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Manual de Sobreviéncia

Depois de algum tempo vocé ainda é capaz de aprender a diferenca, a sutil diferenca entre
dar a méo e acorrentar uma alma. E vocé aprende que amar ndo significa apoiar-se, e que
companhia nem sempre significa seguranca ou proximidade. E comeca aprender que beijos
ndo sdo contratos, tampouco promessas de amor eterno. Comeca a aceitar suas derrotas
com a cabeca erguida e olhos radiantes, com a graga de um adulto - e ndo com a tristeza de
uma crianga. E aprende a construir todas as suas estradas no hoje, pois o terreno do
amanha é incerto demais para os planos, ao passo que o futuro tem o costume de cair em
meio ao vao.

Depois de um tempo vocé aprende que o sol pode queimar se ficarmos exposto a ele durante
muito tempo. E aprende que ndo importa o quanto vocé se importe: algumas pessoas
simplesmente ndo se importam... E aceita que ndo importa o0 quao boa seja uma pessoa, ela
vai feri-lo de vez em quando e, por isto, vocé precisa estar sempre disposto a pedoa-la.

Aprende que falar pode aliviar dores emocionais. Descobre que se leva um certo tempo
para construir confianca e apenas alguns segundos para destrui-la; e que vocé, em um
instante, pode fazer coisas das quais se arrependera para o resto da vida. Aprende que
verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas distancias, e que, de fato, os
bons e verdadeiros amigos foi a nosssa préopria familia que nos permitiu conhecer. Aprende
gue ndo temos que mudar de amigos: se compreendermos que 0s amigos mudam (assim
como voceé), percebera que seu melhor amigo e vocé podem fazer qualquer coisa, ou até
coisa alguma, tendo, assim mesmo, bons momentos juntos.

Descobre que as pessoas com quem vocé mais se importa na vida séo tomadas de vocé
muito cedo, ou muito depressa. Por isso, sempre devemos deixar as pessoas que
verdadeiramente amamos com palavras brandas, amorosas, pois cada instante que passa
carrega a possibilidade de ser a ultima vez que as veremos; aprende que as circunstancias e
0s ambientes possuem influéncia sobre nds, mas somente n6s Somos responsaveis por nés
mesmos; comega a compreender que ndo se deve comparar-se com 0S outros, mas com o
melhor que se pode ser.

Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que se deseja tornar, e que 0
tempo € curto. Aprende que ndo importa até o ponto onde ja chegamos, mas para onde
estamos, de fato, indo - mas, se vocé ndo sabe para onde esté indo, qualquer lugar servira.

Aprende que: ou vocé controla seus atos e temperamento, ou acabara escravo de si mesmo,
pois eles acabardo por controla-lo; e que ser flexivel ndo significa ser fraco ou nao ter
personalidade, pois ndo importa o quéo delicada ou fragil seja uma situacdo, sempre
existem dois lados a serem considerados, ou analisados.

Aprende que herois séo pessoas que foram suficientemente corajosas para fazer o que era
necessario fazer, enfrentando as consequéncias de seus atos. Aprende que paciéncia requer
muita persisténcia e pratica. Descobre que, algumas vezes, a pessoa que VOCE espera que 0
chute quando vocé cai, podera ser uma das poucas que o ajudara a levantar-se. Aprende
que maturidade tem mais a ver com 0s tipos de experiéncias que se teve - e o que voceé foi
capaz de aprender com elas -, do que com quantos aniversarios vocé celebrou.



Aprende que ha muito mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha. Aprende que nunca
se deve dizer a uma crianca que sonhos sdo bobagens: poucas coisas sao tdo humilhantes e
seria uma tragédia se ela (a crianca) acreditasse nisto! Aprende que quando se esta com
raiva se tem o direito de se estar com raiva, mas isso ndo nos da o direito de sermos
Cruéis...

Descobre que s6 porque alguém néo o ama - do jeito que vocé deseja ser amado - ndo
significa que esse alguém ndo o ame com tudo o que pode, pois existem pessoas que nos
amam, mas simplesmente nao sabem demonstrar (ou vivenciar) o que poderia ser um
grande amor.

Descobre que nem sempre é suficiente perdoar ou ser perdoado por alguém: algumas vezes,
0 mais importante é perdoar a si mesmo. Assim, da mesma forma, nédo € suficiente amar as
pessoas e ser amado por elas: é igualmente fundamental que amemos a n6s mesmos!
Aprende que com a mesma severidade com que julgamos, em algum momento poderemos
ser condenados... Aprende que ndo importa em quantos pedacos o seu coracgao foi partido:
simplesmente 0 mundo n&o ird parar para que vocé possa conserta-lo.

Aprende que o tempo ndo é algo que possa voltar atras. Portanto, plante, vocé mesmo, seu
jardim e decore sua alma - ao invés de esperar eternemante que alguém lhe traga flores. E
voceé aprende que, realmente, tudo pode suportar; que realmente é forte e que pode ir muito
mais longe - mesmo apos ter pensado ndo ser capaz. E que realmente a vida tem seu valor,
e, VOC&, 0 seu proprio e inquestionavel valor perante a vida.

William Shakespeare
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RESUMO

Sistemas multiparticulados com potencial de liberacdo especifica na regido
colénica vém sendo investigados. Dentre as diferentes abordagens para obter
liberacdo especifica de farmacos no colon, o uso de polimeros degradaveis por
bactérias colbnicas é a mais promissora atualmente. A proposta deste trabalho €,
entdo, a obtencdo de um sistema que associe biodegrabilidade especifica e
liberacdo pH dependente de farmaco.

O método utilizado nas preparacdes foi o de coacervacdo complexa,usando
para isso quitosana(QS) e Ca*? como componentes catidnicos, e pectina(PC), como
componente aniénico. As particulas foram preparadas na proporcdo 3:1 pela
interacdo polieletrolitica entre PC/QS, respectivamente, com 2% de CaCl, e 0,5% de
um dos polimeros gastrorresistentes, ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (FHPMC)
ou acetoftalato de celulose (AFC), e 100 mg de triancinolona (TC).

A caracterizacdo das particulas incluiu as andlises de granulometria,
morfologia, o0 comportamento de intumescimento e testes de liberacdo em meios que
simulam o trato gastrintestinal. Analises de intumescimento em meio gastrico
simulado mostraram que tanto as combinacbes QS/PC com FHPMC ou AFC,
diminuiram a taxa de intumescimento das particulas. Os estudos realizados com as
diferentes formulacdes, mostraram que as particulas com incorporacdo de AFC
tiveram uma diminuicdo significativa no perfil de intumescimento, levando,
consequentemente, a uma maior resisténcia gastrica , ndo sendo observada

liberacdo do farmaco em até 02 horas de ensaio.

Palavras chaves: Liberacao colbnica; Quitosana; Pectina;

Microencapsulacao



ABSTRACT

Multiparticulate systems with the potential for site-specific delivery to the colon
have been investigated. Among the different approaches to achieve colon-selective
drug delivery, the use of polymers, specifically biodegradable by colonic bacteria,
holds great promise. In this work a system, which combines specific biodegradability
and pH-dependent release, is presented. Complex coacervation was applied to
prepare particles combination chitosan (CS) and Ca** as a cationic and pectin (PC)
as anionic components The particles have been prepared in the ratio of 3:1 by
polyelectrolytic interaction between PC:QS, respectively, with 2% of calcium chloride
and 0.5% of enteric polymer , hidroxypropylmethyl cellulose phthalate (HPMCP), or
cellulose acetate phthalate (CAP), and 100 mg of triancinolona (TC). The
characterization of the microparticles included the analysis of granulometry,
morphology, the swelling behavior and dissolution tests in media that simulate the
gastrointestinal tract. Swelling assay under simulated gastric condition have shown
that both CS:PC combinations with HPMCP or CAP, decreased swelling ratio of the
particles. In relation to different formulations studies, dissolution tests showed that
particles with CAP lead to significant decrease of swelling behavior, leading,
consequently, to a total gastric resistance (no drug liberation up to 2 hours).

Keywords: Colonic delivery; Chitosan; Pectin; Microencapsulation.



INTRODUCAO

|. INTRODUCAO

As inovacgdes tecnoldgicas na area farmacéutica, especialmente os sistemas
de liberacdo controlada de farmacos, tém provocado uma mudanca radical no
campo da farmacoterapia. Nas décadas anteriores, ja era possivel prever que, por
volta do ano 2.000, poucos farmacos novos seriam sintetizados e que a tecnologia
farmacéutica teria um papel fundamental para tornar os farmacos ja existentes mais
eficientes do ponto de vista de efeito terapéutico e muito mais seletivos em termos
de concentracéo no local de acéo, provocando menos efeitos colaterais e ampliando
a duracdo do seu efeito farmacologico.

O desenvolvimento de um novo produto farmacéutico esta embasado na
necessidade de obtencdo de maxima atividade farmacol6gica com o minimo de
efeitos adversos. Sendo assim, visando uma terapia efetiva, a escolha da via de
administracédo e da forma farmacéutica adequada é etapa decisiva na prética clinica.

De acordo com os principios basicos da farmacologia, a terapia sera mais
efetiva quanto mais préximo do local de acédo ocorrer a liberagdo do farmaco (Fell,
1996). Neste sentido, a pesquisa de novos sistemas para a liberacdo de farmacos
em regides-especificas tem sido alvo, recentemente, de amplos investimentos em
tecnologia farmacéutica (ROUGE; BURI; DOELKER, 1996; LEVY, 1998;
URQUHART, 2000).

As formulagdes que objetivam a liberagdo controlada de farmacos
administrados pela via oral, devem atender certos requisitos que possibilitem a sua

passagem nas diferentes por¢des do trato gastrintestinal (TGI), sem que ocorra
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liberacdo e/ou absorcdo do farmaco em locais inadequados (ZAHIRUL; KHAN, 1996;
LIPKA; AMIDON, 1999).

Com o0 desenvolvimento destes sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, a terapia oral tornou-se mais efetiva, com nitidos beneficios aos
pacientes. Dentre estes beneficios, foi possivel diminuir a frequéncia de
administracéo, a incidéncia de toxicidade e efeitos colaterais indesejados, além de
permitir o uso de baixas doses e a manutencédo do farmaco na sua forma intacta até
que ele alcance a regido-alvo para liberacdo (ROUGE; BURI; DOELKER, 1996;
LEVY, 1998; SINHA, 2003).

Almejando-se a liberacdo alvo-especifica, as abordagens mais frequentes
incluem os sistemas com revestimentos pH-dependentes, a ligacdo covalente do
farmaco com carreadores, formulacées com propriedades tempo-dependentes ou
que sao degradadas pela microflora colonica (CHOURASIA; JAIN, 2003).

Entre estes sistemas de liberacdo controlada, a liberacdo colénica de
farmacos tem tido muito destaque, pois permite, entre outras aplicacdes, o0
tratamento tépico da sindrome do intestino irritavel e das doencas inflamatorias
intestinais, como a colite ulcerativa e a doenca de Crohn, que normalmente afetam
este 6rgdo (KENYON et al.; 1997; WIKBERG; ULMIUS; RAGNARSSON, 1997;
FRIEND, 1998). Além da possibilidade do tratamento das doencas cronicas, o colon
humano também é considerado como uma regido favoravel a absorcéo de proteinas
e peptideos com potencial terapéutico, pois apresenta baixa atividade de enzimas
proteoliticas (YANG; CHU; FIX, 2002).

Os sistemas de liberacdo colonica de farmacos administrados por via oral
podem ser obtidos por diferentes meios, incluindo os sistemas revestidos e o0s

matriciais, como comprimidos e sistemas multiparticulados (microparticulas e
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pellets). Do ponto de vista farmacotécnico, quatro estratégias tém sido estudadas,
objetivando o direcionamento do farmaco para o intestino grosso, baseadas em: a)
pH do lumem intestinal, b) tempo de transito no intestino delgado; c) pressao
causada pelas ondas peristalticas no colon distal; d) atividade das enzimas
bacterianas do célon. Tanto a liberacdo controlada pelo pH como a controlada pelo
tempo encontram aplicacdo também na vetorizacdo para o intestino delgado
(DRESSMAN et al., 1993; SEMDE et al., 2000).

O método pelo qual a liberagdo do farmaco é desencadeada pela presenca de
enzimas da flora colbnica parece ser o mais interessante no que diz respeito a
seletividade (RUBINSTEIN, 1990). Alguns polissacarideos, como a quitosana (QS) e
a pectina (PC), degradaveis pela flora colénica humana, vém sendo investigados,
visando sua aplicacdo no desenvolvimento de sistemas de liberacdo coldnica, entre
eles as microcapsulas (SEMDE et al., 2000). O uso destes polimeros naturais como
veiculadores de farmacos tem recebido muita atencdo no campo farmacéutico,
devido ao seu baixo custo e a sua seguranca (BERNKOP-SCHNURCH, 2000).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu sistemas
multiparticulados a base de QS, visando a liberagcéo colonica de triancinolona (TC)
(LUCINDA-SILVA, 2003), mostrando que os sistemas liberaram parte do farmaco em
meio acido, apds sofrerem leve intumescimento. Tendo em vista a busca por um
maior controle na liberacdo do farmaco no TGI superior, este trabalho apresenta o
desenvolvimento de sistemas multiparticulados a base de QS:PC, aos quais foram
incorporados polimeros gastrorresistentes, aliando assim a liberacdo pH-dependente
com a liberacdo enzimatica. Usou-se como farmaco modelo a triancinolona (TC),
que é um antiinflamatorio esteroidal empregado no tratamento de inflamacgdes locais

do colon. Para tal, foram utilizados os polimeros acetoftalato de celulose e ftalato de
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hidroxipropilmetil celulose, que tém em comum um acido dicarboxilico e acido ftalico
numa forma parcialmente esterificada. Estes polimeros, usados tradicionalmente na
obtencédo de formas farmacéuticas solidas gastrorresistentes, sendo ésteres acidos,
sao insoluveis em meio gastrico, sendo soluveis em valores de pH acima de 5,0,
dificultando, assim, a liberacdo do farmaco no TGI superior (Sakellariou; Rowe,

1995).
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Il. FUNDAMENTOS TEORICOS

Nestes ultimos anos, tém-se constatado um notavel crescimento em torno da
criacdo de novos sistemas de liberacdo de farmacos. Durante esse periodo, a
industria farmoquimica se destacou no uso e no aproveitamento de matérias primas
de baixo custo e facil acesso para o desenvolvimento de novos materiais
poliméricos, o que permitiu o uso de varias técnicas para a encapsulagcdo de muitos
compostos em sistemas de multiparticulas, como microesferas e microcapsulas,
nanoesferas e nanocapsulas, com o intuito de proteger, estabilizar, mascarar os
sabores indesejaveis ou modificar as propriedades de liberacdo. Os sistemas de
multiparticulas tém suscitado um grande interesse nas formulagdes orais por
apresentarem muitas vantagens, tais como dose unica, variabiliddade do tempo de
transito no TGl e a possibilidade de mistura de farmacos com diferentes

propriedades de liberagao (AZEVEDO, 2002).

O termo multiparticulas se refere a estruturas diferentes como microesferas,
microcapsulas, nanoesferas e nanocapsulas. Denominam-se esferas aqueles
sistemas em que o farmaco encontra-se homogeneamente disperso no interior da
matriz polimérica. Desta forma, obtém-se um sistema monolitico, onde nao é

possivel identificar um nucleo diferenciado (OLIVEIRA; et al., 1992).

Micro ou nanocapsulas, ao contrario, constituem os chamados sistemas do
tipo reservatorio, onde é possivel identificar um nucleo diferenciado, que pode ser
solido ou liquido. Neste caso, a substancia constituinte do nucleo encontra-se
envolvida por uma membrana, geralmente polimérica, isolando o nucleo do meio

externo (JOSUE et al., 2000).
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Quando sistemas de liberagdo controlada ou sustentada estdo sendo
desenvolvidos, €& essencial avaliar os fatores que podem afetar o seu
comportamento. No caso da via oral, via pela qual a maioria dos medicamentos é
administrada, € importante conhecer como essas formulacbes irdo comportar-se

durante sua passagem pelo ambiente hostil do TGI.

1. O TRATO GASTRINTESTINAL

O TGI consiste em um tubo muscular, com aproximadamente 6 m de
comprimento e de didmetro variavel. Estende-se da boca até o anus e apresenta
quatro regides anatdmicas principais: eséfago, estdmago, intestino delgado e

intestino grosso ou coélon. (Figura 01).
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Figura 01. Diagrama do TGl, destacando o célon e o reto (SPED, 2003).

A influéncia da motilidade do TGI nas formas farmacéuticas sélidas tem
importantes consequéncias na liberacdo, absorcdo e biodisponibilidade dos
farmacos. Por isso, o conhecimento dos paradmetros e das variaveis fisioldgicas que

podem influenciar o desempenho de uma forma farmacéutica in vivo é fundamental
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para o desenvolvimento de produtos com maior eficacia terapéutica e menor

incidéncia de efeitos colaterais.

1.1. O esobfago

A boca é o ponto de entrada para a maioria das formas farmacéuticas (a
denominada via de administragdo bucal ou peroral). Neste ponto, o contato com a
mucosa bucal é normalmente breve. Ligando a cavidade bucal ao estdémago
encontra-se o esdfago. Este é constituido por uma camada muscular grossa, de
aproximadamente 250 mm de comprimento e 20 mm de didmetro, que se liga ao
estbmago na juncdo gastresofagica ou 6stio-cardio, como é denominado algumas
vezes. O transito de formas farmacéuticas no eséfago € extremamente rapido, sendo

da ordem de 10 a 14 segundos (CORA, 2004).

1.2. Oestdbmago

A regidao seguinte do TGl a ser alcangada pelos alimentos e pelos
medicamentos € o estdbmago. As principais fun¢des do estdmago sao: a) atuar como
reservatorio temporario para os alimentos ingeridos e transferi-los para o duodeno a
uma velocidade controlada; b)reduzir os sdlidos ingeridos até uma massa uniforme e
cremosa, denominada quimo, por meio da acéo da digestao acida e enzimatica. Isso
possibilita um melhor contato do material ingerido com a membrana mucosa dos

intestinos e, consequentemente, promove a digestdo (EVANS, 2000).
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Outra funcdo do estdbmago, talvez ndo tdo 6bvia como a anterior, é a de
reduzir o risco de substancias nocivas chegarem ao intestino (RAO; SCHULZE-

DELRIEU, 1993).

O estdbmago é a regiao mais dilatada do TGl e esta situado entre a parte
terminal do eséfago e o intestino delgado. Tem capacidade de cerca de 1,5 L,
apesar de, em jejum, nao conter mais do que 50 mL de fluido, e é dividido em quatro

regides anatdmicas: fundo; corpo; antro e piloro (QUIGLEY, 2000).

Apds a ingestdo de alimentos (periodo pés-prandia), sdo observados dois
padrdes de atividade diferenciados: as porgdes proximais do estdmago relaxam para
receber o alimento e as contragdes graduais dessa regiao movimentam o conteudo
gastrico para as regides mais distais. A peristalse, contragdes do estdbmago distal,
serve para fazer a mistura e a desagregagao das particulas dos alimentos, bem

como movimentar o conteudo na diregao do esfincter pilérico (QUIGLEY, 2000).

O esfincter pilérico atua regulando a passagem do material estomacal para o
duodeno. Ele permite que liquidos e pequenas particulas passem, enquanto que
outros materiais sofrem retropulsdo para o antro estomacal, sendo capturados pela
proxima onda peristéltica e sofrendo uma redugdo de tamanho anterior ao seu

esvaziamento (COUPE et al., 1991).

O esfincter pilérico, portanto € uma estrutura capaz de dificultar a passagem
de grandes particulas solidas (HASLER, 1995; QUIGLEY, 2000). Geralmente, o que
se observa é que estas particulas, incluindo-se as formas farmacéuticas solidas
convencionais, ndo sao esvaziadas do estdbmago durante o periodo de atividade

digestiva (COUPE et al., 1991).

29



FUNDAMENTOS TEORICOS

O tempo que uma forma farmacéutica leva para atravessar o estbmago é
geralmente denominado tempo de residéncia gastrica, tempo de esvaziamento
gastrico. Os tempos de residéncia gastrica normais variam, geralmente, de 5 min a 2
h, embora tempos muito maiores, superiores a 12 h, tenham sido registrados,
sobretudo no caso de formas unitarias de tamanho grande. Terminado o periodo
digestivo (jejum), inicia-se um padrdao de motilidade interdigestiva, denominado
Complexo Mioelétrico Migratério (CMM), que é caracterizado por uma atividade
mecanica intensa e irregular, com quatro fases consecutivas e duragdo média de 84

a 112 min (HASLER, 1995; GIELKENS et al., 1998).

A fase | € um periodo de 40 a 60 min de relativa inatividade, durante o qual
ocorrem apenas contracdes esporadicas. O aumento no numero de contragcdes
acontece na Fase Il, a qual tem um periodo de duracéo similar ao da fase I. A Fase
Il apresenta um periodo de 5 a 10 min de contracdes intensas, ritmicas e oclusivas,
que se propagam do antro gastrico até o piloro, fazendo com que o piloro se abra na
base, removendo assim qualquer material residual presente no estdbmago (RAO;
SHULZE-DELRIEU, 1993). Durante esta fase ocorre o esvaziamento gastrico de
grandes particulas sélidas e dos restos alimentares nao digeridos. A fase IV consiste
em um periodo de transicdo entre a atividade vigorosa da fase Ill e a inatividade da
fase I. As ondas contrateis do CMM propagam-se distalmente, a partir do estémago
até o ileo terminal, e sao interrompidas com a ingestdo de alimento (GIELKENS et

al., 1998).

Portanto, o estado prandial € um dos fatores que podem influenciar a
motilidade e o esvaziamento do conteudo gastrico, devendo ser considerado na
administragao oral de farmacos contidos em formas farmacéuticas sélidas (COUPE

et al., 1991; EWE et al.,1991; CECIL et al., 1999; SINGH, 1999). Além disso, como
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parte do processo fisiologico da digestdo, o conteudo gastrico recebe uma forga
maxima do movimento peristaltico, especialmente na regido distal. Isto significa que
uma forma farmacéutica solida estara submetida a agdo mecanica da parede
gastrica que podera provocar sua ruptura (KAMBA et al., 2003). A forga mecanica
destrutiva que a parede gastrica aplica sobre as formas farmacéuticas solidas

interfere com a desintegracao e, consequentemente, com a dissolugao do farmaco.

1.3. Intestino Delgado

O intestino delgado é a regidao mais comprida (4 a 5 m) e mais convoluta do
TGl, estendendo-se desde o esfincter pilorico do estbmago até a jungéao ileocecal,
onde se une ao intestino grosso. Suas principais fungbes sao: a) digestdo — o
processo de digestdo enzimatica que teve inicio no estdbmago completa-se no
intestino delgado e b) absorgédo — o intestino delgado é a regido onde a maior parte

dos nutrientes e de outras substancias sdo absorvidos (ASHFORD, 2005).

Divide-se em duodeno, que tem 200 mm a 300 mm de comprimento, jejuno,
que mede aproximadamente 2 m de comprimento, e ileo, com aproximadamente 3 m
de comprimento. O pH luminal do intestino delgado é de cerca de 6 e 7,5

(ASHFORD, 2005).

Apresenta uma extensa superficie (cerca de 600 vezes a superficie de um
cilindro comum), chegando a até cerca de 200 m? em adultos, o que transforma o
intestino delgado em um sitio de absorgédo por exceléncia, favorecendo a absorgao

de nutrientes e farmacos (ASHFORD, 2005).
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Estudos verificaram que o tempo de transito de uma forma farmacéutica € um
parametro importante para a liberagao de farmacos e constataram que o tempo de
transito de uma forma farmacéutica sélida através do intestino delgado é mais
consistente em relagéo ao tempo para o esvaziamento gastrico (COUPE et al., 1991;

DAVIS; HARDY; FARA, 1986; KHOSLA; FEELY; DAVIS, 1989).

Assim como ocorre no estdbmago, a motilidade intestinal exibe padrdes
distintos durante o jejum e o periodo pds-prandial. No jejum, a atividade motora é
ciclica e definida pelo CMM, sendo interrompida com a ingestdo do alimento

(BASILISCO; PHILLIPS, 1993; THOMSON et al., 2003).

Entretanto, geralmente, o transito da maioria das formas farmacéuticas
através do intestino delgado é relativamente constante, até mesmo quando séo
administradas com alimento. O tempo de transito médio, tanto de pellets como de

comprimidos, € de 3 a 4h (FRIEND, 1998; RUBINSTEIN, 1995).

1.3. O Intestino Grosso

O cdlon curva-se em torno do intestino delgado, sendo a parte terminal do
TGl. Estende-se desde a jungado ileocecal até o &anus e compreende
aproximadamente 1,5 m dos 6 m do TGIl. E formado pelo ceco (~ 85 mm de
comprimento), pelo célon ascendente (~ 200 mm), pela dobra hepatica, pelo célon
transverso (usualmente maior que 450 mm), pela dobra esplénica, pelo cdlon
descendente (~300 mm), colén sigmdide (~ 400 mm) e pelo reto. Os cdlons

ascendente e descendente sao relativamente fixos, uma vez que estao imobilizados
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pela dobra esplénica e hepatica e pelo ceco. O célon transverso e o sigmoide, ao

contrario, sdo mais flexiveis.

O cdlon, diferentemente do intestino delgado, apresenta area superficial de
mucosa pequena e nao contém vilosidades. Porém, as microvilosidade observadas
nas células epiteliais de absorgéo e a presenga de criptas e a mucosa irregularmente
pregueada servem para aumentar a superficie de contato do célon em 1 a 15 vezes,

se comparada a superficie de um cilindro regular.

As principais fungbes do cdélon sado: a) absorgao de ions de sdodio, cloreto e
agua a partir do lumem em troca de ions de bicarbonato e potassio, tendo assim
uma importante fungdo homeostatica para o organismo, e b) armazenagem e
compactacao das fezes. Todas as funcdes do colon sdo demoradas e requerem
exposicao lenta da mucosa ao conteudo luminal. A motilidade do cdélon é diferente

da motilidade do estdmago e do intestino delgado (RUBINSTEIN, 1995).

Similarmente ao que acontece em outros segmentos do TGI, a motilidade

coloénica também é modulada pelo estado prandial (O'BRIEN; PHILLIPS, 1996).

Ele estd permanentemente colonizado por grande numero e variedade de
bactérias naturalmente anaerdbicas ou anaerdbicas facultativas (Quadro 01), sua
concentragdo bacteriana é de cerca de 10" unidades formadoras de coldnia
(UFC/mL). Para obtencdo de energia necessaria as fungdes celulares, a flora
bacteriana colénica fermenta uma variedade de dissacarideos nao-absorviveis,

oligossacarideos e polissacarideos (CHOURASIA; JAIN, 2003).

Além disso, outros polimeros que sao originarios da parede de células
vegetais, tais como celulose, hemicelulose e substancias pécticas, também séao

susceptiveis de fermentagao no intestino grosso (EVANS et al., 1998).
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As enzimas glicosidicas tipicas sao amilase, pectinase, xilanase, -D-xilodase,
B-D-galactosidase e B-D-glucosidase, sendo as trés ultimas as glicosidases mais
ativas. Sob condi¢gdes normais, os principais produtos finais da fermentacéo colénica
sao acidos graxos de cadeia curta, como os acidos acético, propidnico e butirico e

0s gases metano, dioxido de carbono e hidrogénio (LUCINDA-SILVA, 2003).

O pH ao longo do TGl de individuos sadios esta razoavelmente bem
caracterizado. O pH no ileo terminal em humanos sadios corresponde a 7,5 + 0,4

(McDOUGAL et al., 1993; EVANS et al., 1998; FRIEND, 1998).

Quadro 01. Enzimas presentes na flora intestinal humana (RUBINSTEIN,

1995).
ENZIMAS REACAO METABOLICA CATALISADA
n ~ . L
é Nitrorredutase Reducéo ’dq compostos nitro aromaticos
x e heterociclicos
|_
)
B Azo-redutase
4 N-Oxido redutase Clivagem de compostos nitrogenados
2 Sulféxido redutase
=
§ Hidrogenase Redugao.d’elgrupos carbonila e ligagcbes
L duplas alifaticas
7))
5 Esterases e amidases Clivagem de ésteres ou amidas
=
<§E (_)I Glicosidases Hidrélise de ligagbes B-glicosidicas
o m . 7y . Y] _
%, a Glucoronidases H|droI|Ase.de conjugados de acido
ST glucurdnico

Alguns estudos demonstram que o pH no lumen do cdlon é acido em razéo da

presenga dos acidos graxos de cadeia curta produzidos por fermentacdo de fibras
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alimentares pela microflora colbnica, caindo para cerca de 6,4 + 0,4 no ceco (EVANS

et al., 1998; FRIEND, 1998; McDOUGAL et al., 1993).

Os acidos graxos de cadeia curta sdo fontes nutricionais para os enterécitos
colbnicos e tem sido relatado que sua deficiéncia pode ser a possivel causa da colite

ulcerativa (LEOPOLD, 1999; ROUGE; BURI; DOELKER, 1996; RUBINSTEIN, 1995).

No que concerne a motilidade, o colon apresenta uma forte e prolongada
motilidade propulsiva, além de um potencial de for¢cas destrutivas que aumentam da

regido proximal para a distal (SHAMEEN et al., 1995; CHOURASIA; JAIN, 2003).

Embora, como ja foi dito, o colon tenha uma pequena superficie de absorgéao
comparando-se com o intestino delgado, a lentidao do transito colénico prolonga o
tempo de retencdo das formas farmacéuticas, propiciando uma excelente
oportunidade para a absorcdo de farmacos com acao sistémica ou especifica na

mucosa (STUBBS et al., 1991; KENYON et al., 1997; FRIEND, 1998).

Devido as caracteristicas unicas deste o6rgdo, a liberagdo colbnica de
farmacos tornou-se um atrativo na pesquisa farmacéutica, ndao somente pela
possibilidade do tratamento das doengas comuns ao 6rgdo, como também pela
liberagdo colbnica de proteinas e peptideos com potencial terapéutico (WIKBERG;

ULMIUS; RAGNARSSON, 1997).

1.4. O pH gastrintestinal

O pH dos fluidos varia consideravelmente ao longo do TGI. O fluido gastrico é
muito acido, apresentando normalmente um pH na faixa de 1 a 3,5 em pessoas

saudaveis e em jejum. Apds a ingestao de alimentos, o suco gastrico € tamponado
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para um pH menos acido, dependendo da composicdo do alimento. Os valores
usuais de pH gastrico, observados apds a ingestdo de alimentos, encontra-se na
faixa de 3 a 7. Dependendo de quantidade de alimento ingerido, o pH gastrico
retorna aos valores de acidez, proprios do estado em jejum, apdés 2 a 3 h. Dessa
maneira, somente as formas farmacéuticas ingeridas com, ou imediatamente apés,

os alimentos é que encontram esses valores elevados de pH (EVANS, 2000).

O pH intestinal apresenta valores maiores que o pH gastrico, devido a
neutralizagdo do acido gastrico pelo bicarbonato secretado pelo pancreas dentro do
intestino delgado. Observa-se um aumento gradual do pH ao longo do intestino
delgado, do duodeno até o ileo. O Quadro 02 resume alguns valores relatados na
literatura para o pH do intestino no estado em jejum e apds a ingestao de alimentos

(GRAY: DRESSSMAN, 1996; CORA, 2004).

Quadro 02. Valores de pH do intestino delgado de seres humanos sadios, nos
estados de jejum e apos alimentagéo (Fonte: GRAY; DRESSMAN, 1996)

Local pH em jejum pH apos alimentacéo
Duodeno medio e distal 49-64 51-54
Jejuno 4,4 -6,6 52-6,2
ileo 6,5-74 6,8-7,5~8,0

O pH diminui novamente no colon, a medida que as enzimas bacterianas, as
quais estao localizadas na regiao colonica, desdobram os carboidratos nao digeridos
em acidos graxos de cadeias curtas, os quais levam o pH do cdlon para,

aproximadamente, 6,5 (CORA, 2004).
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2. DIRECIONAMENTO DE FARMACOS PARA O COLON

Atualmente, a liberagao especifica de farmacos no colon é considerada uma
importante alternativa para o tratamento de doencas colbnicas sérias, como a
doenca de Crohn, colite ulcerativa, carcinomas e infecgdes. Por outro lado, sistemas
que permitam absor¢cdo especifica na regido colénica oferecem interessantes
possibilidade para o tratamento de doencgas susceptiveis ao ritmo diurno, tais como

asma, artrite, inflamacéo, etc (ASFHORD; FELL, 1994).

A liberacdo colonica de farmacos, historicamente, esta associada a
administragao local de derivados salicilados no intestino grosso para o tratamento de
doencgas intestinais inflamatérias, principalmente da colite ulcerativa (RUBINSTEIN,

1995; LUCINDA-SILVA, 2003).

Em contraposigao a liberagdo no intestino delgado, a liberagdo direcionada
para o intestino grosso parece, a principio, sem sentido, quando se pensa na
pequena area de absorcao a disposicio e nas fortes propriedades de barreira desse
compartimento inferior do intestino. Entretanto, o célon, como ja foi mencionado
anteriormente, apresenta algumas propriedades que o tornam um o6rgdo de

crescente interesse para a liberagao de farmacos.

O cdlon é rico em uma vasta microflora, a qual pode ser usada para o
direcionamento de sistemas de liberagdo. Sua a atividade enzimatica € menor do
que a do estdbmago ou do intestino delgado, o que permite, por exemplo, a liberagao
de farmacos peptidicos sensiveis nessa regidao. A lentiddo do transito colbnico
prolonga o tempo de retengao das formas farmacéuticas, propiciando uma excelente

oportunidade para a absorcdo de farmacos com acao sistémica ou especifica na
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mucosa (KINGET et al., 1998; CORA et al., 2005). Segundo Kinget et al. (1998),

alguns fatores que afetam a absorg¢ao de farmaco no célon sio:

a) caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, como o pKa e o grau de
ionizagao;

b) tempo de residéncia colbnica;

c) degradagao pelas enzimas bacterianas;

d) ligacao seletiva ou ndo-seletiva a mucosa;

e) acao fisiolégica local do farmaco;

f) presenga ou nao de enfermidade no célon e

g) uso de substancias promotoras de absorgdo, inibidores enzimaticos ou

bioadesivos.

O desenvolvimento de formulagbes medicamentosas especificas para o
intestino grosso deve ser visto como um desafio tecnoldgico, ja que estes sistemas
de liberacdo sdo complexos e estdo submetidos as mudangas graduais e
progressivas a partir do estdbmago até o ileo terminal, porque o medicamento deve
passar intacto pelo estbmago e pelo intestino delgado, liberando o farmaco somente

no intestino grosso (CHOURASIA; JAIN, 2003).

Para a liberagao colénica de farmacos, além de se levar em conta o ambiente
hostil e a variagcdo de pH ao longo do TGI, devem ser considerados, também, o
tempo de esvaziamento gastrico, o tempo de transito no intestino delgado e quais os

fatores que podem modificar estes parametros (CORA et al., 2005).

O sistema de liberacdo col6nica, a ser administrado por via oral, pode ser

alcancado por diferentes meios, incluindo os sistemas revestidos e os matriciais,
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como comprimidos e sistemas multiparticulados, sendo a liberagdo do farmaco
controlada pelo pH do TGI, pelo tempo de transito, pela flora intestinal ou por

pressao no lumen do intestino grosso (LUCINDA-SILVA, 2003).

As enzimas colénicas sao capazes de degradar uma variedade de
polissacarideos presentes na dieta, que ndo sao afetados pelo estbmago ou pelo
intestino delgado. Estes polissacarideos atéxicos e biodegradaveis tém a
capacidade de carrear farmacos especificamente para o célon (SEMDE et al., 2000;
SINHA; KUMRIA, 2001). Rubinstein et al. (1993) demonstraram a eficacia da PC, do
pectinato de calcio e do sulfato de condroitina como carreadores para vetorizacao de
farmacos para o célon. Formulagdes contendo PC foram analisadas, usando-se
enzimas pectinoliticas e estudos de gama cintilografia in vivo, sendo constatado que,
ao alcancarem o colon ascendente, estas formas farmacéuticas tiveram seu
revestimento degradado por agdo enzimatica (KRISHNAIAH et al., 1998; RAMA
PRASAD; KRISHNAIAH; SATYANARAYANA, 1998; MACLEOD; FELL; COLLET,

1999; SEMDE et al., 2000).

Varios materiais de revestimento, objetivando a liberagao colénica, vém sendo
desenvolvidos, devido a necessidade de novos polimeros para uso farmacéutico.
Polimeros acrilicos apresentando intumescimento e propriedades de dissolugao pH-
dependentes, como o Eudragit® S, sdo comuns no delineamento de sistemas de
liberacdo de farmacos para o célon. Polimeros que formam uma barreira protetora
fina de hidrogel, como a hidroxipropilmetil celulose (HPMC), também podem ser

usados para essa finalidade (RUBINSTEIN, 1995).

Os sistemas com revestimentos gastrorresistentes s&o os mais utilizados para
a liberagao colbnica e constituem a maioria das formulagées comerciais disponiveis.

Entretanto, a grande desvantagem destes sistemas é que uma grande quantidade
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de farmaco pode ser liberada no intestino delgado antes de alcangar o célon, isto
porque a diferenca de pH entre o intestino delgado e o cdélon ndo € muito
pronunciada, sendo, portanto, estes sistemas de liberagao sozinhos incapazes de ter

controle sobre a liberagao do farmaco (SINHA; KUMRIA, 2003).

Sistemas multiparticulados sdo os que apresentam melhor distribuicdo no
colon, em razao do menor tamanho de suas particulas, levando a uma melhor
absorcdo do farmaco e, portanto, maior eficiéncia no tratamento da doenca
(FERNANDEZ-HERVAS; FELL, 1998). Devido a uma superficie de contato maior
destes sistemas a degradagdo enzimatica bacteriana, a liberacdo do farmaco
ocorrera mais rapidamente. Tais sistemas atravessam a jungao ileo-cecal de forma
mais reprodutivel do que as formas unitarias, como os comprimidos. Uma vez que o
transito colbnico de particulas pequenas € mais lento, a administracido oral de
farmacos em sistemas multiparticulados pode aumentar seu tempo de residéncia no

colon (KAKOULIDES; SMART; TSIBOUKLIS, 1998).

3. TIPOS DE SISTEMAS PARA LIBERACAO COLONICA DE FARMACOS

A liberacao de farmacos para locais especificos no TGl tem sido estudada por
diversas razdes. Uma razao proeminente € o tratamento de doencga inflamatdria

intestinal (SICCARD; TURNER; MRSNY, 2005).

Atualmente, quatro diregcbes estdo sendo seguidas, para se alcancar a
liberagdo de farmacos no intestino grosso, em razao de suas condigdes fisioldgicas
especiais: a) sistemas de liberacdo controlada pelo tempo; b) sistemas com

revestimento gastrorresistente com liberacdo do farmaco dependente do pH
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(acionada por uma mudanga no pH local a medida que a formulacdo passa pelo
TGl); c) sistemas com liberacdo controlada pela degradagdo enzimatica, incluindo
também os pré-farmacos e d) sistemas de liberacdo controlada por presséo
(variagédo da pressao ao longo do lumen do TGl é usado para acionar a liberagao do

farmaco) (KENYON et al., 1997; TOZAKI et al., 1997; FRIEND, 2005).

a) Sistemas de Liberacdo baseados no tempo

A liberagao controlada pelo tempo baseia-se em vencer o tempo de transito
no intestino delgado, durante o qual nenhuma liberagdo do farmaco deve ocorrer.
Somente apos alcangar o coélon, é que a liberacdo do farmaco deve comecar. Este
objetivo pode ser alcangado, utilizando-se compostos intumesciveis a base de éteres
de celulose ou acrilatos (sendo estes ultimos dependentes do pH) ou substancias
osmoticamente ativas, as quais, pela entrada de agua, experimentam um aumento
de volume e, com isso, exercem um aumento de pressdo, o que leva, apds um
tempo determinado, a liberagdo do farmaco. Esse tempo de prolongamento da
liberacdo também pode ser alcangado por meio de erosdo lenta ou dissolugao de

uma camada de revestimento (LUCINDA-SILVA, 2003; FRIEND, 2005).

Formas farmacéuticas de liberacdo controlada sao desenvolvidas para
prolongar a dissolugdo do farmaco e, portanto, de sua absorgao. Estas formulagdes
se movem ao longo do TGl a taxas dependentes de suas localizagdes (FRIEND,

2005).

Seguindo o esvaziamento gastrico, o transito através do intestino delgado é
relativamente consistente de 3 + 1 h. Portanto, é possivel explorar o tempo de

transito no intestino delgado para controlar o local de liberagdo do farmaco, ja que os
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tempos de residéncia gastrica sdo geralmente variaveis e dependentes da auséncia
ou presenga de alimento. Para isso, polimeros gastrorresistentes sdao usados com a
finalidade de retardar a liberagdo até que a formulagdo atinja o intestino delgado

proximal (KLOTZ; SCHWAB, 2005).

A medida que o farmaco é liberado de sua formulacdo e passa através do
intestino ele é absorvido a uma taxa que depende, entre outros fatores, das
propriedades de permeabilidade do farmaco. O farmaco nao absorvido ou o farmaco
nao liberado da formulagao é excretado nas fezes. Apesar de menos sofisticada que
outras abordagens para liberacdo controlada de farmacos no trato intestinal, o
sistema de liberacdo baseado no tempo é usado para liberar farmacos em varios
pontos do TGI. Liberacédo controlada pelo tempo & a base do Pentasa® (mesalazina),
constituido por beads com revestimento de etilcelulose para liberar lentamente a
mesalazina & medida que passa pelo trato intestinal. E indicado para o tratamento
de colite ulcerativa, apesar do fato da inflamacao ser localizada no intestino distal. A
relativa biodisponibilidade da mesalasina em sua formulagcdo é baixa. Se a
mesalamina ¢é liberada, mas n&o absorvida, pode ainda alcangcar a mucosa

inflamada e, possivelmente, exercer um efeito antiinflamatério local (FRIEND, 2005).

b) Liberacdo controlada pelo pH
Revestimentos gastrorresistentes sdo bem conhecidos e muitos produtos
comercializados baseiam-se nestes revestimentos para retardar a liberagcdo numa
tentativa de aumentar a liberacdo de farmaco no local desejado. Polimeros
gastrorresistentes sdo insoluveis no conteudo do estbmago e evitam a dissolugéo do
farmaco até que a formulacdo passe para o intestino delgado. Os polimeros,

dependendo de sua composi¢cao quimica, se dissolvem a medida que o pH sobe de
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5 para 7 seguindo o esvaziamento gastrico. Comprimidos com revestimento
gastrorresistentes e multiparticulas contidas em capsulas de gelatina sao preferidos
como forma farmacéutica, devido ao seu relativo baixo custo e a facilidade de
fabricacdo comparada com outros sistemas de liberagdo mais complexos

(CHOURASIA; JAIN, 2003; FRIEND, 2005).

Ao mesmo tempo, polimeros gastrorresistentes tém sido criticados por sua
aparente inabilidade em promover uma precisa liberagdo dirigida para locais
especificos do trato intestinal. Os dados gerados em estudos mostram evidéncias de
que o desempenho de polimeros pH-dependentes esta sujeito a diversas variaveis.
A dissolucdo do farmaco a partir de uma forma farmacéutica in vitro e, mais
importante, in vivo, & variavel e, portanto, o direcionamento do farmaco pode ser
menos preciso do que o desejado. O entendimento atual do perfil do pH ao longo do
trato intestinal de pacientes com doenca inflamatéria intestinal ativa sugere que o
controle, de forma precisa, sobre os locais de liberagdo, particularmente do ileo
terminal para frente, torna-se dificil baseado somente na farmacocinética, quando se
faz uso de revestimento com polimero sensivel ao pH (FRIEND, 2005; SICCARD;

TURNER; MRSNY, 2005).

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos normalmente
baseia-se amplamente em dados farmacocinéticos, particularmente nos estagios
iniciais de desenvolvimento. Assume-se, até que se teste clinicamente em pacientes,
que esses dados estdo relacionados com a farmacodindmica. A base para
aprovacao de medicamentos geralmente é baseada em sua eficiéncia clinica (neste
caso, nha capacidade de controlar a inflamagédo intestinal). Enquanto formas
farmacéuticas baseadas em polimeros gastrorresistentes geralmente falham,

fornecendo dados de liberagdo de farmacos pouco satisfatérios tém, por outro lado,
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provado ser clinica e comercialmente uteis em pacientes com doenca inflamatdria

intestinal (FRIEND, 2005).

O valor do pH no intestino grosso € ligeiramente mais alto que o do intestino
delgado em individuos saudaveis, sendo essa diferenga de cerca de 0,5 unidades de
pH (EVANS et al.,, 1998). Esta pequena diferenga no valor de pH do intestino
delgado em relagdo ao intestino grosso € muito pequena para promover uma
liberacdo confiavel do farmaco no célon. Entretanto, o pH luminal no cdlon de
pacientes com colite diminui para valores entre 2,5 e 4,7, mostrando que, neste
caso, polimeros gastrorresistentes sdo materiais de revestimento inadequados
(FALLINGBORG; CHRISTENSEN; ASCANIUS, 1993; LEOPOLD; EIKELER, 1998;

LEOPOLD, 1999).

A desvantagem deste sistema é que grandes quantidades de farmaco podem
ser liberadas no intestino delgado, porque a diferenca de pH entre o intestino
delgado e o célon ndo € muito pronunciada (cerca de 0,5 unidades de pH) e,
portanto, sistemas de liberacido baseados somente na liberagcdo controlada pelo pH,
nao sao capazes controlar totalmente a liberacdo do farmaco (LUCINDA-SILVA,

2003; FRIEND, 2005)

Por esse motivo, a maioria dos sistemas de liberagcdo associa duas
estratégias para o direcionamento do farmaco para o célon, como € o caso de
sistemas de liberagdo baseados no tempo de transito do TGI revestidos com

polimeros gastrorresistentes (FRIEND, 2005).
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Sistemas baseados em tempo de transito e em pH
Como mencionado acima, o transito através do intestino delgado é
relativamente uniforme dentro e entre individuos. Ao combinar a abordagem do
revestimento gastrorresistente, para prevenir a dissolu¢gao do farmaco no estémago,
com um elemento que retarde a liberacdo baseado na passagem do tempo, é

possivel direcionar a liberacdo de um farmaco para o ileo terminal e para o célon.

Esses sistemas baseiam-se no revestimento externo com um polimero
gastrorresistente (geralmente Eudragit®), que evita a liberagdo do farmaco até que a
formulacdo seja esvaziada do estdmago e transite por alguma distancia do intestino
delgado. Uma segunda barreira é usada para retardar a liberagdo seguindo o
esvaziamento gastrico por um periodo pré-determinado de tempo, geralmente varias
horas. Materiais uteis para retardar a liberagdo baseada no tempo incluem

Eudragit®, etilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose (FRIEND, 2005).

c) Liberacado controlada enzimaticamente

e Pro6-farmacos
A liberacdo de um farmaco em pacientes com doencga inflamatdria intestinal
pode também ser realizada usando-se enzimas localizadas proximas aos locais
almejados. Em humanos, o estbmago e o intestino delgado contém
aproximadamente 10®° — 10* unidades formadoras de colénia. Entretanto, a
concentracdo da microflora aumenta drasticamente ao se passar do ileo terminal
para o célon ascendente. Aqui, esse nimero pode alcancar 10" — 10" UFC/mL

(SINHA; KUMRIA, 2003).

45



FUNDAMENTOS TEORICOS

Estas bactérias sobrevivem fermentando uma grande variedade de substratos
que nao sao digeridos no intestino delgado. Enzimas que fermentam estes
substratos incluem azoreductases, B-glucuronidase, B-xylosidase, dextranases,
esterases, nitroreductase, etc. Estas enzimas sao utilizadas na liberacdo de
farmacos na regido col6nica por meio de seu efeito na degradagcdo de matrizes
poliméricas e revestimentos e, também, para deflagrar a liberacdo do farmaco a
partir de derivados de farmacos farmacologicamente inativos (pro-farmacos).
Diversos aspectos do acionamento microbidtico da liberacdo de farmacos no célon

tém sido publicados (SINHA; KUMRIA, 2003; FRIEND, 2005).

Um sistema bem sucedido de liberacdo de farmacos baseado em proé-
farmacos é aquele no qual a porgao inativa do pro-farmaco minimiza a absorgcao até
que a porgao ativa seja liberada (geralmente por meio da agdo enzimatica) perto do
local pretendido (colon). Assim, este pro-farmaco é usado para aumentar a hidrofilia
do composto mae, aumentar o tamanho molecular ou ambos, minimizando, assim, a

absorcéo do farmaco antes que ele atinja o sitio-alvo (FRIEND, 2005).

e Revestimento e matrizes

O uso de polissacarideos para retardar a liberacdo de farmacos no trato
intestinal € bem conhecido, embora nenhum produto comercial que utilize esta
técnica esteja ainda disponivel. Assim como os pré-farmacos descritos acima, varios
polissacarideos de ocorréncia natural sdo estaveis no intestino superior, embora
sejam susceptiveis a degradagéao hidrolitica no célon. A maioria dos polissacarideos
pode ser quimicamente modificada para que algumas propriedades especificas, tais
como a habilidade ou capacidade para formar filmes impermeaveis, sejam

otimizadas (CHOURASIA; JAIN, 2003; FRIEND, 2005).
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A pectina, como muitos outros polissacarideos, é estavel no estbmago e no
intestino delgado, mas é susceptivel a degradagdo enzimatica no intestino grosso.
Sais, como o pectinato de calcio e zinco, sdo os preferidos para serem usados em
sistemas de liberagdo de farmacos, ja que eles apresentam menor solubilidade em
agua e, portanto, melhor propriedade de retardamento de dissolugdo do que o
pectinato de sédio ou acido pectico. Para propiciar retardamento ainda maior da
liberacdo do farmaco, revestimentos por compressao em volta do nucleo contendo o
farmaco também tém sido estudados. Melhorias nos sistemas colénicos de liberagao
controlada usando pectina e outros polissacarideos de ocorréncia natural sao
conseguidas, também, por meio de comprimidos revestidos ou formulagdes
multiparticuladas com polimeros gastrorresistentes tradicionais. O transito
gastrintestinal destas formulagdes foi verificado em estudos in vivo com voluntarios
normais usando-se gama-cintilografia. As formulagcbes de comprimidos com
revestimentos gastrorresistentes foram constituidas de matrizes de pectinato de
célcio preparadas com ou sem protegdao de goma guar. Os comprimidos alcangaram
o célon, na maioria dos casos, intactos e |la eles se desintegraram. Ndo foram
coletados dados farmacocinéticos neste estudo. Portanto, a eficacia desta
abordagem de formulagdo para retardar a liberagdo do farmaco e controlar a

dissolugéo no intestino grosso néo é conhecida (CHOURASIA; JAIN, 2003).

O uso de sais insoluveis de pectina tem obtido sucessos parciais tanto com
dados in vitro como in vivo. Para melhorar a eficiéncia da pectina, derivados tém sido
formulados e testados. Formas de pectina de ocorréncia natural apresentam um
grau relativamente alto de grupos metoxi. O conteudo metoxi deste tipo de pectina
pode ser de 70%, o que ajuda controlar a liberagdo do farmaco. Dados de um estudo

com voluntarios humanos mostrou que comprimidos revestidos por compresséao,
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preparados a partir de pectina com 70% de metoxilas, foram capazes de retardar a

liberagao de tragcadores radioativos soluveis em agua (FRIEND, 2005).

Uma outra abordagem usada para limitar a dissolu¢gao do farmaco no intestino
superior envolve a mistura de filmes. Misturas de filmes sao compostos de
polissacarideos e polimeros insoluveis em agua, tais como etilcelulose ou quitosana
e geéis formando polimeros, tais como hidroxipropil metilcelulose (HPMC). Estas
misturas de filmes foram usadas para preparar revestimentos para comprimidos que
liberassem os farmacos no colon. Testes de dissolugcdo in vitro de comprimidos
revestidos usando enzima pectinolitica mostraram que a liberagdo do farmaco foi
acelerada pela acdo do preparado enzimatico ao ser comparada com a dissolugao

em sistemas livres da enzima (CHOURASIA; JAIN, 2003; SINHA; KUMRIA, 2003).

Outro polissacarideo examinado por sua capacidade de retardar a liberagao
de farmacos no trato intestinal € a goma guar (GG). O cdélon contém enzimas

capazes de degradar GG em pequenas cadeias de acidos graxos (FRIEND, 2005).

Comprimidos compostos principalmente de GG e o farmaco dexametasona
foram administrados oralmente em humanos e seu percurso e desintegragao foram
acompanhados por meio de gama-cintilografia. Essa formulagao liberou um pouco
do farmaco antes da chegada ao cdlon, sendo a maioria liberada no intestino grosso
e esta liberagcio esteve geralmente relacionada com a desintegragdo do comprimido.
Os resultados sugerem que esta abordagem de revestimento por compressao

poderia melhorar a liberagcéo controlada (FRIEND, 2005).

Formulagdes baseadas em polissacarideos representam uma abordagem de
formulagao relativamente simples, que pode ser produzida em diferentes escalas de
maneira reprodutivel e barata. Se ndo ha modificagbes quimicas nos

polissacarideos, a maioria pode ser usada em produtos sem testes de segurancga
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adicionais, o que, além de facilitar a comercializagao, barateia sua producao (SINHA;

KUMRIA, 2003; CHOURASIA; JAIN, 2003).

d) Liberacdo controlada pela presséao

Outra abordagem para controlar o local e, potencialmente, a taxa da liberagao
de um farmaco no trato intestinal € usando-se a pressdo. Devido a reabsorcao de
agua do intestino grosso, a viscosidade dos conteudos luminais aumenta. Como
resultado, a pressao intestinal aumenta devido ao peristaltismo no intestino distal,
fornecendo meios potenciais para disparar a liberacdo do farmaco de uma
formulagcdo que seja susceptivel a mudangas de pressao. Tal abordagem, chamada
sistema de capsulas de liberagdo no coélon controladas por pressido (PCDC —
Pressure- controlled Colon Delivery Capsule), tem sido avaliada tanto em humanos

como em animais (FRIEND, 2005).

Formulagdes susceptiveis a mudancas na pressdo sao preparadas em
capsulas revestidas com etilcelulose. O material utilizado na preparagao destas
capsulas sao polietilenoglicois (PEGs), que sao capazes de sofrer fusdo a
temperatura corporal. O sistema se comporta como um baldao uma vez que o PEG se

liquefaz (FRIEND, 2005).

No intestino superior ha suficiente fluidez para manter a integridade deste
baldo e nenhuma liberacdo de farmaco ocorre. No intestino grosso, entretanto, a
pressao induzida pelo movimento peristaltico afeta diretamente o baldao de
etilcelulose levando a ruptura e subsequente liberagao de farmacos. O momento de
tal liberacdo sera dependente da espessura da parede do revestimento de

etilcelulose (FRIEND, 2005).
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4. POLISSACARIDEOS BIODEGRADAVEIS

Polimeros produzidos naturalmente, como celulose, amido, QS, PC e AL,

representam materiais biodegradaveis, com baixa toxicidade e de baixo custo.

Eles vém sendo muito usados como excipientes em muitas formulagdes

farmacéuticas ha varias décadas (BERNKOP-SCHNURCH, 2000).

A possibilidade de decomposicdo enzimatica destes polimeros por agao das
enzimas coldnicas, principalmente pelas glicosidases, torna possivel a sua aplicagéo
como suporte para formas farmacéuticas de liberacdo colbnica de farmacos
(LORENZO-LAMOSA et al., 1998; CHOURASIA; JAIN, 2003; SINHA; KUMRIA,

2003; LUCINDA —SILVA, 2003).

4.1 Quitina e Quitosana

4.1.1. Quitina (QN)

A quitina (QN), cuja origem etimoldgica grega significa revestimento protetor,
€ extraida das carapagas de crustaceos, tais como camardo, siri, caranguejos,
lagostas e outros (ROBERTS, 1992; KIMURA, 2001; MONTENBAULT; CITON;
DOMARD, 2005). Do ponto de vista estrutural, a QN é um polissacarideo linear
constituido por unidades de 2-acetamida-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por
ligagcdes B-(1,4). Sua estrutura € similar a da celulose, exceto pelo fato de que o
grupo hidroxila do carbono na posigao 2 do anel glicopiranosidico € substituido por

grupo acetamida (Figura 02). Esta semelhanga estrutural reflete-se nas fungdes
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similares destes dois polimeros na natureza, pois ambos atuam com material

estrutural e protetor (SIGNINI, 2002).

As principais fontes de obtencdo da QN em laboratério sdo os exoesqueletos
de varios crustaceos. Esta QN esta fortemente associada com proteinas, material

inorganico, pigmentos e lipideos.

OH CH CH
O
R O ° i O/
CH HD HO
CH OH

Celulose
OH OH COH
0 0 0
0 5 J
OH HO HO
HH WH H
G-0 é:o é=o
CH, JH; JH3
Gluitina

Figura 02- Estrutura da quitina e da celulose.

4.1.2. Quitosana (QS)

A QS (Figura 03) é um polissacarideo obtido da reacédo de desacetilagdo da
quitina em solugdes alcalinas (DENKBAS et al., 2002; CHANG; LIN, 2000). Durante
a reagao de desacetilagdo, os grupamentos acetamido (-NHCOCH;) da QN sé&o
transformados, em graus variados, em grupos amina (-NH;), dando origem a QS

(KIMURA, 2001).
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As propriedades fisicas e quimicas da QN e de seus derivados N-
desacetilados (QS) sdo muito diferentes. O grau de desacetilacdo (GD) e a massa
molecular sao importantes caracteristicas que podem influenciar o desempenho da

quitosana em muitas de suas aplicagdes (CANELA e GARCIA, 2001).

OH OH OH
O ) o/
OH HO HO
Nz NH,

NH;

Figura 03. Estrutura molecular da Quitosana.

A QN é praticamente insoluvel em agua, acidos diluidos, alcalis concentrados

€ na maioria dos solventes organicos (KIMURA, 2001; SANTOS et al., 2003).

A QS é insoluvel em agua e soluvel na maior parte dos acidos organicos,
como acido acético, férmico, citrico, além de acidos inorganicos, como acido
cloridrico diluido, resultando solugbes viscosas (MATHUR; NARANG, 1990;

SANTOS et al., 2003).

A solubilidade da QS esta relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados (-NH3") na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade destes grupos,
maior a repulsao eletrostatica entre as cadeias e também maior a solvatacédo em

agua (SANTOS et al., 2003).

A QS comporta-se como um polieletrélito catibnico moderadamente basico
(pKa = 6,3), formando sal com acidos (PETER, 1995), propriedade que a torna mais
adequada que a celulose, a qual, para exibir propriedades de troca ibnica, precisa
ser convertida em derivados contendo grupamentos quimicos apropriados. Além

disso, a presenga de grupos amino primarios na QS oferece maiores possibilidades
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de modificagdes, tais como N-acilacdo e N-alquilagdo (RATHKE; HUDSON, 1994;
ZHAO et al., 2003) e complexagdo com outros polieletrélitos, como alginato, pectina

(PC), dextrana e outros (GAMZAZADE; NASIBOV, 2002).

A figura 04 apresenta um esquema simplificado do método de obtencédo da

QS.

Exoesqueleto de
crustaceos

Moagem

Extracao de
proteina com
NaOH

Desmineralizagao
com com HCL

secagem

QUITINA Desacetilagao por QUITOSANA
tratamento alcalino

Figura 04. Esquema simplificado do processo de obtencéo da quitina e quitosana
(BEPPU, 1999).

E um polimero hidrofilico ndo téxico (DL: dose letal em ratos 16g/kg),
biodegradavel, biocompativel, bioativo e possui propriedades bactericidas
(DENKBAS et al.,2002; KAS, 1997; CHANG; LIN, 2000; PINEDO; DELGADO;

DELLAMARY, 2001; KHOR; LIM, 2003; CERVERA et al., 2004)

Algumas propriedades biolégicas, tais como atividades antimicrobiana e
cicatrizante, tém sido atribuidas aos fragmentos (oligossacarideos) resultantes da

degradagao enzimatica da QS.
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Atualmente a QS esta despertando muito interesse para aplicagdes médicas e
farmacéuticas. As principais razdes para esta atencdo crescente sao certamente
suas interessantes propriedades intrinsecas, como a biocompatibilidade, que permite
seu uso em varias aplicacoes médicas. Além disso, a QS é metabolizada por certas
enzimas, especialmente a lisozima, sendo, por isso, considerada biodegradavel

(BERGER et al., 2004).

Algumas das aplicagdes da QS na area de biomateriais sdo: manufatura de
lentes de contato, membranas artificiais, pele artificial, engenharia de tecidos,

aplicacdes ortopédicas e periodontais e veiculacdo de farmacos e DNA.

A QS tem se mostrado promissora na preparagao de sistemas carreadores
para liberacdo colonica de farmacos (SHIMONO et al.,, 2002), sendo degradada
pelas enzimas glicosidicas presentes no coélon. Essas enzimas s&o responsaveis
pela hidrélise de di-, oligo- e polissacarideos e sao secretadas por bactérias

anaerdbicas no colon humano, predominantemente Bacteroides e Bifidobacteria.

Zhang e Neau (2002) estudaram a degradacédo enzimatica de amostras de
QS através de testes com enzima comercial e enzimas presentes no conteudo fecal
de ratos. Os resultados mostraram que as amostras de QS foram degradadas pelos
dois tipos de meios enzimaticos utilizados e que a degradacédo é dependente da

massa molecular e do grau de desacetilagao do polimero.

Particulas de QS, incluindo ndo s6 microparticulas e microesferas, mas
também os chamados beads, podem ser preparadas por diversos métodos, tais
como geleificacdo ionotropica, extrusdo-esferonizagdo, evaporacdo de solvente,
emulsdo multipla, spray-drying e coacervagao-precipitagdo, podendo ser usadas

também para o revestimento de microcapsulas (LUCINDA-SILVA, 2003).
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Estudos avaliando a liberagdo col6nica in vitro de uma proteina-modelo,
albumina de soro bovino-isotiocianato de fluoresceina, incorporada em sistemas
multiparticulados de QS preparados por geleificagao ionotropica com tripolifosfato,
mostraram que as particulas foram completamente degradadas por enzimas
presentes no conteudo cecal de ratos, resultando na liberagdo rapida da proteina

(ZHANG; NEAU, 2002).

4.2. Pectina (PC)

A pectina € o componente mais importante na unido das paredes celulares
das plantas e frutas. E um polissacarideo natural extraido da parede celular de
plantas superiores. Sua principal fonte € o bagaco da maga e as cascas de frutas
citricas. A composicido varia com a fonte e condicdes de extracao, localizacido e
outros fatores ambientais. Sdo polimeros predominantemente lineares, formados
principalmente por residuos de &acido a-(1,4)-D-galacturdnico interrompidos por
residuos 1,2 L-raminose (Figura 05) (RUBINSTEIN et al., 1993; THAKUR; SINGH,;

HANDA, 1997; AHRABI, et al., 2000; CHOURASIA; JAIN, 2003).

O grau de esterificagdo (DE), que é expresso como porcentagem dos grupos
carboxilicos esterificados, € um importante dado para classificar a PC. A PC com
baixo grau de metoxilagdo (com DE < 50%) forma géis rigidos pela interagdo com
ions calcio ou cations bivalentes, que reticulam as cadeias do acido galacturénico
(Figura 05) (SRIAMORNSAK; NUNTHANID, 1999; LUCINDA-SILVA, 2003; FRIEND,

2005).
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w  OH
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Figura 05. Estrutura quimica de unidades da PC

Estudos in vitro demonstraram que o uso da pectina com alto grau de
metoxilas, quando aplicada como camada de revestimento de comprimidos
destinados a liberacao colbnica, foi capaz de proteger a forma farmacéutica durante
ensaios simulando o meio gastrintestinal, permanecendo susceptivel ao ataque

enzimatico (CHOURASIA; JAIN, 2003).

Entretanto, estudos in vivo demonstraram que era preciso a formagao de uma
camada de revestimento espessa para proteger a forma farmacéutica. Por isso,
houve a necessidade do desenvolvimento de alguns derivados de PC menos
soluveis em agua, mas que permanecessem com a capacidade de serem

degradados pela flora colénica (CHOURASIA; JAIN, 2003).

Na PC obtida de fontes naturais a metoxilagcdo dos grupos carboxilicos pode
chegar a 60%, sendo conhecida como PC de alto grau de metoxilagédo. A PC de
baixo grau de metoxilacdo €& obtida por desesterificacdo parcial via métodos
enzimaticos ou quimicos, este ultimo empregando solugdes acidas ou alcalinas

(THAKUR; SINGH; HANDA, 1997).
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A desesterificacao alcalina, utilizando solugao alcodlica de aménia, leva a
formagdo de PC de baixo teor de metoxilas contendo grupos amidicos e séo
denominadas PC amidadas, sendo preferencialmente utilizadas quando se deseja a

formagao de gel com ion calcio ou poliions (LUCINDA-SILVA, 2003)

As PCs amidadas sdo mais tolerantes a variacdes de pH e a niveis de calcio
do que as PCs convencionais, tornando-as, assim, mais interessantes para serem

utilizadas em sistemas de liberagao colénica (SINHA; KUMRIA, 2003).

O pH basico favorece a geleificagdo de PCs de baixo grau de metoxilagao,
visto que os grupos carboxilicos livres foram complexados com ions calcio presentes
no meio (Figura 06). A caracteristica fisica do gel é consequéncia da formacao de
uma estrutura tridimensional, resultante da reticulagdo (DEBON; TESTER, 2001;

THAKUR; SINGH; HANDA, 1997).

Figura 06 — Representacao da ligagao de calcio as sequéncias de
poligalacturonato da cadeia da PC (DEBON; TESTER, 2001).

Por causa de suas propriedades de formagao de filme, os derivados da PC
pouco soluveis em agua, tais como pectinato de calcio ou PC amidada, sdo usados

para revestimento por compressao. A penetracao do fluido intestinal no revestimento
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de PC modificada pode ser alcangada por geleificagdo e a degradacao polimérica

depende do seu grau de hidratagao (LUCINDA-SILVA, 2003).

Leopold (1999), visando obter menor espessura de revestimento, descreveu
um complexo interpolimérico, consistindo de PC:QS (1:10) com uma solubilidade

muito baixa em agua.

Hidrogéis de pectinato de calcio sao estaveis em pH baixo, porém
intumescem em solucdes levemente basicas. O pectinato de calcio tem sido avaliado
como revestimento hidrofilico insoluvel para liberagao sustentada pelo processo de
geleificagao ionotropica. Testes realizados com beads de gel de pectinato de calcio
utilizados como carreadores para indometacina e preparados pelo método de
gelificacédo ionotrépica mostraram que a liberagdo do farmaco foi influenciada pelo
tipo de PC, pelo agente enrijecedor usado e pelo teor de farmaco (SRIAMORNSAK;

NUNTHANID, 1999).

Fernandez-Hervas e Fell (1998) revestiram comprimidos de 3 mm de diametro
com uma mistura de PC:QS por meio de uma segunda compressdo. Os
comprimidos foram avaliados in vitro na preseng¢a ou ndo de enzimas pectinoliticas.
Os autores observaram que o revestimento dos comprimidos com a mistura de QS-
PC proporcionou maior protecao do farmaco no TGl superior do que o revestimento

contendo somente PC.
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5. POLIMEROS GASTRORRESISTENTES

Polimeros utilizados para o direcionamento ao célon devem ser capazes de
suportar baixos valores de pH do estdbmago e da parte proximal do intestino delgado,
sendo capazes de se desintegrar somente em pH neutro e levemente alcalino da

juncao ileocecal (CHOURASIA, JAIN, 2003).

Os sistemas pH-dependentes aproveitam-se do aumento progressivo de pH
do trato gastrintestinal a partir do estémago (pH 1-2, o qual aumenta para 4 durante
a digestado), intestino delgado (pH 6-7), local da digestdo, aumentado para 7-8 no
ileo distal e, portanto, possibilitam retardamento da liberagdo e maior protegcao do

principio ativo dos fluidos gastricos (FRIEND, 2005).

Os limiares de pH de polimeros gastroressistentes estao descritos no Quadro

03.

Quadro 03 - Limiares de pH de polimeros gastrorresistentes mais usados

Polimeros Limiar de pH
Eudragit™ L100 6,0
Eudragit® S100 7,0
Eudragit™ L-30D 5,6
Eudragit® FS 30D 6,8
Eudragit™ L100-55 5,5
Polivinilacetato ftalato 5,0
Ftalato de hidroxipropilmetil celulose 4,5-4,8
Ftalato de hidroxipropilmetil celulose 50 5,2
Ftalato de hidroxipropilmetil celulose 55 54
Acetotrimeliato de celulose 4,8
Acetoftalato de celulose 6,0

Portanto, revestimentos gastrorresistentes ndo somente protegem o
medicamento do meio gastrico, permitindo um direcionamento para o intestino

delgado, como podem, ainda, dependendo do seu pH de dissolugdo e da espessura
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da camada de revestimento aplicada, passar também pelo intestino delgado,

dissolvendo-se totalmente no célon (CIFTCI; GROVES, 1996).

5.1 Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (FHPMC)

E um derivado da celulose, constituido por grupos hidroxila, alguns deles
substituidos por éster metilico, éster 2-hidroxipropilico ou éster ftalico, preparado
através da esterificacdo da Hidroxipropilmetil celulose (HPMC) com anidrido ftalico
(Figura 07). O grau de substituintes alcoxi ou carboxibenzoil determina as
propriedades do polimero e, em particular, o pH no qual este se dissolve em meio
aquoso (EHRHARDT; PATT; SCHINDLER, 1973; ROWE, 1982; SERTSOU et al.,

2002).
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Figura 07. Estrutura molecular do ftalato de hidroxipropilmetil celulose (FHPMC).

E encontrado comercialmente com diferentes valores de massa molecular,

sendo mais usados os que estdo na faixa de 80.000-130.000 M. E amplamente
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utilizado em formulagdes farmacéuticas orais como revestimento gastrorresistente
para comprimidos ou granulos. Insoluvel em meio gastrico, porém intumesce,
dissolvendo-se rapidamente no meio alcalino do intestino. Por ser insipido e
insoluvel em pH salivar tem grande aplicagao no revestimento de comprimidos com
a finalidade de mascarar sabores desagradaveis (ROWE; SHESKEY; WELLER,

2003).

Pode ser usado sozinho ou em combinagcdo com outros excipientes, soluveis
ou insoluveis, na preparagdo de granulos para propiciar a liberagao sustentada de
drogas, sendo a taxa de liberagdo pH-dependente. Utilizado no revestimento de
comprimidos para liberacdo entérica, formando um filme completamente insoluvel
nos fluidos gastricos, porém solivel na regido proximal do intestino delgado. E
normalmente aliado a granulos e comprimidos sem a inclusdo de plastificantes
(SAVAGE; RHODES; PORTER, 1995; TORRES et al., 1995; WEIB, et al.,1995 ;

RHODES, 1998; ROWE; SHESKEY; WELLER, 2003).

Comprimidos de paracetamol revestidos com PC:QS:HPMC (3:1:1) foram
desenvolvidos para liberacédo coldnica do farmaco. Esse revestimento foi capaz de
retardar a desintegracdo do comprimido até ele alcangar o colon (MACLEOD; FELL,;

COLLETT, 1999; OFORI-KWAKYE; FELL, 2001; LUCINDA-SILVA, 2003).

Soluvel em mistura de acetona:metanol ou acetona:etanol (1:1, p/p) e em
solugdes alcalinas. Insoluvel em acetato de etila, metanol, etanol, propanol e cloreto
de metileno. O FHPMC possui baixa toxicidade, provavelmente consequéncia do alto
peso molecular, fator limitante da absor¢cdo do polimero (ROWE; SHESKEY;

WELLER, 2003, 2000).
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5.2. Acetoftalato de celulose (AFC)

O AFC é um derivado da celulose no qual metade dos grupos hidroxilas esta
acetilada e 25% deles estéo esterificados com um de dois grupos acidos, sendo um

deles o acido ftalico. O outro grupo acido é livre (Figura 08).

E produzido através da reacdo de esterificagdo parcial do acetato de celulose
com o anidrido ftalico na presenga de uma base organica terciaria, assim como a
piridina, ou um 4acido forte, tal como o acido sulfurico (WYATT, 1991; DOELKER,

1993; ROWE et al., 2003).
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Figura 08. Estrutura molecular do acetoftalato de celulose (AFC)

Assim como o FHPMC, o AFC também é um derivado de celulose, muito
usado como revestimento gastrorresistente de matrizes, comprimidos ou capsulas,
formando filme resistente ao contato prolongado com o meio muito acido do fluido
gastrico, mas solubilizando no intestino. Sua complexagdo com outros polimeros

torna-o mais efetivo do que quando aplicado sozinho (ROWE et al., 2003).
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O AFC é muito utilizado pela industria farmacéutica para formulacdes
destinadas a via oral, por ndo causar efeitos colaterais e por ndo ser toxico

(DOELKER, 1993).

A adicao de plastificantes aumenta sua resisténcia a agua e, dessa maneira,

torna-o mais eficiente do que quando usado sozinho (ROWE et al., 2003).

Recentemente, descobriu-se a atividade antimicrobiana do AFC, e muitos
estudos in vitro e in vivo tém sido realizados, principalmente para as formulacoes
destinadas ao uso topico no tratamento de doencas sexualmente transmissiveis

(NEURATH et al., 2001).

6. FARMACO-MODELO TRIANCINOLONA

A triancinolona € um glicocorticoide (Figura 09), que pode ser utilizado como
um alcool livre ou esterificado, geralmente na posicdo C17. Apresenta-se como um
pd branco ou quase branco, praticamente insoluvel em agua, pouco soluvel em
metanol, praticamente insoluvel em diclorometano, possui ponto de fusao entre 269-

271 °C € Amax 238 nm (& = 15800) (MERCK INDEX, 2001).

E um corticéide, com atividade antiinflamatéria, imunossupressora e com
efeitos metabdlicos baixos, ndo apresentando atividade mineralocorticéide (retengéo
de sédio, agua e deplecédo de potassio), embora esse efeito dependa da dose e da
predisposi¢ao do usuario. Pode ser administrado oralmente, intramuscularmente, por
injecao local, por inalagdo, ou aplicado topicamente em varios casos para os quais o

corticoide é indicado (LUCINDA-SILVA, 2003).
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Figura 09. Estrutura molecular da triancinolona (TC)

Alteragdes na estrutura molecular podem modificar a poténcia bioldgica, como
resultado de alteragdes na absorc¢do, na ligagédo protéica, na taxa de transformagao
metabdlica, na taxa de excrecdo, na capacidade de atravessar membranas e na

eficacia intrinsica da molécula em seu local de agéo (SILVA, 2004).

A triancinolona atua inibindo o acumulo de células inflamatdrias, incluindo
macrofagos e leucocitos, no local da inflamacéo, inibe a fagocitose, a liberagdo de
enzimas lisossémicas e a sintese de lipomodulina (macrodantina), que € um inibidor
de fosfolipase A, e mediador da liberagdo de acido araquidénico e mediadores de
inflamacéo (prostaglendinas, tromboxanos da série 2 e leucotrienos da série 3). Sua
atividade imunossupressora também pode contribuir para a inibicdo do processo

inflamatorio (USP DI, 1999).

Os glicocorticéides tém sido usados no tratamento de doencgas inflamatorias
colénicas por muitos anos e sao farmacos de escolha no tratamento de colite
ulcerativa ativa (FRIEND, 1998). As propriedades antiinflamatérias de doses
farmacologicas de glicocorticoides foram testadas na colite ulcerativa logo apos o

uso de sulfasalazina. Inicialmente, a aplicacdo retal de cortisona foi tida como
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benéfica e a poténcia dos esterdides superou a sulfasalazina na colite ativa,
incluindo melhora clinica, endoscopica e patolégica, quando administrada por via
topica, oral ou parenteral. S0 multiplas as propriedades antiinflamatérias dos
esterdides na colite ulcerativa, incluindo linfocitotoxicidade, reducéo da liberacdo de
citoquinas e inibigado da liberagao de acido araquidénico de membranas (HANAUER,

1993).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolvimento e avaliacdo de sistemas multiparticulados a base de QS

bY

incorporados com polimeros gastrorresistentes, visando a obtencdo de sistemas

terapéuticos que permitam a liberacéo do farmaco no célon.

Objetivo Especifico

a.

preparacdo de capsulas de PC:QS incorporadas com ftalato de

hidroxipropilmetil celulose (FHPMC) pelo método de coacervacdo complexa;

. preparacéo de capsulas de PC:QS incorporadas com acetoftalato de celulose

(AFC), pelo método de coacervacao complexa;

caracterizacdo morfolégica e granulométrica das particulas ;

. preparacao de capsulas das diferentes composi¢cOes descritas em “a” e “b”,

contendo o farmaco modelo triancinolona

avaliacdo da capacidade de intumescimento dos sistemas obtidos em meios

com diferentes valores de pH;

determinacao do teor e da eficiéncia de encapsulacdo dos sistemas

. determinacdo do perfil de liberagdo do farmaco in vitro, utilizando meios de

dissolucéo que simulam o transito gastrintestinal.

66



MATERIAIS E METODOS

IV. MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAS-PRIMAS

¢ Quitosana — Galena;

e Ftalato de hidroxipropilmetil celulose — Sigma;

e Acetoftalato de celulose — Sigma;

e Pectina 8002 (baixo teor de metoxilas)- Braspectina ;
e Triancinolona — Galena;

e Acetona p.a— SYNTH,;

e Acido acético glacial p.a — SYNTH:;

e Acido cloridrico p.a — MERCK;

e Cloreto de célcio anidro para dessecador — SYNTH;
e Hidroxido de sodio — SYNTH,;

e Fosfato de potassio monobasico p.a — MERCK;

e Tris hidroximetil aminometano — Aldrich;

2. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS
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Agitador magnético -SELECTA Multimatic 9S;

Balanca analitica -OHAUS - mod. AS 200S e AP250D;
Bomba de vacuo — Tecnal — TE-058;

Espectrofotdmetro de Infravermelho — Shimadzu 8300;
Espectrofotdmetro de UV/VIS — -HITACH - mod. U-2000;
Estereoscopio — -LEICA - mod. MZ APO;

Liofilizador - -EDWARDS - mod. Modulyo Pirani 10;
Microscopio eletronico de varredura — JEOL JSM-T330A,;
pH-metro - -QUIMIS, mod. Q-400M;

Purificador de agua Millipore — mod. Milli-Q Plus;

Ultrassom — -SONICLEAN, mod. SNC 5036 D.M.C.
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METODOS

1. CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

1.1. Purificacdo da Quitosana

A quitosana impura (2g) foi dissolvida em 400mL de &cido cloridrico 0,1mol/L.
A disperséo resultante foi filtrada (papel de filtro) e a quitosana entéo foi precipitada
pela adicdo de solucao de hidroxido de sédio 1mol/L, sob agitacdo e aguecimento. A
amostra purificada foi entdo filtrada a vacuo em funil de Blchner, congelada com

nitrogénio liquido e liofilizada. O rendimento foi verificado por gravimetria.

1.2. Determinacao do grau de desacetilagdo da quitosana

O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana foi determinado pelo método da
primeira derivada da espectrofotometria na regido do UV, descrito por Tan e
colaboradores, (1998), em trabalho que visava aprimorar a metodologia descrita por
Muzzarelli e colaboradores em 1997. E um método que permite uma analise simples

e rapida.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, por espectroscopia na regiao
do UV, analisadas como primeira derivada da absorbancia por comprimento de
onda, fazendo-se as leituras a cada 1 nm na faixa de 190 a 250 nm, com caminho

Optico de 1cm.

Para a realizacdo desta analise a QS e a N-acetil-glicosamina (NAG) foram

dissolvidas em acido acético. A fim de verificar a interferéncia do acido acético no
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espectro de absorcao das amostras, foram preparadas trés solucdes deste solvente
em concentracfes diferentes (0,01; 0,02; 0,03 mol/L) e o perfil de absorcdo destas

solucdes foi determinado.

Através da sobreposicdo dos espectros obtidos das trés concentracbes de
acido acético, observou-se a convergéncia destes espectros para um ponto comum,

sendo assim determinado o ponto isosbéstico em 202,9 nm.

Para determinacdo do GD da amostra de QS foi necessaria a obtencdo da
curva de calibracdo da NAG. Para isto, preparou-se uma solucdo de NAG na
concentracdo de 200 ug/mL em solucédo de acido acético 0,01 mol/L, da qual foram

preparadas solugbes diluidas em diferentes concentragcbes (5; 10; 20; 30 e 40
ug/mL).

O grafico obtido com as solucbes de acido acético (0,01; 0,02; 0,03 N) foi
entdo sobreposto ao obtido com NAG (5;10;20;30 e 40 ug/mL), e a curva analitica foi
tracada com a medida da intensidade dos picos de cada concentracdo de NAG em

relacdo ao ponto isosbéstico em 202,9 nm.

Para a quantificagcdo dos grupos acetil nas amostras de quitosana, foram
preparadas dispersdes de QS na concentracdo de 100 ug/mL em solucdo de acido
acético 0,01 mol/L e fizeram-se as leituras no comprimento de onda de 202,9 nm no

espectro de primeira derivada de absorbancia.

A determinacdo de proporcéo de grupos NAG na amostra foi realizada a partir

da curva de calibracéo descrita acima.
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1.3. Analise espectrofotométrica da Quitosana na regido do

infravermelho

A amostra de quitosana pura, para analise na regidao do infravermelho, foi
preparada em pastilhas de KBr. Cerca de 10mg do polissacarideo seco, foram
triturados e mecanicamente compactados com 100mg de KBr. O disco de KBr da

mistura dos pés foi entdo submetido & anélise, no intervalo de 400-2500 cm™.

2. CARACTERIZACAO DO FARMACO-MODELO TRIANCINOLONA (TC)

2.1. Determinacdo do pico de absor¢cdo méaxima do farmaco na regido

do ultravioleta (UV)

Foi realizada andlise por espectrofotometria na regido do UV da TC em pH
neutro para determinacdo do pico de absorcdo maxima do farmaco. Foram
preparadas solucdes diluidas de TC em tampdo fosfato 50 mM pH 7,4. Estas
solu¢des foram analisadas na regido do UV e o pico de absorcdo maxima foi

registrado.

2.2. Curvas analiticas para quantificacdo do farmaco por

espectroscopia naregiao do UV

As curvas analiticas de TC foram realizadas em tampéao fosfato 50 mM pH
7,4, tampao fosfato 10 mM pH 5,0 contendo 2% de enzima pectinase e solucéo HCI

0,1 mol/L pH 1,0.
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As leituras foram realizadas em espectrofotometro de UV em 242 nm e as
analises foram realizadas em triplicata. A faixa de linearidade do método, a equacao

da reta e o erro do método foram determinados.

2.3. Solubilidade

Para a determinacédo da solubilidade do farmaco, cerca de 60 mg de TC foram
colocados em contato com 25 mL do solvente (tampéo fosfato 0,05 mol/L, solucéo
de HCI 0,1 mol/L e 4gua) deixando sob agitacdo periodica por 48 horas. Apds este
periodo, as solucdes foram centrifugadas e o sobrenadante foi quantificado por

espectrofotometria na regido do UV. O ensaio foi realizado a 25 °C e em triplicata.

2.4. Analise espectrofotométrica do farmaco na regido do

infravermelho

Para a analise na regido do infravermelho da TC, as amostras foram
preparadas adicionando-se cerca de 5 mg de TC em 100 mg de KBr, sendo esta
mistura homogeneizada e posteriormente compactadas. Os discos foram

submetidos a andlise, no intervalo de 400-2500 cm™.

3. PREPARACAO DAS CAPSULAS INERTES

3.1. Preparacdo de cpsulas inertes de PC:QS

Sendo a quitosana um polication e a pectina um polianion, as microparticulas

foram preparadas pelo método de coacervacdo complexa. Neste processo, coloides
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de cargas opostas se neutralizam, formando um precipitado insoluvel (PETRAK,

1986).

Para tal, foram preparadas dispersdes de PC a 1,5 % em agua pH 4,8, que foi
gotejada a dispersdo do polication QS a 0,5 %, disperso em solucdo de acido

acético 0,1 mol/L, pH 5,0, contendo 2 % de calcio, na forma de cloreto de calcio.

Para o gotejamento utilizou-se seringa e agulha de 250 um de diametro. Apos
a adicao da dispersdo de PC na dispersdo de QS, as particulas foram deixadas sob
agitacdo magnética por aproximadamente duas horas para completa reticulacdo do
sistema, sendo entdo filtradas em funil com papel de filtro e lavadas trés vezes com
agua purificada (milli-Q), para a retirada de polieletrolitos em excesso. Terminada a

filtracdo, a amostra soélida foi congelada com nitrogénio liquido e seca por liofilizacdo.

3.2. Preparacdo das cdpsulas com polimeros gastrorresistentes

Os polimeros gastrorresistentes incorporados nas particulas de Pectina e
Quitosana foram o Ftalato de hidroxipropilmetil celulose (FHPMC) e o acetoftalato de
celulose (AFC). No procedimento, foram preparadas dispersdées de FHPMC 0,5 e
1,0% e dispersdes de AFC 0,5% em solugdo de NaOH 0,05 mol/L, sendo ambos os

polimeros umidecidos com acetona antes da adi¢cado da solu¢do de NaOH.

O NaOH foi escolhido como solvente, devido as caracteristicas do FHPMC e
0 AFC de se dissolverem em pH > 5,5 e pH > 6, respectivamente. Outros solventes
foram inicialmente utilizados (solu¢do hidroalcdolica (2:3) e solugdo agua:acetona
(3:1)), porém apesar de dissolverem mais facilmente os polimeros AFC e FHPMC,

interferiram com o processo de formacao das particulas.
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Para a solubilizacdo do AFC e do FHPMC, alguns cuidados devem ser
tomados. Os polimeros devem ser umidecidos com acetona (1mL de acetona para
25mL de solucéo) para que solubilizem rapidamente antes da adicdo de NAOH 0,05
mol/L, sendo que, o AFC obrigatoriamente deve ser adicionado a acetona e jamais o
contrario, fato este, que dificulta o processo de dispersdo deste polimero. As
misturas FHPMC:Acetona e AFC:Acetona devem ser deixadas em repouso até
completa solubilizacdo. Apds estes procedimentos, o béquer contendo os polimeros
ja solubilizados deve ser colocado em agitador magnético e a solu¢cao de NaOH 0,05
mol/L deve ser adicionada, aos poucos, sob agitacdo vigorosa até completa
dissolucéo. As dispersbes foram também colocadas no aparelho de ultrassom para
facilitar o procedimento de dissolucdo. Apds a dissolucdo, o pH da solucdo foi
corrigido para 5 com a adi¢do de solucdo de HCL 0,1 mol/L, sob agitacdo magnética

e gquando necessario colocado novamente no aparelho de ultrassom.

O volume de 5 mL da solucao obtida foi adicionado a dispersédo aquosa de PC
e esta mistura foi gotejada na dispersdo de QS contendo cloreto de calcio. Apos 2h
de contato sob agitacdo, as capsulas obtidas foram lavadas trés vezes com agua
purificada (para retirada dos polieletrolitos em excesso), filtradas, congeladas com

nitrogénio liquido e liofilizadas.

4. CARACTERIZACAO DAS CAPSULAS INERTES

As capsulas obtidas foram caracterizadas, quanto a sua morfologia,
granulometria e caracteristicas de intumescimento, tendo como objetivo a obtencao

de produto com qualidade, rendimento e boa taxa de incorporacéao.
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4.1. Analise morfolégica

Para a analise morfologica das particulas foi utilizado o estereoscépio Leica

MZ APO e a microscopia eletronica de varredura.

Na analise realizada em estereoscopio, as amostras foram colocadas

diretamente em placas de Petri e analisadas.

Para analise em microscopio eletrbnico de varredura, as amostras secas
foram distribuidas sobre uma fita adesiva dupla-face aderida a um suporte de metal,

revestidas com ouro coloidal sob vacuo e analisadas.

4.2. Analise granulométrica

A analise granulométrica das particulas foi realizada através do estereoscopio
Leica MZ APO e do programa Leica Qwin Image Analysis Systems para medi¢do. As
particulas foram colocadas em placa de Petri e foi feita a analise da distribuicdo do
tamanho das particulas de cada lote, usando para medicdo o diametro segundo
Feret a 0°. As anélises foram realizadas sempre partindo de uma objetiva com

aumento de 10 vezes.

4.3. Anélise de intumescimento

O intumescimento foi avaliado em meios com diferentes valores de pH,

simulando os diferentes ambientes do TGI: meio gastrico simulado (pH 1,2), meio
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acido pH 3,0, meio entérico simulado (tampéo fosfato pH 7,4). A capacidade de
intumescimento foi determinada através da verificagdo do aumento de diametro das
particulas (MUNJERI; COLLETT; FELL, 1997; LEOPOLD; EIKELER, 1998), o qual
foi medido antes do contato e apos 30, 60, 90 e 120 min. de contato com 0 meio
estudado. Para este ensaio, utilizou-se estereoscopio Leica MZ APO e software
Leica Qwin, analisando-se o diametro segundo Feret na direcdo horizontal (0°), que
€ 0 maior segmento horizontal unindo pontos extremos da particula (BARBER,

1993). O indice de intumescimento foi calculado usando-se a equacéo 1 abaixo:

|(%)=%x100 Eq. 1

0

Onde:
| (%) = porcentagem de intumescimento;

d; = tamanho da particula apds determinado tempo de contato com o meio de

intumescimento;

do = tamanho da particula antes do contato com o meio de intumescimento.

5. PREPARACAO DAS CAPSULAS CONTENDO TRIANCINOLONA (TC)

Como farmaco-modelo para este trabalho escolheu-se a triancinolona (TC),
que é um corticosterdéide usado no tratamento de colite ulcerativa. A TC € pouco
solavel em agua, o que permite a sua incorporacdo em sistemas preparados em

meio aquoso. Para a incorporacdo da TC nas capsulas, a mesma foi suspensa na
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dispersao do polianion PC, antes do gotejamento deste na dispersdo de QS, método
descrito no item 2.1. A dispersdo (TC:FHPMC:PC ou TC:AFC:PC) foi mantida sob

agitacdo magnética durante todo o processo de gotejamento.

6. CARACTERIZACAO DAS CAPSULAS CONTENDO FARMACO (TC)

As céapsulas contendo TC foram caracterizadas quanto a morfologia,
granulometria, intumescimento e ensaios de teor e de eficiéncia de encapsulacéo,

sendo os trés primeiros métodos ja descritos nos itens 4.1, 4.2 e 4.3.

6.1. Determinacédo do teor e eficiéncia de encapsulagéao

O teor de encapsulacdo do farmaco corresponde a porcentagem que este

representa na particula.

Para determinacdo do teor de encapsulacdo 5 mg de particulas foram
pesados e adicionados a 100mL de solucdo tampéo 50 mM pH 7,4, e deixadas sob
agitacao constante em agitador magnético por 3 horas até completo rompimento das

particulas.

Apoés agitacdo, a amostra foi filtrada em papel de filtro para retirada de
eventuais residuos e a quantificacdo do farmaco foi realizada em espectrofotémetro

UV a 242 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Para a calibracdo do aparelho foi utilizado como branco, 5 mg de particulas
sem o farmaco, que passaram pelo mesmo processo de extracdo das particulas

contendo farmaco-modelo (TC).
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O teor de encapsulacéo foi calculado a partir da seguinte equacéao.

TE(%) = (%J 100 Eq. 2

am

Onde:
TE = Teor de encapsulacéao;
Mrc = massa de TC quantificada na amostra;

Mam = Massa de capsula usada na amostra.

Eficiéncia de encapsulacdo corresponde a quantidade de farmaco que foi
incorporado pelo sistema. A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada a partir do teor

e do rendimento em massa do lote das capsulas analisadas (Equacéo 3).

EE©6) =| 1R |.100 Eq. 3
m.total

Onde:

EE = eficiéncia de encapsulacéo;

TE = teor de encapsulacao;

R = rendimento em massa do lote que esta sendo analisado

mrctotal = massa de farmaco total usado na preparacdo do lote que esta

sendo analisado.
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6.2. Validacdo da metodologia empregada para a determinagédo do teor

e eficiéncia de encapsulacdo por espectroscopia na regido do UV

Este experimento foi realizado para garantir, por meio de estudos
experimentais, que a metodologia utilizada para a determinacdo do teor e da
eficiéncia de encapsulacdo, atendesse as exigéncias analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados obtidos. Para tanto, os parametros de validacdo
estudados foram: especificidade, linearidade, precisdo, recuperacdo, limite de

deteccao (LD), limite de quantificacdo (LQ). (ANVISA, 2003; ICH, 1996; USP, 2001).

a) Especificidade
Especificidade € a capacidade do método de avaliar um composto em
presenca de outras substancias, tais como impurezas, produtos de degradacao e
componentes da matriz. A determinacdo da especificidade pode ser realizada
através da analise de amostra contendo esses interferentes, determinando a
capacidade do método em gerar informacgdes confiaveis na presenca dos mesmos

(ANVISA, 2003; ICH, 1996; USP, 2001).

Com o objetivo de verificar a interferéncia de algum componente presente na
solucéao tampao fosfato pH 7,4 ou da matriz na analise para determinacéo do teor e
da eficiéncia de encapsulacéo, os parametros de especificidade foram estabelecidos
pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras contaminadas (solucao
tampao fosfato contendo TC + particulas) e de amostras ndo contaminadas (solucéo

tampao fosfato contendo TC).
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b) Linearidade
A linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003; ICH, 1996; USP,

2001).

A linearidade do método foi determinada através da obtencdo da curva
padrédo de triancinolona (TC) em tampéao fosfato 50 mM pH 7,4. A partir de solucbes
estoque, contendo 80 ug/mL em tampao fosfato 50mM pH 7,4, foram preparadas
diluicbes com concentragdes variando de 5 a 50 pug/mL, sendo todas as diluicdes

preparadas em triplicatas.

A curva padrdao foi entdo gerada, relacionando a concentracdo de TC a
resposta obtida por espectroscopia na regido do UV, através dos valores de

absorbancia (A <242nm>) correspondentes as concentracdes de TC.

c) Precisao
Precisdo € a avaliacdo da proximidade das respostas obtidas quando uma
série de medidas forem realizadas para uma mesma amostra, em idénticas
condicOes de teste. Esta € considerada em trés niveis, verificada por, no minimo,
nove determinacdes contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés
concentracdes (baixa, média e alta) em triplicata ou minimo de seis determinacdes

com 100% da concentracao do teste (ANVISA, 2003).

A partir da solucédo estoque de TC em tampao fosfato 50mM pH 7,4, foram
preparadas solucdes de TC nas concentragdes de 5, 35, 50 ug/mL, correspondentes

as concentracdes baixa, média e alta do intervalo linear da curva padrdo. Estas
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solucbes foram analisadas por espectroscopia na regido do UV e a andlise foi

realizada em triplicata.

d) Recuperacao
O ensaio de recuperacdo constitui 0 método mais utilizado para validacao de
processos analiticos. A recuperacdo esta relacionada com a exatiddo, pois
determina a quantidade de farmaco recuperado no processo de preparacdo da

amostra (ANVISA, 2003).

O teste foi realizado adicionando-se quantidades conhecidas de TC na
solucéo de tampéo fosfato 50mM pH 7,4, contendo 5mg de particulas inertes, para o
preparo de solugdes amostras. A quantidade de farmaco adicionada corresponde as
regides inferior, mediana e superior da curva analitica, respectivamente, 15, 35, 50

ug/mL. As amostras foram analisadas por espectroscopia na regiao do UV.

A recuperacdo foi calculada como porcentagem de recuperagcdo da
guantidade conhecida de farmaco adicionada a amostra, acrescida dos intervalos de

confiancga, utilizando a seguinte férmula (Equacao 4):
R(%) = = x100 Eq. 4
Co

Onde:
C = média das concentra¢cdes determinadas experimentalmente;

Co = concentracao tedrica inicial
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e) Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo
Para a realizacdo desta analise foram preparadas trés solucdes em
concentracbes proximas ao limite inferior da curva analitica e avaliado o desvio
padrdo dos valores encontrados para que, pelos respectivos calculos matematicos,

fosse possivel determinar LD e LQ. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

O limite de deteccéo (LD) é determinado pela menor quantidade de farmaco
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém n&o necessariamente

quantificado, sob as condi¢cbes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

O LD (Equacado 5) foi calculado baseando-se no desvio padrdo (s) e na

inclinacdo da curva analitica (o)) expresso como:

S
LD =—><3 Eq5

Onde:
S = Desvio padrao

o = inclinagdo da curva padrao

O limite de quantificacdo (LQ) é determinado pela menor quantidade de
farmaco em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidado
aceitaveis sob as condicdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003). O LQ
(Equacédo 6), foi calculado baseando-se no desvio padrdo (s) e na inclinacdo da

curva analitica (o)
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LQ =>x10 Eq. 6

Onde:
S = desvio padrao

o = inclina¢do da curva analitica

6.3. Ensaio de liberacdo do farmaco “in vitro”

6.3.1. Ensaio de liberacdo do farmaco usando meio acido ou meio

entérico

Este ensaio foi realizado para verificacdo do perfil de liberagdo e analise dos
mecanismos de liberagdo do farmaco in vitro. O ensaio foi realizado em estagéo de

dissolucéo, utilizando o método de cestas, sob as seguintes condi¢des:
Volume do meio de dissolugao : 900 mL;
Velocidade de agitac&o: 50 rpm;
Temperatura: 37 + 0,5 °C;
Tempo de ensaio: 6 h;
Tempo de amostragens: 15; 30; 45; 60; 90; 120; 180; 240; 300; 360;
Amostra: cerca de 40 mg de particulas;

Meios de liberagcdo: suco gastrico simulado sem enzimas e suco entérico

simulado sem enzimas. O farmaco foi quantificado por espectroscopia de UV.

83



MATERIAIS E METODOS

6.3.2. Ensaio de liberagcéo do farmaco em meio colénico simulado

A fim de verificar o perfil de liberacdo da TC no coélon, as particulas foram
submetidas ao ensaio em meio colénico simulado. Para tanto, usou-se como meio
tampao fosfato 10 mM pH 5,0, contendo 2% de enzima pectinase ( Pectinex ® Ultra

SP-L). O ensaio foi realizado conforme descrito no item 6.3.1.

7. ANALISE NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DOS COMPLEXOS

Para analise dos complexos polieletroliticos formados entre os polimeros,
foram obtidos espectro na regido do infravermelho dos polimeros isoladamente PC,
QS, FHPMC, AFC, do farmaco TC, da mistura fisica QS:PC, QS:PC:FHPMC:TC, e
QS:PC:AFC:TC e dos complexos polieletroliticos QS:PC QS:PC:FHPMC:TC e
QS:PC:AFC:TC. Esta andlise foi realizada conforme metodologia ja descrita no item
1.3, para que possiveis alteracbes ocasionadas pela incorporacdo dos polimeros

gastrorresistentes no sistema multiparticulado, fossem observadas.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

1.1. Purificagcdo da Quitosana (QS)

A quitosana € soluvel em soluc¢des de acidos diluidos em pH inferior a 6 e
apresenta solubilidade limitada em pH mais alto, geleificando ou precipitando em pH
maior que 6. Por isso, pode-se purifica-la por dissolucdo em &cido diluido e
precipitacdo pela adicdo de alcali aquoso, eliminando-se, desta forma, algumas
impurezas que ndo apresentem o mesmo comportamento de solubilidade ou que
ficam retidas na filtragéo (BRINE, 1984; RATHKE; HUDSON,1994).

A purificagdo da quitosana comercial foi realizada devido a necessidade de se
ter uma matéria-prima mais pura, facilitando, assim, sua identificagdo e melhorando
suas propriedades fisico-quimicas, tais como tamanho de particulas, viscosidade e
solubilidade.

Neste procedimento, descrito em métodos no item 1.1, obteve-se, logo apds a
liofilizacdo, uma amostra esponjosa, caracteristica de materiais liofilizados, que foi
triturada em gral de porcelana, originando particulas menores e mais uniformes.

O rendimento obtido com a purificacdo de amostras de quitosana esta

representado na Tabela 01
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Tabela 01. Rendimento do processo de purificacdo de quitosana

Lotes QS impura(g) QS purificada(g) Rendimento(%)
Q1 6,0 5,25 87,50
Q2 2,0 1,85 92,70

Antes do processo de purificacdo a quitosana apresentava-se em flocos
grandes e contendo muitas impurezas.

Apoés a purificacdo, a quitosana apresentou maior solubilidade em solucdo
acida diluida e tamanho de particula bastante reduzido quando comparado ao

produto bruto, como mostra a Figura 10.

Figura 10. Fotomicrografia de quitosana antes e apds o0 processo de purificacao
respectivamente (aumento de 40 vezes).

1.2. Determinacdo do GD da QS

A QS é obtida a partir da reacdo de desacetilacdo da quitina (QN) em

solucdes alcalinas (DENKBAS et al., 2002). Durante a reacdo de desacetilacdo os
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grupamentos acetamido (-NHCOCH3; ) da QN séo transformados, em graus
variados, em grupos amino (—NH;), dando origem a QS (KIMURA, 2001).

O grau de desacetilacdo (GD) € uma caracteristica importante que pode
influenciar o desempenho da quitosana em muitas de suas aplicagcdes (CANELLA,
GARCIA, 2001). Ele determina o conteddo de grupos amino livres na cadeia
polimérica, diferenciando a QS da QN e influenciando suas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas, tais como: solubilidade, resisténcia de filmes, capacidade de
quelar metais e, também, atividade imunoadjuvante (TAN et al., 1998).

A solubilidade da QS esta diretamente relacionada com a quantidade de
grupos amino protonados (—NHs") na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade
destes grupos, maior a repulséo eletrostatica entre as cadeias e também maior a
solvatacdo em agua (SANTOS et al., 2003).

Entre os métodos utilizados para a determinacdo do GD da QS pode-se citar
a espectroscopia no infravermelho (MUZZARELLI et al., 1997; SABNIS; BLOCK,
1997; SHIGEMASA et al., 1996), espectrocopia na regido do infravermelho proximo
(RATHKE; HUDSON, 1993), primeira derivada do espectro na regidao do UV
(MUZZARELLI et al., 1997; TAN et al., 1998) e a reacdo com ninhidrina (LOPES;
LOPEZ-MARTINEZ; GUZMAN-GARCIA, 1990; CUROTTO; AROS, 1993).

O método escolhido para a determinacdo do GD, neste trabalho, foi o da
primeira derivada do espectro na regidao do UV. Este método nao sofre influéncia de
impurezas, principalmente de proteinas, e permite uma analise simples e rapida da
QS (LUCINDA-SILVA, 2003).

Para a determinacdo do GD da amostra de QS por este método, obteve-se a

curva analitica da N-acetilglicosamina (NAG) em &acido acético 0,01 mol/L (Figura
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11). Através da regressdo linear da reta, obteve-se 0s seguintes parametros

estatisticos:

Equacéao dareta : y =-0,0023 x + 0,00437

r’ = 0,9989

-1z A
004 4

006 A

Primaira derivada {Afmm)

008 4

-0.10 T T T T
i il 20 1} 40
M-agetilglicosamina {ug/ml)

Figura 11. Curva analitica da NAG em &cido acético 0,01 mol/L.

A NAG apresenta uma absorcdo maxima em 193 nm. A utilizacdo de acido
acético para a obtencdo da solucdo de NAG altera consideravelmente a
determinacao deste composto, pois ele apresenta uma alta absor¢cdo em 199 nm.

Quando solucgbes de &cido acético em concentracdes diferentes (0,01; 0,02 e
0,03 mol/L) sdo analisadas, usando a 4gua como branco, observa-se a convergéncia
de todos os espectros para um ponto comum em 202,9 nm, chamado de ponto
isosbéstico. Este ponto corresponde ao comprimento de onda de maxima absor¢cao
da NAG, tornando assim a determinacao da NAG independente da concentragéo da

solucdo de &cido acético em um intervalo de concentracdo comumente usado na
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preparacdo das dispersdes diluidas de QS. As primeiras derivadas do espectro de

NAG e do acido acético estéao plotados na Figura 12.
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Figura 12. Primeira derivada do espectro de solu¢des de acido acético e de
solucdes de NAG em digerentes concentracdes (ng/mL) em acido acético 0,01 mol/L
na regiao do UV.

A partir da primeira derivada do espectro na regido do UV da amostra de QS

e a aplicacdo na curva analitica, obteve-se um GD de 78 %

1.3. Analise da QS naregido do infravermelho

A Figura 13 apresenta o espectro da QS na regidao do infravermelho: bandas

na regido de 1650 a 1665 cm™, atribuidas ao estiramento C=0O da amina do grupo

acetamido e, entre 1560 a 1610 cm™, & deformac&o axial do grupo NH, no plano

(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; LORENZO-LAMOSA, 1998).
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Figura 13. Espectro da QS purificada na regido do infravermelho

2. CARACTERIZACAO DO FARMACO-MODELO TRIANCINOLONA (TC)

2.1. Estudo da solubilidade do farmaco

Para o estabelecimento das condicfes sink foi determinada a solubilidade da
triancinolona base (TC) em meios de liberacdo possiveis de serem utilizados na
determinacéo do perfil de liberacao in vitro.

O ensaio de solubilidade de TC foi realizado em tampéao fosfato 50 mM pH 7,4
e em meio acido, conforme descrito no item 111.2.2.3, e os resultados da analise

estao descritos na Tabela 02:
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Tabela 02. Solubilidade da TC em diferentes meios de dissolucao.

Meio de dissolucéao Solubilidade pg / mL
Tampéo fosfato 50 mM pH 7,4 83,75+0,3
Meio &acido: HCI 0,1 mol / L, pH 1,0 14,20 £+ 0,2

2.2. Determinacédo do pico de absor¢cdo maxima da triancinolona base na

regiao do ultravioleta

O espectro de absor¢cdo da TC em tampao fosfato 50 mM pH 7,4 foi obtido

por espectrofotometria na regidao do ultravioleta para a determinacdo do pico de

absor¢cdo maxima do farmaco (Figura 14)

242 tumi

Figura 14. Espectro da TC na regido do ultravioleta.

A Figura 14 mostra o espectro de absorcdo da TC na regido do ultravioleta

em 242 nm, representando a regido de absorcdo monomérica, sendo assim,
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selecionado este comprimento de onda do detector de UV-VIS para a realizacédo da

analise quantitativa do farmaco.

2.3. Curvas analiticas para quantificacdo do farmaco por

espectrofotometria na regido do ultravioleta

A obtencdo de curvas analiticas de resposta linear nas concentracdes
mostradas na Tabela 03, para diferentes sistemas solventes, esta relacionada a
algumas caracteristicas da TC, como sua absortividade no UV (MERCK INDEX,

2000) e sua estabilidade no sistema solvente.

Tabela 03. Dados das curvas analiticas em diferentes meios.

Tampéo Fosfato

Tampa Fosfato 10mM pH 5,0

HCI

Sistema Solvente (0,1 mol/L) 53“;'\1 contendo 2% de
pr enzima pectinase
Faixa de
_ _ 1,20 - 13,00 5,00 — 50,00 0,65 — 45,00
linearidade (ug/mL)
NUumero de pontos 10 10 12
Coeficiente angular 0,0389 0,0402 0,0361
Coeficiente Linear 0,0122 0,0072 -0,0172
Coeficiente de
_ 0,999 0,9997 0,9998
correlacéo
Limite de Deteccéo 0,12 0,46 2,12
Limite de
0,41 1,54 7,06

Quantificacéo
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As curvas foram preparadas em triplicata, obtendo-se em todas um
coeficiente de correlacdo (r) muito préximo a 1, o que traduz a resposta linear do
procedimento analitico, sendo o sinal analitico obtido, portanto, proporcional a

concentracdo dos constituintes.

a) Obtencédo da curva analitica de TC em Tampéao Fosfato

50 mM pH 7,4.

Na analise realizada em tampéo fosfato 50 mM pH 7,4, o farmaco apresentou
absorcdo maxima em 242 nm, apresentando um pico de absorcdo bem definido

(Figura 15).
A regressao linear forneceu a equacéao de reta: [TC] = (A - 0,0072) / 0,0402; e
coeficiente de correlacdo, r* = 0,9997.

25 A

20

Absorbincia

05

0o T T T T T T T T T T |
0 5 10 14 20 25 30 il 40 45 a0 85

Concentragdo de triancinolona {pg/mL)

Figura 15. Curva analitica de TC em tampao fosfato 50 mM, pH 7,4, em 242 nm
(n=3)
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b) Obtencdo da curva analitica de TC em Tampéao Fosfato 10 mM, pH

5,0 contendo 2% de enzima pectinase

Na Figura 16 observa-se a curva analitica de TC. A regressao linear forneceu

a equacdo de reta: [TC] = (A — 0,0122) / 0,03897) e coeficiente de correlacdo r* =

0,9991.

20 -

Absorbancia

u] 5 i} 15 20 25 30 ¥ 4[] 45 50
Concentragdo de triancinolona (pgimL)

Figura 16. Curva analitica de TC em tamp&o Fosfato 10 mM, pH 5,0, contendo 2%
de enzima pectinase, em 242 nm (n=3).

C) Obtencdo de curva analitica de TC em HCI 0,1M, pH 1

Na andlise realizada em HCI 0,1M, pH 1,0, o farmaco apresentou absorcao
méaxima em 242 nm apresentando um pico de absor¢do bem definido.

Na Figura 17 observa-se a curva analitica de TC. A regresséo linear forneceu
a equacdo de reta: [TC] = (A — 0,0122) / 0,03897), e coeficiente de correlacdo, r* =

0,9991.
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Figura 17. Curva analitica de TC em HCI 1M, pH 1, em 242 nm (n=3).

2.4. Andlise naregiao do infravermelho da triancinolona

O espectro na regido do infravermelho da triancinolona (TC) esté apresentado
na figura 18

A TC apresenta bandas intensas na regido de 1700-1600 cm™ devido a
vibracbes de deformacédo axial da ligacdo C=0O da carbonila referente a carbonila
presente na molécula do farmaco; bandas fortes também aparecem em 1058 cm™ e
em 893 cm™, resultantes das vibracbes de deformacdo axial da ligacdo C-O em
funcBes alcoois e devido & deformacdo angular fora do plano da ligacdo C-H
caracteristica de compostos aromaticos polinucleares (SILVERSTEIN; WEBSTER,

2000).
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Figura 18. Espectro na regido do infravermelho da triancinolona

Os resultados obtidos estdo de acordo com os resultados apresentados na

literatura (MOFFAT, 1986), os quais relatam picos nas regides de 1663, 1618, 1609,

1,080 e 902 cm™ no espectro de infravermelho da triancinolona.

3. CARACTERIZACAO DAS CAPSULAS INERTES

3.1. Obtencao das cépsulas inertes

A Tabela 04 e Tabela 05 apresentam a composi¢cdo dos lotes de capsulas

preparadas sem farmaco como controle (PC:QS) e dos lotes sem farmaco contendo

os polimeros gastrorresistentes (PC:QS:FHPMC e PC:QS:AFC).
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Tabela 04. Composicéo dos lotes de capsulas PC:QS controle preparados (n=3)

DISPERSAO DE DISPERSAO DE
0
LOTES CaCl; (%) PC (ml) Qs (m
PC:QS 2 20 40

Tabela 05. Composi¢do dos lotes preparados de cépsulas sem farmaco PC:
QS:FHPMC e PC: QS:AFC (n=3).

DISPERSAO DISPERSAO DISPERSAO DISPERSAO

LOTES C(%/C)lz DEPC15% DEQSO0,5% FHPMC5mL AFC 5mL
° (ml) (ml) (%) (%)

FH-0,5 2 15 40 0,5

FH-1,0 2 15 40 1,0

AF-0,5 2 15 40 0,5

3.2. Andlise morfologica

A morfologia das matrizes pode ser influenciada por diversos fatores:
concentracdo de polimeros, distancia entre a agulha de gotejamento e a solucéo,
diametro do orificio ou da agulha de gotejamento, temperatura da solucéo,
velocidade de gotejamento entre outros (MATSUMOTO; KOBAYASHI; TAKASHIMA,
1986, ZANIBONI, 1995).

MATSUMOTO; KOBAYASHI; TAKASHIMA, (1986), utilizaram um método de
gotejamento para a obtencdo de particulas. Observaram, inicialmente, que as
particulas obtidas apresentavam formato ovalado e que, através de alteracdes da

distancia de gotejamento, ocorria um pequeno intervalo (denominado distancia

97



RESULTADOS E DISCUSSAO

critica), que era dependente da velocidade de gotejamento e da vibrac&o aplicada,
dentro do qual as particulas tornavam-se esféricas.

Para a obtencdo de matrizes esféricas constituidas por FHPMC, Zaniboni
(1995) observou que nas varia¢des da distancia entre a agulha e a solucéo, também
ocorria uma distancia critica, préxima a 10 cm e, que para distancias maiores (12 a
23 cm) e distancia menores (1 a 8 cm) as matrizes apresentavam-se com “cauda”. A
concentracdo de polimero em solucdo também influenciou a morfologia do sistema
matricial.

Através da analise morfologica, verificou-se que nao houve alteracdo
significativa da forma das particulas dos lotes incorporados com o0s polimeros
gastrorresistentes, quando estes foram comparados com os lotes de PC:QS (Figura

19).

Figura 19. Fotomicrografia de capsulas da formulacdo FH-05 (aumento de 10x).
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As particulas obtidas pelas formulacdées FH-0,5; FH-1,0 e AF-0,5, mantiveram
em sua maioria a esfericidade, apresentando algumas deformacdes do tipo “cauda”,
devido ao método de obtencéo por gotejamento. A figura 20 apresenta as particulas

antes do processo de secagem por liofilizagdo

Figura 20. Foto das particulas do lote FH-05 antes do processo de secagem.

Constatou-se, entretanto, que a quantidade e a natureza do solvente utilizado
para a solubilizacdo do FHPMC e do AFC, influenciavam diretamente a formacéo e,
conseqguentemente, a morfologia das particulas.

Embora as solu¢cdes preparadas com acetona:dgua e etanol:agua (2:3)
tenham dispersado mais rapidamente tanto o FHPMC quanto o AFC do que a
solucdo de NaOH 0,05 mol/L, estes dois solventes organicos (acetona e etanol) ndo
puderam ser utilizados, pois os lotes preparados ndo apresentaram bons resultados:
guanto maior a concentracdo de solvente organico maior era a alteracdo da
viscosidade da dispersao de PC e havia a formacao de aglomerados geleificados.

Isto ocorreu, provavelmente, devido a alteracdo da constante dielétrica, o que

levou a retirada de agua do meio, por haver uma maior afinidade tanto da acetona
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qguanto do etanol pela agua, o que pode ter levado a insolubilizacdo da pectina,
fazendo com que o polimero precipitasse de forma desordenada, sem que houvesse
uma complexacao eficiente.

Por este motivo, todos os estudos de caracterizacdo das capsulas, foram
baseados somente nos lotes incorporados com polimeros gastrorresistentes,

dispersos em NaOH 0,05 mol/L .

3.3. Andlise granulométrica

3.3.1. Distribuicdo do tamanho de particulas
A distribuicdo do tamanho de particulas dos Ilotes preparados esta

apresentada nas figuras 21-23
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Figura 21. Distribuicdo de frequéncia e frequéncia acumulada do tamanho das
particulas do lote FH-05 (PC:QS:FHPMC-0,5%).
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Figura 22. Distribuicdo de frequéncia e frequéncia acumulada do tamanho das
particulas do lote AF-05 (PC:QS:AFC-0,5%).
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Figura 23. Distribuicdo de frequéncia e frequéncia acumulada do tamanho de

particulas do lote FH-1,0 (PC:QS:FHPMC-1%)
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A totalidade das particulas obtidas apresentou tamanho entre 1 e 3 mm,
segundo os valores de diametro de Feret a 0°, determinados por microscopia optica,
mostrando assim uma estreita distribuicdo granulométrica.

O lote FH1 apresentou tamanho de particula variando entre 1,9 e 2,3 mm,
sendo que houve uma maior proporcéo de particulas no tamanho 2,0 mm, enquanto
que os lotes FH-05 e AF-05 também tiveram tamanho de particula variando de forma
semelhante ao lote FH-1, entre 2,0 e 2,5 mm, porém apresentaram uma melhor
distribuicdo entre os tamanhos das particulas obtidas, mostrando-se mais uniformes.

As particulas obtidas com a formulagdo AF-0,5 ficaram maiores do que as das
demais formulacdes, provavelmente estando este resultado relacionado com a

técnica de preparo por gotejamento.

3.3.2. Determinacao do diametro médio das particulas

As particulas apresentaram tamanho médio entre 1,8 e 2,5 mm. A Tabela 06

mostra os resultados obtidos.

Tabela 06. Média dos diametros obtidos e seus desvios (n = 220)

TAMANHO MEDIO

LOTES DESVIO PADRAO
(mm)

AF-0,5 2,392 0,366

FH-0,5 1,897 0,198

FH-1,0 2,417 0,524

A andlise dos resultados mostra que a proporcdo de polimero

gastrorresistente adicionado, aparentemente ndo apresentou relacdo direta com o
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diametro das particulas obtidas, sugerindo que a variagdo observada esteja

relacionada com a preparacao, ou seja, com o metodo de obtencéo das particulas.

3.4. Analise de intumescimento

O perfil de intumescimento das capsulas de PC:QS preparadas como
controle, capsulas de PC:QS:FHPMC e capsulas de PC:QS:AFC descritas em
métodos item 3.3.1 (Tabela 07 e 08), foi avaliado.

As analises de intumescimento mostraram que as formulacbes de
PC:QS:FHPMC e PC:QS:AFC, de forma geral, intumescem muito pouco em meio
gastrico simulado, intumescendo mais em meio acido pH 3,0 e apresentando um
intumescimento maior em tampao fosfato pH 7,4, porém nao erodiram neste altimo
meio (Figura 24 e Figura 25).

A razdo de intumescimento € influenciada por dimensdes do gel (frente de
intumescimento) e a proporcdo em que a agua pode difundir para dentro da cadeia
polimérica (LUCINDA-SILVA, 2003).

Em baixos valores de pH a interacdo entre PC e QS é favorecida pela
limitacdo da ionizacdo da pectina, devido a protonacdo dos grupamentos acidos, o
que reduz a repulsdo e favorece o fechamento das cadeias do gel, tornando-o
insoltvel no meio (Figura 24 e Tabela 07).

Na Figura 24, quando se compara o perfil de intumescimento dos lotes
controle PC:QS com os lotes em que foram incorporados os polimeros
gastrorresistentes (lotes AF-0,5; FH-0,5; FH-1,0 e PC:QS), fica evidente que a

incorporacéao, tanto do polimero AFC quanto do FHPMC, diminuiu significativamente
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a porcentagem de intumescimento em meio gastrico simulado, promovendo maior

protecao as particulas no meio analisado.

Tabela 07. Intumescimento (%) das particulas dos lotes AF-0,5; FH-0,5 e PC:QS em

meio gastrico simulado pH 1,0 (n=3)

% Intumescimento
T : Lotes
empo (min) AF-0,5 FH-0,5 FH-1,0 PC:0QS
0 0 0 0 0
30 2,54 7.23 2,08 19,41
60 3,44 7.90 5,64 23,23
90 5,39 10,90 11,72 27,04
120 6,17 11,37 11,88 30,50

a0 -

= PCOSAFCO A
PC:QOSFHPMC-0 5

40+ = PCOSFHPMC-10

PC:QS (controle)

30

20 ~

Intumescimento (%)
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0 30 120
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Figura 24. Perfil de Intumescimento (%) em funcao do tempo dos lotes AF-0,5;
FH-0,5; FH-1,0 e PC:QS, respectivamente em meio gastrico simulado pH 1,0 (n=3).

A Figura 25 apresenta fotomicrografias das cdpsulas submetidas a analise de

intumescimento.
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A — Capsulas PC:QS:HPMCP (FH-0,5)

B — Capsulas PC:QS:AFC (AF-0,5)

C — Capsulas PC:QS (controle)

Figura 25. Fotomicrografias (figuras A; B e C) de capsulas com polimeros
gastrorresistentes submetidas ao ensaio de intumescimento em meio gastrico
simulado (aumento de 10X), no inicio e ap6s 2 horas de contato, respectivamente.
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Um maior intumescimento é observado em pH 3,0, onde a reticulacdo da PC
€ minima, pois 0 pH encontra-se préximo ao pKa dos acidos carboxilicos do acido D-
galacturénico (pKa= 3,23) e a ionizacao deste grupo € de aproximadamente 50%.
Essa ionizacdo parcial propicia o aparecimento da for¢ca de repulsdo entre as
cadeias do polimero, faciltando o relaxamento da matriz polimérica, com
consequente aumento de intumescimento (Tabela 08 e Figura 26), (LUCINDA-

SILVA, 2003).

Tabela 08. Intumescimento (%) das particulas dos lotes AF-0,5; FH-0,5 e PC:QS em
pH 3,0 (n=3)

% Intumescimento
1 . Lotes
empo (min) AF-0,5 FH-0,5 FH-1,0 PC:QS
0 0 0 0 0
30 8,72 17,81 0,36 33,40
60 14,83 20,89 0,59 38,51
90 16,21 22,34 26,70 41,70
120 17,47 22,97 27,48 44,74

Como mostrado na Tabela 8 e na Figura 26 a adicdo tanto do AFC quanto do
FHPMC diminuiu o grau de intumescimento também em pH 3,0. Este fato
provavelmente pode estar relacionado com a insolubilidade do AFC e do FHPMC
neste valor de pH. Isto fez com que houvesse uma diminuicdo nas forcas de
repulsdo entre as cadeias da pectina, que neste valor de pH encontram-se
parcialmente ionizadas, diminuindo a tendéncia ao relaxamento da matriz polimérica

e, consequentemente, diminuindo o intumescimento.
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Figura 26. Intumescimento (%) em funcdo do tempo dos lotes AF-0,5 e FH-0,5 em

pH 3,0 (n=3).

As tabelas 9 - 12 e a figura 27 mostram o perfil de intumescimento das
particulas preparadas FH-0,5; FH-1,0; AF-0,5 e PC:QS (lotes controle) conforme
descrito no item 4.3 de metodologia em tempos e valores de pH que simulam o
transito gastrintestinal.

Em contraste com o perfil de intumescimento observado em meio gastrico
simulado (pH 1 e pH 3), as particulas de PC:QS podem intumescer intensamente em
pH 7,4, devido as cargas negativas dos grupos carboxilicos (-COO) da PC,
provocando repulsdo muatua (CHANG; LIN, 2000) e repelindo-se umas as outras.
Aparentemente, essa forca de repulsdo € maior do que a forca de atracdo que tende

a diminuir o volume da particula.
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Tabela 09. Perfil de Intumescimento (%) das particulas do lote FH-05, nos diferentes
valores de pH que simulam o TGI.

. . % INTUMESCIMENTO

empo (min) pH 1,0 pH 3,0 pH 7,5
0 0 0 0

30 7,23 17,81 14,32

60 7,90 20,89 16,66

90 10,90 22,34 17,46

120 11,37 22,97 21,22

Tabela 10. Perfil de intumescimento (%) das particulas do lote FH-1,0, nos
diferentes valores de pH que simulam o TGl.

% INTUMESCIMENTO
Tempo (min) pH 1,0 pH 3,0 pH 7,5
0 0,00 0,00 0,00
30 2,08 0,36 8,01
60 5,64 0,59 10,97
90 11,72 26,70 11,31
120 11,88 27,48 11,86

Tabela 11. Perfil de intumescimento (%) das particulas do lote AF-0,5, nos diferentes
valores de pH que simulam o TGI.

Tempo % INTUMESCIMENTO
(min) pH 1 pH 3 pH 7,5
0 0 0 0
30 2,54 8,72 12,24
60 3,44 14,83 14,75
90 5,39 16,21 16,57
120 6,17 17,41 24,95
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Tabela 12. Perfil de intumescimento (%) das particulas do lote PC:QS (lotes
controle), nos diferentes valores de pH que simulam o TGI.

Tempo % INTUMESCIMENTO
(min) pH 1 pH 3 pH 7,5
0 0 0 0
30 19,41 33,40 70,72
60 23,23 38,51 74,33
90 27,04 41,70 84,70
120 30,05 44,74 72,55

Somado a isto, ha deionizacdo dos grupos amino da QS em solucbes
alcalinas, desaparecendo a ponte entre os dois grupos. Neste valor de pH também
pode haver erosdo da particula, ou seja, o aumento resultante do tamanho da
particula € dado por um balanco entre intumescimento e erosdo (MUNJERI,
COLLETT; FELL, 1997).

Como é mostrado na Figura 27 a adicdo dos polimeros gastrorresistentes
levou a uma maior protecdo das particulas em tampao fosfato pH 7,4, tendo estes
lotes, intumescido cerca de 25% e nao sofrendo erosdo durante os 120 minutos de
andlise.

As particulas da formulacdo PC:QS (controle) sofreram erosdo em pH 7,4,
tendo intumescido mais (84,70%) apés 2 h de contato com o meio de
intumescimento (Figura 27) do que os lotes nos quais foram adicionados AFC ou

FHPMC.
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Figura 27. Intumescimento em funcdo do tempo das particulas: A: FH-0,5; B: FH-

1,0; C: AF-0,5 e D: PC:QS, nos diferentes meios que simulam o TGl

110



RESULTADOS E DISCUSSAO

4. CARACTERIZACAO DAS CAPSULAS CONTENDO TRIANCINOLONA (TC).

A composicao dos lotes preparados esté descrita na tabela 13.

Tabela 13. Composicéo dos lotes preparados de capsulas contendo farmaco (n=3).

SOLUCAO.

DISPERSAO DISPERSAO CLORETO EHPMC ou TC

LOTES D(Ifn IE)C D(Em(L?)S DE ‘ioA/O)LC'O AFC(;/?)mL (mg)
FHO5TC 15 40 2 05 100
FH1TC 15 40 2 1.0 100
AFO5TC 15 40 2 0.5 100
PC:QS:TC 20 40 2 100

4.1 Caracteristicas morfoldgicas

As particulas contendo o farmaco-modelo (TC), tornaram-se visualmente
maiores, mais esférica e esbranquicadas, quando comparadas as particulas inertes,

e mantiveram sua superficie ligeiramente rugosa e brilhante (figura 28 - 30).

Figura 28: Fotomicrografia de particulas de FHO5TC (aumento de 40x).
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Figura 30. Fotomicrografias eletronicas de varredura de capsulas dos lotes: A:
AFO5TC ; B: FHO5TC,aumento 50x e C: AFO5TC e D: FHO5TC,
aumento de 500x.
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Através da microscopia eletrénica de varredura, pode-se observar a estrutura
praticamente esférica das particulas, tornando-se mais evidente o aspecto rugoso da
superficie.

No maior aumento (500x), nota-se a presenca de pequenos espacos
intersticiais na superficie das particulas , formando assim canaliculos os quais
poderdo facilitar a entrada dos fluidos biologicos, possibilitando a liberacdo do
farmaco. A medida que a resolucdo das fotomicrografias foi aumentada, tornou-se
nitida a diferenca entre os dois lotes, mostrando que a particula do lote AFO5TC,
possui uma superficie mais densa, apresentando menos espacos intersticiais,
enguanto que a superficie das particulas do lote FHO5TC € mais porosa.

Isto sugere em uma primeira andlise, que os lotes de PC:QS nos quais o0 AFC
foi adicionado, tornem-se mais resistentes aos meios em que serdo analisados,
promovendo um maior controle na liberacao do farmaco.

A fim de comprovar a formacado de um sistema monolitico, ou seja, de tratar-
se da obtencdo de microesferas, e ndo de microcapsulas, foram feitas
fotomicrografias eletrbnicas de varredura de cortes transversais das particulas

(Figura 31).

rd-1.4V X2,000 10k m 240701

Figura 31. Fotomicrografias eletrdnica de varredura de corte de particulas contendo
farmaco. Aumento de 500 e 2000x, respectivamente.
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A fotomicrografia eletrbnica de varredura dos cortes das particulas contendo
farmaco, nédo apresentou nenhuma cavidade na qual o farmaco estaria contido, mas
sim uma estrutura interna densa e homogenia, caracteristica de sistemas

monoliticos.

4.2 Analise granulométrica

A distribuicdo do tamanho de particulas dos lotes preparados com TC esta
apresentada nas Figuras 32 —34.
A totalidade das particulas obtidas apresentou tamanho variando entre 1,5 e

2,5 mm.

100
| /_/_BD
fﬁ 60

L LI .

T
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

—— Freqiéncia (%)
Freqiiéncia Acumulada (%0)

Tamanho(mm)

Figura 32. Distribuicdo do tamanho das particulas AFO5TC (n=220).
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Figura 33. Distribuicdo do tamanho das particulas FHO5TC (n=220).
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Figura 34. Distribuicdo do tamanho das particulas FH1TC (PC:QS:FHPMC1:TC),
(n=220).
As particulas obtidas pela formulacdo AFO5TC ficaram maiores do que as
obtidas com as formulagbes FHO5TC e FH1TC, provavelmente devido ao método de

preparo por gotejamento, no qual a variacdo da distancia entre o material a ser
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gotejado e a solucdo e também a velocidade de gotejamento influenciam

diretamente o tamanho e a morfologia das particulas obtidas.

4.3. Determinacgdo do didametro médio das particulas

A Tabela 14 apresenta o diametro médio dos diferentes lotes preparados.

Tabela 14. Diametro médio do tamanho das particulas dos lotes preparados com
farmaco (n=220).

Lotes Diametro médio (mm) Desvio Padrao
AFO5TC 2,42 0,53
FHOS5TC 2,01 0,41
FH1TC 2,12 0,43

PC.QS:TC 1,83 0,65

A analise dos resultados mostra que a proporcdo de polimero
gastrorresistente acrescentado (0,5 ou 1,0%) e a adicdo do farmaco, néo resultou
em um aumento significativo no diametro das particulas obtidas, quando estas sdo
comparadas com as particulas PC:QS:TC e com as particulas PC:QS sem farmaco.

Estes resultados obtidos podem estar relacionados, provavelmente, devido a
um melhor rearranjo entre os polimeros e a TC, o que fez com que houvesse uma
otimizag&o dos espacos internos das particulas, isto é , a TC estaria preenchendo os

espacos antes vazios do interior da particula.
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4.4. Analise quantitativa do farmaco (TC) incorporado nas particulas

4.4.1 Validacdo da metodologia analitica empregada para determinacao do
teor e eficiéncia de encapsulagcdo da triancinolona (TC) por

espectroscopia naregiao do UV.

a) Especificidade

O método foi avaliado empregando-se o comprimento de onda de 242 nm, por
ser o comprimento de maxima absorcdo da TC. A Figura 35 mostra o espectro de
absorcéo na regido do UV referente a solucdo de TC em tampéo fosfato 50 mM pH

7,4, com e sem a presenca de interferentes.

Ahsorbancia (&)

Comprimento de onda {nm]

Figura 35. Espectro de absorcdo da TC em tampéo fosfato 50 mM pH 7,4. A:
solucéo 50 pg/mL de TC; B: solugdo 40 pg/mL de TC com interferente;
C: solucao 25 ug/mL de TC com interferente; D: solugéo 5 ug/mL TC
com interferente e E: solucéo contendo 5mg de particulas sem TC
(interferente).

No estudo de especificidade do método para determinacdo do teor de
farmaco, procedeu-se a solucdo de TC em tampao fosfato 50 mM pH 7,4 nas

concentracdes de 40; 25 e 5 ug/mL, em presenca de quantidades conhecidas de
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possiveis interferentes da matriz polimérica, ou seja , solugdo de particulas —inertes
(sem TC). Os resultados demonstraram que o meétodo proposto € seletivo e
especifico, uma vez que ndo se observou interferéncia da matriz polimérica no

comprimento de onda de maior absorcao do farmaco (242 nm).

b) Linearidade

A linearidade do método de quantificacdo de TC por espectroscopia na regiao
do UV foi determinada através da construcdo da curva analitica em tampéo fosfato
50 mM pH 7,4, utilizando diferentes concentracdes de TC, sendo a curva linear entre

2,5 e 50 pg/mL (Figura 36).

ap 4
254

204

Absorbancia
N

0 5 0 15 20 X I} 3B 40 4 8 5
Concentragdo TC (ug/mL)

Figura 36. Curva analitica de TC, obtida por espectroscopia na regido do UV em
242nm (n=3).
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A regressao linear forneceu a equacao da reta :
y = 0,0402986912 x + 0,0032781302289

r’ = 0,9997

c) Precisao
A precisao foi avaliada através da analise de trés niveis de concentracao,

baixa (5 pg/mL), média (25 ug/mL) e alta (40 ug/mL) (Tabela 15).

Tabela 15. Coeficiente de correlagdo das amostras empregadas no teste de
precisao (n=3)

S P T
5 0,1960 | 0,1936 | 0,1878 | 0,1925 | 0,00428 2,224
25 0,942 | 0,923 | 0,933 | 0,9329 | 0,009437 1,012
40 1,498 | 1,488 | 1,497 | 1,4943 | 0,005139 0,344

Os resultados obtidos apresentados na Tabela 15, indicam que o método
proposto mostrou-se preciso para a quantificacdo de TC, obtendo-se um coeficiente

de correlacdo menor que 5% (ANVISA, 2003).

d) Recuperacao
O percentual de recuperacdo contido nas particulas € apresentado na Tabela
16. Os resultados mostram indices de recuperacdo adequados, dentro da faixa

recomendada pela ANVISA (2003), cujo intervalo € de 80 a 120%.
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Tabela 16. Percentual de recuperacao da TC contida nas particulas (n=3)

Quantidade de TC

Quantidade recuperada

Recuperacéo (%)

adicionada (ug/mL) (ug/mL)
5 4,70 93,92 + 2,12
25 23,07 92,27 + 0,94
40 37,00 92,49 + 0,32

e)

Os valores obtidos na determinacdo dos

Limites de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ)

limites de deteccdo e de

quantificacao estdo apresentados na Tabela 17 e mostram que o método analitico &

adequado para a quantificacdo de TC, obedecendo a faixa linear da curva analitica

que foi de 5 a 50 ug/mL.

Tabelal7. Limites de deteccao e quantificacdo de TC em 242 nm

Parametros Resultados
Concentracéo 2,5 0,104093
empregada * 5,0 0,19637
(ng/mL) 7,0 0,26991
Desvio padrao médio (DP) 0,00621
Inclinacdo da curva padréao (a) 0,0403
Limite de deteccéo (LD) 0,46 pg/ mL
Limite de quantificagdo (LQ) 1,54 ng/ mL

e n=3 determinacdes
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4.5. Determinacgéo do teor e eficiéncia de encapsulagao

A Tabela 18 apresenta os resultados do teor e eficiéncia de encapsulacdo
obtidos.

As particulas dos lotes AFO5TC, FHO5TC e FHI1TC apresentaram um
aumento do teor e da eficiéncia de encapsulacdo em relacdo ao lote PC:QS:TC-
controle. Isto pode ter ocorrido devido ao fato da TC apresentar melhor
dispersibilidade ao ser adicionada na solugédo de PC contendo AFC ou FHPMC do
gue quando ela foi adicionada a solugéo de PC sem AFC ou FHPMC, o que fez com
que a mistura PC: AFC: TC ou PC: FHPMC: TC ficasse mais homogenia fazendo

com que o farmaco ficasse mais tempo em suspensao sem apresentar grumos.

Tabela 18. Teor e eficiéncia de encapsulacéo dos lotes AFO5TC; FHOSTC; FH1TC e
PC.QS:TC-controle.

Massa Eficiéncia de
Lotes recuperada do encapsulacdo Teor de Farmaco
lote (mg) (%) (%)
AFO5TC 313 88,77 £1,07 28,14 + 2,55
FHO5TC 297 89,12 + 6,88 31,57 +£1,35
FH1TC 291 108,41 + 9,26 37,27 £ 2,27
PC:QS:TC-controle 340 80,00 £+ 6,80 23,57 £ 1,66

Os resultados do teor e da eficiéncia de encapsulacdo foram satisfatérios para
todas as formulacdes analisadas, mostrando uma alta eficiéncia de incorporagao do
farmaco na matriz polimérica. Os resultados obtidos com a formulacdo FH1TC,

sugerem uma aparente perda de polimero, provavelmente durante o processo de
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obtencéo das particulas deste lote, porém o0 mais importante € que a incorporacao

do farmaco de maneira geral ocorreu de forma reprodutiva.

4.6. Analise de intumescimento das particulas contendo farmaco

O processo de intumescimento de um material polimérico, ocorre a nivel
molecular e envolve a difusdo de um liquido para o interior do polimero. Esta difusao
€ possivel devido a mobilidade dos segmentos locais das cadeias do polimero, que
permite alojar as moléculas do liquido. Na presenca de solventes adequados, 0s
polimeros reticulados intumescem incorporando solvente, enquanto as cadeias
puderem ser distendidas e os segmentos sdo forcados a assumir uma conformacao
mais alongada (JOSE, 2000). Portanto, a razdo de intumescimento € influenciada
por dimensdes de gel e a propor¢cdo em que a agua pode difundir para dentro da
cadeia polimérica. Quanto maior a espessura dessa camada de gel formada, maior
sera o controle sobre a liberagcdo do farmaco e menor sera a tendéncia da matriz
sofrer erosdo (WAKERLEY et al., 1997).

A analise de intumescimento foi realizada nas particulas contendo farmaco,
para que a influéncia da incorporacdo da triancinolona (TC) no sistema matricial
fosse verificada.

O ensaio foi realizado em meio gastrico e meio entérico simulados em todos
os lotes preparados, conforme descrito no item IV 4.4.3.

O perfil de intumescimento das capsulas contendo farmaco esta apresentado

nas Figuras 37-38 e nas Tabelas 19-20.
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Conforme apresenta a Tabela 19 e Figura 37, os lotes analisados em meio
gastrico simulado, mostraram praticamente o mesmo perfil de intumescimento dos

lotes sem a incorporacéo do farmaco.

Tabela 19. Perfil de Intumescimento (%) em meio gastrico simulado dos lotes
PC:QS:TC-controle; AFO5TC; FHO5TC e FH1TC.

% Intumescimento

Tempo
. PC:QS-
(min) AF05TC FHO5TC FH1TC
controle
30 17,92 5,66 6,22 1,74
60 19,35 6,59 7,57 3,60
90 21,73 6,85 9,66 7,28
120 25,54 7,38 11,37 7,70
100
—— PC:.O5-cantrale
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Figura 37. Perfil de Intumescimento (%) em meio acido pH 1, dos lotes PC:QS-
controle; AFO5TC; FHO5TC e FH1TC, respectivamente.
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O lote FHI1TC apresentou uma pequena diminuicdo do perfil de
intumescimento neste meio, em relacéo ao lote FH-1.

A Tabela 20 e a Figura 38 mostram que em meio entérico simulado os lotes
AFO5TC, FHO5TC e FH1TC apresentaram um intumescimento maior do que em

meio acido simulado sem apresentar erosdo em 120 min de ensaio.

Tabela 20. Perfil de Intumescimento (%) em entérico simulado dos lotes PC:QS:TC-
controle; AFO5TC; FHO5TC e FHATC.

% Intumescimento

Tempo
: PC:QS-
(min) AFO5TC FHO5TC FH1TC
controle
30 52,06 9,93 11,60 2,91
60 56,42 9,96 14,49 10,50
90 63,20 13,35 15,97 11,10
120 58,65 15,87 17,27 11,30

100

—@— PC:Q5-cantrole
—— AFDATC
— FHO5TC
—— FHITC

a0

Intumescimento (%)

Tempo (min)

Figura 38. Perfil de Intumescimento (%) em meio entérico pH 7,5, dos lotes PC:QS-
controle; AFO5TC; FHO5TC e FH1TC, respectivamente.

124



RESULTADOS E DISCUSSAO

O lote controle PC:QS:TC apresentou cerca de 63,20% de intumescimento
em 90 min analise, sofrendo erosédo no tempo restante de ensaio.

O fato dos lotes AFO5TC, FHO5TC e FH1TC ndo apresentarem erosao é
muito importante, pois, havendo erosdo da matriz, o farmaco fica exposto ao
processo de dissolucdo, o que contribui para a sua difusdo da matriz polimérica para
0 meio, levando assim, ao aumento da velocidade de liberagdo do farmaco.

Todos os lotes analisados apresentaram uma reducdo no perfil de
intumescimento em meio entérico simulado quando estes foram comparados com 0s
lotes PC:QS:TC-controle.

Este comportamento deve estar relacionado com a reducdo da taxa de
intumescimento das particulas devido a incorporacéo dos polimeros AFC e FHPMC,
0 que provavelmente devido as caracteristicas de solubilidade destes polimeros, que
se tornam desprotonados em pH alcalino, pH>5 no caso do FHPMC e pH>6 no caso
do AFC, dificultando assim a difusdo do meio de dissolugcdo para o interior da
particula o que consequentemente pode ter limitado a ioniza¢do tanto dos grupos
amino da QS quanto dos grupos carboxilicos da PC, que neste valor de pH
encontram-se ionizados favorecendo o intumescimento da particula. Um maior
intumescimento da particula, além de proporcionar maior difusdo do farmaco através
da matriz também leva a erosdo da mesma (LUCINDA-SILVA, 2003).

Esta analise evidenciou que os lotes incorporados com o0s polimeros
gastrorresistentes ficaram mais resistentes tanto ao meio gastrico simulado como ao
meio entérico, ndo apresentando erosdo o que sugere a seletividade dessas

particulas para liberacao colonica.
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5. ANALISE DAS PARTICULAS POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA

REGIAO DO INFRAVERMELHO

Com o intuito de verificar possiveis interacbes formadas entre os polimeros
PC e QS com os polimeros incorporados FHPMC e AFC, foi realizada a analise dos
espectros vibracionais das amostras na regido do infravermelho. Para tal analise
foram realizados espectros de cada polimero separadamente, da mistura fisica dos
polimeros (PC:QS; PC:QS:AFC e PC:QS:FHPMC) e dos complexos polieletroliticos
formados (PC:QS; PC:QS:AFC e PC:QS:FHPMC), segundo métodos descritos no
item 1.3.

A QS apresenta bandas caracteristicas relacionadas ao estiramento C=0 dos
grupos acetamida, em 1654 cm™, devido ‘a desacetilacdo parcial obtida em seu
processo de purificacdo (GD é de 78%), e na regido de 1610-1560 cm™, atribuidas a
deformacéo axial dos grupos amino no plano.

A PC possui ions carboxilatos em sua estrutura molecular, que se
caracterizam por duas bandas, uma das quais, entre 1650-1550 cm™, é intensa, e
uma outra banda, mais fraca, em torno de 1400 cm™. Essas bandas s&o atribuidas a
deformacédo axial simétrica dos grupos carboxilatos, presentes (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000).

As Figuras 39-42 mostram 0s espectros obtidos na regido do infravermelho da

mistura fisica, do complexo polieletrolitico e dos polimeros isoladamente.
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Figura 39. Espectro na regido do infravermelho da mistura fisica de PC e QS (PC-
QS e dos polimeros isoladamente a: pectina (PC) e b: quitosana (QS),
respectivamente.

A figura 39 apresenta o0s espectros obtido com a mistura fisica de PC:QS , PC

e QS

A mistura fisica destes dois polimeros apresenta aparentemente apenas a

soma dos espectros obtidos com a PC e a QS.
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Figura 40. Espectro da mistura fisica de a: PC:QS:FH e b: PC:QS:AF

Os espectro da mistura fisica de PC:QS:FH e PC:QS:AF, na proporcao 3:1:1,
quando comparada com a mistura fisica de PC:QS, ndo mostra praticamente
nenhuma alteracéo significativa, com excecéo da banda em 2.350-2.370 cm™ , que
tornou-se ligeiramente mais intensa.

Esta banda também aparece no espectro da QS e da mistura fisica PC:QS,

porém com uma intensidade muito baixa.
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Figura 41. Espectro na regiao do infravermelho A: particulas PC:QS-controle e B:
particulas com polimero AFC (AFO5TC).
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Figura 42. Espectro na regido do infravermelho A: particulas sem polimero
gastrorresistentes (PC:QS-controle) e B: particulas com FHPMC
(FHO5TC)
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As figuras 41 e 42 mostram o0s espectros obtidos com o complexo
polieletrolitico entre PC:QS-controle , PC:QS:AFC (lote AFO5TC) e PC:QS:FHPMC
(FHO5TC).

Quando se compara o espectro da mistura fisica de PC:QS (Figura 39) com o
do complexo formado por eles (Figura 41-A e 42-A), diferencas significativas podem
ser observadas. Verifica-se que o espectro do complexo (PC:QS) ndo apresenta
bandas na regido de 1650 e 1350 cm™, que sdo caracteristicas dos grupamentos da
QS, o que sugere a neutralizacdo dos grupos amino com a formacdo do complexo
(LUCINDA-SILVA, 2003).

Entretanto a alteracdo que mais se destaca é na regi&o entre 1200-1000 cm™,
regido que praticamente desaparece de todos o0s espectros do complexo
polieletrolitico (PC:QS-controle, PC:QS:AFC e PC:QS:FHPMC).

Esta regido apresenta bandas no espectro da mistura fisica (PC:QS), no
espectro da PC, com intensidade média e, no espectro da QS com baixa
intensidade. Essas bandas referem-se as chamadas “vibracdes de deformacéo axial
de C-O” dos ésteres ocorrendo entre 1300 e 1000 cm™ (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2000) e estao presentes na molécula de PC.

O desaparecimento destas bandas pode estar relacionado com a
complexacao da PC com o célcio na chamada estrutura “caixa de ovo”.

Os espectros dos complexos PC:QS:AFC e PC:QS:FHPMC, apresentados
nas Figuras 41-B e 42-B, apresentam um pico pronunciado em 2364 cm™, fato este
nao ocorrido nos espectros anteriores. Esse pico foi atribuido a formacéo de sais de
aminas primarias (-NHz"), que sdo representados na regido do infravermelho por
bandas mudultiplas de combinacéo de intensidade apreciavel na regido de 2800 e

2200, sendo mais intensa a banda de freqiéncia mais baixa (SILVERSTEIN;
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WEBSTER, 2000). E importante ressaltar que o grupamento amina da QS encontra-
se protonado (-NH3") no valor de pH utilizado para a preparacdo das particulas (pH
5,0), ou seja, ja se encontra na forma de sais de amina primaria e, portanto a
intensificacdo desta banda nédo esta relacionada a formacédo de sais de amina, mas
provavelmente a uma mudanca no eixo de simetria da ligacao. Isto pode ter ocorrido
devido a ligagcdo de alguns grupamentos —NH3", da QS, aos grupamentos —COO
dos polimeros gastrorresistentes adicionados, AFC ou FHPMC.

Na Figura 42-B, o espectro do complexo PC:QS:FHPMC, volta a apresentar
picos mais definidos na regi&o entre 1200 e 1000 cm™ , regido esta que como ja foi
mencionado possivelmente esta relacionada com a complexacdo de PC com o
calcio, isto sugere que pode estar ocorrendo interferéncia do FHPMC na
complexacado da PC com o calcio. O FHPMC é um polimero aniénico que também

tem a tendéncia a complexar-se com ions metalicos.
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6. ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO DO FARMACO

Grande numero de aparatos de dissolucdo encontram-se descrito na literatura
(MARSHALL; BROOK, 1969; TINGSTAD; RIEGELMAN, 1970; LIN; MENIG;
SWARTZ, 1970; BEYER; SMITH, 1971; KHALIL; ALI; KAHLEK, 1971; JOHNSON;
KENNEDY; RUBIN, 1974; NEEDHAM; LUZZI, 1974; BATHE et al., 1975; GROVES;
ALKAN; DEER, 1975; CARSTENSEN; YONGZANA, 1986), entretanto apenas
alguns passaram por exames criticos para atestar sua validade. O primeiro aparato
automatico de dissolucdo foi descrito em 1962 por Wagner (WAGNER, 1971). O
primeiro aparato de dissolucdo adotado oficialmente foi o da cesta (roating basket)
pela USP em 1970. E em 1975, dois aparelhos se tornaram oficiais, aparatos 1-cesta

e 2-p4, que sao até hoje os equipamentos mais utilizados.

O aparato de cesta (Figura 43) esta previsto em todas as farmacopéias
consultadas (brasileira, britanica, européia, japonesa e americana), apresentando
pequenas variacdes quanto as especificacdes (dimensdes, capacidade, etc). Este
aparato tem a vantagem de confinar a forma farmacéutica a uma area limitada,
enguanto a mantém imersa no meio. Isso é essencial para conseguir uma melhor
reprodutibilidade do método. Também é vantajoso para capsulas que tendem a

flutuar e podem ter a superficie de contato com o meio reduzido (ABDOU, 1989).

Alguns critérios estabelecidos pelas farmacopéias devem ser obedecidos,
para a confiabilidade dos resultados como, por exemplo, volume do meio de
dissolucdo, manutencdo das condi¢des sink, a velocidade de agitacdo 50-100 rpm
para o0 método de cestas, a coleta apropriada das aliquotas (na metade do caminho
entre a mola de retencdo da cesta e o nivel do meio de dissolucdo), distancia da

cesta em relacdo ao fundo da cuba (2,5 cm), etc.
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Figura 43. Esquema representativo do aparato da cesta (reproduzido da
Farmacopéia Brasileira 4ed).
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6.1. Ensaio de liberagdo do farmaco em meio acido simulado

O perfil de liberacdo dos lotes contendo os polimeros gastrorresistentes
(FHO5TC; FH1TC e AFO5TC), foi comparado com o lote PC:QS:TC, lote de

particulas sem os polimeros gastrorresistentes, sendo este utilizado como controle.

Esta comparacdo foi feita a fim de verificar as modificacbes no perfil de
liberacdo dos diferentes lotes contendo AFC ou FHPMC, em relacdo ao lote sem os

mesmos polimeros.

Para que as condi¢fes sink fossem mantidas, 0 ensaio em meio gastrico
simulado foi realizado separadamente, utilizando-se 10 mg de amostra, sendo toda a

analise realizada conforme descrito em métodos item 6.4.1.

As aliguotas foram coletadas a cada 15 minutos na primeira hora de ensaio e
a cada 30 minutos nas duas horas restantes. Nao houve reposicdo do meio de

liberacdo, sendo feito, portanto, a correcao dos valores da concentracao do farmaco.

De maneira geral as particulas dos lotes contendo o0s polimeros
gastrorresistentes ndo apresentaram liberacdo de farmaco na primeira hora de
ensaio, apresentando ndo mais do que 20% de liberacdo do farmaco em 3h de
analise, enquanto que o lote controle PC:QS:TC-controle, apresentou cerca de 20%

de liberacdo em menos de 1h de analise.

A Figura 44 apresenta o perfil de liberac&o dos lotes preparados
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Figura 44. Perfil de liberacdo da TC dos lotes contendo AFC ou FHPMC e dos lotes
sem estes polimeros, em meio gastrico simulado.

Os lotes AFO5TC e FHOS5TC, foram os que apresentaram a menor taxa de
liberacdo, cerca de 7,2 e 18,7%, respectivamente, durante as 3h de ensaio. O lote
AFO5TC foi o que apresentou maior controle de liberagéo da TC, néo liberando nada
durante 120 min de andlise, liberando somente 7,2% de farmaco na ultima hora do

ensaio.

As particulas incorporadas com o FHPMC foram modificadas quanto a
proporgdo deste polimero, tendo como objetivo o maior controle sofre a libera¢do do
farmaco. Entretanto, foi possivel verificar que este aumento da concentracdo do
polimero gastrorresistente FHPMC, ndo proporcionou um maior controle da liberacéao
do farmaco, fato este, que pode estar relacionado com uma diminui¢cdo na proporcao
de calcio ligado a cadeia polimérica da PC, devido a tendéncia que o ftalato possui
em complexar-se a ions metdlicos, prejudicando assim a reticulacdo das particulas

obtidas.
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A diminuicdo de Ca?" ligado & cadeia de PC, leva a diminuic&o na reticulacdo
da rede tridimensional formada pelo complexo PC: Ca®*, complexo este responséavel
em parte, pela insolubilidade do polimero e conseqientemente pelo controle da

liberacdo do farmaco (LUCINDA-SILVA, 2003).

6.2. Ensaio de liberacdo do farmaco em meio entérico simulado

Com a finalidade de simular o transito gastrintestinal, para o ensaio em meio
entérico simulado as amostras (40 mg) foram, primeiramente submetidas ha duas
horas em meio gastrico simulado sendo entdo transferidas para 0 meio entérico

simulado, aonde permaneceram por 4 horas.

As cubas contendo 900 mL de meio entérico foram colocadas no aparelho de
dissolucéo no inicio do ensaio em meio gastrico, tomando-se o cuidado de tampa-las
com parafilme para evitar a evaporacdo do meio de dissolucdo. Apos as 2 horas em
meio acido foi feita rapidamente a troca das cubas e foi entdo dado inicio ao ensaio

em meio entérico simulado.

N&o houve a reposicdo do meio de dissolucéo, sendo feita, a correcdo dos

valores de concentracao.

Os lotes FHO5TC; FH1TC; AFO5TC, apresentaram um perfil de liberacédo do
farmaco maior em meio entérico do que em meio gastrico (Figura 45), entretanto
apresentando maior controle de liberacao, liberando menos que 40% do farmaco em
4h de ensaio, enquanto que os lotes PC:QS:TC, liberaram cerca de 51% do farmaco

em apenas 1h de analise.
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Estes resultados estdo de acordo com os obtidos nos testes de
intumescimento em pH 7,4, no qual as particulas contendo AFC ou FHPMC,
apresentaram taxa de intumescimento bem menor do que as particulas sem os
polimeros gastrorresistentes. Aléem da diminuicdo na taxa de intumescimento as
particulas ndo sofreram erosao neste meio, o que diminui a difusdo do farmaco da

matriz polimérica, reduzindo a taxa de liberacéo.

100 4 —4- PC:OS (controle
- AFDSTC
-} FHOSTC
@ FHITC

80

Farmaco Liberado (%)

Tempo {(min)

Figura 45. Perfil de liberacdo em meio entérico simulado dos lotes PC:QS (controle);
AFO5TC; FHO5TC e FH1TC.

Isto evidencia que a incorporagéo tanto do AFC quanto do FHPMC diminui a
taxa de intumescimento também em pH 7,4, valor de pH no qual a PC encontra-se
altamente ionizada, o que favorece uma alta taxa de intumescimento e,
conseguentemente, uma maior taxa de liberagdo do farmaco (LUCINDA-SILVA,

2003).
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As particulas da formulagcdo AFO5TC foram as que apresentaram maior
controle e menor taxa de liberacéo, liberando somente cerca de 23,70% do farmaco

em 4h de andlise.

6.3. Ensaio de liberacdo do farmaco em meio colbénico simulado

contendo enzima

Utilizou-se nesta andlise enzima Pectinex® Ultra SP-L, a fim de mimetizar a

acao enzimatica do meio colbnico.

A Pectinex® Ultra SP-L  é uma preparacdo enzimética produzida por cepas
selecionadas de Aspergillus aculeates com alta atividade pectinolitica. Esta
preparacdo enzimatica contém enzimas pectinoliticas, como pectintranseliminase,
poligalacturonase e pectinesterase, e também possui pequenas quantidades de

hemicelulases e celulases.

A analise foi realizada através da adicdo da enzima em tampéao fosfato 10 mM
pH 5,0, como apresentado no item Ill 6.3.1. Este pH foi escolhido como um pH
médio entre o pH de maxima atividade da enzima (pH 3,5) e o pH do cdlon, referindo
como estando entre 6,4 e 7,0 do colon ascendente ao colon descendente

(LUCINDA-SILVA, 2003).

A Figura 46 apresenta o perfil de liberacdo das particulas dos lotes PC:QS

(controle); AFO5TC; FHO5TC e FHATC.
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Figura 46. Perfil de liberacdo do farmaco, em meio colénico simulado contendo
enzima, dos lotes PC:QS:TC; AFO5TC; FHO5TC e FH1TC.

A acdo das enzimas pectinoliticas causa a degradacdo do filme de PC:QS
pela quebra da cadeia polimérica da PC. Segundo Munjeri e colaboradores (1997), a
presenca de calcio pode ser um fator positivo, pois verificaram o aumento na acao

da enzima na presenca deste ion.

Comparando-se o perfil de liberacdo do farmaco dos lotes AFO5TC, FHO5TC
e FH1TC com o lote PC:QS:TC (controle), observa-se que os lotes contendo os
polimeros gastrorresistentes prolongaram a liberacdo do farmaco em até 10h de
analise, enquanto que as particulas do lote PC:QS:TC (controle) liberaram 100% do

farmaco em 5h de ensaio.

Os lotes AFO5TC e FHOS5TC, apresentaram liberacdo mais lenta e mais
prolongada quando comparado com o0s outros lotes analisados (FH1TC e
PC:QS:TC), sendo cerca de 62% do farmaco liberado em 4h e somente apds 10h de

analise houve 100% de liberacéo.
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O perfil de liberacdo observado nestes lotes (AFO5TC e FHOS5TC) ja era
esperado, pois foi também observado nos ensaios de intumescimento e liberacao in
vitro, tanto em meio acido com em meio entérico, sendo que em ambos 0s meios as

particulas destes lotes, apresentaram-se mais resistentes (Figura 47).

E importante considerar que a reducdo do pH de 7,4 para 5,0 altera
significativamente a ionizacdo da PC. Em pH 7,4, a PC esta altamente ionizada,
apresentando alta taxa de intumescimento, com conseqiiente aumento na liberacao

do farmaco e em pH 5,0 ela estdo parcialmente ionizados.

Esse perfil de ionizacdo em pH 5,0, influencia a interacao entre os polimeros
e, consequientemente, altera a capacidade de intumescimento. Esta reducéo da taxa
de intumescimento favorece a reducdo do processo de erosdo das particulas
intumescidas, fato este que leva a diminuicdo na liberacdo do farmaco (LUCINDA-

SILVA, 2003).

Nota-se, portanto, que a reducao do valor de pH de 7,4 para 5,0 na liberacéo
em meio colénico simulado, ndo limitou a liberagéo, sendo o farmaco liberado mais
rapidamente do que em meio entérico. Isto sugere que as particulas mantiveram
apesar da adicdo dos polimeros AFC e FHPMC, as caracteristicas de degradacao
enzimatica e aparentemente tornaram-se mais seletivas para o meio colénico. Esses
resultados apresentados mostram que as particulas contendo AFC ou FHPMC

produzidas aliaram a liberacdo pH-dependente com a liberacdo enzimatica.

As particulas do lote AFOS5TC foram as que promoveram resultados melhores

em todos 0s meios analisados.

Este comportamento pode estar relacionado com a estrutura molecular do

AFC que possui mais substituintes com carater hidrofébico, tornando-o mais
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resistente ao meio alcalino, fato observado na dificuldade em se preparar a
dispersdo deste polimero, e pode estar relacionado também & morfologia deste lote
apresentada no item IV 4.4.1, no qual verifica-se através das fotomicrografias

eletrénicas de varredura, uma diferenca na superficie externa das particulas do lote

AFO5TC e FHOSTC.

A Figura 47 apresenta o perfil de liberacdo das particulas em meio acido e

gastrico simulado.

i —- PCOSTC (contrale)
100 + pH 1,0 | pH7,4 7 AFDSTC
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Figura 47. Perfil de liberacdo do farmaco em meio gastrico e entérico simulados das

particulas PC:QS:TC (controle); AFO5TC; FHO5TC e FH1TC.

O lote AFO5TC apresentou uma superficie mais uniforme, menos rugosa e
COm poucos espacos intersticiais, enquanto que o lote FHO5TC apresentou uma

superficie porosa com muitos espacos intersticiais, o que pode ter resultado em uma

141



RESULTADOS E DISCUSSAO

maior penetracdo dos meios de liberacdo, acelerando o processo de difusdo e
consequentemente aumentando a taxa de intumescimento, o que resultou em um

menor controle sobre a liberacdo do farmaco.
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VI. CONCLUSAO

As andlises granulométricas e morfolégicas mostraram que o método de
coacervagao complexa produziu particulas uniformes e esféricas, mesmo quando os
polimeros gastrorresistentes foram acrescentados.

O método de solubilizacdo dos polimeros gastrorresistentes que permitiu
melhor complexagédo foi o que utilizou solugdo NaOH 0,05 mol/L, sendo que as
particulas contendo AFC ou FHPMC obtidas, mostraram-se morfologicamente
semelhantes as particulas obtidas sem os polimeros gastrorresistentes .

Através das analises de intumescimento, observou-se melhora significativa da
gastrorresisténcia das particulascontendo os polimeros AFC E FHPMC.

A taxa de intumescimento foi mais baixa para as particulas com o polimero
gastrorresistente AFC do que para as particulas com o. FHPMC.

Uma taxa de intumescimento maior foi observada em pH 3,0 e em meio
entérico simulado (tampao fosfato pH 7,4), entretanto os lotes com AFC e FHPMC,
apresentaram um maior controle em todos os meios testados, quando estes foram
comparados com os lotes de PC:QS-controle.

A incorporagdo do farmaco-modelo néo alterou significativamente a
morfologia e granulometria das capsulas, observou-se uma pequena reducdo do
tamanho das particulas,0 que pode estar relacionado com um melhor rearranjo dos
polimeros e do farmaco, havendo assim uma otimizacdo do espaco interno das
particulas.

Os ensaios de liberagédo in vitro, mostraram que o acréscimo dos polimeros
AFC e FHPMC resultou em um maior controle sobre a liberacdo do farmaco em

todos os meios analisados. Os lotes AFO5TC e FHOS5TC foram os que liberaram
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menos, cerca de 1,33 e 14,29 %, respectivamente, em meio acido, apos 3 horas de
analise, enquanto que o lote de particulas utilizado como controle (PC:QS-controle),
liberou cerca de 45,52% em 2h de analise.

Estes resultados apresentados evidenciam a melhora na gastrorresisténcia
obtida apds a incorporacao tanto do acetoftalato de celulose, quanto do ftalato de

hidroxiproprilmetil celulose.
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