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A liberacdo de farmacos através de novos sistemas de liberacdo representa um
grande avango na tecnologia farmacéutica, devido a redugao dos efeitos colaterais,
a efetividade e a terapéutica preditiva para otimizar o tratamento de algumas
patologias, como as doencas inflamatérias col6nicas (DIC), incluindo a adeséao do
paciente a terapia. Os sistemas multiparticulados (SM) tém sido investigados como
sistemas com potencial para a liberacdo coldénica de farmacos. O emprego de
polimeros biodegradaveis como quitosana (QS) e alginato (AL), revestidos com
polimeros tem sido foco de atencao na area farmacéutica, devido sua seguranca. O
presente trabalho tem como objetivo desenvolver SM de QS e AL, revestidos com
polimeros entéricos para a obtencdo de sistemas terapéuticos para liberacado
colénica do farmaco. Os sistemas foram preparados por dois diferentes métodos:
formacao do complexo de alginato-calcio:quitosana( AL-Ca:QS), simultaneamente e
formacao da matriz de AL-Ca e posterior coacervacdo complexa com QS. O farmaco
triancinolona (TC) foi incorporado na dispersdao de AL. ApGs a reagdo, as amostras
foram filtradas, lavadas com agua purificada e revestidas com os polimeros
gastroresistentes, como ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (FHPMC), acetoftalato
de celulose (ACT), Eudragit® L100 e com o polimero insoliivel em agua, etilcelulose
(EC), congeladas e liofilizadas. Os sistemas foram caracterizados em relagédo a
morfologia, intumescimento, eficiéncia de encapsulacdo e perfil de liberacdo nos
meios gastrico, entérico e colénico simulado. Os sistemas apresentaram um
didmetro médio de 1,3 mm. A morfologia foi dependente da concentracéo, do tipo de
polimero e método de revestimento e processo de secagem. Os SMs de AL:QS
apresentaram baixo indice de intumescimento em meio géstrico simulado. O
comportamento de intumescimento dos sistemas com e sem revestimento foi
semelhante. Os diferentes métodos de obtencédo dos sistemas nao influenciaram o
comportamento de intumescimento e de liberacdo do farmaco. O aumento na
concentragdo de AL diminui a liberacdo do farmaco em meios acido e entérico
simulados. O modelo de Korsmeyer-Peppas foi 0 mais adequado para representar
os perfis de liberagdo da TC dos SM com mecanismo de transporte caracterizado
por difusdo classica, transporte anémalo e super transporte caso Il. Os sistemas
revestidos com polimeros gastroresistentes proporcionaram um perfil de liberacao do
farmaco com promissora aplicacéo na liberacao colénica de farmacos.

Palavras-chave: Alginato. Liberacdo colénica Sistemas multiparticulados.
Quitosana. Triancinolona.
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The drug delivery through new release systems represents a great progress in the
pharmaceutical technology, because the decrease of the adverse collateral effects,
the effective and predictive therapeutic answer, to optimize the treatment of some
pathologies, as the colonic inflammatory diseases (CID), including the best adhesion
of the patient to the therapy. The multiparticulate systems (MS) have been
investigated as systems with potential for colonic drug release. The use of
biodegradable polymers as chitosan (CS) and alginate (AL) received much attention
in the pharmaceutical area due to their safety. The objective of the present work is to
development CS and AL MSs, coated with enteric polymer in order to obtain dosage
forms that allow the colonic drug release. The systems were prepared by two
different methods: complex formation of the alginate-calcium:chitosan (AL-Ca:CS),
simultaneously and complex formation of the AL-Ca and posterior complex
coacervate with CS. The drug (triamcinolone) was incorporated in AL dispersion.
After reaction, the samples were filtered, washed with purified water and coated with
gastroresistant polymers, as hydroxypropyl methylcellulose phthalate (HPMCP),
cellulose acetate phthalate (CAP) and insoluble polymer ethylcellulose, Eudragit®
L100 and freeze-dried.The systems were characterized in relation to the morphology,
swelling, encapsulation efficiency and release profile in simulate gastric, enteric and
colonic medium. The systems showed average diameter of 1.3 mm. The morphology
was dependent on the concentration, polymer used and coating method and drying
process. The systems AL:CS showed level low of swelling in simulate acid medium.
The behavior swelling systems AL-CS with and withont coating systems AL-CS was
similar. The drug release was dependent on the AL concentration and of the type and
concentration of the coating polymer. The different methods of systems preparation
didn't influence the swelling and drug release behaviors. The increase of AL
concentration decreased the drug release in simulate acid and enteric medium. The
Korsmeyer-Peppas model was the most suitable to represent the profile of TC from
SM with the mechanism of transport characterized by classic diffusion, irregular
transport and super transport in case Il. The coated systems with gastroresistant
polymer provided a profile of the model drug, triamcinolone, with promising
application in colonic drug release.

Keyworks: Alginate. Chitosan. Colonic delivery. Multiparticulate systems.
Triamcinolone.
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8 Aplicacao dos diferentes modelos matematicos nos SM para a andlise
da cinética de liberacdo da TC, aplicando o coeficiente de correlacédo
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LISTA DE ABREVIATURAS
AL - alginato de sédio
ACT - acetoftalato de celulose
AL:QS - complexo alginato:quitosana
AL-Ca:QS - complexo alginato com caélcio e quitosana
AL-Ca:TC - alginato de calcio com triancinoona
5-ASA - 4cido 5-aminossalicilico
AS - aspersao
DIC - doengas inflamatorias colbnicas
EC - etilcelulose
EU - eudragit® L100
G — a-L guluronato
GD - grau de desacetilagao
FHPMC - ftalato-hidroxipropilmetilcelulose
FGS - fluido gastrico simulado
FCS - fluido colbnico simulado
FES - fluido entérico simulado
IM - imerséo
LD - limite de deteccéo
LQ - limite de quantificagao
M — 3-D manuronato
M1 — formacgao complexa de AL-Ca:QS, simultdneamente
M2 - formacao complexa de AL-Ca e posterior coacervagao complexa com QS
MM — massa molecular

NAG — N-acetilglicosamina



QN - quitina

QS - quitosana

SM - sistemas multiparticulados
TC - triancinolona

TGI — trato gastrintestinal

TGIS - trato gastrintestinal superior

UFC - unidade formadora de colonia
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1 INTRODUCAO

Cada vez mais aumenta o interesse por parte das industrias farmacéuticas
em desenvolver formulacdes capazes de liberar farmacos em sitios especificos no
organismo, assim como manter os mesmos no local por longos periodos de
tempo, com velocidade de liberacdao controlada, visando prolongar a acéao
terapéutica e reduzir os efeitos colaterais (COLLETT; MORETON, 2005).

O direcionamento de farmacos para um sitio especifico através de novos
sistemas de liberacdo representa um grande avango na area de tecnologia
farmacéutica. Tal avanco é garantido gracas a reducao dos efeitos colaterais,
agregado a precisdo e a efetividade da resposta terapéutica, resultando desta
forma em maior adesao do paciente a terapia (COLLETT; MORETON, 2005).

A administracdo de farmacos pela via oral é a preferida pelos pacientes
para o tratamento de doengas crbnicas. Por outro lado, esta via limita a
capacidade de determinados farmacos, como proteinas e polipeptideos, em
atravessar a barreira epitelial, devido a elevada susceptibilidade a degradacao
enzimatica no trato gastrintestinal superior (TGIS) (DODANE; VILIVALAM, 1998).
Para superar estes desafios, tecnologias alternativas, como a preparacao de
sistemas multiparticulados com propriedades definidas, vém sendo introduzidas
nestas ultimas décadas. (COLLETT; MORETON, 2005).

No delineamento de formas farmacéuticas administradas por via oral com a
liberacdo colon-especifica do farmaco, no tratamento de doengas inflamatérias do
intestino, faz-se necessario a liberacdo do farmaco no alvo especifico, devido aos
efeitos adversos provocados pela administracdo de farmacos como
antiinflamatdérios, quimioterapicos e antibioticos (VANDAMME et al., 2002).

Almejando a liberacao colon especifica, as estratégias mais estudadas,
baseadas nas caracteristicas fisiolégicas do organismo, incluem o tempo de
transito no intestino delgado, que depende da liberagdo programada do farmaco, o
pH especifico do célon, a presenca de enzimas no célon, a pressao luminal e o
ambiente da microflora colénica (COLLETT; MORETON, 2005; IBEKWE et al.,
2007).

Uma das formas de se desenvolver sistemas de liberacdo de farmacos

desencadeados pela microflora colénica, € o emprego de polissacarideos como
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pectina, sulfato de condroitina, ciclodextrina, dextrana, goma guar, inulina,
amilose, alginato e quitosana (SINHA; KUMRIA, 2001; SHIMONO et al., 2002).

A quitosana (QS) é um polimero que tem sido amplamente utilizado como
excipiente para formas de liberagcdo modificada, sendo aplicada também na
liberacdo colénica devido suas propriedades biodegradaveis pelas bactérias
colénicas (SHIMONO et al., 2002), boa biocompatibilidade e nao-alergenicidade,
possuindo também propriedades mucoadesivas que otimizam a penetragdao de
macromoléculas pelas barreiras intestinais (AHN et al., 2002).

O alginato (AL) é um polissacarideo extraido de algas marrons que possui
varias propriedades, tais como imunogenético, biocompativel, bioadesivo, sendo
empregado nas industrias farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos
(MIYAZAKI; KUBO; ATTWOOQOD, 2000; TONNESEN; KARLSEN, 2002; BAJPAI;
TANKHIWALE, 2006; GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Visando obter um sistema de liberacao célon-especifico, Lucinda-Silva,
2003 desenvolveu sistemas multiparticulados de quitosana-alginato, os quais
demonstraram um indice de intumescimento precoce da matriz em meio entérico
simulado, liberando o farmaco antes de alcancar o célon.

Baseado nisto, o objetivo deste trabalho foi otimizar a estrutura dos
sistemas de quitosana-alginato através de revestimento com polimeros gastro-
resistentes e pouco sollveis em agua, visando um maior controle na liberacao do
farmaco e seu direcionamento para o coélon. O farmaco-modelo utilizado foi a
triancinolona (TC), que € um corticosteroide sintético com acédo imunossupressora
e antiinflamato6ria, empregado para o tratamento de inflamagdes locais no colon
(HANAUER; BAERT (1994); STEIN; HANAUER (1999)).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Desenvolver e avaliar sistemas multiparticulados a base de QS e AL,
revestidos com Polimeros gastroresistentes e polimero insolivel em agua, visando
a obtencao de sistemas terapéuticos que permitam a liberagdo do farmaco

modelo, triancinolona, no célon.
2.2 Objetivos Especificos:

e (Caracterizar os polimeros QS e AL, quanto ao grau de desacetilacao
(QS), densidade relativa, viscosidade intrinseca e massa molecular;

e Validar metodologia analitica para determinagdo da triancinolona nas
particulas por espectrofotometria;

e Preparar particulas a base de AL-Ca:QS, com e sem farmaco,
revestidas por polimeros gastro-resistentes e insolUveis em agua, pelo
método de coacervacao complexa/ gelificagao ionotrépica;

e (Caracterizar os SM quanto a morfologia e a granulometria;

e Verificar a capacidade de intumescimento dos sistemas em meios com
diferentes valores de pH;

e Determinar o teor e a eficiéncia de encapsulacao dos sistemas;

e Determinar o perfil de liberacdo do farmaco modelo in vitro, utilizando
meios de dissolucdo que simulam o trato gastrintestinal;

e Determinar a cinética de liberacdo do farmaco modelo triancinolona dos
SM.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Liberacao Colénica de Farmacos:

3.1.1 Introdugao

O interesse pelo desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos
tem aumentado nestas Ultimas décadas, devido as inimeras vantagens que esses
sistemas oferecem, como controlar a velocidade e a extensao da liberagdo do
farmaco, fornecendo periodos de acgdo terapéutica prolongada apo6s cada
administracdo de uma “dose unica” (COLLETT; MORETON, 2005). Esses
sistemas também podem manter o nivel plasmatico sem oscilagdes bruscas, evitar
niveis subterapéuticos, manter o nivel plasmatico de produtos com tempo de
meia-vida biolégico relativamente curto, proteger o farmaco de uma eventual
degradacao, proporcionar reducado dos efeitos colaterais e com isso, aumentar
adesao ao tratamento pelo paciente (HATEFI; AMSDEN, 2002; LIU et al., 2003).

A despeito das vantagens acima mencionadas, devem ser considerados e
ponderados as seguintes limitacdes: dificuldade ou impossibilidade de interromper
rapidamente a acao farmacolégica do medicamento em caso de intoxicacao grave
ou de intolerancia; o risco de acumulo do farmaco se a velocidade de eliminacao
for lenta; a reprodutibilidade e a eficacia da acdo dependem da velocidade de
esvaziamento gastrico e da capacidade de absorcdo da mucosa intestinal; a
cinética de liberacao depende da integridade da forma farmacéutica; acrescido do
fato de seu custo ser geralmente mais elevado que o das formas farmacéuticas
convencionais (FREIRE et al., 2006b).

Segundo Collett e Moreton (2005), formas farmacéuticas de liberacao
modificada sdo sistemas nos quais a dose inicial do farmaco é liberada de
imediato, buscando alcancar rapidamente a acao terapéutica desejada, sendo em
seguida, a dose remanescente do mesmo liberada lentamente, visando uma
concentracao do farmaco no tecido desejado de forma prolongada.

De acordo com os mecanismos de acgado, as formas farmacéuticas de

liberacdo modificada podem ser classificadas em liberacdo prolongada,
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controlada, repetida, retardada, imediata, sustentada e liberacdo no sitio
especifico (FREITAS, 2006).

A liberagdo no colon especifica tem atraido a atencido de muitos
investigadores interessados no tratamento de patologias locais, no seu potencial
para a liberacdo de proteinas e peptideos e para o tratamento de doencas
circadianas, como € o caso da artrite reumatdide e da asma brénquica (FREIRE et
al., 2006a; LIU et al., 2007).

A liberacao célon-especifica € muito utilizada para o tratamento de doencgas
crdnicas inflamatérias do intestino, como a colite ulcerativa, doenca de Cronh,
carcinomas e infeccoes (VANDAMME et al., 2002). Os farmacos que fazem parte
do plano de tratamento destas patologias, e que sao, simultaneamente,
candidatos a incorporacdo em sistemas de liberacdo colon especifica sdo, os
antiinflamatérios, os corticosterdides, os antibiéticos e 0os imunossupressores
(FREIRE et al., 2006a).

Tais preparagbes tém sido amplamente estudadas com o intuito de
aumentar a eficiéncia do tratamento, agregado a reducao dos possiveis efeitos
adversos (FRIEND, 2005). No entanto para atingir o c6lon, a forma farmacéutica
deve atravessar o TGl superior de forma praticamente intacta, sendo apenas
liberada na porgao terminal do intestino grosso (FREIRE et al., 2006b).

Segundo Freire e colaboradores (2006b), o tempo de contato da forma
farmacéutica com a mucosa gastrica, influencia na absorcao do farmaco, pois um
tempo de residéncia elevado pode resultar numa elevada absor¢cao do farmaco
nesta regido, comprometendo a biodisponibilidade e a eficicia dos sistemas de
liberacao célon-especifico.

Baseado nisso, é importante conhecer como as formas farmacéuticas
comportam-se durante a sua passagem pelo TGIl, ou seja, ao desenvolver
sistemas de liberacdo modificada para liberacdo clénica de farmacos é
fundamental avaliar os parametros e as variaveis fisiolégicas que podem
influenciar o desempenho destes ao longo do TGI, sendo o fator motilidade
altamente significativo para o desenvolvimento de produtos com uma maior

eficacia terapéutica e menor incidéncia de efeitos colaterais (CORA et al., 2005).
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3.1.2 Trato Gastrintestinal:

E pouco provavel, que um sistema de liberacdo colon-especifico,
proporcione uma absor¢ao de farmaco minima ou nula na mucosa gastrica € no
intestino delgado e méaxima absor¢cdo no célon, pois o ambiente hostil e as
variacoes fisiologicas ao longo do TGl acabam influenciando o desempenho da
forma farmacéutica (FREIRE et al.,, 2006a). O pH difere ao longo do trato
gastrintestinal: na cavidade oral é em torno de 6,2 a 7,4; no estdbmago em jejum
situado entre 1,5 a 2,0 e no alimentado entre 3,0 a 5,0; no jejuno varia de 5,0 a
6,5, noileo de 6,0 a 7,5.

O TGl também denominado de canal alimentar é um tubo digestivo
muscular, com aproximadamente 6 metros de comprimento e de diametro
variavel, estendendo-se da boca até o anus. Este tubo é diferenciado em quatro
regidbes anatbmicas, cada qual, possuindo caracteristicas Unicas: eso6fago,
estbmago, intestino delgado e intestino grosso ou célon (LIU et al., 2003;
ASHFORD, 2005) (Figura 01).

esOfago — !‘ -

estbmago
Intestino
QFOS,TO ou Intestino
colon delgado

Figura 01: llustragéo do TGl humano.

3.1.2.1 ESOFAGO:

O esbdfago € o 6rgao onde os alimentos sdo impulsionados apo6s a

degluticdo. Ele comunica a cavidade oral ao estbmago. Sua Unica funcao é
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transportar o alimento ao estdmago. Ao nivel da juncdo do es6fago com o
estbmago, ha uma estrutura valvular que permanece fechada entre os dois
orgaos, denominada esfincter esofagico. Com a aproximagcao do alimento esta
valvula se abre permitindo a passagem do alimento ao estdmago. O alimento
desce ao longo do esbéfago a uma velocidade de 20 a 60 mm por segundo
(ASHFORD, 2005).

O esbdfago mede aproximadamente 250 mm de comprimento e 20 mm de
diametro. O pH do lumen esofagico varia normalmente entre 5 e 6. O tempo de
transito das formas farmacéuticas no es6fago € extremamente rapido, sendo
cerca de 10 a 14 segundos, este tempo depende tanto da forma farmacéutica

como da postura do individuo ao ingerir o medicamento (ASHFORD, 2005).
3.1.2.2 ESTOMAGO:

Entre a parte terminal do eséfago e o inicio do intestino delgado, encontra-
se o estbmago. O estbmago é a regido mais dilatada do TGI. Este é diferenciado
em quatro regiées anatémicas: fundo, corpo, antro e piloro (CORA et al., 2005).

Este 6rgdo apresenta 4 fungbes mecanicas basicas: a) atuar como
reservatério temporario para os alimentos ingeridos e transferi-los para o duodeno,
a uma velocidade controlada; b) reduzir o tamanho dos soélidos ingeridos,
promovendo a digestao; c) promover o esvaziamento gastrico, liberando os
alimentos ja parcialmente digeridos para o intestino delgado e d) reduzir o risco de
substancias nocivas alcangarem o intestino (ASHFORD, 2005; CORA et al., 2005;
TACK, 2007).

A microflora géastrica € predominantemente gram positiva e aerébia e sua
concentracdo bacteriana é de cerca de 10° UFC/mL. Os microorganismos mais
freqientemente encontrados sao Lactobacilos, Staphylococcus e fungos.
Enterobactérias como Clostridium e Bacteroides estdo ausentes ou presentes em
baixas contagens, contudo, podem estar presentes bactérias anaerdbias de
origem oral como Peptostreptococcus, Fusobacterium e espécies de Bacterdides
(TACK, 2007).

Um fator determinante para o inicio da absor¢cdo de um farmaco no
intestino delgado é a velocidade de esvaziamento gastrico. Este € altamente

variavel inter e intra individualmente e dependente de varios fatores, que podem
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ser de natureza fisioldgica, patolégica ou farmacolégica (CORA et al., 2005). Os
tempos de residéncia gastrica, geralmente variam de 5 minutos a 2 horas, sendo
que ja foram registrados tempos maiores, acima de 12 horas, como é o caso de
formas farmacéuticas unitarias grandes (QUIGLEY, 2003) e de formas
farmacéuticas gastrorretentivas. Os sistemas gastrorretentivos, que tem como
objetivo aumentar o tempo de permanéncia do farmaco a nivel gastrico
apresentam varios dispositivos, como 0s mucoadesivos, intumesciveis, alta-
densidade e os flutuantes, todos com diferentes formas de atuacdo (BARROCAS
et al., 2007).

Entre os primeiros fatores, encontramos o volume da refeigdo, a sua
natureza, o conteudo energético, a acidez, a viscosidade e a temperatura, sendo
que a passagem através do estbmago é mais rapida no caso de liquidos frios
(FREIRE et al., 2006a). O estado prandial é um dos fatores que podem influenciar
a motilidade e o esvaziamento gastrico das formas farmacéuticas (MOURA;
REYES, 2002). No estado prandial, o que governa a motilidade gastrica e
consequentemente, o tempo de transito da forma farmacéutica, é a atividade
elétrica no estdbmago, também denominada de complexo mioelétrico migrante
(CMM) (ASHFORD, 2005). Esse processo € caracterizado por um ciclo repetitivo,
dividido em 3 fases diferentes que se repetem a cada 2 horas: a) fase I: auséncia
de atividade contratil b) fase Il: atividade contratil irregular; c) fase lll: fase de
intensas contracdes em freqliéncia maxima, promovendo a remocao de qualquer
material residual do estémago. O periodo de duracao do (CMM) é entre 90 a 120
minutos, mas com uma variedade inter e intraindividual (ASHFORD, 2005; CORA
et al., 2005; TACK, 2007). A presenca de alimentos no estémago contribui para o
retardo do esvaziamento gastrico, devido aos sinais de retroalimentacao
duodenal, incluindo principalmente o reflexo enterogastrico e a retroalimentacéo
hormonal, ou seja, a velocidade do esvaziamento do estdmago é limitada pela
quantidade de quimo que o intestino delgado pode processar (MOURA; REYES,
2002).

Além disso, fatores diretamente relacionados com o individuo tais como o
exercicio fisico, posicdo em que se encontra, idade e fatores de ordem emocional
podem ter um efeito direto no tempo de esvaziamento géastrico (FREIRE et al.,
2006a).
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Determinadas patologias como a diabetes, as Ulceras gastricas e o refluxo
gastroesofagico aceleram o tempo de esvaziamento gastrico, ao passo que outras
como o hipertiroidismo ou a Ulcera duodenal tendem a diminui-lo (FREIRE et al.,
2006a).

Em relacdo a natureza tecnolégica, os fatores mais determinantes no que
se refere ao esvaziamento gastrico de formas farmacéuticas sdo o seu tamanho e
a densidade. A previsibilidade do esvaziamento gastrico diminui a medida que se
aumenta o tamanho das formas farmacéuticas, sendo que particulas com
dimensdes superiores a 10 mm ficam retidas no estémago.

Quanto a densidade ha controvérsias, estudos relatam que quanto maior a
densidade de uma particula maior o seu tempo de retencédo gastrica, devido a
capacidade dessas particulas em se posicionar na parte inferior do antro do
estbmago, como € o caso dos sistemas gastrorretentivos de alta-densidade que
tem como objetivo alojar-se no ambiente do estdmago resistindo aos movimentos
peristalticos. Estes sistemas possuem uma densidade superior ou igual a 1,3
g/mL, que é superior a densidade do fluido gastrico (BARROCAS et al., 2007).

No entanto, outros estudos relatam que o tempo de esvaziamento géastrico
de formas farmacéuticas nio ¢ significativamente afetado pela densidade. (CORA
et al., 2005; FREIRE et al., 2006a). Clarke, Newton e Short (1995) realizaram um
estudo comparativo do tempo de transito gastrintestinal de pellets com densidades
de 2,0 e 2,4 g/cm™ comparando com o controle (pellets com densidade de 1,5 g/
cm™®), observando nenhuma diferenca significativa no tempo de transito
gastrintestinal desses sistemas.

Um significante aspecto que também deve ser considerado em relacao ao
esvaziamento gastrico, é a forca que a parede gastrica, através de movimentos
peristélticos, aplica nas formas farmacéuticas solidas podendo desta forma
interferir nos processos de desintegracéo e dissolugdo do medicamento (CORA et
al., 2005).

Segundo Cora e colaboradores (2005), o estdbmago humano no estado
alimentado tem a capacidade de promover uma forca destrutiva de 1,89 N,
podendo dessa forma, interferir na eficacia terapéutica das formas farmacéuticas
de liberagdo modificada.

Segundo Freire e colaboradores (2006), estudos realizados com sistemas

multiparticulados comparando o esvaziamento gastrico antes e apés uma refeicao,
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os resultados demonstraram esvaziamento gastrico exponencial na auséncia de

alimentos e linear na presenca destes.
3.1.2.3 INTESTINO DELGADO:

O intestino delgado estende-se desde o esfincter pilérico do estémago até
a juncao ileocecal, onde se une ao intestino grosso. Esta é a regido mais comprida
do trato gastrintestinal, medindo cerca de 4 a 5 m (ASHFORD, 2005). Suas
principais fungbes sdo: o processo de digestdo enzimdtica, que se inicia no
estdbmago e completa-se no intestino delgado e a absorgdo de nutrientes (CORA
et al., 2005).

O intestino delgado exibe diferentes padrdes de motilidade em funcéao da
presenga ou auséncia de alimentos. Durante a fase pds-prandial, o intestino
delgado é dominado por movimentos peristalticos que asseguram a mistura e a
propulsdao do seu conteudo e, que uma vez terminada, da lugar ao complexo
motor migratério (FREIRE et al., 2006a).

O tempo de transito no intestino delgado é relativamente constante, sendo
de aproximadamente 3 horas e ndo é afetado pelo estado de nutrigdo ou pela
natureza da refeicao. Além disso, este parece nao distinguir liquidos de sélidos e
nem distinguir diferentes tamanhos e densidades dos sélidos, ou seja, o tempo de
transito nesta regido independe da forma farmacéutica (FREIRE et al., 2006a).

3.1.2.4 COLON:

O colon é a porcao terminal do trato gastrintestinal, estendendo-se desde a
juncéo ileocecal até o anus. Este é diferenciado em cecum, célon ascendente,
colon transverso, célon descendente, sigmdide e o reto (ASHFORD, 2005) (Figura
02).
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Figura 02: Esquema do intestino grosso humano (VANDAMME et al., 2002).

A principal fung&o do c6lon é absorver 4gua e eletrdlitos (FREITAS, 2006a).
Mais de 1,500 g de materias indigestos (proteinas, mucinas, polissacarideos
degradados parcialmente entre outros) e de liquido entram no célon por dia
atuando como substrato para a fermentacdo da microflora. A porcdo do colon
ascendente € provavelmente a regido com maior quantidade de liquido. Segundo
Yang (2008) estudos realizados em voluntarios sadios demonstraram que o
volume neste local foi de 170 + 40 mL. Os produtos da fermentacao, junto da agua
e de outros nutrientes sdo absorvidos no célon, condensando o conteudo em
fezes durante o transito coldénico para posterior defecacdo. Embora a capacidade
de absorcdo no mesmo seja menor do que no intestino delgado, o tempo de
residéncia no colon é de 2 a 3 dias, favorecendo a absorcdo de farmacos
(FREITAS, 2006a).

O célon é considerado um ambiente ideal para a absorcdo de farmacos,
devido a baixa diversidade e atividade das enzimas digestivas e o pH préximo do
neutro (SINHA; KUMRIA, 2002; ORLU; CEVHER; ARAMAN, 2006; IBEKWE et al.,
2007).
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Segundo Shimono e colaboradores (2002), o célon é um importante local
para a administracao sistémica de farmacos do tipo peptideos e proteinas, como a
insulina e a calcitonina, pois a degradacao acida e enzimatica que estes sofrem no
estbmago e no intestino, que constitui um dos maiores obstaculos para a
administracao por essa via, nao ocorre.

O coélon humano é de natureza anaerbébia com uma concentragao
bacteriana de 102 UFC/mL (RUBINSTEIN, 2005), consistindo de mais de 500
espécies de bactérias (OLIVEIRA; CAVALCANTI, 2007) predominantemente
anaerobias, e de pequeno numero de fungos. A flora colénica é habitada
principalmente por Bacteroides fecalis e bifidobactérias, ao passo que Clostridium,
enterobactéria e Lactobacilus anaerobics, sao comparativamente menos
significativos. Em condi¢des fisiologicas normais, estas bactérias ndo se
encontram no estbmago, dadas as suas condigcdes de acidez. O numero de
microorganismos aumenta gradualmente ao longo do intestino delgado e encontra
a sua expressao maxima em torno da valvula ileocecal. No colon a velocidade de
crescimento dos microorganismos é maxima nas suas regides proximais (FREIRE
et al., 2006a).

Essas bactérias produzem um amplo espectro de enzimas de natureza
hidrolitica e redutiva que estdo ativamente envolvidas em inUmeros processos no
célon, tais como, fermentacdo de carboidratos e proteinas, metabolismo de
substancias xenobioticas, transformacado de esterbéides, bem como, ativacao e
destruicdo de metabdlitos mutagénicos potentes (YANG, 2008).

Esta fonte nutricional permanece qualitativamente semelhante de um
individuo para outro, podendo diferir quantitativamente (Quadro 01). Essas
variedades de bactérias desempenham inumeras reacdes metabodlicas, como
hidrélise de ésteres de acidos graxos e a reducdo de farmacos da sua forma
conjugada inativa para a forma ativa (ASHFORD, 2005). As enzimas hidroliticas
mais extensivamente estudadas sdo a glucosidase e a glucuronidase, enquanto
que as enzimas redutivas mais estudadas sao a nitroreductase, a azoreductase, o
N-oxido e a sulfoxido reductase (YANG, 2008).



Quadro 01 — Constituicéo da flora gastrintestinal humana
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Numero de bactérias (UFC.mL™ ")
Estomago Jejuno ileo Fezes
Bacterias total 0-10° 0-10° 107107 10"°- 10"
contadas
Bactérias aerobias facultativas
Enterobactéria 0-10° 0-10° 10°-10° 10~ 10"
Streptococcus 0-10° 0-10* 10°-10° 10°-10™
Staphylococcus 0-107 0-10° 10°-10° 10*-10’
Lactobacillus 0-10° 0-10° 10°-10° 10%-10°
Bactérias anaerobias

Bactedides Raras 0-10° 10°-10’ 109- 10"
Bifidobactéria Raras 0-10° 10°710° 10°-10"
Cocos gram positivos Raras 0-10° 10°-10° 10°—-10"
Clostrideos Raras Raras 10°-10* 10°- 10"
Eubactérias Raras Raras Raras 10°-10™"

FONTE: FREIRE et al., 2006a).

Dentre os fatores que influenciam o crescimento da microflora colénica
incluem-se a motilidade intestinal, a presenca de anticorpos, idade, a desordem
gastrintestinal, a dieta e a administragdo de farmacos, entre outros. Todos estes
parametros devem ser analisados, uma vez que estes podem inativar o farmaco
ou desencadear efeitos colaterais ao individuo (VANDAMME et al., 2002).

O pH no célon varia em torno de 6,4 a 7,6 (FREITAS, 2006a), podendo
ainda variar em pacientes com doengas inflamatorias intestinais, nao tratadas é
cerca de 4,7 e pacientes em tratamento é em torno de 5,5 (SHIMONO et al.,
2002). Segundo Friend (2005), estudos realizados em voluntarios com colite
ulcerativa verificaram que o pH luminal foi altamente varidvel, pois alguns
pacientes apresentaram pH colénico em torno de 5,0 a 7,0, entretanto em alguns
pacientes o pH reduziu para 2,3; 2,9 e 3,4. Em pacientes com doenc¢a de Cronh o
pH intraluminal apresentou valores diferenciados, no c6lon ascendente 5,0 + 0,3,
porém valores menores de pH foram obtidos nas regides mais distais do célon.

Ao contrario do estbmago e do intestino delgado, que pode ser

caracterizada pela aparéncia ciclica do complexo motor migratério, a
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caracterizagdo da motilidade colénica € bem mais limitada, devido a sua
inacessibilidade e diferencgas regionais presentes na estrutura e na fungéao (YANG,
2008).

A primeira por¢ao do célon, que compreende o cecum, célon ascendente e
parte do colon transverso, caracteriza- se por um anti-peristaltismo, onde o
conteudo fecal fica retido por longos periodos de tempo, permitindo a absorcao
prolongada de agua, eletrdlitos e principios ativos, se estes forem passiveis de ser
absorvidos nesta regido. Além disso, nesta porcao o conteudo intestinal ndo é tao
viscoso, o que faz do colon proximal o local preferencial de liberagdo de farmacos
A restante parte do célon transverso e célon descendente sdo caracterizados por
movimentos peristalticos coordenados que forcam o conteudo intestinal a
fragmentar-se e progredir em direcao a porcao final do célon. A regiao do célon
sigmoide e do reto, local onde as fezes fiacam armazenadas, sdo caracterizadas
por contracdes musculares vigorosas (FREIRE et al., 2006a).

Baseado em estudos manométricos realizados em voluntarios sadios
durante 24 horas, observou-se que a motilidade contratii do célon pode ser
descrita por alternacdes irregulares de quiescéncia, prevaléncia de néo
propagacao, contragbes segmentais e ocorréncia ndo freqiente de contracoes
propagadas de baixa e alta amplitude (< 50 mmHg e > 100 mmHg,
respectivamente). Essas contracbes nao freqlentes originam-se no cecum e no
cblon ascendente, sendo as de baixa amplitude propagadas mais frequentemente
(mais de 100 vezes por dia) e as de alta amplitude cerca de 4 a 12 vezes por dia
(YANG, 2008).

Segundo Freire e colaboradores (2006a), estudos realizados em individuos
normais demonstraram que o tempo de transito de alimentos na regiao proximal é,
aproximadamente, entre 7 e 11 horas. No célon esquerdo é de cerca de 9 a 11
horas e por ultimo no célon sigmdide, varia entre 12,5 a 18,5 horas. Deste modo, o
tempo de transito total é de cerca de 22 a 36 horas, podendo variar entre 18 a 144
horas.

Apesar de o colon apresentar um tempo de residéncia favoravel para a
absorcdo de farmacos, esse processo pode ser limitado por um numero elevado
de barreiras fisicas, quimicas e metabdlicas como o lumen, a presenca de muco, o
espaco existente entre 0 muco e as células epiteliais e o epitélio (FREIRE et al.,
2006a).
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3.1.3 Vetorizacao de Farmacos para o Colon:

A vetorizacdo pode ser considerada como um carreador visando modular e,
se possivel, direcionar totalmente a distribuicio de um principio ativo no
organismo, associando-o a um sistema apropriado chamado vetor da substancia
em questdo. Os vetores tornam a distribuicdo do principio ativo no organismo o
mais independente das suas propriedades, porém submetida as propriedades do
vetor, em funcgado do alvo a ser atingido (LE HIR, 1997).

A vetorizacao de farmacos para o célon € uma alternativa para o tratamento
de doengas cronicas inflamatoérias do intestino. As doencas colbénicas sao de
origem idiopatica caracterizadas por inflamagdes no TGl inferior. Os sintomas
mais comuns sao dores abdominais, caimbras, perda de peso, diarréia e
sangramento retal. As doencas inflamatérias do intestino podem ser subdivididas
em 2 grandes representantes, doenca de Crohn e colite ulcerativa (RIUNIERSE;
NIJKAMP; KRANEVELD, 2007).

A inflamacao do célon é usualmente tratada pela administracdo topica de
enema (KRISHNAIAH; SATYANARAYANA; RAMA PRASAD, 1999). No entanto,
com o uso da via de administracao retal, os farmacos nem sempre alcangam o
local especifico onde estdo as doencas col6nicas e onde ocorre a absorcao
destes (VANDAMME et al., 2002).

Para que o farmaco seja especificamente liberado no célon e la absorvido,
a via de escolha deve ser a administracado oral e as formas farmacéuticas devem
ser formuladas levando em consideracdo os obstaculos do TGI superior
(VANDAMME et al., 2002). As varias estratégias desenvolvidas para liberar o
farmaco no célon utilizam caracteristicas especificas do organismo para o
delineamento desses sistemas de liberagdo, como o tempo de transito no intestino
delgado, que depende da liberacdo programada do farmaco, o pH especifico do
colon, a presenca de enzimas no colon, a pressado luminal e o ambiente da
microflora colénica (COLLETT; MORETON, 2005; IBEKWE et al., 2007), podendo
estes parametros diferirem de individuo para individuo, conforme as condi¢des
patoldgicas e dieta adotada pelo paciente, influenciando na liberacdo prematura e

nao especifica do farmaco no célon (VANDAMME et al., 2002).
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Na literatura, ha o relato do desenvolvimento de diferentes sistemas que
visam liberar o farmaco no célon, dentre estes, estdo os sistemas monoliticos,
como comprimidos e os sistemas multiparticulados (CHAMBIN et al., 2006).

O sistema monolitico pode ser definido como um suporte constituido de um
excipiente fisiologicamente bem tolerado formando uma rede destinada a
incorporar o farmaco. Esses sistemas podem ser elaborados para uma liberacao
sustentada ou controlada do farmaco no TGl (OLIVEIRA; LIMA, 2006).
Apresentam a vantagem de serem utilizados, em larga escala, pela industria
farmacéutica sem necessidade de recorrer a equipamentos muito sofisticados (LIU
et al., 2003).

Os sistemas multiparticulados sao formas farmacéuticas sélidas de uso oral
que consistem de uma multiplicidade de pequenas e discretas unidades, cada
uma exibindo caracteristicas farmacotécnicas planejadas para propiciar a
liberagdo controlada do farmaco (GANDHI ; KAUL; PANCHAGNULA, 1999).

As formas farmacéuticas multiparticuladas, como pellets, granulos ou
particulas, possuem varias vantagens, tais como maior uniformidade de dispersao
no trato gastrintestinal, maior uniformidade de liberacdo do farmaco e maior
flexibilidade no processo de formulagdo (ZHANG; ALSARRA; NEAU, 2002).

Como o tamanho dos sistemas multiparticulados é reduzido (usualmente
0,7 a 2,00 mm), estes passam muito facilmente pelo TGI superior, alcancando
rapidamente o célon e retardando o transito das particulas ao longo do célon
ascendente (ZHANG; ALSARRA; NEAU, 2002), pois o0 movimento de particulas
pequenas é mais lento, aumentando seu tempo de residéncia nesta regiao
(HOGAN, 2005).

A estratégia para liberar o farmaco no coélon baseada em sistemas tempo-
dependente, tem a capacidade de eliminar a variabilidade associada ao tempo de
esvaziamento gastrico, explorando o tempo de transito relativamente constante ao
longo do transito do intestino delgado (cerca de 3 horas). Estes sdo estaveis ao
ambiente gastrico do estbmago, devendo o farmaco ser liberado apdés uma fase
de laténcia de 3 a 4 horas (FRIEND, 1998; FREIRE et al.; 2006b).

Entretanto, embora o tempo de transito no intestino delgado seja mais
constante, a alta variagdo do tempo de retencao gastrica torna dificil a previsdo do
local exato da liberacdo do farmaco por esse sistema. Deve-se considerar ainda
que seu desempenho pode ser significativamente afetado por condi¢des
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fisiopatoldgicas associadas ao TGl, as quais alteram o tempo de transito (YANG;
CHU; FIX, 2002).

Ja os sistemas pH-dependentes exploram as variacées de pH ao longo do
TGl para liberar seletivamente farmacos no célon. Baseiam-se, geralmente, no
revestimento de comprimidos, pellets e capsulas com polimeros insoluveis em pH
acido e soluveis a pH neutro ou ligeiramente alcalino (YANG; CHU; FIX, 2002).
Nos sistemas revestidos, a liberacdo pode ser controlada pela composicao e tipo
de material de revestimento, bem como, pela espessura e estrutura da camada
dos filmes de revestimento (PIAO; LEE; LEE, 2008). Para a liberagdo do farmaco
em pH especifico o uso de polimeros de revestimentos sensiveis ao pH, como
acetoftalato de celulose, ftalato de hidroxipropilmetilcelulose, Eudragit® L 100-55
(pH 5,5), Eudragit S (pH 7,0) ou combinacdes destes sdao amplamente utilizados
para a liberagao do farmaco no célon (COLLETT; MORETON, 2005).

Estes revestimentos tém a capacidade de prevenir o intumescimento e a
dispersao dos polissacarideos como QS e AL, ao longo do TGl até a entrada do
cecum (SEMDE; DEVLEESCHOWER; MOES, 2000). Piao, Lee e Lee (2008)
desenvolveram um sistema de liberacdo colénico, a partir de comprimidos
revestidos com polimeros pH-dependente Eudragit® S100 e pH-independente
Eudragit® RS100 contendo naproxeno complexado com ciclodextrina. Os
resultados mostraram que a liberagdao do farmaco pelos comprimidos revestidos
com Eudragit® S100 variou entre 4 a 6 horas, dependendo dos tipos de
desintegrante e plastificante utilizados e da espessura da camada de
revestimento. Além disso, a incorporacdo do complexo naproxeno-ciclodextrina na
forma farmacéutica revestida demonstrou ser eficiente para reduzir danos
causados na mucosa gastrica pelo naproxeno.

Cabe ressaltar, que na estratégia pH-dependente a liberacdo do farmaco
em local especifico é imprevisivel, devido a variagdo inter e intra individual e a
semelhanca do pH entre o intestino delgado e o célon (YANG; CHU; FIX, 2002;
SINHA; KUMRIA, 2003).

Outra estratégia empregada para liberar especificamente os farmacos no
cblon baseia-se na presenca de ondas peristalticas vigorosas que ai ocorrem e
que conduzem a um aumento da pressdo intraluminal. Estas formulagdes
denominadas PCDC® “Pressure control colon delivery capsule’, consistem em

capsulas com forma de supositérios de polietilenoglicéis (PEG), revestidas por
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etilcelulose cuja liberagéao especifica no célon é controlada pela presséo (FRIEND,
2005).

Com base na limitada avaliagdo in vivo destes sistemas, demonstrou-se
que a sua capacidade para liberar farmacos especificamente no coélon, depende
da espessura do filme de etilcelulose e do tamanho da cépsula: a medida que a
espessura aumenta, aumenta a fase de laténcia. No entanto, deve ser referido
que o conhecimento sobre esta fase de pressdao aumentada é muito limitado,
principalmente no que diz respeito a sua reprodutibilidade e duracdo. Na
realidade, as maiores ondas peristalticas surgem, apenas, uma a duas vezes por
dia de acordo com o ritmo circadiano. Portanto, a reprodutibilidade destes
sistemas pode constituir uma séria limitacdo ao seu uso (FREIRE et al.; 2006b).

As enzimas envolvidas na degradacdao de farmacos ou de outros
compostos na regidao do célon, tém sido empregadas especificamente para romper
certos farmacos e ligar-se em polimeros ou outras moléculas. Os farmacos
geralmente sao ligados por, ligacdes do tipo azo (N=N). Baseado nestes dados
surgiu o desenvolvimento de pro-farmacos (VANDAMME et al.,, 2002). Um
exemplo classico é a sulfasalazina, que é um pré-farmaco do acido 5-
aminosalicilico (5ASA) (WIWATTANAPATAPEE; LOMLIM; SARAMUNEE, 2003;
ZOU et al., 2005; FREITAS, 2006).

O mecanismo desencadeante da liberacao célon-especifica através de pro-
farmacos consiste na quebra da ligacao entre o farmaco e o carreador via reducao
e hidrélise efetuadas por enzimas oriundas das bactérias do cdlon, como
azoredutase, glicosidase e glucuronidase (YANG; CHU; FIX, 2002).

Como mencionado anteriormente, o cblon & colonizado por um elevado
namero de bactérias que tem a capacidade de metabolizar diversos compostos
enddgenos e exdgenos. Portanto, os sistemas de liberacdo baseados na
microflora colénica, tém como estratégia a utilizacdo desse metabolismo
bacteriano para promover a liberacao especifica de farmacos no colon, através de
recursos como pro-farmacos, formulagdes revestidas por polimeros
biodegradaveis ou matrizes e hidrogéis (FREIRE et al., 2006b).

Além disso, a elevada atividade enzimatica presente no colon ascendente e
as vantagens desse sistema de ndo depender de parametros fisiolégicos do TGl,
como o tempo de transito e o pH, tornam este sistema altamente promissor
(YANG; CHU; FIX, 2002; YANG, 2008).
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Uma das formas de se desenvolver um sistema coélon especifico, cujo
mecanismo desencadeante da liberagdo seja a microflora colénica, estd baseada
no uso de polissacarideos. A aplicacao de polissacarideos no desenvolvimento de
sistemas de liberacao de farmacos esta baseada na abundancia dos mesmos, sao
encontrados facilmente, terem custo baixo e serem disponiveis em uma ampla
variedade de estruturas e, conseqientemente, de propriedades fisico-quimicas
(VANDAMME et al., 2002).

A microflora colbnica é capaz de fermentar, uma ampla variedade de
polissacarideos, dissacarideos nao absorviveis e oligossacarideos de origem
natural. Os polissacarideos permanecem indigestos no estdbmago e no intestino
delgado e s6 sao degradados pela vasta microflora anaerébica do célon (SINHA et
al., 2004). As enzimas responsaveis pela degradacédo de polissacarideos incluem
B-D- fucosidase, a-L-arabinofuranosidase, B-D-glucosidase, B-D-galactosidase e
B-D-xilosidase, sendo as trés ultimas consideradas mais ativas (YANG, 2008).

Um elevado nimero de polissacarideos de varias origens foi testado quanto
ao seu potencial como carreadores em sistemas de liberacado colon especificos,
tais como quitosana (animal), alginato (marinha), pectina (vegetal), sulfato de
condroitina (animal), dextrana (microbiana) e goma guar (vegetal) (SINHA;
KUMRIA, 2001; BAJPAI; SAXENA; SHARMA, 2006).

Estes sao polimeros, que podem ser facilmente modificados tanto
quimicamente quanto bioquimicamente, lembrando que a biodegradabilidade
desses polimeros deve ser mantida. S&o altamente estaveis, atdxicos, seguros,
podem ser hidrofilicos ou hidrofébicos, sdo resistentes as bactérias presentes no
ambiente gastrico e intestinal, sendo hidrolisados por bactérias colonicas (SINHA;
KUMRIA, 2001; SINHA et al., 2004).

Segundo Yang (2008) a eficiéncia dos sistemas cdlon-especifico, baseado
na microflora colonica, depende de varios fatores que incluem a fermentabilidade
dos polissacarideos, a proporcao de polissacarideo disponivel para a degradacao,
a motilidade do célon, a quantidade de liquido aquoso disponivel no mesmo e a
composicao e especificidade do substrato da microflora colénica. Para verificar a
liberagdo do farmaco desses sistemas ativados pela microflora colénica o método
de dissolugdo USP, utilizando como meio col6nico conteudo fecal de ratos e de
humanos tem sido amplamente utilizado. Porém, segundo Macfarlane e
Macfarlane (2007), apesar da disponibilidade dos modelos animais, como o0s
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ratos, para a investigacdo dos processos metabdlicos mediados pelos
microorganismos intestinais, esses modelos s&o relativamente caros, quando
comparados com modelos in vitro. Além disso, a fisiologia digestiva do animal

difere da humana (Tabela 01)



Tabela 01: Comparacao da composicao da flora intestinal humana e a de ratos
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LOG MEDIO, CONTAGEM VIAVEL? DE MICROORGANISMOS

L - - . - , . . , Bifido-
Espécie Sitio Enterobacteria | Enterococci | LactoBacilli | Veiloneilae | yeasts clostridia Bacteroides batéria
Estomago N N N N N N N N
Intestino
delgado N N 1,0 N 1,0 N 2,5 2,0
supetrior
Humanos Intest_lno _ 3,3 23 N N 2,3 N 35 4,0
delgado inferior
Intestino grosso 7,0 7,0 6,5 3,0 N N 8,0 7,0
Reto/fezes 6,0 3,5 4,0 3,0 1,0 3,0 10,5 10,5
Estémago 4,1 3,9 6,6 7,8 4,1 3,3 7,0 7,6
Intestino
delgado 4,5 4,7 6,7 4,5 4,0 3,0 6,3 6,7
superior
Ratos Intestino 4,1 5,0 6,8 5,1 3,9 3,3 6,9 7.6
delgado inferior
Intestino grosso 5,5 6,0 7,6 5,7 5,9 3,1 80 8,2
Reto/fezes 5,9 6,6 7,8 5,8 5,8 3,0 8,2 86

.a: contagem viavel por grama de peso Umido do material teste; N: menor do que 10 organismos por grama de peso Umido do material teste (Fonte: JAIN;

GUPTA; JAIN, 2007).
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3.2 Polissacarideos Naturais:

Os polissacarideos naturais sdo formados por unidades basicas de glicose,
ligadas como anéis de grupos acetais (aldeido e alcool) e, portanto, com grande
quantidade de grupos hidroxilas (alta hidrofilia). Estes se formam durante o ciclo
de crescimento de organismos vivos. A sintese envolve geralmente, reacdes
catalisadas por enzimas e reagdes de crescimento de cadeia a partir de
mondmeros ativados, que sao formados dentro das células por processos
metabdlicos complexos (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

Os principais polissacarideos de interesse comercial sdo o amido e a
celulose, havendo uma atencao especial aos carboidratos mais complexos, como
quitosanas, quitinas e xantanas (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

3.2.1 Quitosana (QS):

A QS é um polimero com carater catibnico encontrado na parede celular de
alguns fungos e também obtido a partir da quitina (QN) (DODANE; VILIVALAM,
1998; GEORGE; ABRAHAM, 2006). A QN (Figura 03) é um polimero natural
isolado de exoesqueleto de crustaceos aquaticos. A diferenca estrutural entre
estas duas fibras se deve aos grupos hidroxila, localizados na posicao 2, que sao
substituidos na quitina por grupos acetamino, resultando em uma cadeia de (-
(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GLcNACc) (ABDOU; NAGY;
ELSABEE, 2007).
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Figura 03 — Estrutura quimica da QN.
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Quanto a estrutura quimica da QS (Figura 04), trata-se de um copolimero
linear de 2-acetamino 2-deoxi B-D-glicose (N-acetil-D-glucosamina) e 2-amino-2-

deoxi- B-D-glicose (D-glucosamina) com ligagdes B (1-4).

Figura 04 — Estrutura quimica da quitosana.

A QS é facilmente obtida pela desacetilagdo de quitina (QN). O processo de
desacetilacdo envolve a remocao dos grupos acetil da cadeia molecular de QN,
resultando em grupos amino livres (-NH,) (ABDEL- FATTAH et al., 2007), através
da reacao de hidrdlise alcalina em temperaturas altas (BRESOLIN et al., 2003;
GEORGE; ABRAHAM, 2006). O processo de obtencdo de quitosana esta
esquematizado na Figura 05:

RESIDUO DE DESPROTEINACAO: DESMINERALIZACAO:
CRUSTACEO |[— * NaOH ’ HCI
DESCOLORACAO

Hipoclorito de Sodio

l

DESACETILACAO:
QUITOSANA | COM ALCALI «— QUITINA

Figura 05 - Esquema simplificado do processo de obtengado da QN e QS (AZEVEDO et al., 2007).

A QN e a QS, embora consideradas biopolimeros distintos, € o parametro

grau de desacetilacdo (GD), ou seja, a quantidade de monémeros desacetilados
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em suas cadeias, que define a forma do biopolimero predominante. O biopolimero
€ considerado QS quando o grau de desacetilacao for superior a 50% (BARROS
et al., 2006).

Segundo Abdou, Nagy e Elsabee (2007) e Prashanth e Tahranathan
(2007), as aplicagbes de QS e seus derivados estdo estimadas em mais de 200,
destas incluem: area de cosméticos, biotecnologia, microbiologia, protecdo do
ambiente, agricultura, alimentos, area téxtil, na biomedicina e recentemente na
terapia génica.

A QS possui aplicagbes na area farmacéutica, visando a liberagcdo de
farmacos, onde a atencdo se focaliza na otimizacdo da absor¢do de farmacos,
liberacao controlada e propriedades bioadesivas (DODANE; VILIVALAM, 1998,
PRASHANTH; TAHRANATHAN, 2007).

Este polimero tem sido considerado um carreador versatil para espécies de
ativos biolégicos, tais como farmacos, devido a presenca de grupos amino livres,
bem como sua baixa toxicidade. Apresentando ainda ser biocompativel,
biodegradavel, biofuncional, ndo alergénica esta possui também propriedades
mucoadesivas, que melhoram a penetracdo de macromoléculas pelas barreiras
intestinais e nasais (AHN et al., 2002; PRASHANTH; TAHRANATHAN, 2007).

Quanto as propriedades mucoadesivas de QS, estudos demonstram que a
mucoadesividade da mesma, aumenta com o aumento da MM e com o aumento
do GD, e que, do contrario, aumentando a reticulagdo da QS diminui a adesao das
mesmas na presenga de muco (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

A QS pode apresentar diferentes GDs, que diz respeito a propor¢dao de
grupos amino primarios presentes na estrutura principal do polimero, e também
pode possuir diferentes MM (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Durante a desacetilacdo, parte do polimero N-acetil se rompe formando
unidades de D-glucosamina, que contém grupos amino livres aumentando a
solubilidade do polimero em meio aquoso. As variagbes nos métodos de
preparacdo de QS resultam nas diferengcas nos GDs, como é o caso, da
distribuicdo do grupo acetil, da viscosidade e da sua MM. Essas variacdes
influenciam na solubilidade e na atividade antimicrobiana da QS (WESKA et al.,
2007).

O GD mais comumente encontrado na QS comercial € em torno de 70 % a
95 % e a MM pode variar de 50 a 2000 kDa (GEORGE; ABRAHAM, 2006;
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WESKA et al., 2007). Segundo Dodane e Vilivalam (1998) e Zhang, Alsarra e
Neau (2002) os diferentes GDs, assim como as diferentes MMs da QS s&o fatores
que devem ser analisados, pois estes afetam significativamente a taxa de
liberacdo do farmaco. De acordo com Prashanth e colaboradores (2007), um
aumento no GD e na quantidade de QS na formulacdo, pode prolongar o periodo
de liberacao do farmaco.

Durante o processo de desacetilacdo, existem fatores relacionados a
reacao, tais como: temperatura, tempo, concentragdo de reagentes e condigbes
atmosféricas que influenciam a MM de QS (WESKA et al., 2007).

A solubilidade de QS depende da quantidade de grupos amino protonados
(-NH3*) presentes na cadeia polimérica, ou seja, quanto maior a quantidade
destes grupos, maior a solvatacdo em agua e também maior a repulsao
eletrostatica (GEORGE; ABRAHAM, 2006). A QS dispersa-se facilmente em pH
acido, sendo insoluvel em pH alcalino (BRESOLIN et al., 2003).

Muitas modificacdes na estrutura quimica de QS podem ser realizadas,
visando melhorar a estabilidade da mesma frente a condi¢cdes acidas, como no
estbmago, e também para otimizar a liberacdo controlada de farmacos no
intestino. Como citado anteriormente, a presenca de grupos amino livres na
cadeia, influéncia na liberacdo do farmaco, melhorando as propriedades
mecanicas e quimicas de QS para a proposta de liberacdo de farmacos per oral
(GEORGE; ABRAHAM, 2006).

A complexacdo de QS com varios polidnions (Figura 06) como pectina,
colageno, copolimero acido maléico-polialquilenebéxido e alginato mostra ser
eficiente para o desenvolvimento de formulacbes de liberacdo modificada de
farmaco. O complexo alginato-quitosana (AL:QS) reduz a porosidade das
particulas de alginato diminuindo a difusdo do farmaco encapsulado (GEORGE;
ABRAHAM, 2006, PRASHANTH; TAHRANATHAN, 2007).
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+ Carga positiva da quitosana === Quitosana

- Carga negativa do polimero = —— Polimero adicionado
adicionado

p— Interacdo 16nica

Figura 06 - Representacao da estrutura de um complexo polieletrolitico contendo a QS e polimero
negativamente carregado (Adaptado de Berger et al., 2004).

O complexo interpolimérico entre AL e QS ocorre em pH acido, sendo que
em pH neutro o complexo viscoso intumesce e o gel formado se desintegra
lentamente liberando o farmaco. O grau de liberagdo é baseado no grau de
reticulacdo entre os polimeros (TONNESEN; KARLSEN, 2002). A facil
dispersibilidade de QS em pH &cido é prevenida pelo complexo com AL, pois este
é insoluvel em condicbes acidas (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Estudos farmacocinéticos realizados em ratos com derivados da QS
(glicolquitosana e N-succinilquitosana) em forma farmacéutica parenteral
demonstraram que a QS possui uma boa retencéo na corrente circulatéria e um
lento acumulo nos tecidos, sugerindo que a mesma € efetiva como carreador de
farmacos que sdo excretados rapidamente (DODANE; VILIVALAM, 1998) e
também para otimizar a biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis em agua
(ANAL; STEVENS, 2005).
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Além disso, a QS sofre a degradacao por enzimas glicosidases presentes
no colon favorecendo o seu uso como excipiente em formas farmacéuticas de
liberagdo colénica (ZHANG; ALSARRA; NEAU, 2002).

Estudos também relatam que QS em dispersao é degradada pela presenca
de fezes de ratos, onde um sistema multiparticulado de quitosana foi investigado
para a liberacdo colon-especifica de macromoléculas. A albumina bovina marcada
com fluoresceina isotiocianato foi utilizada como proteina modelo. Os resultados
dos estudos de liberagédo in vitro mostraram que os granulos do hidrogel foram
degradados por enzimas cecal e colonica do rato, resultando em uma aceleracao
pronunciada na liberagdo da proteina. A degradacédo de granulos de hidrogel de
quitosana na presenca de enzimas cecal e colonica do rato indica o potencial
desse sistema multiparticulado de servir como um carreador para liberacdo de
macromoléculas especificamente no colon (ZHANG; ALSARRA; NEAU, 2002).

3.2.2 Alginato de Sodio (AL):

Alginatos de sédio sdo polissacarideos lineares soluveis em agua, extraido
de algas marrons (GEORGE; ABRAHAM, 2006) e presentes também em algumas
espécies de bactérias como isolados da forma Azotobacter vinelandii e de vérias
espécies de Pseudomonas (GOMBOTZ; WEE, 1998; CHAN; JIN; HENG, 2002).
Os alginatos comerciais s&o extraidos inicialmente de trés espécies de algas
marrons, que incluem: Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum e
Macrocystis pyrifera.

E um copolimero constituido de dois tipos de residuos de uronatos, p-D
manuronato (M) e a-L guluronato (G) (Figura 07), unidos por ligacbes glicosidicas
(1,4) (BRESOL et al., 2003; DRAGET; SKJAK-BRAEK; SMIDSR@D, 1997).
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Figura 07 — Estrutura quimica do AL. (A) residuo &cido L-gulurdnico; (B) residuo. acido D-
manuroénico.

As formas dos monO6meros e seu modo de ligacdo no polimero sao
diferentes, assim como, a geometria das regides (G) e (M) e sua alternancia,
sendo que a composicdo e a extensao destas sequéncias e a massa molecular
sao fatores que determinam as propriedades fisico-quimicas dos AL (GEORGE;
ABRAHAM, 2006; DENTINI et al., 2007). De acordo com Amici e colaboradores
(2008), as propriedades fisicas de AL dependem da composicao do acido urénico
e da quantidade relativa das trés sequéncias, M, G e MG. A biocompatibilidade
e/ou imunogeneticidade dos ALs variam com a proporcdo dos residuos M/G,
sendo que geralmente AL rico em G possui uma mais alta biocompatibilidade do
que polimeros ricos em M (TONNESEN; KARLSEN, 2002).

Devido suas varias propriedades, tais como imunogenecidade, bioadesao,
biodegradabilidade e biocompatibilidade, as industrias farmacéuticas, de
alimentos e de cosméticos tém investido no AL como excipiente (MIYAZAKI;
KUBO; ATTWOOQOD, 2000; TONNESEN; KARLSEN, 2002; BAJPAI; TANKHIWALE,
2006).

Existem comercialmente disponiveis mais de 200 diferentes graus de AL.
Suas aplicacées geralmente dependem da espessura do gel formado e das
propriedades estabilizantes do mesmo, como por exemplo, o AL de sédio pode ser
utilizado como aglutinante e agente desintegrante em comprimidos, como agente
suspensor e espessante em géis misciveis em agua, locées e cremes e como um
agente estabilizante para emulsdes. Entretanto o maior potencial do AL refere-se
ao desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos
(TONNESEN; KARLSEN, 2002), sendo amplamente empregado para liberar
materiais bioativos como insulina, imunoglobulina G, enzimas (lactases), fator
necrose tumoral, entre outros (BRESOLIN et al., 2003; BAJPAI; TANKHWALE,

2006). Uma das propriedades mais importante dos AL é a sua capacidade de
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formar gel ou precipitado (TUNNESEN; KARLSEN, 2002; AMICI et al., 2008) pela
reacdo com cations divalentes, tais como Ca?*, Sr?*, Ba®* (BAJPAI; SHARMA,
2004) ou Zn (CHAN; JIN; HENG, 2002), exceto Mg®*, e cétions trivalentes como
APP* que induzem a gelificacdo (TONNESEN; KARLSEN, 2002; GEORGE;
ABRAHAM, 2006).

Segundo Bajpai e Sharma (2004) estudos realizados com AL de sédio
reticulado com ions divalentes de calcio e bario e com ion trivalente de aluminio a
ordem de captacdo de agua foi Ca®*>AI**>Ba®* e a estabilidade das particulas foi
Ba?*>AI**>Ca®", porém o aluminio demonstrou ser muito téxico, sendo entdo
invidvel seu uso como reticulado para sistemas de liberacdo modificada.

Particulas de AL de calcio sdo produzidas pelo método de gelificacao
ionotrépica e, segundo Peniche e colaboradores (2004), a reticulacdo do AL com
ions célcio é estabelecida pelas unidades gulurénicas, sendo que a forca e a
porosidade das particulas formadas dependem da origem do AL, da MM do
mesmo, da concentracdo do cloreto de calcio e da dispersao de AL. Dependendo
da quantidade de caélcio presente no sistema, a associacao inter-cadeias pode ser
temporaria ou permanente, por exemplo, niveis reduzidos de calcio induzem ao
aumento da viscosidade e, por conseguinte, associacao temporaria e niveis altos
de calcio resultam em precipitacdo, favorecendo a associacdo permanente
(GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Quando ions polivalentes, como o calcio, entram em contato com a
dispersdo de AL uma membrana inicial € formada na superficie da mesma,
separando a solucao do eletrélito. Os ions sodio produzidos pela dissociacao das
macromoléculas da solucdao de AL migram para a solucao de eletrélito através da
membrana, por outro lado, os ions calcio ocupam o espaco dos ions sédio dentro
das macromoléculas de AL (KHAIROU; AL-GETHAMI; HASSAN, 2002), formando
entdo, uma estrutura tridimensional descrita como modelo egg box (BAJPAI,
TANKHIWALE, 2006).

A transformacao de solucdo de AL em gel € acompanhada pela formacao
de capilares na direcdo da difusdo entre a troca dos ions. Esses capilares
apresentam finos poros, cujos didmetros dependem de varios fatores, tais como,
raio ibnico da interdifusdo do ion metdlico, da concentracdo da dispersdo do AL,
do pH do eletrélito, da orientacdo das moléculas de agua e das cadeias das



49

macromoléculas de AL, em relagdo aos ions metais quelados (KHAIROU; AL-
GETHAMI; HASSAN, 2002).

Segundo Lucinda-Silva e Evangelista (2005) e Chan, Jin e Heng (2001) a
afinidade dos ions calcio pelo AL é devido sua capacidade de se ligar a dois
mondmeros adjacentes de acido glucorbnico na parte interna da cadeia
polimérica. Essa ligacdo se faz necessaria para o AL de célcio funcionar como
uma estrutura para as capsulas.

Segundo Hatefi e Amsden, (2002) e Bajpai e Tankhiwale (2006), quando o
AL é reticulado, através do método de gelificagao ionotrdpica, com ions bivalentes
como calcio ou bario, este forma particulas mais resistentes e estaveis em
condicoes acidas, que podem transportar diretamente estes farmacos até o local
desejado ou transportar outros sistemas de liberacdo de farmacos, tal como, os
sistemas denominados lipossomas.

Para o desenvolvimento de particulas de AL para liberacdo col6nica
devem-se levar em consideracdo alguns aspectos que envolvem a estrutura e o
mecanismo de acdo dos mesmos, como a investigacdo do comportamento do
grau de intumescimento e a subsequiente degradacdo da matriz em condigcdes
gastricas e nos fluidos intestinais (BAJPAI; SHARMA, 2004).

Segundo George e Abraham (2006) estudos demonstram que o tamanho
molecular, a estrutura quimica, a cinética de formacao de gel e a presenca do ion
cation, como citado anteriormente, promovem um impacto nas varias propriedades
funcionais do gel, que incluem comportamento de intumescimento, porosidade,
biodegradabilidade, estabilidade, forca do gel, caracteristicas imunolédgicas do
mesmo e biocompatibilidade.

A permeabilidade das particulas de AL de sbédio pode ser modificada
quando estas sdo adicionadas dentro de uma dispersdo de um polication como a
QS. Essa reacgao é fortemente pH dependente, no qual a espessura da camada
depende da MM de QS, assim como do pH e da concentracdo de QS na
dispersao (PENICHE et al., 2004).

Particulas de AL:QS, tém sido muito utilizadas como transportador para a
liberacdo controlada de proteinas e farmacos, por serem biocompativeis, por
possuirem propriedades mucoadesivas e por serem biodegradaveis (WITTAYA-
AREEKUL; KRUENATE; PRAHSARN, 2006). Além disso, a QS pode atuar como
meio de revestimento de particulas de AL, para alterar o grau de difusdo de
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substancias encapsuladas ou como um aditivo para modificar a estrutura das
particulas (PASPARAKIS; BOUROPOULQOS, 2006). Essa complexag¢dao ocorre
devido as interacoes eletrostaticas criada pelas cargas opostas dos polieletrolitos
(SARMENTO et al., 2006), pois a QS € um polication e o AL é um polianion (TAO
et al., 2006). Estudos demonstram que a mistura de AL de calcio com outros
polimeros podem afetar o tamanho dos poros formados no gel e também podem
influenciar na complexidade da estrutura egg box (GEORGE; ABRAHAM, 2006).
Varios fatores afetam as propriedades desse complexo, tais como, a composicao
de AL utilizado, a MM e o GD de QS (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Quanto ao comportamento de intumescimento das particulas de AL:QS,
estudos demonstram que fatores como a presenca deste complexo, o pH do meio
aquoso e o estado fisico inicial das particulas sao parametros que influenciam o
grau de intumescimento das mesmas (PASPARAKIS; BOUROPOULOQOS, 2006).

Os diferentes graus de viscosidades dos AL também parecem influenciar o
processo de intumescimento, erosdo e o perfil de dissolucdo do farmaco,
demonstrando que AL de baixa viscosidade provoca uma maior erosao e liberacao
do farmaco da matriz, ao contrario de formulacées contendo AL de alta
viscosidade que exibem uma menor erosao e subseqlente menor liberacdo do
farmaco da matriz (BRESOLIN et al., 2003).

Estudos demonstram que a taxa de liberacdo de formas farmacéuticas de
matrizes de AL também é influenciada pela proporcao dos residuos de uronatos
M/G (BRESOLIN et al., 2003), ou seja, segundo Ténnesen e Karlsen (2002) a
conformacao do acido gulurdnico tem uma alta afinidade com o calcio formando
géis mais firmes, diminuindo entdo, o grau de intumescimento e erosdo do
mesmo. Do contrario aumentando o conteldo do acido manurénico, o gel se torna
mais elastico, mas menos poroso dissolvendo-se muito facilimente (TUNNESEN;
KARLSEN, 2002).

Portanto, assim como a proporcao de farmaco/alginato, a concentragédo do
cloreto de calcio, o pH, a solubilidade do farmaco, seu carater ibnico, a
composi¢éo do meio e a MM do AL sédo fatores que afetam a taxa de liberacao
das particulas de AL (BRESOLIN et al., 2003).
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3.3 Polimeros para Revestimento de Formas Farmacéuticas Soélidas:

A elevada hidrofilia comumente apresentada pelos polissacarideos, em
geral, constitui fator limitante da sua aplicacao individual em sistemas voltados a
liberacdo modificada de farmacos (ROSINA; BARONI; CAVALCANTI, 2004).
Entretanto, com a combinacdo de polissacarideos com polimeros gastro-
resistentes e insolUveis em agua no revestimento das particulas poder-se-a
estrategicamente desenvolver uma ferramenta capaz de controlar a liberagdo do
farmaco, sustentar a acao terapéutica ao longo do TGl e liberar o farmaco no alvo
desejado (LOPES; LOBO JOSE; COSTA, 2005; GEORGE; ABRAHAM, 2006),
prevenindo o intumescimento precoce e consequente liberacdo prematura do
farmaco no TGl superior (BRESOLIN et al., 2003).

Os polimeros derivados da celulose, como a etilcelulose, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose e acetoftalato de celulose sdo os mais empregados para
tal proposta. Estes sdo todos derivados da celulose (Figura 08) pela substituicao
das hidroxilas. O numero de hidroxilas substituidas na estrutura da celulose é
determinado pelo grau de substituicao, que no maximo € de trés (Figura 09)
(ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006).

L
o= | =
oOH

Figura 08 - Estrutura quimica da celulose.
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POLIMERO GRUPO SUBSTITUINTE
Etilcelulose H CH,CH,

Ftalato de — CH —— CH—CH;
hidroxipropilmetilcelulose H CH, o
Acetoftalato de celulose | ‘

—H —— C —— CHs

Figura 09 - Estrutura quimica dos derivados da celulose.

Os principais polimeros gastro-resistentes possuem grupos carboxil, os
quais sao insoluveis em agua na sua forma protonada (meio acido) e se dissolvem
na faixa de pH fracamente acida a neutra, entre 5,0 a 7,0, através da formacéo de
sais (BAUER et al., 1998).

Os formadores de filme gastro-resistentes também podem ser
representados pelos polimetacrilatos tais como os derivados poliacidos metacrilico
etacrilato e poli &cido metacrilico metil metacrilato como os Eudragit®, pelos
derivados de polivinila tais como o acetato ftalato de polivinila (ACTP) e outros
copolimeros como monoésteres do copolimero de estireno e &acido maleico,
monoésteres do copolimero de éter vinilico e &cido maléico e copolimero de
acetato de vinila e acido croténico (BAUER et al., 1998; LOPES; LOBO; COSTA,
2005).

Crcarevska, Dodov e Goracinova (2007) desenvolveram sistemas
carreadores microparticulados para o tratamento de doencgas inflamatérias do
intestino. Foram preparadas particulas de AL de calcio com QS (matrizes
hidrofilicas), contendo o farmaco budesonida, revestidas ou ndo com Eudragit®
S100 (polimero com solubilidade pH-dependente). Os resultados demonstraram
claramente que as formulacdes revestidas apresentaram um perfil de liberagao
sustentada no TGl superior (pH 2,0 e 6,8) muito maior do que as nao revestidas,

sendo o farmaco eficientemente liberado no meio coldnico (pH 7,4).
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3.3.1 Etilcelulose (EC):

A etilcelulose (Figura 10), polimero derivado da celulose tem sido um dos
agentes mais utilizados com o propdsito de modificar a liberacdo de farmacos,
devido sua estabilidade quimica e sua capacidade de modificar o perfil de
dissolugdo das substancias ativas (SOUZA; RE, 2000; DUARTE et al., 2006),
assim como sua capacidade de formar revestimentos resistentes e flexiveis
(RAJABI-SIAHBOOMI, 2003; SIEPMANN et al., 2008).

CH,0C,He

—1© OC 5He —

_ H<C,0 -

Figura 10 - Estrutura quimica da etilcelulose.

Este polimero é constituido de uma matriz insoluvel e inerte, sem sabor,
inodora (RAJABI-SIAHBOOMI, 2003), atdxica, antialérgica e nao irritante (ROWE;
SHESKEY; OWEN, 2006), que origina estruturas porosas, na qual o farmaco esta
disperso, mantendo a mesma superficie aparente ao longo de toda etapa de
dissolugdo (LOPES, LOBO, COSTA 2005). Nessas matrizes a dissolugdao do
farmaco é verificada apds a penetracdo do liquido de dissolucao pelos poros,
seguido da difusdo lenta do farmaco pelos mesmos (LOPES; LOBO; COSTA,
2005).

A etilcelulose é amplamente utilizada como excipiente em varias
formulacbes farmacéuticas orais e topicas como particulas, comprimidos
revestidos, granulados e comprimidos revestidos de liberacdo sustentada. Como a
etilcelulose ndo é metabolizada, ndo é recomendada para produtos de uso
parenteral, pois pode ser prejudicial ao organismo (ROWE; SHESKEY; OWEN,
2006).

Sao varios os graus de etilcelulose encontrados no mercado, os quais

podem ser utilizados para obter solu¢cdes com uma viscosidade desejada. Estes
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influenciam as caracteristicas do filme, ou seja, solugdes com maior viscosidade
produzem filmes mais resistentes. A etilcelulose com alto grau de viscosidade é
empregada em microencapsulacao de farmacos, onde a liberacao do farmaco das
particulas de etilcelulose depende da espessura da parede e da area da superficie
das mesmas. Filmes de etilcelulose podem ser modificados, visando alterar sua
solubilidade pela adicado de HPMC ou um plastificante (ROWE; SHESKEY;
OWEN, 2006).

3.3.2 Acetoftalato de celulose (ACT):

O acetoftalato de celulose (ACT) & um polimero usado como material para
formacdo de um filme de revestimento entérico, ou como aglutinante para
comprimidos e capsulas. Este foi o primeiro polimero a ser produzido com
caracteristicas de solubilidade que permitiu o seu uso em solugdes de
revestimento entérico de capsulas (PODCZECK; JONES, 2004), foi desenvolvido
em 1940 por Eastman Kodak (MALM; EMERSON, HIATT, 1951).

O ACT (Figura 11) é uma celulose no qual cerca da metade dos grupos
hidroxilas € acetilada, e cerca de um quarto € esterificada com um dos dois grupos
acidos sendo que o acido ftalico e o grupo acido remanescente estao livres
(ROWE; SHESKEY; OWEN.; 2006). A Farmacopéia Americana (UNITED STATES
PHARMACOPEA, 2005) descreve o ACT como um produto da reacao parcial do
anidrido ftalico e um acetato éster de celulose contendo entre 21,5 a 26% de
grupos acetila (CoH30) e de 30 a 36% de grupos ftalila (CgHs0s3).

CH,OR
CH,0R
- =
i |
R= CH,C

COCH
Figura 11 — Estrutura quimica do acetoftalato de celulose (ROWE; SHESKEY; OWEN, 20086).
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O ACT é descrito como um pé branco ou quase branco, higroscopico,
insipido, inodoro ou com leve odor de &cido acético. Apresenta ponto de fuséo
+192 °C e temperatura de transicdo vitrea entre 160 e 170 °C. E praticamente
insolUvel na agua, alcool, hidrocarbonetos clorados e nao clorado, e em tolueno,
solavel em 4 partes de acetona, em dietilenoglicol e no dioxano. Dissolve-se em
solucdes diluidas de alcalis e em solugcbes aquosas tamponadas a um pH superior
a 6,0 (ROWE; SHESKEY; QWEN, 2006).

O ACT tem a solubilidade menor ou igual a 10% (p/p) nas seguintes
misturas de solventes: acetona:alcool (1:1); acetona:agua (97:3); benzeno:metanol
(1:1); acetato de etila:etanol (1:1); cloreto de metileno:etanol (3:1). Segundo Lai e
colaboradores (2007), o ACT, devido sua composi¢cao quimica, € instavel na
armazenagem.

Este revestimento entérico € muito utilizado para revestir capsulas e
comprimidos, resistindo durante um periodo prolongado o fluido gastrico
fortemente acido, dissolvendo-se em meio fracamente &cido ou neutro do
intestino. O ACT é um polimero que apresenta grupos funcionais de natureza
anidnica (carboxilas) que em pH acido o torna insoluvel. Com a mudanc¢a do pH
para valores superiores a 6,0 estes grupos carboxila ficam ionizados por
neutralizacéo e tornam-se solUveis no meio, permitindo entao a liberagao imediata
do farmaco das formas farmacéuticas revestidas (ROWE; SHESKEY; OWEN,
2006).

3.3.3 Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (FHPMC):

Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (FHPMC) é um polimero natural
biodegradavel insoluvel em agua derivado da celulose, cuja estrutura quimica é
constituida por grupos hidroxila, preparado através da esterificacdo da
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com anidrido ftalico (Figura 12). Este polimero é
soluvel em acetona:etanol (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006) e pode ser
dissolvido em agua para formar agregados, como micelas (LEE et al., 2007).

O FHPMC é amplamente empregado na industria farmacéutica, devido sua
resisténcia a hidrélise (XU et al., 2007), sendo menos suscetivel a hidrélise
quando comparado com o polimero acetoftalato de celulose (ACT) (WEIB et
al.,1995). Este polimero demonstra ter uma excelente estabilidade frente a
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condicoes 4cidas, atuando como uma barreira fisica protegendo a mucosa
gastrica contra farmacos irritantes (CERDEIRA; GOUCHA; ALMEIDA, 1998) e
vetorizando adequadamente o farmaco ao intestino (KIM et al., 2003).

Para o revestimento de comprimidos e granulos, geralmente sdo empregadas
concentracdes de 5-10% de FHPMC (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006).

Figura 12 — Estrutura quimica do ftalato de hidroxipropilmetilcelulose.

As propriedades de FHPMC, em particular o pH, do qual se dissolve em
meio aquoso, sao determinadas pelo grau de substituintes metoxi, hidroxipropoxi e
carboxibenzoil. Este polimero é instavel ao armazenamento, sendo que 0s grupos
éster ftalicos podem ser parcialmente clivados apés 11 meses de

acondicionamento, mesmo sem influéncia de enzimas (LAl et al., 2007).
3.3.4 Eudragit (EU):

Os copolimeros derivados do &cido metacrilico e metilmetacrilico,
comercializados como Eudragit®, sdo sistemas pH-dependentes que exploram as
variagdes de pH ao longo do trato gastrintestinal para liberar seletivamente
farmacos no célon. Estes polimeros devem ser capazes de prevenir a liberacdo do
componente ativo no estdmago e intestino delgado proximal e promové-la no ileo
terminal ou célon proximal O revestimento contituido por esses polimeros podem
ser aplicados nas varias formas farmacéuticas sélidas. Para a obtengdo de
revestimentos resistentes ao pH acido do estémago e capazes de retardar a
liberacdo até que a forma farmacéutica atinja o célon, alguns autores sugerem
quantidades de polimero na ordem de 10 a 12% em relagdo ao peso total do
comprimido (FREIRE et al., 2006b; OLIVEIRA; LIMA, 2006).

Sao varios os tipos de Eudragit® comercializados, como Eudragit® L100-55,
Eudragit® L100 (Figura 13), Eudragit® L30D, Eudragit® NE 30D, Eudragit® RS PO
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e Eudragit® RL PO, Eudragit® S100 entre outros (PUEHLER, 2003) sendo que os
Eudragit?® S e o L sdo os mais empregados para liberagdo coldnica, se
dissolvendo, respectivamente, em valores de pH superiores a 7 e 6 (FREIRE et
al., 2006b). A solubilidade do Eudragit® L e S em pH acima de 6 é devido a
hidratacdo dos grupos carboxilado ionizados, pois esses sdo polimeros aniénicos,
ao contrario dos Eudragit® E, RL, RS e NE que sdo polimeros catidnicos
(Eudragit® tipo E contém grupo dimetilamino e os Eudragit® RL, RS e NE contém
grupos amino quaternarios) (MOUSTAFINE et al., 2005).

a N

CH3 CH3

CHZ C CH2

\ OH

Figura 13 — Estrutura quimica do. Eudragit® L100 (MOUSTAFINE et al., 2005).

Moustafine e colaboradores (2005) observaram, através de analise por
espectroscopia no IV, a formacdao de um complexo interpolieletrélito envolvendo
Eudragit® do tipo S (polianion) com QS (polication), em pellets revestidos, durante
ensaio de liberacao.

Dai e colaboradores (2004) desenvolveram nanoparticulas de ciclosporina
A pH-dependente utilizando Eudragit® dos tipos $100, L100-55, L100 e E100. A
biodisponibilidade relativa da ciclosporina aumentou para 32,5; 15,2 e 13,6%,
respectivamente e diminuiu para 5,2% para as nanoparticulas com Eudragit® E100
quando comparadas com microemulsao neoral.

O Quadro 02 apresenta os diferentes tipos de Eudragit® e suas aplicagdes

farmacéuticas.



Quadro 02 - Aplicagdes farmacéuticas dos Eudragit® L, Se RS.
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Propriedades

Tipos Aplicacoes ] . Funcionalidade Grau
de dissolucao
Polimeros
. Eudragit®
aniénicos
L100-55
Liberagéo do Solavel em fluido baseados em
farmaco no intestinal acima acidos
duodeno de pH 5,5 metacrilicos e ,
Ho P | Eudragit®
metacrilatos com
LD30-55
COOH
Eudragit® L
Polimeros Eudragit®
_ _ ) _ anionicos L12,5
Liberagéo do Solavel em fluido
_ _ _ baseados em
farmaco no intestinal acima _ _
o acido metacrilicos Eudragit®
jejuno de pH 6,0 _
e metacrilatos L100
com COOH
Polimeros
o Eudragit®
aniénicos
12
_ _ Soluvel em fluido baseados em S12,5
6 Liberagéo do _ _ _ .
Eudragit® S ) ) intestinal acima acidos
farmaco no ileo de bH 7.0 acril
e , metacrilicos e _
P | Eudragit® S
metacrilatos com
100
COOH
Eudragit® RS
Copolimeros
o 12,5
catidnicos de -
_ _ Eudragit® RS
Formulagdes de ] _ acrilato e
6 _ _ Insoluvel baixa _ 100
Eudragit® RS liberacéo o metacrilato com 5
permeabilidade Eudragit® RS
sustentada grupos de ,
. PO
amonio
- Eudragit®
quaternario
RS 30D

Fonte: ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006
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3.4 Estudos de Cinética de Liberacao:

A avaliacao e a comparacao da liberacdo do farmaco a partir das formas
farmacéuticas sao fundamentais para garantir que o mesmo seja liberado de
modo adequado. Diversos métodos sdo empregados para avaliar a cinética de
liberagdo do farmaco das incluindo métodos estatisticos, métodos dependentes e
independentes de modelos matematicos (COSTA, 2002).

Os métodos modelo dependente descreve e analisa a liberacao do farmaco
a partir da forma farmacéutica, empregando varios modelos cinéticos que incluem
cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem, modelo Higuchi, Hixon
Crowell, Backer Lonsdale, Korsmeyer Peppas, entre outros (Quadro 03) e cada
um deles é dependente de um ou mais mecanismos que controla essa liberagéo.
O tipo de farmaco, polimorfismo, cristalinidade, tamanho da particula, solubilidade,
quantidade na forma farmacéutica e o formato geométrico do polimero podem
influenciar o perfil de dissolucao/difusdao desse farmaco (AGNES; ORTEGA,
2003).

Quadro 03: Modelos matematicos usados para descrever os perfis de dissolu¢do de farmacos
incorporados em formas farmacéuticas.

MODELO MATEMATICO EQUACAO
Ordem zero 0, =0,K,t
Primeira ordem logQ, =logQ, + kit
M
Higuchi Mt =K, Nt+b
Hixon Crowell 0,7 -0'"" =Kt
3 Mt Mt 3DmCms
“-h-==pR4-—=
Backer Lonsdale 2[ [ Moo ]A] Moo r2C,
M _, "
Korsmeyer Peppas — = =3 —1)" +b

Fonte: MANADAS; PINA; VEIGA, 2002

Onde:

Ordem zero:
» Q= quantidade de farmaco dissolvido ao tempo t;
» Q= quantidade inicial de farmaco dissolvido na solugao;
» Kp= constante de liberacao de ordem zero;

Primeira ordem:
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»  Q;=quantidade de farmaco liberado no tempo t;
» Q= quantidade inicial de farmaco na solucéao;
» K;= constante de liberacdo de primeira ordem;
Higuchi:
» K= constante de dissolug¢édo de Higuchi;
» M/ M. = liberagao fracional do farmaco;
» b= liberacao abrupta inicial do farmaco.
Backer Lonsdale:
* M= quantidade de farmaco liberado no tempo
» M.= quantidade de farmaco liberada a um tempo infinito;
» Dp= coeficiente de difuséo;
=  Cms= solubilidade do farmaco na matriz;
* ry=raio da matriz esférica;
= Cp= concentracao inicial do farmaco na matriz.
Korsmeyer Peppas:
» 0= constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas da
forma farmacéutica;
= n= expoente de liberagdo indicativo do mecanismo de liberacdo do
farmaco;
= M/ M. = liberagéo fracional do fa&rmaco;

» b= liberacao abrupta inicial do farmaco.

O modelo denominado cinética de ordem zero baseia-se na liberacao lenta
da substéancia ativa a partir de formas farmacéuticas que nao desagregam, desde
que sua area nao se modifique e que nao se atinja condi¢cdes de equilibrio, ou
seja, a velocidade de difusdo do farmaco, do interior para o exterior da matriz, é
menor que a respectiva velocidade de dissolugcdo, formando uma solucao
saturada, que permite a cedéncia constante do farmaco (LOPES; SOUSA;
COSTA, 2005). As formas farmacéuticas que seguem este perfil liberam a mesma
quantidade de farmaco por unidade de tempo, o qual € o modelo ideal para as
formas farmacéuticas de liberacdo prolongada como é o caso dos comprimidos
matriciais, sistemas osmaéticos e das formas revestidas (MANADAS; PINA; VEIGA,
2002).
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A aplicacdo do modelo de cinética de primeira ordem aos estudos de
dissolucao foi proposta pela primeira vez por Gibaldi e Feldman em 1967 e mais
tarde por Wagner em 1969. Este modelo tem sido também, muito empregado para
descrever a absorcdo e/ou eliminacdo de alguns farmacos. As formas
farmacéuticas que seguem este perfil de dissolucdo, tais como as que contém
farmacos hidrossollveis em matrizes porosas, liberam o farmaco de forma
proporcional a quantidade remanescente no seu interior de tal modo que a
quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo diminui (MANADAS; PINA;
VEIGA, 2002).

Entre os anos de 1961 e 1963, Higuchi desenvolveu diversos modelos
tedricos destinados a liberacdo de farmacos, tanto pouco soluveis como muito
soluveis, contidos em matrizes solidas e semi-solidas (AGNES; ORTEGA, 2003).
O modelo Higuchi é freqlentemente utilizado para descrever a velocidade de
liberagdo controlada do farmaco a partir de um sistema matricial. Este modelo
descreve 0 mecanismo de liberacdo dos farmacos como um processo de difusao
baseado na lei de Fick, estando dependente da raiz quadrada do tempo. O
modelo Higuchi pode ser aplicado com maior exatiddo a matrizes unidimensionais
pouco sollveis, que nao apresentam capacidade de intumescimento (LOPES;
SOUSA; COSTA, 2005).

No modelo Hixon Crowell a velocidade de liberacdo € limitada pela
velocidade de dissolucao das particulas do farmaco e nao pela difusdo que possa
ocorrer através da matriz polimérica. Este modelo tem sido usado para descrever
o perfil de liberacdo tendo em vista a diminuicdo da superficie das particulas de
farmaco a medida que a dissolucao ocorre (LOPES; SOUSA; COSTA, 2005).

O modelo Baker e Lonsdale foi desenvolvido em 1974 a partir do modelo de
Higuchi e descreve a liberacdo controlada do farmaco a partir de matrizes
esféricas. Este modelo tem sido usado para linearizar resultados de ensaios de
liberacdo de varias formulacées de microesferas ou microcapsulas (COSTA,
2002).

Outro modelo baseia-se na equacao semi-empirica proposta por Korsmeyer
Peppas. Este modelo é genericamente utilizado para analisar a liberacdo de
formas farmacéuticas poliméricas, quando o mecanismo de liberacdo ndo é bem
conhecido ou quando possam estar envolvidos mais de um tipo de mecanismo de
liberacao, aparentemente independentes: um devido ao transporte do farmaco que
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obedece as leis de Fick (difusdo) e outro relacionado aos fen6menos de
intumescimento/relaxamento do gel, que envolve a transicdo de um estado semi-
rigido a outro mais flexivel, denominado transporte caso |l (COSTA, 2002;
MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Para os modelos derivados da equacédo Korsmeyer-Peppas, dependendo
do valor de n (expoente de liberacdo) de melhor ajuste ao perfil de
difusédo/liberacdo de um farmaco contido em sistema matricial, é possivel
estabelecer, segundo o tipo de comportamento observado, uma classificacdo em
modelo fickiniano (caso |I) e modelos nao-fickinianos (caso anémalo, caso Il e

super-caso Il) (Quadro 04).

Quadro 04: Interpretacdo dos mecanismos de liberacdo por difuséo a partir de filmes poliméricos.

EXPOENTE DE LIBERACAO (n) | MECANISMO DE TRANSPORTE DO
FARMACO
0,5 Difusao Fickiana
0,5<n<1,0 Transporte anémalo
1,0 Transporte caso |l
Superior a 1,0 Transporte super caso |l

Fonte: MANADAS; PINA; VEIGA, 2002

A difusao fickiniana caracteriza-se por uma elevada velocidade de difusédo
do solvente para o interior da matriz e uma baixa velocidade de relaxamento
polimérica, que induz a formacao de um gradiente de penetragdo de solvente. No
processo de difusdo nao-fickiniana as cadeias poliméricas nao apresentam
mobilidade suficiente para permitir uma rapida penetracdo do solvente para o
interior da matriz polimérica. Trés classes de difusdo nao-fickiniana foram
definidas: Transporte anémalo, Transporte caso Il e Transporte super caso Il. A
diferenga entre essas categorias concentra-se na velocidade de difuséo do
solvente. No caso Transporte andbmalo a velocidade de difusdo do solvente e do
relaxamento do polimero sdo da mesma ordem de magnitude, no Transporte caso
Il a velocidade de difusdo do solvente é maior que o processo de relaxamento do
polimero e no Transporte super caso I, a velocidade de difusdo do solvente é
muito maior (aceleracdo na penetracao do solvente) e é o fator determinante da
difusdo (AGNES; ORTEGA, 2003).
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3.5 Triancinolona (TC):

A triancinolona (TC), cujo nome quimico 9a-fluor-11B,16a,17a,21-
tetrahidroxipregna-1,4-diene-3,20-dione) (Figura 14) e seus derivados, tais como,
acetonida (TCA), acetato (TA), hexacetonida (THC), diacetato (TD), benetonida
(TB) sé@o potentes glicocorticéides sintéticos de depdsito com propriedades
antiinflamatérias e imunossupressoras (BOOBIS et al.,, 1999). Atuam inibindo a
sintese de prostaglandinas e leucotrienos, com conseqlente efeito antiinflamatério
(HOOD et al., 1999).

Figura 14 - Estrutura quimica da Triancinolona.

Os glicocorticéides tém capacidade de suprimir o desenvolvimento das
manifestagdes do processo inflamatério. Inibem a resposta inflamatoria,
independentemente do agente indutor ser radiante, mecanico, quimico, infeccioso
ou imunolégico. Estes também sao de imenso valor no tratamento de doengas que
decorrem de reacdes imunes indesejaveis. Essas doencas incluem desde
condigbes que predominantemente representam a consequiéncia da imunidade
humoral, como a urticaria, até as mediadas por mecanismos imuno-celulares,
como a rejeicao de transplantes de érgaos. As acbdes imunossupressoras e
antiinflamatérias dos glicocorticéides estao ligadas de modo indissoluvel, porque
ambas resultam, em grande parte, da inibicdo de funcdes especificas dos
leucécitos (HAYNES Jr., 1996).

Os corticosterdides sintéticos sdo os farmacos mais comumente prescritos
para pacientes com colite ulcerativa e doenca de Crohn, em atividade, nos graus
moderados e graves (HANAUER; BAERT, 1994; STEIN; HANAUER, 1999). Sao
multiplas as propriedades antiinflamatérias dos esterdides na colite ulcerativa,
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incluindo linfocitotoxicidade, reducdo da liberacdo de citoquinas e inibicdo da
liberacao de acido araquidénico de membranas (HANAUER, 1993).

A TC é um p6 branco ou quase branco, sem odor, levemente higroscépico
e cristalino. 1 g dissolve em cerca de 5000 mL de agua, 70 mL de propilenoglicol e
menos do que 20 mL de dimetilsulfoxido; soluvel em alcool e metanol e levemente
soluvel em éter e cloroférmio (MERCK INDEX, 2001).

Possui formas polimoérficas que fundem entre 248-250 °C e 260-263 °C.
Apresenta absorcdo maxima no ultravioleta em 239 nm (¢ 15800) (MERCK
INDEX, 2001).

Lopez e colaboradores (1999) realizaram um estudo desenvolvendo pellets
contendo a TC para liberacao col6nica, segundo estes, o farmaco € mais potente
que a sulfasalazina para o tratamento de doencas inflamatérias do intestino.

A dose terapéutica da TC ¢é praticamente desprovida da acgéo
mineralocorticdide, ndo provoca disturbios psiquicos e nem os outros efeitos
colaterais da hidrocortisona, porém estas acbes variam conforme o paciente
(MARTINDALE, 1999). Quando administrados, 4 mg de TC sao equivalentes em
atividade antiinflamatéria a cerca de 5 mg de prednisolona e equivalentes a da
metilprednisolona (MORENO; MATOS; FEVEREIRO, 2001).

Dentre os componentes de acao intermediaria, é o corticoide que possui
meia vida mais longa (cerca de 5 horas) (DAMIANI et al., 2001).

Os efeitos da TC sobre a retencédo de sédio e agua sdo menores do que 0s
da prednisolona. Efeitos adversos, como anorexia, perda de peso, vermelhidao,
depressdo e perda muscular sdo relatados e particularmente associados com a
TC. Quando aplicados topicamente, principalmente em grandes areas, quando a
pele esta lesada ou sob oclusédo, os glicocorticoides podem ser absorvidos em
quantidades suficientes para causar efeito sistémico (RANG et al., 2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material:

4.1.1 Reagentes:
Os reagentes utilizados foram de grau de pureza pré-analise, exceto os

especificados.

= Quitosana - PURIFARMA®

e Etilcelulose - SIGMA®

e Acetoftalato de Celulose — DEG®

e Eudragit® L100 — PHARMA NOSTRA®

e Ftalato de Hidroxipropilmetilcelulose - SIGMA®
e Alginato — VETEC QUIMICA FINA®

e Triancinolona - GALENA®

e Acido Acético - DINAMICA®

e Acido Cloridrico - DINAMICA®

* Acido Sulfarico - DINAMICA®

e Acetona— VETEC QUIMICA FINA®

e Acetato de Sédio - DINAMICA®

e Acetonitrila - DINAMICA® (grau CLAE)

e Alcool Etilico - LABMASTER®

e Propilenoglicol - ISOFAR®

e Cloreto de Calcio - QUIMINORTE®

e Hidréxido de Sédio - DINAMICA®

e Fosfato de Potassio Monobasico - DINAMICA®
e Nitrogénio Liquido — WHITE MARTINS

e N-acetil glucosamina - SIGMA® (padrao)

e Agua purificada — obtida por sistema de purificacdo por osmose reversa
e Carbonato de Sédio - DINAMICA®
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4.1.2 Equipamentos:

e Centrifuga - FANEM®, mod. Excelsa baby 1

e Centrifuga - FANEM®, mod. Micro

e Equipamento para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) - coluna
Phenomenex® Synergi 4u Hydro-RP80A, detector de UV Shimadzu® SPD-
M10AVP, bomba Shimadzu® LC-10ADVP, programa Shimadzu® Class VP

e Dissolutor — NOVA ETICA®, mod. 299

e Drageadeira de bancada - Fet - mod. BP_1.0

e Espectrofotdmetro de Infravermelho — Bomem - mod. MB 100

e Espectrofotébmetro de UV/VIS — Schimadzu - 1601

e Estereoscépio — Olympus — SZ - PT

e Liofilizador — Jouan — mod. LP3

e Microscépio Eletrdnico de Varredura - Philips® XL30

e Purificador de agua - Milipore®

e Banho Dubnoff Microprocessado - QUIMIS®

e Viscosimetro Ostwald - Fenske
4.2 Métodos:
4.2.1 Caracterizacdo dos Polimeros:
4.2.1.1 DETERMINACAO DO GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA:

O GD de quitosana foi determinado através do método de primeira derivada
da espectrofotometria na regido do UV descrito por Tan e colaboradores. (1998).
Este método consiste na dispersdao de QS (amostra) e de N-acetil-glucosamina
(NAG) (substancia referéncia) em acido acético 0,01 M. Visando verificar a
interferéncia do solvente no espectro de absorcdo das amostras (QS e NAG),
foram preparadas trés solugdes deste solvente em concentracdes diferentes (0,01;
0,02 e 0,03 M) e o perfil de absorcao destas solugdes foi determinado.
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Todos os perfis foram tragados como primeira derivada da absorbancia por
comprimento de onda, fazendo-se a leitura a cada 0,2 nm na faixa de 190 a 300
nm, numa velocidade de 30 nm/min usando cubeta com caminho éptico de 1 cm.

Através da sobreposicao do espectro das trés concentracdes de acido, foi
observada a convergéncia dos espectros para um ponto comum e 0 comprimento
de onda onde se localizou este ponto comum foi chamado de ponto zero para
andlise e quantificagdo da NAG.

Para determinagdo do GD da amostra de QS foi necessaria a obtencao da
curva padréo da NAG. Para isto, solu¢gdes do monémero em acido acético e com
diferentes concentracées: 0,025; 0,03; 0,035 e 0,04 mg/mL foram preparadas.
Para esta andlise foram usadas 3 amostras de cada concentracdo. Todos os
espectros foram sobrepostos em um diagrama e a altura do pico de cada
concentracao de NAG analisada foi medida acima do ponto zero para o acido
acetico (202 nm).

A amostra de QS foi previamente dispersa em &acido acético 0,01 M na
concentracao de 1 mg/mL. Em seguida, a amostra foi diluida e a quantificacéo dos
grupos acetil de QS foi determinada no espectro de primeira derivada de
absorbancia na regido do UV. A proporcdo de grupos NAG na amostra foi
determinada a partir da curva padrdo descrita acima em percentual e o GD foi
calculado descontando-se 0 % de NAG de 100.

4.2.1.2 DETERMINACAO DA DENSIDADE RELATIVA DA QUITOSANA:

A densidade relativa da QS foi determinada pelo método do picndmetro,
usando dispersodes de QS a 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1,0 g/dL em
acido acético 0,1 N contendo 0,1 M de cloreto de sédio. A densidade foi calculada
através da relacdo de peso entre volumes iguais de dispersdo de QS e agua a
uma temperatura de 25 °C.

Também foram determinadas as densidades relativas da agua e do acido
acético 0,1 N contendo cloreto de s6dio 0,1 M.



68

4.2.1.3 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE INTRINSECA DA QUITOSANA:

A viscosidade intrinseca de QS foi obtida a partir da regressao linear da
curva da variagdo da viscosidade reduzida das dispersbes de QS versus a
variacdo da concentracao destas (KNAUL et al.,1998).

A viscosidade reduzida foi obtida aplicando-se a equacéao 1.

Tlred = T)sp /C eq. 1

Onde:
" 74 = Viscosidade reduzida;
* 1)sp = Viscosidade especifica;

= (= concentracao da dispersao polimérica.

A viscosidade especifica foi obtida pela equacéo 2.

ﬂsp:ﬂ—ﬂo/ﬂo eq. 2

Onde:
* 1)sp = Viscosidade especifica;
= = viscosidade da solucéo;

» 72 = Vviscosidade do solvente puro.

As viscosidades cinematicas da QS em concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1,0 g/dL em acido acético 0,1 N, contendo 0,1 M de NaCl,
foram obtidas utilizando-se um viscosimetro capilar de Ostwald € um crondmetro
para registrar o tempo de escoamento do liquido através do capilar. A viscosidade
foi determinada através da equacao 3, usando-se a agua como liquido de
referéncia para calibracdo do viscosimetro e aplicando-se a densidade relativa
obtida no item 4.2.1.2.

(tzdzjﬂ eq. 3
h = 1 .
T tid
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112 = viscosidade da amostra;

t> e t; = tempo de escoamento da amostra e do liquido de referéncia,
respectivamente;

d> e d; = densidade relativa da amostra e do liquido de referéncia,
respectivamente;

11 = viscosidade do liquido de referéncia.

4.2.1.4 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DA QUITOSANA:

A MM da QS foi determinada pelo método viscosimétrico, a partir da

viscosidade intrinseca da dispersdo polimérica, usando a equagdo de Mark-
Houwink (equacgéo 4) (RATHKE; HUDSON, 1994):

Onde:

[7]= KM, eq. 4

[77] = viscosidade intrinseca da solugéo;
K e a = constantes viscosimétricas de Mark-Houwink;

M, = massa molecular.

As constantes viscosimétricas foram obtidas pela aplicacdo do valor do GD

nas equacoes descritas por Wang et al. (1991):

Onde:

K =3,614-10°GD" eq.5
a =0,9044GD +1,82 eq. 6

K e a = constantes viscosimétricas

GD = grau de desacetilagdo do polimero
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4.2.1.5 DETERMINACAO DA DENSIDADE RELATIVA DO ALGINATO DE SODIO:

A densidade relativa de AL de sédio foi determinada pelo método do
picnémetro, usando dispersdes de AL em concentra¢des de 0,03; 0,05; 0,1; 0,13;
0,15 e 0,17 g/dL em solucao aquosa de NaCl 0,1 M. (LUCINDA-SILVA, 2003). A
densidade foi calculada através da relagcdo de peso entre volumes iguais de
dispersao de AL e 4gua a uma temperatura de 25 °C.

Também foram determinadas as densidades relativas da agua e do cloreto
de so6dio 0,1 M.

4.2.1.6 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE INTRINSECA DO ALGINATO DE SODIO:

A viscosidade intrinseca do AL de sddio foi obtida a partir da regressao
linear da curva da variacao da viscosidade reduzida das dispersdes de AL.

Foi determinada a viscosidade dinamica ou absoluta das dispersdes de AL
em concentracbes de 0,03; 0,05; 0,1; 0,13; 0,15 e 0,17 g/dL em solu¢do aquosa
de NaCl 0,1 M segundo a metodologia descrita no item 4.2.1.3.

4.2.1.7 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DO ALGINATO DE SODIO:
A massa molecular aproximada do AL foi determinada através da equacao

7, que relaciona a viscosidade intrinseca e a massa molecular do polimero em
cloreto de sédio 0,1 M (SMIDSRUD, 1970; JOHNSON; CRAIG; MERCER, 1997).

[7]=2,0-10" M, eq. 7

Onde:
= [7] = viscosidade intrinseca da disperséo;

= M, = massa molecular.
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4.2.2 Validacao da metodologia para quantificacao da TC por
espectrofotometria na regiao do UV:

Este experimento foi realizado para garantir que a metodologia empregada
para a determinacdo do teor e da eficiéncia de encapsulagdo, atenda as
exigéncias analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos. Em
funcao disto, foi realizado um estudo sobre os parametros de validacdo que
incluem: linearidade, precisdo, recuperacdo, limite de deteccdo e limite de
quantificacao (BRASIL, 2003).

4.2.2.1 DETERMINACAO DO PICO DE ABSORCAO MAXIMA DO FARMACO NA REGIAO DO
ULTRAVIOLETA (UV):

Para determinacdo do pico de absorcao maxima da TC na regidao do UV,
foram preparadas solugdes diluidas (10 pg/mL) de TC em &cido cloridrico diluido
pH 1,5 e tampéao fosfato 50 mM pH 7,5. Estas solugbes foram analisadas na
regiao do UV e os picos de absor¢cdo maxima foram registrados.

4.2.2.2 CURVA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DO FARMACO POR
ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO UV:

As curvas analiticas de TC foram realizadas em tampao fosfato 50 mM pH
7,5, tampéo fosfato 10 mM pH 7,5 e solugcao HCI 0,1 mol/L pH 1,5, onde a partir
da solucéo estoque foram preparadas diluigdes com concentracdes variadas (2,5;
5,0; 10; 20; 30; 40 e 50 pg/mL).

As leituras foram realizadas em espectrofotémetria em 242 nm para os
diferentes sistemas solventes utilizados. As andlises foram realizadas em
triplicata.

Foram determinados a faixa de linearidade do método, a equacéo da reta e
o erro do método
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4.2.2.3 LINEARIDADE:

A linearidade do método foi determinada através da obtencdo de curvas
analiticas de TC em tampao fosfato 0,05 N, 0,01 N e solucao de acido cloridrico
0,1 N, conforme descrito no item 4.2.2.2.

Foram realizadas as curvas analiticas padrao, relacionando a concentracao
de TC com a absorcao na regiao do UV em 242 nm. As curvas obtidas foram
submetidas a andlise estatistica de regressdo linear para determinagdo do

coeficiente de linearidade, coeficiente angular e r°.
4.2.2.4 PRECISAO:

A precisdo do método foi determinada a partir da solucdo estoque de TC
em tampao fosfato 0,05 N, 0,01 N e solugao de acido cloridrico 0,1 N, onde foram
preparadas solugdes de TC em trés concentragdes 10, 30 e 50 upg/mL,
correspondentes as concentragdes baixa, media e alta do intervalo linear da curva
padréo. Estas solugdes foram analisadas por espectrofotometria na regiao do UV,
sendo que a andlise foi realizada com 6 replicatas.

4.2.2.5 RECUPERACAO:

O teste foi realizado adicionando quantidades conhecidas de TC (50 mg) na
solucado tampao 0,05 N, contendo 10 mg de SM, para o preparo de solugcdes
amostras. A quantidade de farmaco adicionada corresponde as regides inferior,
mediana e superior da curva analitica, respectivamente 10, 20, 40 pug/mL. As
amostras foram preparadas em ftriplicata e analisadas por espectroscopia na
regiao do UV.

A recuperacdao foi calculada como porcentagem de recuperagdo de
quantidade conhecida de farmaco adicionada a amostra, acrescida dos intervalos
de confianga, baseada na equacao 8.

R(%) = C£100 eq. 8

0
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Onde:
= C = Media das concentra¢des determinadas experimentalmente

= Co = Concentracéo teodrica inicial
4.2.2.6 LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO:

O limite de deteccao (LD) é determinado pela menor quantidade de
farmaco presente em uma amostra que pode ser detectada, porém nao
necessariamente quantificada, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas
(BRASIL, 20083).

O limite de quantificagdo (LQ) é determinado pela menor quantidade de
farmaco em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao
aceitaveis sob condi¢cdes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

Para a realizacdo dessas anadlises foram preparadas trés solugdes
(solugdes tampéao 0,01 N, e 0,05 N, solugcédo de HCI 0,1 N, cada qual, contendo TC
em concentragées proximas ao limite inferior da curva analitica (1,25; 2,5 e 5
pg/mL). Para determinar LD e LQ foi avaliado o desvio padrdo dos valores
encontrados, sendo que todas as analises foram realizadas em triplicata.

O LD foi calculado baseado no desvio padrdo e na inclinacdo da curva

analitica através da equacao 9.

LD=Si3 eq.9
(04

Onde:
» S = Desvio padrao
» qa=Inclinagcédo da curva padrao

E o LQ sera calculado conforme equacgéao 10.

_ Sx10
a

LO

eq. 10
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Onde:
= S = Desvio padrao

*» qa=Inclinacdo da curva analitica

4.2.3 Preparacao dos sistemas multiparticulados:

4.2.3.1 PREPARACAO DE SISTEMAS MULTIPARTICULADOS DE AL:QS:

Sendo a QS um polication e o AL um polidnion, os sistemas
multiparticulados  foram  preparados pelo método de coacervagao
complexa/gelificacao ionotrépica (Figura 15). O método utilizado foi proposto e
adaptado de Lucinda-Silva e Evangelista (2005). O corticosterdide TC base foi
escolhido como farmaco-modelo para o desenvolvimento deste trabalho por ser
pouco soluvel em agua, possibilitando assim sua incorporacdo em sistemas
preparados em meio aquoso, € por ser um farmaco empregado no tratamento da

colite ulcerativa.

Figura 15 - llustracdo do método de coacervagédo complexa/gelificacao ionotrépica
1 = disperséo de AL + TC; 2 = dispersao de QS + CaCl, (M1) ou somente
CaCl, (M2).

Os sistemas multiparticulados sem revestimento com e sem TC foram
preparados por dois métodos: formacao complexa de AL-Ca:QS, simultaneamente
(M1) e formacao complexa de AL-Ca e posterior coacervacao complexa com QS
(M2).
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No M1 a dispersdo aquosa (30 mL) de AL de sédio (pH 5,5) contendo
farmaco foi gotejada na dispersao de QS (60 mL) em &cido acético 0,1 N (pH 5,5)
contendo cloreto de calcio, com auxilio de uma seringa e agulha com 250 um de
diametro. As particulas foram deixadas em repouso por aproximadamente 20 min.
para completa reticulacdo do sistema, sendo em seguida separadas por filtracao,
lavadas com agua purificada por duas vezes para a retirada dos eletrélitos em
excesso. Apos a filtragcdao, as amostras foram congeladas com nitrogénio liquido e
secas por liofilizagdo (Figura 16).

SEPARACAO DAS

REPOUSO > PARTICULAS DE AL-Ca:QS
::>[ 20 min. }

POR FILTRACAO

| — "’J
QS + CaCL,
CONGELAMENTO COM LAVAGEM DAS
NITROGENIO LiQUIDO _PARTICULAS C/
AGUA PURIFICADA

SECAGEM POR
LIOFILIZACAO

Figura 16 - Fluxograma do M1 (formagé&o complexa de AL-Ca:QS, simultaneamente).

No M2 a dispersao aquosa (30 mL) de AL de sédio (pH 5,5) contendo
farmaco foi gotejada na solucédo de cloreto de calcio, em seguida as particulas
foram filtradas e adicionadas a dispersdo de QS (60 mL) em acido acético 0,1 N
(pH 5,5), sob agitacdo magnética. Em seguida, as particulas foram filtradas,
lavadas com agua purificada por duas vezes, congeladas e secas por liofilizagao
(Figura 17).
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!. SEPARAGAO DAS
i REPOUSO '
? —> [ 20 min, 1 [ >| PARTICULAS DE AL-Ca

POR FILTRAGCAO

SEPARACAO DAS E

PARTICULAS DE AL-Ca:qs | <——— ==
POR FILTRACAO 5.9

Particulas + dispersao QS
2 horas. sob. agitacao

LAVAGEM DAS magnética.
PARTICULAS C/ AGUA
PURIFICADA

J

CONGELAMENTO
" SECAGEM POR
COM NITROGENIO ;
NrROG —> [ LIOFILIZACAO }

Figura 17 - Fluxograma do M2 (formagao complexa de AL-Ca e posterior coacervagao
complexa com QS).

Para a otimizacao do teor de encapsulacéo e perfil de liberagéo, o farmaco
foi incorporado nos SM variando a concentracdo das dispersdes de AL, QS e do

cloreto de célcio (Quadro 05).



Quadro 05 - Formulagdes de SM de AL:QS com diferentes concentragbes de

CaCl,. com e sem TC e preparadas por dois métodos.

Método AL (%) QS (%) CaCl; (%)*
2,5 1,0 3,75
M1
5,0 1,0 7,5
M2 1,0 0,5 1,5

AL: alginato de sédio; QS: quitosana; cloreto de calcio : CaCly; M1: formagéo
complexa de AL-Ca:QS, simultdneamente; M2: formagéao complexa de AL-Ca e posterior
coacervagao complexa com QS; * concentra¢do na dispersao de QS.

4.2.3.2 VERIFICACAO DA PERDA DE MASSA DO COMPLEXO AL:QS EM MEIO GASTRICO
SIMULADO:

Foram preparadas dispersdes de AL 1% em agua destilada (100 mL, pH 5)
e QS 0,5 % em acido acético 0,1 N (200 mL, pH 5). A dispersao de AL foi
adicionada na dispersao de QS, ficando sob agitacao por um periodo de 2 horas.
O complexo foi filtrado com membrana poliéster sob vacuo e seco em estufa ar
circulante a 40 °C, por aproximadamente 24 horas.

Em seguida, o complexo AL:QS foi pesado e colocado em contato com o
meio HCI 0,1 N, sob agitacao, durante intervalos de tempo pré-determinados (30,
60 e 120 min) e filtrados em papel filtro. Posteriormente as amostras foram
colocadas novamente em estufa de ar circulante a 40 °C e pesadas apéds
secagem. Para o célculo da perda de massa do complexo (PMC %) foi utilizada a

equacgao 11.

pmc ="2100 eq. 11
ml

Onde:
* m1 e m2sdo amassa seca do complexo AL:QS antes e apds contato com

0 meio, respectivamente.
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4.2.3.3 PREPARACAO DOS SISTEMAS MULTIPARTICULADOS REVESTIDOS COM POLIMEROS
GASTRO-RESISTENTES:

Os SM revestidos com polimeros gastro-resistentes derivados da celulose,
como a FHPMC, ACT, EC e o polimero acrilico Eudragit® L100, foram preparados
objetivando a alteragédo das propriedades de intumescimento das particulas e
liberacao do farmaco em diferentes meios (TGl simulado) (Quadro 06).

As dispersdes de FHPMC e de ACT foram preparadas utilizando-se acetona
e alcool etilico como solventes (1:1) e 1 % de propilenoglicol como plastificante. A
dispersdo de EC foi preparada com alcool etilico e o Eudragit® L100 foi diluido
com agua (pH 6,8).

No procedimento, as particulas de AL-Ca:QS foram revestidas através de 2
métodos: revestimento por imersao e revestimento por aspersao.

O método de revestimento por imersao (IM) consistiu em mergulhar as
particulas nas dispersdes poliméricas com o auxilio de uma peneira, durante 1
minuto. Em seguida as amostras ficaram em repouso a temperatura ambiente, por
aproximadamente 2 minutos. O procedimento foi repetido por trés vezes. As
amostras foram filtradas, lavadas com agua purificada por duas vezes, congeladas
com nitrogénio liquido e secas por liofilizagdo (Figura 18).



Quadro 06 - Formulagdes para o revestimento das particulas de AL:QS com TC

olimeros IMERSAO ASPERSAO
Nicleo ACT1%' | ACT5%' | FHPMC1%' | FHPMC5%' | FHPMC7,5%' | EU1%> | EC1%' | EU1%' | FHPMC 7,5’
AL(%) 1,0 1,0 1,0 2,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
QS(%) 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
CaCly(%) 1,5 1,5 1,5 3,75 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
TC(%) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

ACT: acetoftalato de celulose; FHPMC: ftalato de hidroxipropilmetilcelulose; EU: Eudragit® L100; EC: etilcelulose; AL: alginato de sodio; QS:
quitosana; CaCL.. cloreto de célcio; TC: triancinolona; Solventes das dipersdes poliméricas: 'acetona:alcool etilico, 1:1; 2agua purificada.

79
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PROCEDIMENTO
REPETIDO (3 X)

T

IMERSAO DAS
PARTICULAS PARTICULAS 5
/ SEPARACAO DAS
(1 min.) EMREPOUSO | ——, SARTIOUL AS POR
(temperatura FILTRACAO
ambiente)
CONGELAMENTO LAVAGEM C/
C/ NITROGENIO <:| AGUA
LIQUIDO PURIFICADA

SECAGEM POR
LIOFILIZACAO

Figura 18 - Fluxograma do método de revestimento por imerséo

Para revestimento dos sistemas por aspersao (AS) foi utilizado uma
drageadeira de bancada, conforme mostrado na Figura 19. O método AS consistiu
na deposicao da dispersdo polimérica de revestimento sob as particulas em
rotacdo, dentro da drageadeira, a uma velocidade de aproximadamente 60 rpm.

Para o procedimento de revestimento por aspersdao (AS), foram
reproduzidas apenas as formulacdes que obtiveram os melhores resultados no
ensaio de dissolugao do farmaco. Portanto, as dispersdes de Eudragit® L100 1% e
de FHPMC 7,5%, diluidas com acetona, etanol:acetona 3:7 e 1 % de

propilenoglicol, respectivamente, foram preparadas.
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Figura 19 — Drageadeira de bancada

Para padronizar as condi¢cdes do método por aspersao, lotes pilotos foram
testados buscando otimizar o revestimento. As particulas foram pesadas antes e
apos a dispersdo em intervalos de tempos pré-determinados (5; 10; 15 e 20 min)
para verificar o ganho de massa das particulas, escolhendo-se o tempo de 10 a 15
minutos como tempo de aplicacédo das dispersdes poliméricas.

A solugao de revestimento foi aplicada em camadas finas, com intervalo de
tempo suficiente para a secagem entre cada aplicacdo. Foram aplicadas em
média 3 camadas de revestimento, sendo a velocidade do fluxo de aspersao de 2
mL/min e pressao de 4 mBar. O tempo entre a aspersdo e a secagem de cada
quantidade de disperséao foi cerca de 10 a 15 minutos, A secagem do revestimento
das particulas foi realizada através da insuflacdo de ar quente. Em seguida ao
processo de revestimento, as particulas foram congeladas com nitrogénio liquido

e secas por liofilizagao.
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4.2.4 Caracterizacao dos sistemas multiparticulados:

Os SM obtidos foram caracterizados, quanto a morfologia, granulometria e
as caracteristicas de intumescimento, visando a obtengdo de um produto com

rendimento.

4.2.4.1 ANALISE MORFOLOGICA:

Para analise morfolégica das particulas foi empregada a microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) e a microscopia éptica (MO). Na analise por MEV
as amostras secas foram colocadas sobre uma fita adesiva dupla-face aderida a
um suporte de metal, revestidas com ouro coloidal sob vacuo e analisadas. As
analises foram realizadas no Departamento de Engenharia de Materiais da UFSC
— Floriandpolis/SC. Na analise por MO as particulas secas foram colocadas em
placa de petri e analisadas usando estereoscépio Leica MZ APO e maquina digital

acoplada.

4.2.4.2 ANALISE GRANULOMETRICA:

Para analise granulométrica das microcapsulas foi empregado o
estereoscépio Leica MZ APO e o programa Leica Qwin Image Analysis Systems
para medi¢cdo. No estereoscopio as amostras foram colocadas diretamente nas
placas de Petri e foi feita a distribuicdo de tamanho das microcapsulas de cada
lote analisado. A freqiiéncia de tamanho de particula foi distribuido em intervalos
de classe e o calculo do didmetro médio das particulas foi obtido através da
equagao 12 (ANSEL; POPOVICH; ALEN JR, 2007).

- Z(pto;cxf%)
x:

eq. 12
100 9

Onde, x= diametro médio das particulas; ZzSomatéria do diametro médio das

particulas; pfox = média do intervalo de classes e f % = freqliéncia relativa.



83

4.2.4.2 ANALISE DA ABSORCAO DE AGUA E INDICE DE INTUMESCIMENTO:

O intumescimento foi avaliado em meios com diferentes valores de pH
simulando os diferentes ambientes do TGl (superior): meio gastrico simulado HCI
0,1 N (pH 1,5 e meio entérico simulado (tampao fosfato pH 7,4). O
intumescimento foi analisado através da capacidade de absorcdo de &agua
(gravimetria) e indice de intumescimento (verificagdo do aumento de didametro das
particulas) (MUNJERI; COLLETT; FELL, 1997; LEOPOLD; EIKELER, 1998). Em
ambos os ensaios, as particulas ficaram em contato com o meio estudado durante
3 horas.

No ensaio de absorcao de agua por gravimetria as amostras intumescidas
foram removidas periodicamente (30, 60, 120 e 180 minutos) e pesadas em
balanca analitica digital, apds retirada do excesso de meio absorvido na superficie
com papel de filtro.

Para a caracterizacao do grau de intumescimento pela absorcédo da agua o
indice de intumescimento foi calculado utilizando-se a equacao 13.

Abs. dgua(%) ="1""0100 eq. 13
m,
Onde:
= Abs. agua (%) = absorcao de agua;
* my = massa da particula apds determinado tempo de contato com o meio
de intumescimento;

* my = massa da particula antes do contato com o meio de intumescimento

Para a caracterizacdo do grau de intumescimento pela verificacdo do
aumento de diametro das particulas foi utilizado estereoscépio Leica MZ APO e
maquina digital acoplada, a andlise do didametro foi segundo Feret na direcdo
horizontal (0°) (BARBER, 1993). O indice de intumescimento foi calculado
utilizando-se a equacao 14.

dl _do

1.1.(%) = 100 eq. 14

0
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Onde:
= |l (%) = indice de intumescimento;
» d; = tamanho da particula apds determinado tempo de contato com o meio
de intumescimento;

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

4.2.5 Caracterizacao das particulas contendo farmaco (TC):

As particulas de AL:QS contendo TC foram caracterizadas quanto a
morfologia (4.2.4.1), intumescimento (4.2.4.2) e ensaios de teor e eficiéncia de

encapsulacéo.

4.2.5.1 DETERMINACAO DO TEOR E DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO:

O teor de encapsulacdo do farmaco corresponde a proporcao deste no
sistema polimérico.

Para determinacdo do teor de encapsulacédo, cerca de 5 mg de amostra
foram pesados e colocados em contato com 20 mL de tampao fosfato 50 mM pH
7,5 por 2 h, sob agitacdo. Ap6s a agitacao, a amostra foi filtrada e o farmaco foi
quantificado por espectrofotometria em 242 nm. Os ensaios foram realizados em

triplicata. O teor de encapsulacao foi calculado usando-se a equacéao 15.

TE(%) = 1<

%100 eq. 15

cap

Onde:

» TE =teor de encapsulacao
* mrc = massa de TC quantificada na amostra

" Mcyp = Massa das particulas usadas na amostra

A eficiéncia de encapsulacao corresponde a quantidade de farmaco que foi
incorporado pelo sistema. A eficiéncia de encapsulacao foi calculada a partir do
teor de encapsulacao e do rendimento do lote das capsulas analisadas usando-se

a equacao 16.
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TEXR

EE(%) = eq. 16

mTCmml

EE = eficiéncia de encapsulacao

TE = teor de encapsulagao (%)

R = rendimento em massa do lote que esta sendo analisado

Mrciotas = Mmassa de farmaco total usado na preparacao do lote que esta
sendo analisado.

4.2.6 Ensaio de liberacao do farmaco in vitro:

4.2.6.1 ENSAIO DE LIBERACAO DO FARMACO USANDO MEIO ACIDO OU MEIO ENTERICO:

Este ensaio foi realizado para verificar o perfil de liberagédo e analisar os

mecanismos de liberacdo do farmaco in vitro. Este foi realizado em aparelho

dissolutor (Figura 20) pelo método de cestas (Aparato 1) da Farmacopéia

Americana (United States Pharmacopeia, 2005), sob as seguintes condic¢oes:

>

YV V V V

YV VYV

Volume do meio de dissolucéo: 450 mL;

Velocidade de agitacéo: 50 rpm;

Temperatura: 37 + 0,5 °C;

Tempo de ensaio: 6 h;

Tempos de amostragens: 15; 30; 45; 60; 90; 120; 150; 180; 240; 300 e 360
min;

Amostra: aproximadamente 30 mg de particulas;

Aliquotas retiradas: 3 mL

Meios de liberagdo: suco géastrico simulado sem enzimas e suco entérico
simulado sem enzimas.

Os meios de liberagdo simularam o suco gastrico (HClI 0,1 NpH 1,5) e o

suco entérico (solucao tampao fosfato 0,01 N pH 7,4). O farmaco foi quantificado

por espectrofotometria no UV. As aliquotas do meio de liberagdo foram retiradas

nos periodos de tempo pré-determinados e nao houve reposicdo do meio de

liberacdo, sendo feita, neste caso, a correcdo dos valores da concentracdo do

farmaco.



86

I —E
P -
L .

-

) —

“

Figura 20 - Aparelho de dissolugao.

4.2.6.2 ENSAIO DE LIBERACAO DO FARMACO EM MEIO COLONICO SIMULADO:

A fim de verificar o perfil de liberacdo da TC no célon, as particulas foram

submetidas ao ensaio de liberacdo em meio colbénico simulado in vitro usando

suspensdes de fezes humanas. Para tanto, foi preparado uma suspensao de 5 %

de conteudo fecal em solug¢édo tampao 0,01 N com pH 6,8. Segundo Yang (2008),

as fezes humanas utilizadas devem ser de voluntarios sadios sem precedente

historico de disturbio gastrintestinal e estes ndo podem ter utilizados antibiéticos

por pelo menos 3 meses antes do estudo.

O teste de dissolucao foi realizado sob as seguintes condicoes:

>

V V V V V V VY

Volume do meio de dissolucédo: 300 mL;

Velocidade de agitacao: £ 70 rpm;

Ambiente: anaerdbio com pH 6,8;

Aliquotas retiradas: 3 mL;

Tempo de ensaio: 24 horas;

Temperatura: 37 + 0,5 °C;

Tempos de amostragem: 120; 600; 1440 min;

Amostra: 30 mg de particulas revestidas, ap6s ensaio de liberagdo em meio
acido e entérico simulados;

Meio de liberacao: suspensao de conteudo fecal 5 %;
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A producado do ambiente anaerdbio foi obtida através da reagcédo de acido
sulfarico 2 M com carbonato de calcio em ambiente fechado, para producao de
CO. (Figura 21).

O farmaco foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

Ambiente Producao de
fechado CO,:
Ponto de coleta Acido
sulfdrico 2 M

Carbonato de
& calcio
Meio de liberacao

Figura 21 — Fotografia do aparato para liberagdo in vitro do farmaco em meio col6nico
simulado utilizado

4.2.7 Quantificacdo de TC por CLAE:

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem a
capacidade de separar, identificar e quantificar analitos contidos nas amostras. O
ensaio foi realizado sob as seguintes condicdes: coluna fase reversa C1g, detector
de UV em 242 nm, temperatura a 35 °C, velocidade de fluxo 1mL/min e como fase
moével solucdo tampdo acetato de sbédio 0,02 M (pH 4,8) e acetonitrila na
proporcao de 68:32, respectivamente (LEOPOLD; FRIEND, 1995).

Preparou-se solucao estoque de TC 1 mg/mL em solucao de etanol.
Aliquota de 1 mL foi retirada dessa solugédo e adicionada em 20 mL da solucdo
tampao contendo 5 % de conteudo fecal pH 6,8. A amostra ficou sob agitacéo (30
min), foi centrifugada duas vezes (30 min; velocidade de 3000 rpm) e filtrada com
filtro de seringa celulose regenerada sartorius (didmetro: 25 mm; tamanho dos
poros: 0,45 um). Para a construgdo da curva analitica foram preparadas solugdes
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diluidas (10; 25; 50 e 100 ug/mL) de TC em meio colénico pH 6,8. As leituras
foram realizadas em CLAE em 242 nm.

4.2.8 Anadlise da cinética de liberagao in vitro:

Para o estudo da cinética de liberacao do farmaco in vitro foram aplicados
alguns modelos matematicos: cinética de ordem zero, cinética de 1% ordem,
modelo de Higuchi, de Hixon Crowell, de Korsmeyer-Peppas e de Baker-Lonsdale
(Quadro 03 item 3.4). A adequacao do perfil de liberacdo ao modelo matematico
foi baseada no valor do coeficiente de correlacao (r) (COSTA, 2002). O estudo foi

realizado usando o software sigma-Plot® versdo 9.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da Quitosana:

5.1.1 Determinacao do grau de desacetilacao da Quitosana:

A QS é o derivado mais importante da quitina em termos de aplicagdo. A
QS é obtida através da desacetilacdo parcial de quitina em condicoes alcalinas
(RINAUDO, 2006). A pratica industrial mais comum, e que também é bastante
empregada em laboratérios de pesquisa, € aquela na qual a desacetilacdo da
quitina é realizada em suspenséao de solucdo aquosa de hidréxido de sédio, sendo
que a concentragao dessa solucao, o excesso de alcali, o tempo e a temperatura
da reacdo sao variaveis, conforme o procedimento adotado (CAMPANA; SIGNINI,
2001).

O grau de desacetilagdo da QS é importante na formagdo do complexo
polieletrolitico com alginato de sédio, pois quanto maior o GD, maior é a proporcao
de grupos amina e, consequentemente, maior sera a ligacdo do polimero com
polidnions. Isto pode ser explicado pelo aumento da densidade de carga e, por
conseguinte, de forcas eletrostaticas no processo de complexagédo proporcionado
pelo aumento de grupos amino na cadeia polimérica (LUCINDA-SILVA, 1999).

A busca por métodos precisos para a determinacédo do GD de QS, tem sido
uma das grandes preocupacoes dos pesquisadores por muitas décadas (ZHANG
et al., 2005). Segundo Tan (1998) o método empregado para a determinacao do
GD de QS tem que ser um método simples, rapido, eficaz e que nao sofra a
presenca de impurezas, principalmente as proteinas, que sao contaminantes
tipicos presentes nas amostras brutas de QS.

Varias técnicas tém sido propostas para a determinacdo do GD de QS
baseadas em espectroscopia no infravermelho (TAN et al., 1998; SANTOS et al.,
2003; ZHANG et al.,, 2005; RINAUDO, 2006; ABDEL-FATTAH et., 2007),
espectroscopia na regidao do infravermelho préoximo (RATHKE; HUDSON, 1993),
primeira derivada do espectro na regidao do UV (TAN et al., 1998; RINAUDO,
2006), titulagéo potenciométrica (JIANG; CHEN; ZHONG., 2003; RINAUDO, 2006;
TAKAHASHI; IMAI; SUZUKI, 2007), titulacdo coloidal (TAN et al.,, 1998),
determinacdo enzimatica (RINAUDO, 2006), ressonancia magnética nuclear
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(CAMPANA; SIGNINI, 2001; LAVERTU et al., 2003; SANTOS et al., 2003; ZHANG
et al.,, 2005; RINAUDO, 2006; ABDEL-FATTAH et., 2007), determinacdao por
difracdo de raio-x (CAMPANA; SIGNINI, 2001; ZHANG et al., 2005; ABDEL-
FATTAH et., 2007), reagdao com ninhidrina, entre outras (TAN et al., 1998;
KUMAR, 2000).

Segundo Khan, Peh e Ch’hg (2002), Tan e colaboradores (1998), alguns
destes métodos sao considerados onerosos para analises rotineiras, como
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear ou sao considerados métodos
cancerigenos, como é o caso da reacao por ninhidrina, no qual sdo necessarias
precaugdes extras para a sua manipulagao.

Portanto, o método escolhido para determinar o GD de QS para este
trabalho foi da primeira derivada do espectro na regiao do UV. Segundo Tan e
colaboradores (1998) e Lucinda-Silva (2003), este método permite que uma
simples e rdpida analise da QS, néo sofra influencia de impurezas e demonstre
alta sensibilidade para deteccéo de NAG.

A NAG apresenta uma absor¢cdo maxima em 193 nm. A presenga de acido
acético na solugcdo de NAG altera consideravelmente a determinacdo deste
composto, pois ele apresenta uma alta absor¢cdo em 199 nm. A primeira derivada
do espectro da NAG e do acido acético estao plotados na Figura 22.

NAG 0,02 mg/mL
NAG 0,025 mg/mL
NAG 0,03 mg/mL
NAG 0,035 mg/mL
NAG 0,04 mg/mL
Ac. acético 0,01M
Ac. acético 0,02 M
Ac. acético 0,03 M
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Figura 22 — Primeira concentragdes (mg/mL) em acido acético 0,01 M na derivada do espectro
de solucdes de acido acético e de solugdes de NAG em diferentes regiao do UV.
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Quando solugdes de acido acético com diferentes concentracées (0,01;
0,02 e 0,03 M) sdo analisadas, usando a agua como branco, observa-se que
todos os espectros convergem para um ponto comum em 201 nm, podendo ser
chamado de ponto zero. Este ponto corresponde ao comprimento de onda de
maxima absorcao da NAG, tornando assim a determinacao da NAG independente
da concentracdo da solucdo de acido acético em um intervalo de concentracao
comumente usado na preparacao de dispersdes diluidas de QS (KHAN; PEH;
CH'NG, 2002).

Para determinagdo do GD da amostra de QS por este método, foi obtida a
curva analitica da NAG em &cido acético 0,01 M (Figura 23). Através da regressao

linear da reta foram obtidos 0s seguintes parametros estatisticos:

0,16 T/

0,14

0,12

0,10

Primeira derivada (abs/nm)

0,08

0,00 +—F~— . .

0 20 30 40

N-acetilglucosamina (ug/mL)

Figura 23 — Curva analitica da NAG em &cido acético 0,01 M.

Equacao da reta: Y =0,0022x + 0,0481
r* =0,9993
Desvio padrdao =1,18198

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

QS e a aplicagao na curva analitica, obteve-se um GD de 89,76% + 0,013, valor
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este considerado alto, uma vez que, GD superior a 50% ja é considerado QS
(BARROS et al., 2006). Lucinda-Silva (2003) obteve um GD de 82,46% + 0,33,
determinado pelo método da primeira derivada na regido do UV, para quitosana
de outra marca e grau analitico, apos purificacdo. Em trabalho anterior, esta
amostra de QS teve seu GD determinado pelo método de titulagdo
potenciométrica e a proporcao de grupos amino encontrada foi de 62,79%
(LUCINDA, 1999) mostrando que o método da primeira derivada na regidao do UV
€ mais sensivel e sofre menor interferéncias do que o método potenciométrico.
Santos e colaboradores (2003) caracterizaram QS comerciais de diferentes
marcas (QSg, QSa e QSp), quanto ao GD através de dois métodos: ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e titulagdo condutimétrica, obtendo os
seguintes resultados: para RMN 'H (77,0; 90,2 e 90,0 %) e para titulagdo
condutimétrica (74,8; 89,9 e 89,6 %), respectivamente. Segundo Santos e
colaboradores ambos os métodos sao eficientes e reprodutiveis para determinar o
GD de QS, embora a titulacdo condutimétrica tenha uma ligeira vantagem em
relacido ao RMN 'H, pois esta é considerada uma técnica ndo destrutiva e de
baixo custo. Por outro lado, a analise pelo RMN 'H requer preparacdo menos
exigente da amostra, devido a especificidade do pico do grupo acetamida.

5.1.2 Determinacao da Densidade Relativa da Quitosana:

Entre as caracteristicas importantes da QS que influenciam as
propriedades de formulagdes esta o tamanho de particula, a densidade, a massa
molar, o grau de desacetilacédo e a viscosidade (SINHA et al., 2004).

A densidade relativa das dispersdes diluidas de QS foi determinada por
picnbmetro usando a agua como liquido referéncia. Os valores de densidade
estao descritos na Tabela 02.
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Tabela 02 - Valores de densidade relativa para dispersdes de
quitosana, em &cido acético 0,1 N contendo NaCl 0,1 M.

Amostras | Densidade relativa (n=3)

Agua 1,0000

Acido acético 0,1 N

contendo NaCl 0,1 M 1,0004
0,1 g/dL 1,0004
0,2 g/dL 1,0010
0,3 g/dL 1,0006
0,4 g/dL 1,0015

QS 0,5 g/dL 1,0017
0,6 g/dL 1,0025
0,7 g/dL 1,0017
0,8 g/dL 1,0021
0,9 g/dL 1,0015
1,0 g/dL 1,0030

5.1.3 Determinacdo da Viscosidade Intrinseca da Quitosana:

A viscosidade intrinseca, embora seja um método ndo absoluto, € um dos
processos mais utilizados para a determinacdo da massa molar de polimeros. As
medidas sao feitas com base no tempo de escoamento do solvente e das
solucdes diluidas do polimero, utilizando-se um viscosimetro capilar (SANTOS et
al., 2003).

A determinacao da viscosidade intrinseca das dispersées de QS (0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 07, 0,8; 0,9; 1,0 g/dL) em acido acético 0,1 N contendo NaCl 0,1
M, foram determinadas a temperatura de 25 °C, onde as viscosidades dinamica,
relativa, especifica e reduzida foram calculadas, conforme apresentado na Tabela
03.

A partir dos dados de viscosidade reduzida e a concentracdo das
dispersdes, foi elaborado um grafico (Figura 24) e através da regressao linear da
reta foram obtidos os valores dos coeficientes de linearidade e angular, dados
esses necessarios para calculo da viscosidade intrinseca.
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Tabela 03 - Valores de viscosidade relativa (1rel), especifica (1|sp) e reduzida
(Nred) para dispersées de quitosana, em &cido acético 0,1 N contendo NaCl 0,1

M.
QS (g/mL) | nrel | nesp | mred (dL/g)
0,1 1,92 0,92 9,21
0,2 3,12 2,12 10,61
0,3 4,78 3,78 12,62
0,4 6,68 5,68 14,22
0,5 8,67 7,67 15,35
0,6 10,49 9,49 15,82
0,7 12,94 11,94 17,07
0,8 15,31 14,31 17,89
0,9 15,47 14,47 16,07
1,0 22,99 21,99 21,99
2500
2000 -
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e 1000 -
500 -
0 T T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012
QS (g/mL)

Figura 24 - Gréfico da viscosidade reduzida das dispersdes de quitosana
contra a concentragao das respectivas dispersdes para calculo
da viscosidade intrinseca do polimero.

Coeficiente angular (a) = 132790,32
Coeficiente linear (yo) = 878,51

r’ = 0,9794

A viscosidade intrinseca é igual o coeficiente linear, ou seja, 878,54 mL/g.

Santos e colaboradores (2003) caracterizaram amostras comerciais de diferentes

marcas de QS, quanto a viscosidade intrinseca, obtendo os seguintes resultados
QSa (360 mL/g) e QSF (942 mL/qg).
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5.1.4 Determinacao da Massa Molecular da Quitosana:

A MM da QS foi determinada pelo método viscosimétrico, a partir da
viscosidade intrinseca da dispersao polimérica, usando a equacao de Mark-
Houwink (equacéo 4) (RATHKE; HUDSON, 1994), em que relaciona a viscosidade
intrinseca (878,54 mL/g), o GD do polimero (89,76%) e as constantes
viscosimétricas K e a (3,614 10; 0,9044, respectivamente). A massa molecular
encontrada foi de 9,02 10° Da. Comparando com dados da literatura, a MM de QS
encontrada neste estudo pode ser considerada alta. Santos e colaboradores
(2003) caracterizaram diferentes QS comerciais (QSa e QSf), quanto a MM a partir
da viscosidade intrinseca, obtendo os seguintes resultados: 6,9 10* Da (K=0,076 e
9=0,76) e de 5,2 10* Da (K=0,074 e 9=0,76) respectivamente.

5.2 Caracterizacao do AL de soédio:

5.2.1 Determinacao da densidade relativa:

Para posterior determinacao da viscosidade intrinseca e massa molecular
do AL, foi verificada a densidade relativa das dispersées do polimero com
diferentes concentracbes (tabela 04). A densidade relativa variou entre 1,002 e
1,005 para dispersdes com concetracéo entre 0,03 a 0,17 g/dL, respectivamente.

Tabela 04 - Valores de densidade relativa para dispersdes de
alginato de s6dio em NaCl 0,1 M.

Amostras | Densidade relativa (n=3)
Agua 1,000
NaCl 0,1 M 1,002
0,03 g/DlI 1,002
0,05 g/dL 1,003
AL 0,1 g/dL 1,004
0,13 g/dL 1,004
0,15 g/dL 1,004
0,17 g/dL 1,005

5.2.2 Determinacdo da viscosidade intrinseca:

A viscosidade intrinseca do AL foi obtida a partir da determinacao das
viscosidades dinamica, relativa, especifica e reduzida das dispersées de AL de
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sbédio em diferentes concentragcdes em agua contendo NaCl 0,1 M. A Tabela 05

apresenta os valores de viscosidade obtidos.

Tabela 05 - Valores de viscosidade relativa (1rel), especifica (1|sp) e reduzida
(nred) para dispersdes de alginato de sédio em NaCl 0,1 M.

AL (g/dL) | nrel | nesp | mred (g/dL)
0,03 1,27 0,27 9,0
0,05 1,40 0,40 8,0
0,1 2,36 1,36 13,6
0,13 2,93 1,93 14,8
0,15 3,26 2,26 15,06
0,17 3,71 2,71 15,94

A Figura 25 apresenta a correlacdo entre a viscosidade reduzida e a
concentracao das dispersdes. A partir desta correlacdo, a viscosidade intrinseca
foi obtida através do prolongamento da reta até intersepcao do eixo y, ou seja,
quando a concentragdo (x) for igual a zero. A viscosidade intrinseca para o

polimero analisado foi de 10,46 dL/g.

20

10 1

[n] (dL/g)

0 T T T T
0,00 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18

AL (g/dL)

Figura 25 - Gréfico da viscosidade reduzida das dispersdes de
alginato (AL) contra a concentragdo das respectivas
dispersdes para calculo da viscosidade intrinseca
do polimero.
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Coeficiente angular (a) = 31,8879
Coeficiente linear (yo) = 10,4654
r’=0,9724

Comparando com os resultados obtidos no estudo de caracterizacao
molecular dos diferentes tipos de AL, realizado por Johnson; Craig e Mercer
(1997), onde as viscosidades intrinsecas das amostras apresentaram resultados
que variaram de 0,242 a 3,4217 dL/g, o AL analisado exibiu um alto grau de
viscosidade, demonstrando ser ideal para emprego em sistemas de liberacao de
farmaco.

Segundo Bresolin e colaboradores (2003), a viscosidade de AL é um dos
parametros que influencia o processo de intumescimento, erosdo e o perfil de
dissolucdo do farmaco da matriz. Alginatos com baixo grau de viscosidade
demonstram provocar uma maior erosao e liberagdo do farmaco da matriz, ao
contrario de formulacdes contendo AL de alta viscosidade que exibem uma menor
erosao e subseqliente menor liberacao do farmaco.

5.2.3 Determinacdo da Massa Molecular do Alginato de Sddio:

A viscosidade intrinseca das dispersdes de alginato pode ser usada como
um meio para determinacdo do peso molecular, embora outras técnicas, como
espalhamento de luz, estejam disponiveis (JOHNSON; CRAIG; MERCER, 1997).

A massa molecular aproximada do AL foi determinada através da equacao
7 item 4.2.1.7, em que relaciona a viscosidade intrinseca (10,4654 dL/g) e a
massa molecular do polimero em cloreto de sédio 0,1 M (SMIDSRZD, 1970;
JOHNSON; CRAIG; MERCER, 1997). A massa molecular encontrada foi de 5,23
10° Da, resultado este maior que o obtido por Johnson e colaboradores (1997),
que através do calculo da viscosidade intrinseca obteve valores préximos de 1,2
10*a 1,71 10° Da.

5.3 Metodo analitico para quantificacao da TC:

A determinacdo do pico de absor¢cdo maxima do farmaco foi realizada por
espectrofotometria na regidao do UV. A espectrofotometria na regidao do UV permite
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identificar e quantificar uma ampla variedade de substancias quimicas e
biolégicas. O espectro de absor¢cdao no UV consiste em um grafico de freqiéncia
ou comprimento de onda versus intensidade de absorcdo (em transmitancia ou
absorbancia). O composto analisado deve ser dissolvido em um solvente
apropriado que nao absorva luz na regidao estudada (SILVERSTEIN; BASSLER,;
MORRILL, 1994).

A Figura 26 apresenta o perfil de absorcdo de solugdes contendo TC na
regido do UV. Para os trés sistemas solventes analisados (HCI 0,1 N e tampao

fosfato 0,01 e 0,05 N) o pico de absor¢cao maxima do farmaco foi de 242 nm.

5000
242 nm
(2]
Q9
<
0,000
2000 2500 300,0 3500

A (nm)

Figura 26 - Perfil de absor¢éo das solu¢des de TC na regido do UV.
5.3.1 Determinacdo da linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do
analito, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003).

Foi determinada a linearidade do método de quantificacdo da TC em trés
diferentes meios: tampéo fosfato 0,05 M pH 7,5; tampéo fosfato 0,01 MpH 7,5 e
meio gastrico simulado (acido cloridrico 0,1 N). Em todas as curvas analiticas
preparadas (Quadro 07) obteve-se um coeficiente de determinagao préximo a 1, o
que traduz a resposta linear do procedimento de calibracdo, ou seja, o sinal
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analitico obtido € proporcional a quantidade de constituinte(Figura 27) (HARRIS,

2001).

Quadro 07 - Dados obtidos pela linearidade do método em solugdes tampao 0,05 N, 0,01 N e HCI

0,1N.

Solventes A Yo R?
Tampéao 0,05 0,0426 -0,0198 0,9930
Tampéao 0,01 0,0423 0,0012 0,9998

HCI0,1 N 0,0412 0,0030 0,9993
a: Coeficiente angular; yo: Coeficiente linear; r*: Coeficiente de determinagao.
2,5
2,0
E 15
N
S
8 10 —e— HCIO01N
< g e Tampéo fosfato 0,05 N
—-¥— Tampao fosfato 0,01 N
0,0 T T T T
0 10 20 30 40 60
TC (ug/mL)

Figura 27 - Curvas analiticas de TC em &cido cloridrico 0,1 N pH 1,5, tampao
fosfato 0,05 N pH 7,5 e tampao fosfato 0,01 NpH 7,5 em 242 nm.

5.3.2 Determinacdo da precisao ou coeficiente de variabilidade do método:

Precisdo é a avaliacdo da proximidade das respostas obtidas quando uma

série de medidas for realizada para uma mesma amostra, em idénticas condicdes

de teste. Esta € considerada em trés niveis, verificada por no minimo nove

determinacées contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés

concentracoes (baixa, media e alta) em triplicata ou minimo de seis determinacoes

com 100% da concentracao do teste (ANVISA, 2003).
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Para obtencdo da precisdo do método fez-se uma curva analitica em
diferentes meios (tampao fosfato 0,05 M pH 7,5; tampéao fosfato 0,01 MpH 7,5 e
meio gastrico simulado) usando-se trés concentragées de TC: 10, 30 e 50 ug/mL.
Cada concentracao foi preparada com 6 replicatas. Calculou-se a precisao para
cada concentragdo usada e montou-se as seguintes curvas analiticas (figura 28 a
30) e procedeu-se a analise estatistica dos dados obtidos (tabelas 6 a 8).

2,5

”e e

2,0 1

Abs (242 nm)

0,5 A

0,0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
TC (ng/mL)

Figura 28 - Determinacao da precisdo do método de quantificagdo de
TC em tampao fosfato 0,05 N pH 7,5, em
espectrofotémetro de UV (242 nm)

Coeficiente angular (a) = 0,04285
Coeficiente linear (yo) = -0,05817

rP= 1

Tabela 06 - Analise estatistica dos dados da analise de precisédo do
método de quantificagdo da TC em tampao fosfato 0,05 N pH 7,5,
em espectrofotdémetro de UV (242 nm)

TC (pg/mL) DPR (%) Variancia
10 2,02 0,0000765
30 1,91 0,000615

50 3,46 0,005929
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Figura 29 - Determinacado da precisao do método de quantificacdo de TC em
tampao fosfato 0,01 N pH 7,5, em espectrofotobmetro de UV (242

nm)

Coeficiente angular (a) = 0,04123
Coeficiente linear (yo) = -0,01072
r°= 0,997
Tabela 07 - Analise estatistica dos dados da analise de precisao do

método de quantificagcdo da TC em tampao fosfato 0,01 N pH 7,5,
em espectrofotémetro de UV (242 nm)

TC (ng/mL) DPR (%) Variancia
10 1,92 0,000071
30 1,89 0,00065

50 2,78 0,003876

101
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Figura 30 - Determinacédo da precisao do método de quantificacdo de TC em
acido cloridrico 0,1 N, em espectrofotémetro de UV (242 nm)

Coeficiente angular (a) = 0,03862
Coeficiente linear (yo) = 0,00054
r*= 0,997
Tabela 08: Andlise estatistica dos dados da analise de precisao do

método de quantificagdo da TC em &cido cloridrico 0,1 N, em
espectrofotémetro de UV (242 nm)

TC (pg/mL) DPR (%) Variancia
10 4,04 0,000795
30 3,65 0,002234
50 0,98 0,010521

Os resultados obtidos indicam que o método proposto apresenta precisao
para a quantificacao de TC, sendo obtido um coeficiente de correlacado menor que
5% (ANVISA, 2003).
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5.3.3 Determinacao da recuperacao/exatidao do método:

Recuperacdo é o método mais utilizado para a validacdo de processos
analiticos, pois a recuperacao determina a quantidade de farmaco no processo de
preparacao da amostra e esta relacionada com a exatidao (ANVISA, 2003).

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um
método analitico dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de recuperacao
do analito e do padrao interno préximos a 100% sao desejaveis, porém, admite-se
valores menores, desde que a recuperagao seja precisa e exata. O percentual de
recuperacao/exatidao do método é apresentado nas tabelas 9 a 11.

Tabela 09 - Percentual de recuperagao da TC contida nas particulas de AL 1% sem
revestimento (n=3)

Quantidade
de TC Quantidade = 1o
MEIOS adicionada | recuperada (ag/mL) Recuperagao (%)
(pg/mL)
HCI0,1 N 20 17,25 86,24
Tamp. 0,01 N 20 17,49 87,45
Tamp. 0,05 N 20 17,23 86,17

Tabela 10 - Percentual de recuperagdo da TC contida nas particulas de AL1% com
revestimento ACT 5% (n=3)

Quantidade
de TC Quantidade = 70
MEIOS adicionada | recuperada (ug/mL) Recuperagao (%)
(ug/mL)
HCIO,1 N 20 19,58 97,90
Tamp. 0,01 N 20 21,96 109,83

Tamp. 0,05 N 20 21,72 108,60
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Tabela 11 - Percentual de recuperagdo da TC contida nas particulas de AL1% com
revestimento FHPMC 5% (n=3)

Quantidade
de TC Quantidade ~
MEIOS adicionada | recuperada (ug/mL) Recuperacao (%)
(ug/mL)
HCI 0,1 N 20 18,88 94,41
Tamp. 0,01 N 20 19,90 99,50
Tamp. 0,05 N 20 21,74 108,71

5.3.4 Limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ):

Os valores obtidos na determinacdo dos limites de deteccdo e de
quantificacao estao apresentados na tabela 12 e mostram que o método analitico
€ adequado para a quantificacdo de TC, obedecendo a faixa linear da curva
analitica que foi de 10 a 50 ug/mL.

Tabela 12 — Dados obtidos pelos limites de deteccao e quantificagcdo em HCI 0,1 N, solugdes
tampao 0,01 N e 0,05 N (n=3).

HCI 0,1 N TAMPAO 0,01 N | TAMPAO 0,05 N
LD (ug/mL) 0,639852 0,692751 1,589076
LQ (ug/mL) 2,132839 2.309171 5,29692

5.4 Caracterizacao das particulas inertes de AL: QS:

As particulas sao sistemas com dimensdes de aproximadamente 1 a 2 mm,
geralmente poliméricos que podem ser classificados em duas categorias de
acordo com a sua constituicdo: as esferas que sao sistemas matriciais compactos
e as capsulas que sao sistemas reservatorios, contendo uma substancia ativa ou
nucleo, rodeado por uma membrana ou revestimento (SOUZA; RE, 2000).

Sao varios os métodos propostos para a producao dos SM, os quais podem
ser divididos em duas classes principais: métodos quimicos e métodos fisicos. A
escolha do método de preparacao depende do tamanho da particula, da
solubilidade do nucleo, do tipo de polimero utilizado, das propriedades fisicas, da
permeabilidade e espessura da parede, do custo da producéo e do tipo e taxa de
liberagcdo (BRESOLIN et al., 2003).
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Apbs a etapa de preparacdo, as particulas podem ser caracterizadas
abrangendo os mais variados aspectos, tais como: morfologia, tamanho de
particula e distribuicdo granulométrica, propriedades de intumescimento, teor e
eficiéncia de encapsulacao, perfil de liberacao do farmaco, entre outros (ONEDA;
RE, 2003).

5.4.1 Caracteristicas morfologicas:

Para a caracterizacao morfolégica das particulas de AL:QS sem TC e sem
revestimento, foram testados lotes variando a concentracdo dos polimeros AL:QS
(1:2) e do CaCl, (Quadro 05, item 4.2.3.1). Foi observado que a morfologia das
particulas foi dependente das condi¢cdes de preparo. Segundo Zaniboni (1995) a
morfologia das matrizes pode ser influenciada por varios fatores que incluem a
concentracao dos polimeros, distancia entre a agulha de gotejamento e a solugao,
diametro do orificio e da agulha de gotejamento, temperatura da solucéo,
velocidade de gotejamento entre outros.

A Figura 31 apresenta as fotomicrografias das particulas de AL:QS inertes,

variando a concentragao dos polimeros.
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Figura 31 — Fotomicrografias em estereoscépio das particulas de AL:QS em diferentes
concentragdes de AL 1% (A) (aumento de 10x) AL 2,5% (B) e AL 5% (C) (aumento de
0,67x). .

Foi observado que o aumento da concentragdo do polimero favoreceu a
obtencdo de particulas maiores, com aspecto levemente achatado e com
deformacdes do tipo cauda. Isto pode estar relacionado com a altura e velocidade
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do gotejamento e com a viscosidade da dispersdo, o que pode dificultar o
movimento das particulas suspensas, levando a aglomeragdo durante o
gotejamento da dispersédo de AL.

Através das fotomicrografias eletrbnicas de varredura (Figura 32) foi
possivel observar que as particulas, com maior proporcéo de AL: Ca (5,0 e 7,5 %,
respectivamente) em relagdo a QS (1,0 %), apresentaram superficie mais rugosa
resultante, provavelmente, do excesso de AL na superficie das particulas. Os lotes
das particulas contendo AL 1,0 e 2,5 % apresentaram superficies lisas, sendo que
o lote AL1% apresentou um pouco mais de rugosidade, provavelmente devido ao
método de preparagdo, onde a formagdo da membrana polieletrolitica ocorreu
apos obtencado da matriz AL:Ca. Segundo Lucinda-Silva e Evangelista (2005) a
ligacdo dos ions calcio pelo AL ocorre na parte interna da cadeia polimérica e a
complexagdo com polieletrélitos, como a QS, provavelmente ocorre somente na

superficie das mesmas.
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500 urm

Figura 32 — Fotomicrografias eletronicas de varredura de particulas de AL:QS com
diferentes concentra¢des de polimeros preparadas pelos dois métodos: A —
AL:QS 1:0,5 preparados pelo método 2 (formacao da matriz de AL:Ca 1:1,5e
posterior coacervagdo complexa com QS); B e C — AL:QS 2,5:1 e 5:1,

respectivamente, preparados pelo método 1 (formagdo do complexo de
AL:Ca:QS, simultaneamente).
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Os processos de congelamento e secagem sao considerados etapas
criticas na obtencéo dos sistemas multiparticulados, pois interferem diretamente
na morfologia das particulas. O processo de congelamento com nitrogénio, por
se dar de forma instantanea, evita a deformacao provocada pela contracado de
volume que ocorre no processo convencional de congelamento. Para isso, o
emprego de nitrogénio liquido durante o processo de congelamento é
fundamental para a obtencao de particulas esféricas. Como mostra a Figura 33
(A), as formulagbes com iguais concentracbes de polimeros apresentaram
aspecto diferentes, devido a presenca de nitrogénio durante o processo de

secagem.

Figura 33 — Fotomicrografias em estereoscopio de particulas de AL:QS revestidas com
FHPMC 5% congeladas com nitrogénio liquido (A) e sem nitrogénio liquido (B)
(aumento 2 X).



110

5.4.2 Analise granulométrica:

A analise granulométrica consiste de uma técnica analitica que visa a
determinacao da distribuicdo de tamanho de particulas de uma dada amostra.
Muitos métodos sdo empregados para a medida de distribuicdo granulométrica. A
escolha do método apropriado ndo leva em consideracdo apenas a faixa de
tamanho, mas também propriedades como densidade, indice de refracao, entre
outras (ALLEN, 1997).

No presente trabalho o tamanho médio em todos os lotes esta
provavelmente diretamente relacionado com a técnica de obtencdo. Além do
diametro de abertura da agulha usada no gotejamento da dispersao de AL, fatores
como concentragdo e correspondente viscosidade da dispersao, presenga ou nao
de farmaco suspenso, presenca de revestimento e os respectivos solventes e
métodos, congelamento e secagem podem ter influenciado a distribuicdo de
tamanho apresentado pelos lotes de SMs.

Como apresentado na tabela 13, o aumento da concentracao da dispersao
polimérica levou ao aumento do tamanho médio das particulas sem farmaco, 1,64
e 2,10 mm para dispersdées com 2,5 e 5% de AL, respectivamente. A incorporacao
do farmaco na forma suspensa na matriz polimérica levou a reducdo do tamanho
médio dos SMs, podendo estar relacionado com alteragbes na densidade e

viscosidade da dispersdao com a adicao do farmaco.

Tabela 13 - Distribuicdo de tamanho das particulas de AL-Ca:QS com e sem farmaco

preparadas pelo M1 e M2, sem revestimento preparadas pelos métodos de aspersao e imersao
LOTE N LIMITE LIMITE DIAI\{IETRO DESV|~O
INFERIOR SUPERIOR MEDIO PADRAO
AL 2,5% M1 57 0,4 2,4 1,64 0,28
AL 5% M1 19 1,9 3,1 2,10 0,24
AL 1% TC M2 49 1,1 2,1 1,60 0,21
AL 2,5% TC M1 | 57 0,7 2,9 2,06 0,36
AL 5% TC M1 28 1,4 2,2 1,71 1,18

'N — numero de particulas analisadas; * AL 1%; ** AL 2,5%
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5.4.3 Analise de intumescimento:

O indice de intumescimento foi aplicado para determinar o grau de
hidratacao dos SM, através da verificagdo do aumento de didmetro e através da
absorcao de agua pelo método de gravimetria (MUNJERI; COLLETT; FELL, 1997;
LEOPOLD; EIKELER, 1998).

O processo de intumescimento de um material polimérico é ativado pela
absorcdo de agua e ocorre em nivel molecular. 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, os polimeros
reticulados intumescem incorporando solvente, enquanto as cadeias puderem ser
distendidas, e os segmentos sdo forcados a assumir uma conformacdo mais
alongada (JOSE, 2000).

Foi avaliado o perfil de intumescimento das particulas de AL:QS inertes
preparadas pelos dois métodos: M1 (formacdo complexa de AL-Ca:QS,
simultaneamente) e M2 (formacdo complexa de AL-Ca e posteriormente
coacervagao complexa com QS) variando as concentracdes de cloreto de célcio e
das dispersoes poliméricas.

As andlises de intumescimento mostraram que as formulacées de forma
geral, apresentaram um menor indice de intumescimento em meio gastrico

simulado do que em meio entérico simulado (Figuras 34 e 35)
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Figura 34 - Perfil de intumescimento das particulas de AL:QS inertes
em meio gastrico simulado (pH 1,5).
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Figura 35 - Perfil de absorcéo de agua das particulas de AL:QS inertes
em meio géstrico simulado (pH 1,5).

Segundo Pasparakis e Bouropoulos (2006) e Kim e colaboradores (2008), a
reducédo do diametro das particulas preparadas pelo método de complexagcédo de
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AL:QS, em condi¢gdes acidas, pode estar relacionada com a ligagcdo de AL com
calcio, onde ions calcio sdo deslocados da rede de AL e os residuos de carboxil
do AL sao protonizados para formar acido alginico insolivel em agua. E, a
interacdo de AL:QS que sofrem rompimento, decorrente da repulsao eletrostatica
entre as cargas positivas dos residuos amino da QS.

Observa-se que o indice de intumescimento é maior no lote AL1%,
preparado pelo método formacdo complexa AL-Ca com posterior complexacao
com QS. Segundo Kim e colaboradores (2008) e Abreu e colaboradores (2008),
quando a QS reveste as particulas de AL-Ca, esta é altamente soluvel em meio
gastrico, pois a carga positiva dos grupos amino interage fracamente com a carga
negativa dos grupos carboxil do AL. Esse comportamento pode levar a dissolugao
da camada de revestimento de QS nas particulas de AL-Ca durante a incubacéo,
favorecendo entdo, a perda de massa das particulas.

Baseado nisso, foi realizado um estudo para verificar se ha perda de massa
entre o complexo AL:QS em meio gastrico simulado (HCI 0,1 N) durante um
periodo de incubagédo de 120 min. Experimentalmente, verificou-se uma perda de
massa do complexo de aproximadamente 61,18 £ 1,2 %.

As Figuras 36 e 37 apresentam o comportamento de intumescimento das
particulas em meio entérico. O aumento de didmetro observado nas particulas
preparadas pelo M2 (lote AL 1%) em meio entérico, pode ser devido, 0
deslocamento dos ions calcio pelos ions sodio ou pelo efeito sequestrante do
fostafo sobre os ions célcio, favorecendo a solubilidade de AL de célcio nesse
meio. Enquanto, que nas particulas preparadas pelo M1(lotes AL 2,5 e 5%), este
comportamento pode ser decorrente ao rompimento da reticulagdo de AL com
calcio ou pelo fato de que, a interacao eletrostatica entre QS e AL é menor em pH
7,4, devido o pKa de AL (3,38 a 3,65) e o pKa de QS (6,3).



100

80 A

60

40 A

20 A

Intumescimento %

—&— AL1%
g AL 2,5%
—@— AL5%

'20 T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Figura 36 - Perfil de intumescimento das particulas de AL:QS inertes em meio

entérico simulado (pH 7,4).
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Figura 37 - Perfil de absorcéo de agua das particulas de AL:QS inertes

em meio entérico simulado (pH 7,4).
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Segundo Kim e colaboradores (2008), as cadeias de AL das particulas

preparadas pelo M1 parecem estar fortemente emaranhadas com as cadeias de
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QS insoluvel levando a um maior indice de intumescimento das particulas no meio
entérico, ndo ocorrendo a degradacao da matriz.

Para melhor visualizagdo do processo de intumescimento descrito acima,
as Figuras 38 a 40 apresentam fotomicrografias dos SM sem farmaco e sem
revestimento submetidas a analise de intumescimento em meio gastrico e meio

entérico simulados nos tempos 0 e 180 minutos.
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Figura 38 - Fotomicrografias microcapsulas AL:QS inertes (AL1% QS 0,5%) secas (A),
meio gastrico (B), meio entérico (C) apés 180 minutos de contato com os
meios de intumescimento (aumento 10 X).
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Figura 39 - Fotomicrografias microcapsulas AL:QS inertes (AL2,5% QS1%) secas (A),
meio gastrico (B) e meio entérico (C) apds 180 minutos de contato com os
meios de intumescimento (aumento 10 X).
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Figura 40 - Fotomicrografias microcapsulas AL:QS inertes (AL5% QS1%) secas (A), meio
gastrico (B) e meio entérico (C) apds 180 minutos de contato com os meios de
intumescimento (aumento 10 X).

5.5 Caracterizacao dos sistemas multiparticulados contendo TC:

Para a otimizacdo dos SM de AL:QS com TC com e sem revestimento,
variou-se a concentracdao dos polimeros, a concentracao de calcio e 0 método de
preparacao. As composi¢cdes dos lotes preparados estdo descritas nos quadros 03
e 04, nos itens 4.2.3.1 e 4.2.3.2, respectivamente.

5.5.1 Determinacao do teor e eficiéncia de encapsulacao:

Para determinacao do teor de encapsulacédo das particulas preparadas, foi
realizado um estudo do tempo de contato das particulas com a solugao extratora,
tampao fosfato 0,05 N pH 7,5, para a quantificacdo do farmaco. O tempo de
contato com a solugao extratora foi de 2 h, sob agitacéo.

A Tabela 14 apresenta os valores de teor e eficiéncia de encapsulacao
obtidos nos diferentes lotes variando os seguintes parametros: concentragdo de
AL e QS, com e sem revestimento, tipo e concentragdo do polimero de
revestimento e a metodologia empregada.



Tabela 14 - Determinagao do teor e eficiéncia de encapsulagdo da TC nos SM de AL:QS (n=3)
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TC* :
adicionada | REVESTIMENTOS LOTES Re"&m;’"m TE (%) | EE (%)
(mg/mL) 9

AL 1% M2 90 14,13 | 6,36

SR AL 2,5% M1 900 16,20 | 97,20

AL 5% M1 600 3,27 | 13,08

ACT 1% 177 21,83 | 2576

ACT 5% 299 2292 | 45,69

FHPMC 1% 233 24,90 | 38,68

5,0 ~ FHPMC 5% 222 27,57 | 40,80
IMERSAO FHPMC 7,5%' 239,1 15,47 | 24,66

EC 1% 2278 12,80 | 19,44

EU 1% 2315 17,97 | 27,73

FHPMC 7,5%" 471,6 8,52 | 26,78

- FHPMC 7,5% 1558 15,14 | 47,17

ASPERSAO EU 1% 759 1091 | 16,60

AL (alginato); SR (sem revestimento); M1 e M2 (métodos de preparacao); ACT (acetoftalato de
celulose); FH~PMC (f'talato Eje hidroxiﬁ)rqpilmetilcelulose); EC get'ilcelulcgse); EU (eudragit®)
* concentracdo na disper¢ao de AL; ' dispersdo de AL (1%); “dispersao de AL (2,5%).

Em geral, as formulagbes apresentaram uma baixa eficiéncia de
encapsulacao, isto pode estar relacionado com a possivel perda de TC durante o
processo de preparacao das particulas. Além disso, o volume disponivel na matriz
das particulas para incorporar o farmaco pode ter reduzido. Segundo Kim e
colaboradores (2008) a reducdo da matriz pode ser decorrente a interacao
eletrostética entre AL e QS, pois sistemas preparados pela formagdo complexa
AL-Ca, com simultanea complexagdao com QS demonstram formar uma estrutura
mais densa, dificultando a incorporagéao do farmaco.

O lote AL 2,5% M1, apresentou alta eficiéncia de encapsulacao, este perfil

esta, provavelmente, mais relacionado com o alto rendimento do lote.
5.5.2 Caracteristicas morfologicas:

As particulas sem revestimento contendo o farmaco modelo (TC),
tornaram-se visualmente maiores e mais esféricas quando comparadas as
particulas revestidas, mantendo suas superficies rugosas.

Os lotes revestidos por imersdo (IM) apresentaram tamanho médio de
particula inferior aos dos lotes ndo revestidos (Tabela 15). Esta alteracao
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provavelmente estd relacionada com o uso de solventes dessecantes como

veiculos para os polimeros revestidores. Tais solventes podem promover a

secagem prévia dos sistemas e, consequentemente, alterar a morfologia e

tamanho destes (Figura 41 e 42).

Os lotes revestidos pelo método AS, EU

1 % e FHPMC 7,5%,
apresentaram tamanho médio de particula de 1,37 e 1,50, respectivamente.

Enquanto, que os lotes revestidos pelo método IM apresentaram menor tamanho

de particula variando entre 0,76 a 1,03 mm.

Tabela 15 - Distribuicdo de tamanho das particulas de AL-Ca:QS com farmaco e com

revestimento preparadas pelos métodos de aspersdo e imersao

LOTE N! LIMITE LIMITE DIAI\{IETRO DESVI~O

INFERIOR | SUPERIOR MEDIO PADRAO
ACT 1% IM 41 0,6 1,4 0,98 0,12
ACT 5% IM 46 0,01 2,7 0,78 0,86
FHPMC 1% IM 63 0,4 2,0 1,03 0,23
FHPMC 5% IM* | 76 0,01 2,0 0,76 0,20
FHPMC 5% IM ** | 77 0,01 1,4 0,85 0,26
FHPMC 7,5% AS | 74 0,7 2,1 1,50 0,27
EU 1% AS 71 0,8 2,0 1,37 0,19
EC 1% 62 0,4 1,2 0,86 0,14
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Figura 41 - Fotomicrografias em estereoscopio de SM de AL:QS com TC variando a
concentragcado do polimero AL 1% (A), AL 2,5% (B) e AL 5% (C) (aumento de
0,67x).
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Figura 42 — Fotomicrografias em estereoscopio de SM de AL:QS com TC revestidas com
ACT 1% (A) e FHPMC 1% (B) pelo método de imerséo (aumento de 0,67x).

O aspecto das particulas com e sem farmaco, respectivamente, podem ser
visualizados nas fotomicrografias (Figura 43). A aparéncia mais densa das
particulas com farmaco, provavelmente é devido, a presenca do farmaco
suspenso na matriz hidrofilica, em fungédo de sua insolubilidade, proporcionando
um aspecto mais esbranquicado, e apresentando relativa esferecidade e
superficie levemente rugosa proporcionando melhora na morfologia das

particulas.
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Figura 43 — Fotomicrografias em estereoscopio de SM de AL:QS (AL 2,5%) com TC (A) e
sem TC (B) preparados pelo método M1 (aumento de 2 X).

O aspecto morfolégico das particulas revestidas pelos métodos de imersao
e aspersao pode ser visualizado nas fotomicrografias (Figura 44). Observa-se que
o método por imersdo apresentou maior homogeneidade de revestimento e
aspecto mais esférico, quando comparado com as particulas revestidas pelo
método de aspersao. Este comportamento pode estar relacionado, aos processos
de congelamento e secagem, nas quais as particulas revestidas por aspersao
foram submetidas antes de serem revestidas, resultando em particulas

previamente rugosas, dificultando o revestimento homogéneo da matriz.
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Figura 44 — Fotomicrografias em estereoscépio de SM de AL:QS com TC revestidas com EC 1%
(A) e EU 1% (B) pelos métodos de imersédo e aspersao, respectivamente aumento
de 2 X).

5.5.3 Analise de intumescimento:

A fim de verificar a influéncia da incorporacao do farmaco no perfil de
intumescimento dos SM de AL:QS, o intumescimento foi analisado em particulas
com e sem revestimento contendo farmaco em meio géastrico e meio entérico
simulados pelos métodos de verificacdo do aumento do didametro das particulas e
pela absorcédo de agua por gravimetria.

Como mostram as Figuras 45 a 48, as particulas contendo farmaco
apresentaram um perfil de intumescimento semelhante ao obtido com as
particulas sem farmaco. As particulas intumesceram pouco em meio gastrico
simulado, sofrendo uma leve diminuigdo do tamanho com o passar do tempo de
andlise. Em meio entérico simulado as particulas apresentaram um maior grau de
intumescimento, seguido por erosdo a partir do tempo 60 minutos sendo que o
indice de intumescimento foi dependente da concentracdo do polimero. Este



125

comportamento pode ser observado em ambos os métodos: verificagcdo do

didmetro da particula e por absorcéo de agua.
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Figura 45 - Perfil do intumescimento dos SMs em funcao do tempo dos lotes com TC sem
revestimento em meio gastrico (pH 1,5) simulado (n=3)
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Figura 46 - Perfil do intumescimento dos SMs em fun¢ao do tempo dos lotes com TC sem
revestimento em meio entérico (pH 7,4) simulado (n=3)
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Figura 47 - Perfil de absorcédo de agua dos SMs contendo TC sem revestimento em meio
gastrico (pH 1,5) simulado (n=3)
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Figura 48 - Perfil de absorcdo de agua dos SMs contendo TC sem revestimento em meio
entérico (pH 7,4) simulado (n=3)
As Figuras 49 a 51 apresentam o comportamento de intumescimento das

particulas de AL:QS contendo farmaco em meio gastrico e em meio entérico.

Através das fotomicrografias, é possivel visualizar a diferenca do perfil de
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intumescimento dependente do meio utilizado e da concentracdo dos polimeros
AL e QS.

Figura 49 — Fotomicrografias de SM AL:QS com TC (AL1% QS 0,5%) secas (A), meio
gastrico (B), meio entérico (C) apdés 180 minutos de contato com os meios de
intumescimento
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Figura 50 — Fotomicrografias de SM AL:QS com TC (AL2,5% QS 1,0%) secas (A), meio gastrico
(B), meio entérico (C) apds 180 minutos de contato com os meios de intumescimento
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Figura 51 — Fotomicrografias de SM AL:QS com TC (AL5% QS 1,0%) secas (A), meio géastrico (B),
meio entérico (C) apos 180 minutos de contato com os meios de intumescimento

Correlacionando com os resultados obtidos do perfil de intumescimento das
particulas sem revestimento, os sistemas revestidos apresentaram maior indice de
intumescimento. As Figuras apresentam o comportamento de intumescimento dos
SMs de AL:QS revestidos com FHPMC e EU pelos métodos de imersao (IM) e
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aspersao (AS) contendo farmaco em meio gastrico e em meio entérico (Figuras 52
a 54).

Observou-se que de forma geral, as particulas revestidas pelo método de
IM apresentaram um menor indice de intumescimento, quando comparadas com
os lotes preparados pelo método de AS, isto provavelmente pode estar
relacionado a homogeneidade do revestimento, devido as condi¢gdes do processo
de preparacao pelo método de AS que incluem velocidade de fluxo de aspersao (2
mL/ min), tempo entre a aspersao e a secagem das particulas (média de 10 a 15
min) e a velocidade de rotacédo da cuba (x 60 rpm).
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Figura 52 — Fotomicrografias de SM AL:QS com TC revestidas com FHPMC 5% pelo método
de imersdo secas (A), meio gastrico (B), meio entérico (C) ap6s 180 minutos de
contato com meios de intumescimento
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Figura 53 — Fotomicrografias de SM AL:QS com TC revestidas com FHPMC 7,5% pelo método
de aspersao secas (A), meio gastrico (B), meio entérico (C) apés 180 minutos de
contato com os meios de intumescimento
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Figura 54 — Fotomicrografias de SM AL:QS com TC revestidas com EU 1% pelo método de
aspersao secas (A), meio gastrico (B), meio entérico (C) apds 180 minutos de contato
com os meios de intumescimento

Os sistemas revestidos pelo método imersao (figuras 55 e 56)
apresentaram menor indice de intumescimento em meio gastrico. Foi observado
que os lotes FHPMC 5% e ACT 5% nos primeiros 30 minutos de ensaio
apresentaram indice de intumescimento de aproximadamente 10 e 25%,

respectivamente. Em meio entérico simulado, o indice de intumescimento foi
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maior, sendo que o lote FHPMC 1% apresentou nos primeiros 30 minutos de

ensaio aproximadamente 75% de intumescimento e o ACT 1 % apresentou 40 %.
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Figura 55 - Perfil do intumescimento em meio gastrico (pH 1,5) simulado (n=3)
dos SMs, contendo TC com revestimento
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Figura 56 - Perfil de intumescimento em meio entérico (pH 7,4) simulado (n=3) dos

SM, contendo TC com revestimento
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Figura 57 - Perfil de absorgcao de agua dos lotes contendo TC com revestimento em
meio acido simulado (n=3)
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Figura 58 - Perfil de absorcdo de agua dos lotes contendo TC com revestimento em
meio entérico (pH 7,4) simulado (n=3)
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De forma geral, os lotes revestidos com FHPMC apresentaram perfil de
intumescimento e absorcdo de agua menor em meios gastrico e entérico
simulados, comparados com os lotes revestidos com ACT, sendo o
comportamento de intumescimento dependente da concentragdo do polimero

empregado.

5.5.4 Ensaio de liberacao in vitro:

5.5.4.1 ENSAIO DE LIBERACAO DO FARMACO EM MEIOS GASTRICO E ENTERICO
SIMULADOS:

A fim de avaliar o comportamento no transito gastrintestinal, as particulas
de AL:QS foram submetidas ao ensaio de liberacdo em diferentes meios
simulando o pH do TGI. Inicialmente as particulas foram submetidas ao meio
gastrico simulado por 2 horas.

A Figura 59 apresenta o perfil de liberacdo das particulas de AL:QS em
diferentes concentracbes sem revestimento, contendo farmaco. Observa-se que
em meio gastrico, nos lotes com maior concentracao polimérica a liberacao do
farmaco foi menor.

Nas primeiras 2 horas de ensaio, os lotes de AL 5 % e AL 2,5 % liberaram
aproximadamente cerca de 10 % do farmaco, enquanto que o lote com AL 1%
apresentou um perfil de liberacao do farmaco de aproximadamete 19 %.

Este comportamento pode estar relacionado com a ionizacdo dos
polieletrélitos AL e QS. Em pH acido a QS encontra-se protonada com o0s
grupamentos amino na forma de —NH3" e o polieletrdlito anidnico, AL, encontram-
se com 0s grupos carboxilico ndo ionizados na forma de —COOH e tendem a
precipitar no meio. Este comportamento pode levar ao fechamento da estrutura e,
com isso, a um maior controle da liberacdo do farmaco em meio &acido. A limitacao
da ionizagdo do AL em meio acido, podendo levar a sua insolubilidade,
provavelmente influenciou o comportamento do perfil de liberacdo destes
sistemas.

De forma esperada, correlacionando com os resultados obtidos no ensaio
de intumescimento, o lote com maior concentracao polimérica praticamente nao

intumesceu nas primeiras 2 horas de ensaio em meio gastrico simulado. Ao
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contrario, os lotes com menor concentracdo polimérica AL 1 % e AL 2,5 %
apresentaram um indice de intumescimento de 18 e 10 %, respectivamente.

O perfil de liberagdo das particulas de AL:QS em meio entérico simulado
apresentou o farmaco sendo liberado mais rapidamente que em meio gastrico
simulado, provavelmente porque o complexo AL:QS é dependente do pH,

apresentando taxa de intumescimento bem maior em meio entérico.
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Figura 59 - Perfil de liberacdo da TC incorporada em SM de AL:QS, com
diferentes concentracdes de AL e QS sem revestimento, em meio

géstrico e entérico simulados. FGS: fluido gastrico simulado; FES:
fluido entérico simulado.

A fim de diminuir a liberacdo do farmaco das particulas em meios gastrico e
entérico simulados, as particulas foram revestidas com polimeros gastro-
resistentes (ACT, FHPMC e EU) e polimero insolavel em agua (EC). O emprego
de polimeros de revestimentos para liberagdo controlada de farmacos no célon
vem sendo muito utilizado (LOPES; LOBO; COSTA, 2005). Os polimeros de
revestimento possuem grupos carboxil, 0s quais sao insollveis em agua na sua
forma protonada (meio acido) e se solubilizam na faixa de pH fracamente 4cida a
neutra, entre 5,0 a 7,0, através da formacao de sais (THOMA; BECHTOLD, 1992).

De maneira geral, as particulas dos lotes revestidos apresentaram menor
taxa de liberagdo nas primeiras horas de ensaio. Além de reduzir a liberagcdo em

meio gastrico, o revestimento retarda a liberacdo em meio entérico, pois é
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necessario a dissolucdo e/ou intumescimento do polimero para que ocorra a
liberagdo do farmaco.

A Figura 60 apresenta o perfil de liberacdo dos sistemas revestidos com
FHPMC em diferentes concentragdes, preparados pelos métodos de IM e AS. E
visivel que o lote controle, sem revestimento, a liberacdo do farmaco foi maior,
qguando comparado com os lotes revestidos. O lote revestido com FHPMC 7,5%
preparado pelo método de IM apresentou menor taxa de liberacdo do farmaco,
tanto em meio gastrico como entérico, apresentando, nos primeiros 180 min de
ensaio, retencao total do farmaco no sistema, isto provavelmente deve-se ao fato
de que a liberacdo mais lenta do farmaco é dependente da concentragdo do
polimero e do método de revestimento. Aumentando a concentracdo polimérica,
aumenta a espessura do revestimento e consequentemente aumenta o tempo
para dissolucao e liberacao do farmaco.

Correlacionando com os resultados obtidos no ensaio de intumescimento,
Figuras 49, 50 e 51 item 5.5.3, os lotes revestidos pelo método de IM
apresentaram menor indice de intumescimento, quando comparados com os lotes
obtidos por AS, devido a homogeneidade do revestimento, logo a difusdo do

farmaco desses sistemas tende a ser menor.
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Figura 60 - Perfil de liberagdo da TC incorporada em particulas de AL:QS,
revestidas com FHPMC em diferentes concentragées, preparadas
pelos métodos de aspersédo (AS) e imersao (IM), comparando com
o lote AL 1% sem revestimento em meio gastrico e entérico
simulados. FGS: fluido géstrico simulado; FES: fluido entérico
simulado.

De acordo com o grafico (Figura 61), observa-se que o lote revestido com
ACT apresentou menor taxa de liberacdo do farmaco, quando comparado com o
lote controle, ndo dependente da concentragdo do polimero, pois o ACT com
menor concentragdo apresentou um maior controle na liberacdo do farmaco.
Porém, esse resultado ndo corresponde com os resultados obtidos no ensaio de
intumescimento, no qual o ACT com menor concentragdo obteve um maior indice
de intumescimento
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Figura 61 - Perfil de liberagdo da TC incorporada em SM de AL:QS, revestidos
com ACT em diferentes concentragdes pelos métodos imersao e
aspersdo, comparando com o lote AL 1% sem revestimento em
meio géstrico e entérico simulados. FGS: fluido gastrico simulado;
FES: fluido entérico simulado.

Comparando a taxa de liberacdo dos sistemas revestidos com FHPMC e
ACT, observou-se que as particulas revestidas por FHPMC apresentaram um
maior controle na liberagdo do farmaco. Este comportamento pode estar
relacionado com a funcionalidade especifica do FHPMC, na aplicacao
farmacéutica, que é controlar a liberagcdo de farmacos. Além disso, segundo
Meehan (2006) e Rowe; Sheskey e Qwen (2007) o que determina a resisténcia do
filme de revestimento do polimero FHPMC é a sua MM, ou seja, quanto maior a
MM maior é a resisténcia do filme, consequentemente o controle na liberagao do
farmaco desses sistemas € maior. Os valores de MM do polimero FHPMC
segundo Rowe; Sheskey e Qwen (2007) podem variar de 78000-132000. A MM do
polimero FHPMC utilizado nesse trabalho foi de 84000.

Além disso, assim como a HPMC, o polimero FHPMC diferente do ACT
possui a capacidade de apds o processo de hidratacdo do sistema, intumescer e
formar uma camada gelatinosa na superficie das particulas, funcionando como
uma barreira a liberacdo do farmaco, controlando a penetragcdo de agua e a
velocidade de liberacdo do farmaco. A velocidade de penetragcdo de agua no

sistema matricial condiciona o0 modo de liberacdo do farmaco. Em concentracdes
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muito elevadas, como € o caso das particulas revestidas com FHPMC 7,5 %, as
cadeias lineares do polimero formam um emaranhado, originando uma camada
gelatinosa bastante consistente (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

O perfil de liberacao das particulas revestidas com EU, comparando os
métodos de revestimento IM e AS, (Figura 62) mostra que as particulas de EU
preparadas por AS, ao contrario dos demais lotes preparados por este método,
apresentaram um maior controle na taxa de liberagdo do farmaco. Neste caso, o
tempo de revestimento e a quantidade de aspersao polimérica sob as particulas
podem ter influenciado o resultado. Assim como os demais lotes, as particulas
revestidas obtiveram um maior controle na taxa de liberacdo do farmaco, quando

comparado com o lote controle.
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Figura 62 - Perfil de liberacdo da TC incorporada em SM de AL:QS, revestidos
com EU pelos métodos imersao e aspersdo, comparando com o
lote AL 1% sem revestimento em meio gastrico e entérico
simulados. FGS: fluido gastrico simulado; FES: fluido entérico
simulado.

A figura 63 apresenta o perfil de liberacdo dos lotes revestidos com EC.
Pode-se observar que as particulas apresentaram nos primeiros 45 minutos um
periodo de laténcia. Este comportamento provavelmente esta relacionado com as
caracterisiticas especificas do polimero de revestimento, pois a EC é constituida
de uma matriz insoltvel e inerte. A dissolucdo do farmaco dessas matrizes ocorre
apos a penetracdo do liquido de dissolugcdo nos poros do sistema matricial,
seguindo-se a etapa de difusdo lenta do farmaco dissolvido através de canais
presentes na membrana polimérica. O que confere a velocidade de liberagdo do
farmaco a partir desse sistema é a penetracéo do liquido de dissolu¢cao na matriz
e difusdo subsequente (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
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Figura 63 - Perfil de liberagdo da TC incorporada em SM de AL:QS, revestidos
com EC pelo método imersao, comparando com o lote AL 1% sem
revestimento em meio gastrico e entérico simulados. FGS: fluido
gastrico simulado; FES: fluido entérico simulado.

5.5.4.2 ENSAIO DE LIBERACAO DO FARMACO EM MEIO COLONICO SIMULADO:

O teste de dissolucédo utilizado para analisar o perfil de liberagcédo de TC em
meio coldnico, subsequiente ao ensaio de liberagcdo em meios gastrico e entérico
simulados, foi realizado pelo método de suspensdes de fezes humanas. Segundo
Yang (2008), inicialmente existem quatro meios utilizados para avaliar sistemas de
liberagdo colon especifico in vitro, que incluem meio entérico simulado
convencional (tampéao fosfato 0,01 M), conteudo fecal de ratos, contetdo fecal
humano e sistemas de culturas multi-fases. Fluidos com conteudo fecal de
animais, principalmente ratos, vem sendo muito utilizado para investigar a
fermentacao de polissacarideos.

O ensaio consistiu em preparar uma suspensao de conteudo fecal a 5 %
em solugéo tampao 0,01 N em pH 6,8 em meio anaerdbio. As amostras utilizadas
para tal ensaio foram os SM que obtiveram os melhores resultados nos ensaios de
liberagdo em meios gastrico e entérico, FHPMC 7,5 % e EU 1%.

Devido a composicao complexa do fluido colénico simulado, a triancinolona
foi quantificada por CLAE usando como fase moével solugdo tampédo 0,01 N
contendo 5% de conteudo fecal pH 6,8. A Figura 64 apresenta a curva analitica do
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farmaco quantificado por CLAE. O método apresentou linearidade na faixa de 10 a
100 pg/mL.
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Figura 64 — Curva analitica de TC, em meio colénico pH 6,8, por CLAE. Fase movel:
Tampao acetato de sodio pH 4,8; tempo de retencdo: 5,1 min; coluna de fase
reversa Cyg; fluxo de 1mL/min e temperatura de 35 °C.

Equacao da reta: Y =25096x + 41080
r* = 0,989

As figuras 65 e 66 apresentam os cromatogramas do meio colénico sem
farmaco e da solugdo de TC em meio colénico. Com as condi¢gdes usadas na
quantificagao por CLAE, foi obtida a separacdo do farmaco de outras substancias

presentes na amostra.



145

Time: © 7907 MinUtes - AmgWade” T TES mall ‘
- rigne. tnm
— Eelekonien 13 0P
malookonico 16
Fic# -
5 MName Y 450
Retention Time o
Ar¢a B
LY
g = 0
~
-
§ 250
£ 1 00
s
L
2 4 - - 1%
hd
-
3
o
£ - - 00
~
2 - / k150
[ -
I = -
] = [
- 3 - - 3 =~ = 100
2 A1 © 3 S8 8 3 % 8 2
= - = 3 5 = =
2 o ) ~ R ow -~ 2 = 2
- o~ 3 T [ 2
= S8 3 33 s % 3 3
. 8. w e 3 “ pad o = =
2 =5 o~ 3 > - : w 2 B
o w L - i L3 ~
ab - o b
[ - 2 i ] b | =
-
—]
e Ll — - - L -
il i F: 3 4 5 [ 7 & [ 0

Figura 65 — Cromatograma do meio col6nico simulado sem farmaco em CLAE. Fase
mével: Tampéao acetato de sédio pH 4,8; tempo de retencdo: 5,1 min; coluna
de fase reversa Cqg; fluxo de 1mL/min e temperatura de 35 °C.
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Figura 66 — Cromatograma do meio colénico simulado contendo TC 100 ug/mL de TC em
CLAE. Fase mével: Tampao acetato de sédio pH 4,8; tempo de retengao: 5,1
min; coluna de fase reversa Cyg; fluxo de TmL/min e temperatura de 35 °C.
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A Figura 67 apresenta a liberagdo do farmaco dos sistemas no fluido
colbénico simulado, apds a liberagdo nos meios acidos e entéricos simulados. Os
SM revestidos com FHPMC por imersao liberaram, aproximadamente cerca de
38% apds 24 h em meio colbnico simulado. Este comportamento provavelmente
esta relacionado com a dissolug¢ao do revestimento, intumescimento e degradacao
dos sistemas. As particulas revestidas com o mesmo polimero pelo método de
aspersao liberaram aproximadamente 76 % do farmaco ao final do ensaio.

Os sistemas revestidos com Eudragit apresentaram maior proporcao de
farmaco liberado ao final do ensaio. Foi observada liberacao de maior quantidade
de farmaco das particulas revestidas por imersdo do que as revestidas por

aspersao.
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Figura 67 — Perfil de liberagdo da triancinolona dos SM de AL:QS, revestidos

com diferentes polimeros, nos fluidos gastrico (FGS), entérico
(FES) e colénico simulados (FCS).

A liberagdo em meio coldnico ocorreu em uma velocidade menor do que
as observadas nos meios gastricos e entéricos simulados. O perfil de liberacao
em meio coldnico seguiu a cinética de ordem zero com constantes de 1,08.10%2
1,61.102, 9,3.10° e 1,35.10% para os SM FHPMC IM, FHPMC AS, EU IM e EU
AS, respecticamente. Embora, somente as particulas de EU IM tenham liberado

praticamente todo o farmaco, os demais lotes também apresentaram uma baixa
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constante de liberacdo, sendo o lote de FHPMC IM o que apresentou menor
constante e menor quantidade de farmaco liberado ap6s 30 h de analise.

Levando-se em consideracéo a velocidade de liberacdo da triancinolona e
o tempo de residéncia da forma farmacéutica no célon, a formulagdo FHPMC
preparada pelo método de IM apresentou ser a forma farmacéutica mais
promissora para o desenvolvimento de sistemas de liberacédo coloénica. Uma vez
que, a formulacdo FHPMC IM foi a que apresentou menor perfil de liberagdo do
farmaco, nos meios gastrico e entérico simulados, sendo que nas primeiras 3
horas de ensaio observou-se retencao total do farmaco. Quanto ao tempo de
residéncia no coélon, sabe-se que varia de 48 a 72 horas, neste caso o teste de
dissolugado do farmaco em meio colbénico simulado foi de 24 horas, justificando o
menor perfil de liberagdo da triancinolona observado nas formulagdes, inclusive
na formulagdo FHPMC IM.

5.5.4.3 CINETICA PARA ANALISE DA LIBERACAO IN VITRO:

A etapa de liberagdo do farmaco a partir de sistemas de matrizes
hidrofilicas resulta da interacdo complexa entre a dissolugédo, intumescimento, a
difusdo e os mecanismos de erosao (LOPES; SOUZA; COSTA, 2005). A liberacao
do farmaco a partir de sistemas de liberacdo imediata e modificada tem sido
descrita por varias teorias/modelos cinéticos, sendo f; uma funcao de t (tempo)
relacionada com a quantidade de farmaco liberado a partir do sistema terapéutico
considerado. Existem varios modelos para representar os perfis de liberagao dos
farmacos, que incluem cinética de ordem zero, cinética de 1% ordem, modelo de
Higuchi, de Hixon Crowell, de Korsmeyer-Peppas, de Baker-Lonsdale, entre
outros (COSTA, 2002).

Para a escolha do modelo adequado para estudar o fenémeno de
dissolugao/liberacado de farmaco, o método mais empregado é o coeficiente de
correlacdo (R), sendo que modelos em que o coeficiente de correlagdo
corresponde a R< 0,99, o ajuste é considerado deficiente (MANADAS; PINA;
VEIGA, 2002).

O Quadro 08 apresenta os diferentes modelos aplicados no estudo da
cinética de liberagdo da TC dos sistemas multiparticulados. O modelo Korsmeyer-
Peppas parece ser o modelo mais adequado para representar os perfis de
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liberacdo da TC dos SM, pois os coeficientes de correlacdo foram os mais

proximos de 1.

Quadro 08- Aplicacdo dos diferentes modelos matematicos nos SM para a andlise da cinética de
liberagédo da TC, aplicando o coeficiente de correlagao (R).

COEFICIENTE DE CORRELACAO (R)

LOTES Korsmeyer- | Baker- Hixon . . Cinetica Clneatlca
Peppas | Lonsdale | Crowell Higuchi | Ordem 1°
Zero Ordem
AL 1% 0,9959 0,8002 0,9334 0,8358 0,898 0,9123
AL 2,5% 0,9964 0,8320 0,9609 0,8501 0,9044 0,9518
AL 5% 0,9675 0,8608 0,9667 0,8755 0,9137 0,9642
ACT 1% 0,9694 0,9680 0,8314 0,9689 0,9544 0,8461
ACT 5% 0,9458 0,9357 0,8203 0,9987 0,9617 0,8897
FHPMC 1% 0,9849 0,8304 0,9634 0,8492 0,8843 0,9540
FHPMC 5% 0,9643 0,9988 0,8127 0,9641 0,9622 0,8573
FHPMC 7,5% IM 0,9905 0,6478 0,8208 0,6502 0,7252 0,8189
FHPMC 7,5% AS 0,9935 0,9968 0,8233 0,9982 0,9859 0,9189
EU 1% IM 0,9947 0,8022 0,9779 0,9462 0,9492 0,9691
EU 1% AS 0,9852 0,9830 0,8693 0,9849 0,9710 0,8906
EC 1% 0,9937 0,7626 0,7884 0,9499 0,9033 0,9372

O modelo de Korsmeyer-Peppas é utilizado para analisar a liberacao de

formas farmacéuticas poliméricas, quando o mecanismo de liberacdo ndo é bem

conhecido ou quando possam estar envolvidos mais de um tipo de mecanismo de
liberacdo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002) aparentemente independentes: um

devido ao transporte do farmaco (transporte Fickiano) e outro relacionado aos

fendbmenos de intumescimento e relaxamento da matriz (LOPES; SOUZA;

COSTA, 2005).

Para os modelos derivados da equacdao Korsmeyer-Peppas (Quadro 03,

item 3.4) é o valor de n que caracteriza 0 mecanismo de liberacao do farmaco,

dependendo da forma geométrica da particula (Quadro 05, item 3.4) (LOPES;
SOUZA; COSTA, 2005).
Baseado nisso, a Tabela 16 apresenta os valores de n obtidos dos

sistemas.
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Tabela 16 - Valores de n obtidos com aplicacdo dos dados do perfil de liberacao do farmaco dos
SM no modelo matematico de Korsmeyer-Peppas.

Lotes Valores de n Mecanismo de transporte
AL 1% SR 1,4569 Super Transporte Caso - ||
AL 2,5% SR 1,4248 Super Transporte Caso - ||
AL 5% SR 1,0371 Super Transporte Caso - ||
FHPMC 1% IM 1,3886 Super Transporte Caso - ||
FHPMC 5% IM 0,5153 Transporte Andmalo
FHPMC 7,5% IM 3,3037 Super Transporte Caso - Il
FHPMC 7,5% AS 0,5164 Transporte Andmalo
ACT 1% 0,4764 Difusao Classica
ACT 5% 0,5920 Transporte Andmalo
EC 1% 1,5971 Super Transporte Caso - I
EU 1% IM 1,1224 Super Transporte Caso - Il
EU 1% AS 0,4848 Difusao Classica

Segundo os valores do expoente de liberacdo (n) o mecanismo de

transporte da TC pelos SM pode ser caracterizado por difusao classica, transporte

andémalo e super transporte caso I, sendo que o mecanismo que predominou foi o

super transporte caso Il, que é caracterizado por uma aceleracao na penetracao

do solvente nos sistemas. A velocidade de difusdo do solvente na matriz € muito

maior do que o intumescimento sendo o fator determinante da liberacdo do

farmaco pelos sistemas.
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6 CONCLUSOES

Os métodos de preparacao empregados para a obtencao das particulas de
AL:QS, com e sem revestimento, resultaram em particulas esféricas, com aspecto
levemente achatado e com deformacbes do tipo cauda em alguns lotes. As
particulas sem revestimento contendo o farmaco modelo (TC), tornaram-se
visualmente maiores e mais esféricas quando comparadas as particulas
revestidas, mantendo suas superficies rugosas.

O emprego de nitrogénio liquido, no processo de congelamento e secagem
das particulas com e sem revestimento, influenciou diretamente na morfologia das
particulas, tornando as particulas mais esféricas.

Os diferentes métodos de revestimento influenciaram a homogeneidade e a
rugosidade das particulas. O método por imersdo apresentou maior
homogeneidade de revestimento e aspecto mais esférico.

Em relacdo a granulometria, o aumento da concentragdo da dispersao
polimérica levou ao aumento do tamanho médio das particulas sem farmaco,
sendo que a incorporacdo do farmaco na forma suspensa na matriz polimérica
levou a redugéo do tamanho médio dos SMs. Os lotes revestidos por imersao (IM)
apresentaram tamanho médio de particula inferior aos lotes revestidos por
aspersao (AS) e aos lotes ndo revestidos.

Quanto a andlise de intumescimento das particulas sem revestimento, o
grau de intumescimento foi dependente do meio utilizado e da concentracdo dos
polimeros AL e QS, apresentando um menor grau de intumescimento em meio
gastrico simulado do que em meio entérico simulado.

Os sistemas revestidos apresentaram maior indice de intumescimento em
relagdo as particulas nao revestidas. As particulas revestidas pelo método de IM
apresentaram um menor grau de intumescimento, quando comparadas com 0s
lotes preparados pelo método de AS.

Na determinacdo do teor e eficiéncia de encapsulacdo, em geral, as
formulacbes apresentaram uma baixa eficiéncia de encapsulacdo, com excecao
do lote AL 2,5% preparado pelo M1, formacdo do complexo de AL:Ca:QS,
simultaneamente, que apresentou eficiéncia de encapsulacao de 97,20%.

Os estudos de liberagao in vitro, em meio gastrico e entérico simulado,
demonstraram que o perfil de liberacdo das particulas de AL:QS sem revestimento
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foi dependente da concentracao polimérica. O perfil de liberacdo das particulas de
AL:QS em meio entérico simulado apresentou o farmaco sendo liberado mais
rapidamente que em meio gastrico simulado.

As particulas com revestimento apresentaram menor taxa de liberagdo nas
primeiras horas de ensaio. O lote revestido com FHPMC 7,5% preparado pelo
método de IM apresentou menor taxa de liberacdo do farmaco, tanto em meio
gastrico como entérico, apresentando, nos primeiros 180 min de ensaio, retencao
total do farmaco no sistema.

O perfil de liberacdo das particulas revestidas com EU pelo método de
aspersao, ao contrario dos demais lotes preparados por esse método, apresentou
um maior controle na taxa de liberacao do farmaco.

Na analise do perfil de liberacdo de TC em meio colbnico simulado, a
liberagdo do farmaco ocorreu em uma velocidade menor do que as observadas
nos meios gastricos e entéricos simulados. Os sistemas revestidos com EU
apresentaram maior propor¢cao de farmaco liberado ao final do ensaio. A maior
taxa de liberacao do farmaco foi observada nas particulas revestidas por imersao.

Todos os lotes apresentaram uma baixa constante de liberacdo, sendo o
lote de FHPMC IM o que apresentou menor constante e menor quantidade de
farmaco liberado ap6s 30 h de analise.

A formulacdo FHPMC preparada pelo método de IM apresentou ser a forma
farmacéutica mais promissora para o desenvolvimento de sistemas de liberacao
coldnica.

Quanto a cinética de liberacdo, o modelo Korsmeyer-Peppas foi 0 modelo
mais adequado para representar os perfis de liberacdo da TC dos SM, cujo
mecanismo de transporte pode ser caracterizado por difusédo classica, transporte
andémalo e super transporte caso Il.

Através da analise do conjunto dos resultados obtidos, no presente
trabalho, os sistemas multiparticulados a base de AL e QS revestidos com
polimeros gastro-resistentes e polimero insolivel em &agua representam uma
estratégia promissora para a obtencao de sistemas terapéuticos para a liberacao

do farmaco no coélon.
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