo lipófilo - EHL) alterando, consequentemente, sua 

solubilidade em água; no entanto, as moléculas de óxido de propileno têm o poder de 

tornar o tensoativo menos solúvel em água devido à presença de uma metila em sua 

molécula. O Procetyl® AWS é comumente utilizado em sistemas nanoestruturados 

precursores de cristal líquido6.  

 A fosfatidilcolina (Figura 1B), encontrada em plantas e células animais, é 

comumente isolada a partir de soja e ovos; esta molécula consiste em uma mistura 

de fosfolipídios naturais. Estes fosfolipídios são constituídos por uma extremidade 

polar formada por um grupo colina e um grupo fosfato ligados à porção hidrofóbica, 

duas longas cadeias acílicas de 16 a 22 carbonos e por ligações ésteres com o 

glicerol. As cadeias acílicas podem conter uma ou mais insaturações. Devido à 

estrutura polar-apolar (anfifílica), essas moléculas tendem a se organizar em 

bicamadas. Devido a essas características, esta molécula tem sido muito usada no 

intuito de desenvolver novos sistemas para as mais diversas áreas, em especial nas 

ciências farmacêuticas e biomédicas7. 

 A oleilamina (Figura 1C) é um lipídeo monocatiônico contendo uma cadeia 

monoleil, que em pH fisiológico encontra-se totalmente ionizada conferindo um 

residual positivo ao sistema8. 

 A quitosana (QS) (Figura 1 D) é um biopolímero de alta hidrofilicidade, devido 

ao grande número de grupos hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica, 

permitindo sua utilização como biomaterial na forma de micropartículas, gel e 

membrana em diversas aplicações, como veículo de liberação de fármacos, 

bandagens, géis injetáveis, membranas periodontais etc. Sistemas que utilizaram QS 

demonstraram serem promissores para administração bucal e nasal, pois 

promoveram aumento significativo na bioadesão das formulações quando 

comparados com formulações sem este biopolímero9.  
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 Devido à alta viscosidade dos cristais líquidos, estes podem promover a 

fixação da formulação num local de ação desejado (via nasal) após sua administração 

e formação in situ. Assim, propriedades inerentes a este sistema podem ser uma 

excelente estratégia para o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos10.  

 A via nasal tem recebido especial atenção como rota promissora para 

liberação sistêmica de fármacos11. Seu epitélio com numerosas microvilosidades e 

grande área de superfície facilita a absorção de fármacos. A camada subepitelial 

altamente vascularizada e a membrana basal com endotélio poroso podem facilitar a 

permeação da molécula de interesse. Essas características podem fazer com que o 

fármaco seja absorvido diretamente para a circulação sistêmica, evitando 

metabolismo pré-sistêmico, atingindo rapidamente níveis plasmáticos terapêuticos. 

Todos esses fatores podem favorecer a redução da dose, a diminuição de efeitos 

adversos e adesão ao tratamento. Comparando-se com outras vias, a nasal tem 

representado um grande avanço na administração de fármacos12.  

 Apesar das vantagens da via nasal, há algumas barreiras que limitam a 

absorção de fármacos, como o mecanismo de depuração mucociliar que pode 

remover a formulação da cavidade nasal. 

 A tuberculose (TB) acomete em sua grande maioria órgãos extremamente 

oxigenados como os pulmões. Sendo assim, a administração nasal de fármacos 

antituberculose pode ser bastante interessante, desde que se lance mão de 

plataformas de entrega de fármacos capazes de superar eficientemente as limitações 

impostas por essa via.  

 Atualmente o desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas se dá numa 

velocidade muito menor ao aparecimento de mecanismos de resistência do 

Mycobacterium tuberculosis (causador da tuberculose). Esse quadro dificulta muito o 

controle epidemiológico da tuberculose. 

 Um dos fármacos mais utilizados como fármaco de primeira linha no 

tratamento da tuberculose é a rifampicina (Figura 1 E), com efetividade de 95% nos 

casos de TB causados por cepas susceptíveis13. Porém, devido a problemas de 

metabolização pré-sistêmica, possíveis interações medicamentosas e níveis séricos 

baixos, se faz necessária a busca por alternativas para amenizar estas desvantagens.  

 Em suma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de sistemas líquidos 

cristalinos e sistemas precursores de cristal líquido mucoadesivos para a 
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administração nasal de rifampicina, potencialmente aplicáveis na otimização da 

terapia da TB. 
 

 

 
Figura 1: Estruturas moleculares dos compostos utilizados na constituição dos sistemas formados. 
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5 CONCLUSÕES  

 Foram selecionados 6 sistemas, dentre eles sistemas líquido-cristalinos (9D, 

10D, 9E e 10F) e sistemas precursores de cristal líquido (10E e 9F). 

 As formulações 9D, 10D, 9E e 10F demonstraram comportamentos 

reológicos, mecânicos e bioadesivos compatíveis com sistemas líquido cristalinos e 

as formulações 10E e 9F comportamentos condizentes com características de 

sistemas microemulsionados. Todos os sistemas quando adicionado FNS 

apresentaram mesofase com alto nível de organização corroborando com os 

resultados de mucoadesão e microscopia de luz polarizada. Foi possível também 

confirmar a presença de sistemas microemulsionados (10E, 10F e 10ER) com as 

análises de SAXS. Ainda, as análises de DSC mostraram que a rifampicina confere 

maior reorganização das moléculas de água, agregando estabilidade aos sistemas.  

 A adição do biopolímero quitosana aos sistemas 9E e 10E não mostrou 

aumento significativo nos parâmetros de perfil de textura (dureza, adesão, 

compressibilidade e coesão) e reologia quando comparados aos sistemas sem a 

quitosana. A incorporação do fármaco de interesse (rifampicina) nos sistemas 9D,10D, 

9E, 10E, 9F e 10F não provocou alterações nas elevadas estabilidades dos sistemas, 

adicionalmente observou-se aumento nos parâmetros de mucoadesão (PMA e TMA), 

quando comparado com sistemas sem rifampicina. Todos os sistemas selecionados 

demonstraram perfis físico-químicos compatíveis para administração nasal. 

 Os sistemas selecionados foram submetidos a análises citotóxicas pelo 

método de Difusão em Agar, onde mostraram-se moderadamente citotóxicas, com 

exceção do sistema 10DR que apresentou citotoxicidade branda. Após a verificação 

do potencial citotóxico dos sistemas, foram selecionados 2 sistemas para dar 

continuidade aos ensaios microbiológicos. Os sistemas 9D e 10D carreando 

rifampicina apresentaram atividade bactericida sobre a cepa H37rv de Mycobacterium 

tuberculosis, e ainda se mostraram potencialmente promissores na liberação de 

rifampicina.  

 Para a quantificação das amostras geradas durante o ensaio farmacocinético, 

um método cromatográfico totalmente miniaturizado foi desenvolvido, validado e 

aplicado na análise de rifampicina em plasma de rato. Esse método conta com uma 

etapa de extração online do analito através de acoplamento de uma coluna com 
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características extratoras (SPE) à uma coluna analítica, ambas capilares. Essa 

estratégia aumenta significativamente o dinamismo das análises, além de outras 

vantagens como: 

- menor envolvimento do analista durante o preparo da amostra, diminuindo a 

possibilidade de erro; 

- descarte online de compostos remanescentes da etapa de precipitação de proteínas, 

evitando sua transferência para a coluna analítica, diminuindo a possibilidade de 

interferências; 

- volume reduzido de amostra biológica necessário para a análise, mantendo o limite 

de quantificação adequado para o propósito; 

- consumo reduzido de solventes, reagentes e materiais utilizados; isso leva a uma 

redução de custo e de impacto ambiental; 

- preservação da vida útil da coluna analítica com o acoplamento de uma coluna 

responsável pela extração e limpeza prévia da amostra. 

 Com o método bioanalítico desenvolvido e validado, a análise de um grande 

número de amostras de plasma foi possível em um período razoável de tempo, com 

elevado grau de confiabilidade. A análise cromatográfica de cada amostra foi realizada 

em 20 minutos, já considerando as etapas de lavagem e condicionamento das colunas 

(de extração e analítica). O volume de fase móvel utilizado para a extração e pré-

concentração dos analitos foi de 2 ml; para a etapa de análise, o volume usado de 

fase móvel foi de 200 µl. Não foram observados efeitos de memória mesmo após a 

injeção de concentrações altas de rifampicina, evidenciando a eficiência do processo 

de lavagem da coluna de extração.  

 E finalmente após a quantificação dos níveis de rifampicina em plasma de 

rato, foi possível obter parâmetros farmacocinéticos relacionados à liberação do 

fármaco carreado pelos sistemas líquido cristalinos 9D e 10D. Os resultados 

demonstraram que os sistemas líquido cristalinos podem carrear e liberar o fármaco, 

promovendo uma absorção de rifampicina de 2 a 4 vezes maior por administração 

nasal, quando comparadas a dados da literatura para administração da mesma dose 

por via oral. As análises farmacocinéticas mostraram que os sistemas líquido cristalino 

podem ser uma plataforma viável de carreamento de rifampicina; porém isso se trata 

apenas de um estudo inicial, estudos futuros ainda são necessários. 
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 Os resultados obtidos neste trabalho atingiram os objetivos propostos e 

mostram-se bastante promissores para obtenção de sistemas nanoestruturados que 

possam contribuir com alternativas para melhorar a terapia da TB. Levando em conta 

que o grande problema atualmente no tratamento da tuberculose é o longo período 

de quimioterapia (6 meses), com ingestões orais diárias dos fármacos 62, a 

possibilidade de se desenvolver um sistema nanoestruturado carreador de fármaco, 

garantindo liberação controlada por longos períodos, é promissora. Com isso, será 

possível ajustar a dose de liberação deste fármaco, favorecendo a administração do 

fármaco em dias alternados; consequentemente, a taxa de abandono do tratamento, 

que atinge grandes proporções no país, poderá sofrer importante decréscimo 63.  
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