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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um processo escalonavel de produgcao de
granulos gastrorresistentes compostos de microesferas de quitosana contendo
didanosina (ddl) incorporada. O processo global foi composto de trés etapas, cujas
condigdes operacionais foram otimizadas buscando-se preservar a forma ativa do
farmaco, sensivel ao pH acido, e obter um produto de liberacdo modificada,
mucoadesivo e gastrorresistente. A primeira etapa foi a incorporagao da ddl, feita
através da técnica da gelificagdo ionotrépica, utilizando tripolifosfato de sdédio
(TPP) como agente de reticulagdo e hidréxido de magnésio (Mg(OH),) para
assegurar a estabilidade do farmaco. As condi¢cdes operacionais foram otimizadas
pelo método do planejamento estatistico e analise de superficies de resposta para
as variaveis estatisticamente importantes: concentragdes iniciais de quitosana,
TPP e ddl. O maximo carregamento de ddl nas microesferas, 1433 mg de ddl/g de
quitosana, foi obtido com 2,00 % de quitosana e 10,00 % de TPP. As microesferas
obtidas apresentaram diametro médio de 11,42 um, e a ddl incorporada foi
liberada gradualmente em 2 h em suco entérico simulado. Na segunda etapa
foram produzidos os gréanulos contendo as microesferas, para os quais foram
testados como excipientes: a propria quitosana, amido pré-gelificado e
carboximetilcelulose. Os granulos foram preparados por extrusdao seguida de
esferonizagdo, e o0s mais promissores foram caracterizados quanto a
mucoadesividade in vitro através da isoterma de adsor¢do da mucina e quanto a
permeacao ex vivo através do modelo de permeagédo pelo segmento intestinal
invertido. Os resultados mostraram que os gréanulos contendo 4,8 % de quitosana
apresentaram maior afinidade pela mucina além de promover o aumento de 18 %
na permeacao da ddl pelo segmento duodenal comparado ao farmaco livre
comercial. Os granulos contendo as microesferas liberaram a ddl em 2 h, mais
lentamente que os granulos compostos pela mistura fisica de ddl e excipientes (10
min). Finalmente foi feito o revestimento entérico dos grénulos pela técnica da
pelicula, utilizando Eudragit® L30-D55 como polimero gastrorresistente. Por
limitagbes de processo, o revestimento ndo produziu retengéo total da ddl no meio
acido (77 %), porém em meio basico, os granulos contendo as microesferas
apresentaram liberagdo da ddl mais lenta que o medicamento gastrorresistente
comercial. Esses resultados mostram a factibilidade da produ¢do de granulos de
quitosana contendo microesferas incorporando farmaco sensivel ao pH, em
processo passivel de escalonamento. Além disso, apresentam a ddl como um
novo medicamento de liberacdo modificada para administragdo oral, com
beneficios potenciais para a terapia da AIDS e conforto do paciente.



ABSTRACT

In this work a scalable process was developed for the production of gastroresistent
granules containing chitosan microspheres, loaded with the drug didanosine (ddl).
The global process included three stages, and the operational conditions were
optimized in order to maintain the active form of the drug didanosine, which is
sensitive to acidic pH conditions, and to obtain a final product with modified
release, mucoadhesive and gastroresistent properties. The first stage included the
encapsulation of ddl with the use of the ionotropic gelation technique with sodium
tripoliphosphate (TPP) as the crosslinking agent and magnesium hydroxide
(Mg(OH);) to ensure the stability of ddl. The optimization was performed using
Response Surface Methodology (RSM) with the important statistical variables:
chitosan, TPP and ddl concentrations. The maximum ddl loading in microspheres
of 1433 mg of ddl/g of chitosan, was obtained with 2.00% (w/v) chitosan and
10.00% TPP. The microspheres where observed to have an average diameter of
11.42 um, and ddl was gradually released during a 2 h period in a simulated
enteric fluid. In the second stage, the granules with microspheres were produced
with different excipients: chitosan, pre-gelified starch and carboximethylcelullose.
The granules were prepared by extrusion-spheronization and the most promising
ones were characterized according to the in vitro granule mucoadhesiveness,
determined through the adsorption isotherm of mucin, and the ex vivo granule
absorption, determined using the everted gut sac technique. The results showed
that the granules with 4.8 % (w/w) chitosan presented greater affinity for the mucin
as well as promoting an increase of 18 % in the ddl absorption through the
duodenal segment compared with commercial free drug. The granules containing
the chitosan microspheres released ddl in a 2 h period, a longer release period
compared to the granules composed of the mixture of the drug and excipients,
where the drug was released in approximately 10 minutes. Finally the granules
were coated by the film technique, using Eudragit® L30-D55 as the gastroresistent
polymer. Due to the process limitations, the polymer coating did not retain the total
amount of the drug in the simulated gastric fluid (77 %). However, in the simulated
enteric fluid, the granules containing chitosan microspheres showed a slower
release of ddl compared to the commercial gastroresistent granules. These results
demonstrate that it is possible to produce granules with microspheres that
encapsulate a drug sensitive to acidic pH conditions, in a process that is easily
scaled up. The process also shows a new formulation of the drug ddl, with modified
release kinetics for oral administration, with potential benefits for AIDS therapy, as
well as providing more comfort to the patient.
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Capitulo 1 — Introducao Classius Ferreira da Silva

CAPITULO 1

INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida ou AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome) é uma doenga crénica causada pelo virus HIV
(Human Immunodeficiency Virus) e caracterizada pela perda ou diminuicao
acentuada da capacidade do sistema imunoldgico de defender o organismo. De
acordo com o Relatorio “Aids Epidemic Update” (novembro de 2005) da
Organizacao Mundial da Saude (OMS), existem cerca de 40,3 milhdes de pessoas
vivendo com o HIV no mundo, sendo que 4,9 milhées foram infectadas no ano de
2005 e 3,1 milhdes de pessoas morreram em decorréncia da AIDS neste mesmo
ano. Na América Latina existem aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas
infectadas pelo HIV e o Brasil ocupa o primeiro lugar com cerca de 660.000

infectados. A Tabela 1 mostra um sumario global da epidemia.

TABELA 1. Sumario global da epidemia da AIDS no mundo em novembro de

2005 de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude.

) Total 40,3 milhdes 36,7-45,3 milhdes
Numero de
pessoas vivendo Adultos 38,0 milhdes 34,5-42,6 milhdes
com HIV Criangas (até 15 anos) 2,3 milhdes 2,1-2,8 milhdes
Total 4,9 milhdes 4,3-6,6 milhdes
Novos casos de
infeccdo com HIV ~ Adultos 4,2 milhdes 3,6-5,8 milhdes
em 2005 Criancas (até 15 anos) 700.000  630.000-820.000
Mortes ocorridas Total 3,1 milhdes 2,8-3,6 milhdes
em 2005 devidoa Adultos 2,6 milhdes 2,3-2,9 milhdes

AIDS Criancas (até 15 anos) 570.000 510.000-670.000
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O crescimento da epidemia tem merecido atengdo da comunidade
internacional no sentido de melhorar as condigdbes de vida dos pacientes
infectados pelo HIV. No Brasil, o Ministério da Saude tem atuado como referéncia
internacional no tratamento dos pacientes. Estima-se que 170.000 brasileiros
estdo recebendo gratuitamente os farmacos anti-retrovirais através do sistema
publico de saude. No entanto, o Programa Nacional de Doengas Sexualmente
Transmissiveis/AIDS despende grande parte do seu orgamento na importagao de
varios anti-retrovirais.

A didanosina (ddl) € um importante anti-retroviral usado no tratamento da
AIDS e atualmente é produzida pela industria brasileira. Na sua forma
convencional é administrada como comprimidos mastigaveis tamponados para
prevenir a desativagdo quando exposta ao pH acido do estébmago. O uso do
tampao provoca alguns efeitos colaterais, como diarréia, além de aumentar
expressivamente o tamanho do comprimido. Para contornar estas desvantagens,
a industria farmacéutica americana langou em 2001 a ddl formulada em granulos
gastrorresistentes (Videx® EC). Devido ao custo elevado, o Ministério da Saude
tem disponibilizado de forma racional esta nova formulagdo, priorizando a
importacdo de outros anti-retrovirais ndo produzidos no Brasil. Apenas pacientes
com maior tempo de tratamento, que ja apresentaram algumas falhas terapéuticas
e tomam diariamente varios anti-retrovirais (4 ou 5 diferentes), tém acesso ao
Videx® EC, visando a melhor adesdo ao tratamento. Neste sentido, torna-se
necessario o desenvolvimento de tecnologia nacional para a produ¢ao de granulos
gastrorresistentes de ddl com custo acessivel ao governo brasileiro.

A adesao do paciente soropositivo a terapia anti-retroviral € uma constante
preocupacao dos médicos infectologistas, uma vez que alguns pacientes oferecem
resisténcia psicologica ao tratamento. Esta aversdo ao tratamento pode
desencadear reagbes adversas que se somam aos efeitos colaterais de alguns
destes farmacos levando-o a interrupcao do tratamento. Atualmente, a terapia da
AIDS é realizada através da utilizagao de dois até cinco farmacos anti-retrovirais,
dependendo do estado clinico do paciente. Embora a combinagao possibilite um
sinergismo entre os farmacos, potencializando a agao individual de cada um, essa

terapia obriga o paciente a ingestao diaria de grande numero de comprimidos. Tal
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fato dificulta a adesdo do paciente a terapia comprometendo o tratamento da
doenca (DELFRAISSY, 2002).

A microencapsulagdo de farmacos € uma técnica que vem sendo aplicada
desde a década de 80 para proteger compostos sensiveis quando expostos a
ambientes agressivos, reduzir os seus efeitos colaterais através da liberagao
controlada, promover o direcionamento especifico do farmaco para determinados
orgaos, produzir maior eficiéncia de agao in vivo, reduzindo assim o numero de
doses.

Estas caracteristicas representam vantagens em relagdo a administragao
do farmaco livre, e se tornam extremamente importantes para o tratamento de
pacientes com HIV. As redug¢des do numero de doses diarias e dos efeitos
colaterais beneficiam a adesdo dos pacientes a terapia, proporcionando-lhes
também uma melhor qualidade de vida.

A quitosana € um polimero natural biocompativel, que possui propriedades
mucoadesivas e capacidade de formar microesferas encapsulando farmacos e
produzindo sua protecgao e liberagdo gradual. Ela é obtida a partir da desacetilagéo
da quitina presente em exoesqueletos de crustaceos e insetos, que € considerada
0 segundo biopolimero mais abundante na Terra. A industria de processamento de
crustaceos produz anualmente toneladas de residuos solidos de degradacao lenta
que sao constituidos basicamente de quitina. A producédo de quitosana a partir de
quitina de crustaceos é uma forma relativamente facil de aproveitamento destes
residuos e agregacado de valor. Um kilograma de quitosana pode custar de 5
ddlares (a quitosana mais bruta) a 200 ddélares (a quitosana purificada de grau
farmacéutico).

Nesse trabalho, foram projetados granulos gastrorresistentes compostos de
microesferas de quitosana incorporando o farmaco anti-retroviral ddl. Essa nova
formulagdo visa contornar o problema de tamanho do comprimido mastigavel
convencional (aproximadamente 850 mg e 1,3 mm de didmetro) reduzir a
frequéncia de doses através da maior eficiéncia de acdo produzida pela
mucoadesividade da quitosana e liberagdo controlada da ddl contida nas
microesferas. O processo de producado foi estudado em cada uma das etapas,
adequando e/ou otimizando condi¢cbes operacionais de modo a preservar a forma

ativa do farmaco, encapsular a dose diaria de ddl em microesferas maximizando a
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relacdo massica farmaco/quitosana, promover a liberagdo modificada da ddl e
obter granulos mucoadesivos e gastrorresistentes. Esses granulos poderao
representar uma alternativa promissora mais eficaz, ndo somente em relacédo a
formulacdo da ddl distribuida atualmente pelo Ministério da Saude (comprimidos
que contém o farmaco livre em meio tamponado), mas também em relagdo ao
Videx® EC, medicamento mais moderno e importado, composto de granulos
gastrorresistentes de ddl.

Os capitulos subsequentes foram organizados de modo a descreverem os

varios aspectos dos estudos realizados para cada uma das etapas do processo.
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CAPITULO 2

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um processo escalonavel
de producédo de granulos gastrorresistentes de liberagcdo modificada, compostos
de microesferas de quitosana incorporando o farmaco didanosina (ddl), para
aplicagdo como um novo medicamento no tratamento da AIDS.

Para atingir esse objetivo, a pesquisa foi desenvolvida em trés etapas: a
primeira consistiu na incorporacdo da ddl em microesferas de quitosana pela
técnica de gelificagao ionotropica. A incorporagao de um farmaco sensivel em pH
acido, como é o caso da ddl, representou um dos principais problemas no
desenvolvimento deste trabalho, uma vez que a solubilizagdo da quitosana é
realizada em meio acido. O planejamento estatistico de experimentos e analise de
superficies de resposta permitiram a identificagdo das variaveis significativas do
processo, e otimizacdo dos seus niveis em relacado a eficiéncia de incorporacéo,
grau de intumescimento, permeabilidade da ddl e carregamento da particula
(razdo massica ddl/quitosana). A segunda etapa constituiu a inovagao tecnolégica
desenvolvida neste trabalho com a produgdo de granulos contendo as
microesferas de quitosana preparadas na primeira etapa. Esses granulos foram
produzidos por extrusao-esferonizagéo, tendo sido testados alguns excipientes em
varias concentragdes. Os granulos obtidos foram caracterizados com relagdo a
liberacdo em suco entérico simulado e parametros geométricos por analise de
imagem digital. Alguns granulos foram selecionados para o estudo da sua
mucoadesividade in vitro através da determinacdo de isotermas de adsorgido da
mucina. Os granulos mais mucoadesivos foram submetidos a permeacéo da ddl
pelo segmento intestinal através da técnica do intestino invertido e comparados a
formulagcdo comercial de distribuicdo gratuita usada como controle. Finalmente, os

granulos que apresentaram melhor permeacéao intestinal foram revestidos com o
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polimero gastrorresistente Eudragit® L30-D55, e caracterizados quanto a liberacdo

da ddl nos sucos gastrico e entérico simulados.

O diagrama abaixo resume a abordagem do trabalho, os parametros

estudados e as propriedades do produto caracterizadas em cada etapa,

localizando o capitulo no qual sdo descritos.

Incorporagao através da
Técnica de Gelificagédo
lonotrdpica
(Capitulo 4)

Estudo das variaveis que afetam o processo
Otimizagao da Incorporagao

y

Caracterizacao Fisico-

Determinagao do didmetro médio por
analise de imagem

Quimica das Intumescimento
Microesferas Liberagdo em suco entérico simulado
(Capitulo 4) Microscopia eletronica de varredura e
microscopia otica
U
~ Liberagao em ntéri imul
Granulacéo pe acéo e sucio_e érico simulado
: Microscopia eletrénica de varredura e
(Capitulo 5) ) o
microscopia otica

Mucoadesividade
(Capitulo 6)

Isotermas de Adsorgao da Mucina

y

Teste in vitro de
Absorgéo em
Membrana Intestinal
(Capitulo 7)

Absorgao da ddl pelos segmentos:
duodeno, jejuno e ileo

U

Revestimento Entérico
dos Granulos com
Eudragit®
(Capitulo 8)

Propriedades interfaciais Eudragit®-
Granulos

Liberagcdo em sucos gastrico e entérico
simulados




Capitulo 3 - Revisio Bibliografica Geral Classius Ferreira da Silva

CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

3.1. O VIRUS HIV E SUA ACAO SOBRE O SISTEMA IMUNOLOGICO

Os virus ndo sao exatamente seres vivos porque so existem no interior das
células de que sao parasitos. O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV ou
Human Immunodeficiency Virus) apresenta a forma de pequenas esferas que
possuem cerca de 80 saliéncias arredondadas em forma de patera. Cada patera
possui varias moléculas grandes como a gp120 que tem uma altissima afinidade
pelos receptores especificos dos linfocitos T CD4. Depois que o virus se prende a
célula, as moléculas de gp120 associadas as proteinas transmembranares
menores chamadas gp41, permitem a fusdo da capa do virus com a membrana da
célula, e assim a internalizagdo dos constituintes internos do virus. A Figura 1
mostra a estrutura do HIV segundo Charles Dauguet.

Envelope Envelope RNA

Proteico gp120 o 0o 0 apd1

Matriz
Proteica
p17

Membran
Lipidica

Capsula
Proteica
p24

Transcriptase Reversa

FIGURA 1. Estrutura do HIV segundo Charles Dauguet (MONTAGNIER, 1995)

De acordo com MONTAGNIER (1995), o ciclo de vida do virus, ou seja, a

sua replicacao, se efetua em trés etapas:
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1) As moléculas gp120/gp110 da capa do virus reconhecem as moléculas CD4,
receptoras, da superficie da célula a infectar, as membranas se fundem e o
virus penetra na célula.

2) O virus libera sua molécula de RNA no interior da célula e sua enzima
transcriptase reversa se encarrega de transformar este RNA em DNA viral que
€ transportado para o nucleo da célula hospedeira. No nucleo, a enzima
integrase se encarrega da integragdo do DNA viral no DNA celular dos
cromossomos. Se o linfocito estiver numa fase de ativacdo favoravel, o virus
nao leva mais de algumas horas para fazer tudo isto. Na maioria dos casos,
para se integrar no material genético de uma célula, os retrovirus necessitam
que a célula esteja ativada e se multiplicando intensamente. No caso do HIV é
apenas suficiente que o DNA esteja se preparando para a replicagdo. Se o
linfécito retornar a sua fase de repouso, o ciclo pode ser interrompido e o virus
permanece em estado dormente até uma préxima ativacédo da célula.

3) O DNA do virus integrado na célula é transcrito em RNA mensageiros,
portadores passivos da informagédo genética, que migram para o citoplasma,
onde se encarregam da sintese de proteinas virais, que se agrupam para
formar novas copias do virus e deslocam-se para a superficie celular e liberam

no meio dezenas de novas particulas, prontas para infectar novas células.

3.2. FARMACOS ANTI-RETROVIRAIS

Segundo PECANHA et al. (2002), os farmacos anti-HIV disponiveis no
mercado mundial apresentam como alvo uma das etapas de replicagdo do virus,
impedindo a continuidade do seu ciclo (Figura 2). Apesar de nao destruirem o
virus HIV, estes farmacos possibilitam reducdo imensa na quantidade de suas
copias, produzindo assim reducdo nos danos que o HIV provocam no sistema
imunoldgico. Como consequéncia, produzem melhoria no quadro clinico, mesmo
em casos avangados da doenga. O uso destes farmacos também possibilita boa
qualidade de vida aos pacientes infectados pelo HIV, tornando-os menos

susceptiveis as doencas oportunistas.
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FIGURA 2. Ciclo de replicagao do HIV e locais de agao de farmacos anti-HIV (NETO et al., 1996).
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Atualmente os farmacos mais usados atuam na inibicdo das enzimas virais
transcriptase reversa e protease.

Os inibidores de transcriptase reversa foram os primeiros farmacos
utilizados na terapia da AIDS e sdo muito utilizados até o momento. Sdo capazes
de diminuir a carga viral ("concentragdo" do virus no sangue), melhorar sintomas
clinicos, retardar a progressao e prolongar a sobrevida de pacientes infectados
pelo HIV. Esta classe de farmacos é dividida em dois grupos: os analogos de

nucleosideos e os ndo-analogos nucleosideos (STOLK & LUERS, 2004).

3.2.1. Inibidores Analogos de Nucleosideos

De acordo com PECANHA et al. (2002), durante a sintese do DNA viral pela
enzima transcriptase reversa, os inibidores analogos nucleosideos atuam
colocando-se como “falsos nucleosideos” na formacao da molécula de DNA viral,
impedindo que um novo nucleosideo se ligue, interrompendo assim 0 processo.
Portanto, eles sdo considerados inibidores competitivos. Porém, a transcriptase
reversa possui grande capacidade de mutacdo e com o passar do tempo pode
ocorrer alteracdo de sua estrutura nos sitios de ligagcdo dos analogos
nucleotideos, sobrevindo entao a resisténcia ao farmaco que deixa de atuar como
inibidor da enzima. Destacam-se nesta classe a zidovudina (AZT) e a didanosina
(ddl) além de outros como zalcitabina (ddC), estavudina (d4T), lamivudina (3TC) e
abacavir (ABC).

3.2.2. Inibidores Nao-Analogos Nucleosideos

Atuam como inibidores nao competitivos de transcriptase reversa,
bloqueando a reagdo quimica de duplicacdo da molécula de RNA viral sem
interferir na ligacdo dos nucleosideos. Destacam-se nesta classe a nevirapina, a
delavirdina e o efavirenz (STOLK & LUERS, 2004).

3.2.3. Inibidores de Protease

Atuam na inibicdo da protease viral e proteases celulares, enzima

responsavel por clivar a poliproteina codificada, formada no ribossomo da célula
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hospedeira. Destacam-se nesta classe o saquinavir, indinavir, ritonavir,

amprenavir, lopinavir e nelfinavir (PECANHA et al., 2002).

3.3. SISTEMAS DE MICRO E NANOENCAPSULACAO

A micro ou nanoencapsulagao de farmacos pode atender a varios objetivos,
tais como: protecao, direcionamento especifico e liberacao controlada.

A protecao do farmaco tem como finalidade manter sua estabilidade quando
exposto aos excipientes da formulacdo e aos fluidos corporeos. Com a micro ou
nanoencapsulacdo é possivel manter a integridade de alguns farmacos em
condigdes muito severas como a do suco gastrico. O direcionamento especifico do
farmaco para alguns orgaos se deve a afinidade diferenciada do sistema
encapsulante por alguns tecidos. Essa estratégia € muito importante em casos
como o cancer, no qual o alvo especifico € o tumor, ou no caso do virus HIV que
normalmente se aloja em células do sistema reticuloendotelial (RES). A liberagao
controlada do farmaco possibilita o prolongamento da sua acédo e a redugao do
numero de doses. E de grande interesse em casos de patologias crénicas, como a
AIDS, na qual os pacientes devem tomar varias doses diarias de anti-retrovirais
durante toda a sua vida.

A Figura 3 apresenta uma comparagao geneérica entre os niveis plasmaticos
de farmacos administrados na forma livre e através de mecanismos de liberagao
controlada, quando as fungdes renais e hepaticas estdo em perfeitas condigdes.
No primeiro caso, a remogéao rapida do farmaco da corrente sanguinea exige a
administragdo mais frequente de doses maiores que podem ultrapassar o nivel
téxico do farmaco. Com a liberagcédo controlada, a dose terapéutica € mantida por
longo intervalo de tempo. Para farmacos cuja agdo esta relacionada com sua
concentragdo no sangue, as flutuagbes decorrentes da sua administracdo na
forma livre freqiientemente provocam efeitos colaterais (KUMAR, 2000%).

Recentemente, o0s pesquisadores da area procuraram padronizar a
terminologia usada para caracterizar a liberagdo mais lenta de farmacos em
relagdo a sua forma livre. Assim, recomenda-se que o termo liberagao controlada

seja usado quando se conhece o controle da liberagdo do farmaco in vivo, ou seja,
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o seu perfil de liberagdo ao longo do tempo. Quando os resultados restringem-se

apenas a experimentos in vitro, deve-se usar o termo liberagdo modificada.

LIBERAGAO NAO CONTROLADA

— LIBERAGAO CONTROLADA

A\ /A\ A NIiVEL TOXICO
\ / \ / \ / \ LIBERACAO CONTROLADA

NIiVEL TERAPEUTICO MINIMO

PERIODO

Nivel de Farmaco no plasma

FIGURA 3. Comparagao entre os niveis plasmaticos de farmaco em relagdo ao
tempo, quando administrados nas formas livre (liberagdo nao
controlada) ou de liberagdo controlada (adaptagdo de KUMAR,
2000%).

Dentre os sistemas de micro e nanoencapsulacdo mais utilizados
encontram-se os lipossomas e as particulas poliméricas (micro/nanoesferas e
micro/nanocapsulas). A Tabela 2 mostra algumas vantagens e desvantagens da
liberagao controlada de farmacos.

Os lipossomas ou vesiculas lipidicas sao estruturas aproximadamente
esféricas, compostas de fosfolipideos agregados na forma de bicamadas
concéntricas. Essa agregacao resulta do carater anfifilico das moléculas de
fosfolipideos, as quais possuem uma porgéo hidrofébica (cauda) e outra hidrofilica
(cabega). Ao se agregarem, tais moléculas se organizam de maneira que as
porcdes hidrofobicas se mantém no interior da bicamada e as porc¢des hidrofilicas
se organizam na superficie interna e externa do lipossoma. A maioria dos
trabalhos, da literatura relacionados a encapsulacdo de farmacos anti-HIV,

utilizaram lipossomas como sistema de nanoencapsulagao.
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TABELA 2. Vantagens e desvantagens da liberagcao controlada de farmacos (adaptagdo de DUMITRIU & DUMITRIU, 1993).

Vantagens

Desvantagens

e Facil manipulagdo do farmaco através do seu
direcionamento para os 6rgaos alvos na quantidade
certa e no tempo certo;

¢ Potencialidade de encapsulagdo de um ou varios tipo
de farmacos;

¢ Muitos pontos de interagdes com a parede celular de
bactérias, assim como interagdes com virus;

e Menor toxicidade, embora a toxicidade pode ser
acentuada dependendo do polimero e do farmaco;

¢ Alteracao ou modificacdo da atividade do farmaco pela
alteragao na solubilidade e na taxa de difuséo;

¢ Reducéo dos efeitos colaterais como irritacdo, nauseas
e vomitos que sdo comuns em grandes doses de
farmacos;

¢ Continuidade do tratamento durante a fase noturna;

e Preservacdo de farmacos que sao rapidamente
destruidos pelo corpo, isto ¢é particularmente
importante na liberagdo de macromoléculas tais como
proteinas que sdo agora produzidas por engenharia
genética;

¢ Aumento do conforto do paciente;

¢ Prolongamento de atividade;

e Liberacdo localizada do farmaco para uma regiao
localizada do corpo diminuindo o nivel sistémico do
farmaco;

e Melhor adesdo do paciente ao tratamento.

e Custos de processamento e preparagao dos sistemas de
liberacdo controlada podem ser substancialmente
maiores do que os custos das formulagdes padroes;

¢ Risco de toxicidade se o suporte é degradado, que é
acompanhado pela liberagdo de grandes quantidades de
principio ativo;

e Uso de aditivos de polimeros como estabilizantes e
antioxidantes;

¢ Risco de acumulacio se a taxa de liberagcdo do farmaco
é lenta;

e Baixa eficiéncia e falta de reprodutibilidade, como
consequéncia do processo individual de dessorgao e
metabolismo;

e Efeitos da matriz polimérica no meio em que se encontra;

e Adaptagdo reduzida de farmacos mais fracas que
requerem quantidades plasmaticas muito maiores.
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As nano e microesferas sdo definidas como particulas com tamanho
variando de 50 nm a 2 mm, contendo um farmaco disperso em sua matriz
polimérica. Podem ser classificadas em nano e microcapsulas, quando
apresentam um nucleo, onde o farmaco € disperso, o qual é recoberto pela matriz
polimérica (Figura 4). A distingdo que se faz entre nanocapsula/nanoesfera e
microcapsula/microesfera varia de autor para autor. Nanocapsulas e nanoesferas
apresentam dimensdes da ordem de nanOmetros (nm) e microcapsulas e
microesferas da ordem de micrémetros (um). Essas particulas podem se acumular
nas células do sistema do reticuloendotelial (RES), seu alvo natural, como também
podem ter a superficie modificada de modo a capacita-las a atingir outras partes
do corpo (LOBENBERG & KREUTER, 1996).

FARMACO

MATRIZ
POLIMERICA
(@) (b)

FIGURA 4. Representagcédo de nano e microparticulas: (a) esferas, (b) capsulas.

3.3.1. Principais Matrizes de Micro e Nanoencapsulacao

De acordo com SHAHIDI & HAN (1993), uma matriz de encapsulagéo ideal

deve apresentar as seguintes propriedades:

a) Boas propriedades reolégicas em altas concentragbes e facil manipulagéo
durante o processo de encapsulagao;

b) Habilidade de dispersar ou emulsificar o material ativo e estabilizar a emuls&o
produzida;

c) Auséncia de reatividade quimica com o material a ser encapsulado durante o
processamento e por um periodo longo de estocagem;

d) Habilidade de manter e preservar integro o material dentro da estrutura durante

0 processamento ou na estocagem,;
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e) Completa remocgéo do solvente ou outro material que for usado no processo de
encapsulacgao, seja por secagem ou outro processo de remoc¢ao do solvente;
f) Habilidade de promover a maxima protecdo do material ativo contra as
condigbes ambientais (por exemplo: luz, calor, umidade);
g) Capacidade de economizar o bioativo e ser de baixo custo.
Nao ha material que possua todas estas caracteristicas mencionadas, mas
0 uso de associagdes possibilita melhores propriedades. Os materiais mais

utilizados na encapsulacao sio listados na Tabela 3.

TABELA 3. Principais materiais utilizados em matrizes de encapsulacao
(adaptacédo de SHAHIDI & HAN, 1993).

Polissacarideos  Amido, Amido Modificado, Dextrana, Ciclodextrinas, Acido
Hialurénico, Quitosana

Gomas Goma Acécia, Agar, Alginato de Calcio, Carragenas
Proteinas Gluten, Caseina, Gelatina, Albumina, Hemoglobina, Peptideos
Lipideos Cera, Parafina, Cera de Abelha, Acido Tristearico, Diglicerideos,

Triglicerideos, Oleos

Celulose Carboximetilcelulose, metilcelulose, Etilcelulose, Nitrocelulose,
Acetilcelulose

3.3.2. Formas de Liberacao do Farmaco

De acordo com DUMITRIU & DUMITRIU (1993), a liberacdo do farmaco
pode ocorrer de diversas formas, como representado na Figura 5. SHAHIDI &
HAN (1993) apresentam os seguintes mecanismos de liberagao:

a) Fratura: a estrutura de recobrimento pode ser fraturada ou quebrada por forgas
externas como pressao, cisalhamento e ultra-sénica, ou por for¢as internas como
expansao e permeacao seletiva.

b) Difusao: processo de permeagdo que ocorre devido a um gradiente de
concentracdo ou forgas atrativas inter-cadeias (Figura 5 (b)). Permeabilidade é

definida como o transporte de um penetrante através dos poros de uma matriz.
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FIGURA 5. Formas de liberagdo de farmacos (adaptacdo de DUMITRIU &
DUMITRIU, 1993).
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c) Dissolucao: a integridade do material de recobrimento pode ser destruida por
dissolugdo em solvente apropriado ou por meio térmico (Figura 5 (c)).

d) Biodegradacao: quando a liberagdo ocorre devido a susceptibilidade do
recobrimento aos mecanismos degradativos. Por exemplo, o recobrimento de
lipideos pode ser degradado pela agao de enzimas lipases (Figura 5 (c)).

Em sistemas reservatoérios, ou do tipo capsulas, pode haver a saida do
bioativo do seu interior por difusdo através da matriz polimérica (Figura 5 (a)). A
formagado de canais, tanto em nano/microesferas como em nano/microcapsulas,
também favorece a saida do material encapsulado (Figura 5 (a) e (e)). Alguns
sistemas de liberagdo requerem o intumescimento da matriz polimérica para que

haja a liberagéo do bioativo (Figura 5 (c)).

3.4. QUITINA E QUITOSANA

O nome quitina é derivado da palavra grega “chiton” que significa armadura
e foi usada pela primeira vez em 1811 por Braconnot. A quitina € o principal
componente estrutural do exoesqueleto de invertebrados e parede celular de
fungos. Representa cerca de 20 a 50 % do peso seco dos residuos de
processamento de camardes e siris. E 0 segundo biopolimero mais abundante na
Terra apds a celulose. A sua producao biolégica € cerca de 150.000 toneladas,
sendo que os Estados Unidos e o Japao sado os maiores produtores (HON, 1996).

A biodegradacédo da quitina é muito lenta nos residuos de carcagas de
crustaceos da industria de processamento de frutos do mar, portanto € possivel
agregar valor a estes residuos para obtencdo de quitina, quitosana e seus
derivados para diferentes campos de aplicagdes (SHAHIDI et al, 1999). A
Figura 6 mostra a estrutura da quitina, quitosana e celulose.

A quitina é um glicano com ligagdes 3 (1—4), composto de 2-acetamido-2-
deoxi-p-D-glucose  (N-acetilglucosamina), um dos mais abundantes
polissacarideos chamado de poli B (1—4)-2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucose.
Quitosana € o nome usado para a forma de quitina desacetilada, a qual é
composta primariamente de glucosamina e 2-amido-2-deoxi-B-D-glucose,
conhecida como (1—4)-2-amido-2-deoxi-B-D-glucose (SHAHIDI et al., 1999).
Segundo KAS (1997), sua formula quimica é (CeH11O4N),.
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A quitosana possui trés tipos de grupos funcionais reativos, um grupo
amino, um hidroxil primario e um hidroxil secundario nas posigcoes C-2, C-3 e C-6,
respectivamente. A modificagdo destes grupos possibilita a obtencao de diferentes

materiais Uteis em varios campos de aplicagdes (SHAHIDI et al., 1999).

OH OH OH
7
0 0
Ho H/mm
NH, NH,

Quitosana

FIGURA 6. Estrutura da quitina, quitosana e celulose (adaptagdo do site

http://user.chol.com/~chitin/cellulose.gif, acessado em 10/02/2006).

3.4.1. Propriedades da Quitina e da Quitosana

A massa molar € talvez a mais importante propriedade destes biopolimeros,
devido a sua relagdo com as propriedades desejadas. A massa molar média da
quitina varia de 1,03 x 10° a 2,5 x 10° Da, porém a quitosana obtida apds a
desacetilagdo, apresenta massa molar média de 1,0x10° a 5,0 x 10° Da
(HON, 1996).

A quitosana, o produto da desacetilagdo da quitina, € soluvel em acidos

diluidos como acido acético, acido formico, etc. Ja a quitina é altamente
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hidrofobica e insoluvel em &agua e a maioria dos solventes organicos
(KUMAR, 20008).

Apos a completa remocdo de contaminantes téxicos e materiais como
proteinas, metais pesados e pirogénicos, a quitosana e a quitina de alta qualidade
sdo consideradas biocompativeis e seguras para uso. Muitos testes revelaram que
ambas sao seguras no que diz respeito a mutagenicidade, toxicidade (aguda, sub-
aguda e crénica), pirogenia, hemdlise e sensibilizagdo (HON, 1996).

Devido a carga positiva do C-2 do monémero glucosamina em pH menor
que 6, a quitosana é mais soluvel e tem maior atividade antimicrobial que a
quitina. O mecanismo exato desta agao antimicrobial da quitina, quitosana e seus
derivados é ainda desconhecido, porém diversos mecanismos S&0 propostos.
Acredita-se que a interagdo entre a carga positiva da quitosana e a carga negativa
da membrana celular dos microrganismos provoca o desprendimento de proteinas
e outros constituintes intracelulares.

A quitosana também é um agente quelante que se liga seletivamente a
tracos de metais e inibe a producdo de toxinas e o crescimento microbiano. A
quitosana que penetra no nucleo dos microrganismos se liga ao DNA e inibe a
sintese de RNA e proteinas (SHAHIDI et al., 1999).

NISHIMURA et al. (1998) pesquisaram a adigdo de grupos sulfatados em
quitosana. Os resultados mostraram que estes novos compostos promovem a
inibicdo da replicagdo in vitro do HIV e a diminuigdo da sua atividade
anticoagulante. Estes resultados também sugeriram que existe uma interagao
especifica entre os grupos sulfatos com a glicoproteina 120 (gp 120) do virus HIV.

A quitosana possui efeito de fibra dietética como ingrediente funcional uma
vez que ela ndo € absorvida pelo intestino, sendo que em 1983 ela foi aprovada
pela USFDA (United States Food and Drug Administration) como aditivo alimentar.
A grande vantagem do uso da quitosana como aditivo alimentar é seu efeito
hipocolesterolémico (SHAHIDI et al., 1999). Além disto, ela & n&o-toxica e
facilmente bioabsorvivel, apresenta propriedades antiacidas e antitlcera que
previnem irritagdes no estbmago. Todas estas propriedades da quitosana fazem
deste polimero natural um candidato para formulagdes de farmacos de liberagao
controlada (KUMAR, 2000%).
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A Tabela 4 mostra valores de massa molar e grau de desacetilacdo de
algumas quitosanas utilizadas em trabalhos de microencapsulagao de farmacos e
seus respectivos fabricantes. E importante mencionar que sdo poucos Os
trabalhos publicados que apresentam estes dados. Alguns trabalhos também
apresentam dados de viscosidade da quitosana em solugcédo de acido acético, no
entanto a comparagao entre eles é inviavel uma vez que a viscosidade € obtida

por técnicas diferentes e em concentragdes diferentes de quitosana.

TABELA 4. Propriedades da quitosana utilizada em alguns trabalhos da literatura

e seus respectivos fabricantes.

Massa Grau de
Fabricante Molar  Desacetilagao Referéncia
(kDa) (%)
Katokichi Co. Ltd (Japao) NF 100 SHIKATA et al. (2002)
Natural Biopolymer (EUA) 102 80 CUIl & MUMPER (2001)
Primex (Noruega) NF 93 LUBBEN et al. (2001)
Pronova Biopolymer (Noruega) > 50 87 VILA et al. (2002)
Fluka BioChimika (Suica) 70,750 e 87 BERTHOLD et al.
2.000 (1996)
Pronova Biopolymer (Noruega) >100 NF* JANES et al. (2001)*
Tianbao Chitosan Co. Ltd (China) 460 86 SHU & ZHU (2000)
Sigma(EUA) 1.000 85 CHANDY et al. (2000)
Sigma (EUA) 390 NF* LEONG et al. (1998)

NF: Nao fornecido pelos autores.

Com relacdo a massa molar, observa-se pela Tabela 4, que os valores
variam de 50 a 2.000 kDa, sendo que apenas o trabalho de BERTHOLD et al.
(1996) fez um estudo do efeito da massa molar da quitosana na preparagao de
microesferas de quitosana por precipitagdo. Eles verificaram que a quantidade de
sulfato de sodio necessaria para a preparagao das microesferas de quitosana
depende da massa molar da quitosana. Ja o grau de desacetilagdo encontra-se
em valores préximos de 90 %, com excecéo do trabalho de SHIKATA et al. (2002)
que utilizou quitosana totalmente desacetilada, o que é questionavel sob o ponto
de vista tedrico e pratico.

A quitosana é facilmente hidrolisada pela enzima lisozima que esta

presente em muitos fluidos corpéreos, como sangue, saliva e fluido presente nas
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cartilagens. Esta despolimerizacdo da quitosana promovida pela lisozima
possibilita que a quitosana seja utilizada nos sistemas de liberagdo controlada de
farmacos (HON, 1996).

3.4.2. Técnicas de Micro e Nanoencapsulacao Utilizando Quitosana

As principais técnicas empregadas para encapsulagéao, utilizando quitosana,
incluem gelificagao ionotropica, secagem por atomizagao (spray-drying), emulséo,
coacervacdo. E possivel a combinagdo destas técnicas para a obtencdo de
particulas com propriedades e desempenho especificos.

A aplicagdo da quitosana na encapsulagado de farmacos para sistemas de
liberacdo prolongada € relativamente recente, data da década de noventa, e
constitui um campo de pesquisa novo e promissor. As técnicas mais utilizadas
para obtencdo das particulas sdo a gelificagdo ionotropica com tripolifosfato de

sédio (TPP) e a coacervagao/precipitagdo com sulfato de soédio (Na;SOy).

3.4.2.1. Gelificacdo lonotropica

A gelificagcdo ionotropica consiste na reticulagao idnica da quitosana com
contra-ions multivalentes. As particulas resultantes da gelificagdo ionotropica
possuem tamanhos da ordem de nanémetros (CAMPOS et al., 2001) ou de
milimetros (ARAL & AKBUGA, 1998). Sao formadas pela adi¢do de uma solugdo a
outra sob agitacdo magnética ou mecéanica (SHU & ZHU, 2000). O farmaco ou
bioativo pode ser adicionado & solugdo de quitosana (JANES et al., 2001* e SHU
& ZHU, 2000), ou a solugéo de TPP (VILA et al., 2002).

3.4.2.2. Técnica da Coacervacao/Precipitacao

De acordo com PENICHE et al. (2003), a técnica da coacervagao envolve a
separacao de uma solucao polimérica diluida em duas fases coexistindo: uma fase
rica em polimero e uma muito diluida, quase livre do polimero. A coacervacgao
pode ser classificada em simples ou complexa. Na coacervagao simples, o coldide
hidrofilico € subtraido do solvente pela adicdo de uma substancia hidrofilica
concorrente, tal como um sal ou alcool ("salting out"). A coacervagdo complexa é

produzida pela mistura de dois polieletrélitos de cargas opostas. O polieletrélito
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complexo (também chamado de coacervato complexo) se separa numa fase rica
em polimero que coexiste com uma fase muito diluida. Ha a formacao de um filme
insoluvel ou barreira que cobre a microparticula. As particulas podem ser
formadas tanto pelo gotejamento da solugédo de quitosana a solugdo do outro
polimero (como por exemplo: carboximetilcelulose, carregena, condroitina) ou o

procedimento contrario.

3.4.2.3. Técnica de Secagem por Atomizacao (Spray-Drying)

O processo de microencapsulagado por atomizagdo tem sido empregado
desde 1927. Consiste essencialmente das seguintes etapas: o farmaco a ser
encapsulado é disperso em uma solugéao, preferencialmente aquosa, do carreador,
neste caso a quitosana. Esta dispersédo é atomizada, na forma de pequenas gotas,
dentro de uma camara de secagem aquecida. A agua é evaporada rapidamente,
formando um pé seco, no qual o didmetro das particulas varia normalmente, de 10
a 40 um (PENICHE et al., 2003).

3.4.2.4. Técnica da Emulsao

Na técnica da emulsdo, as particulas sdo formadas pela dispersdo da
solugcdo aquosa de quitosana em o6leo contendo um tensoativo, formando uma
emulsdo agua-em-oleo (A/O). As gotas de quitosana suspensas na fase oleosa
podem ser enrijecidas pela adicdo de um anion polivalente como o TPP, como
agente de reticulagdo. Apos o enrijecimento, as particulas sao separadas, lavadas
com solvente e secas. O farmaco a ser incorporado usualmente € adicionado na
solucao de quitosana antes da obtencédo da emulsao.

O tamanho e a morfologia das particulas depende de multiplos fatores, tais
como: temperatura, velocidade de agitacdo, concentracdo da quitosana,
concentragédo do surfactante, viscosidade das fases, configuragado do reator e do

agitador, entre outros.

3.4.3. Farmacos Micro ou Nanoencapsulados em Particulas de Quitosana

A micro ou nanoencapsulacado de farmacos em particulas de quitosana tem

sido muito estudada nos ultimos anos principalmente devido a sua
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biocompatibilidade. Observa-se pela Tabela 5 que a aplicagcdo da quitosana em
sistemas de liberacado controlada € muito vasta, envolvendo varios farmacos com

propriedades fisico-quimicas diferentes.

TABELA 5. Alguns farmacos micro ou nanoencapsulados em particulas de

quitosana.
Finalidade . a
Terapéutica Farmaco Referéncia
Terapia do Cancer Gadolinio TOKUMITSU et al. (2000)
Doxorrubicina MITRA et al. (2001)
JANES et al. (2001)*
5-Fluoruracil CHANDY et al. (2000)
Metotrexato SINGH & UDUPA (1998)
Adriamicina NISHIMURA et al. (1986)
Vacinas Ovoalbumina LUBBEN et al. (2001)
Plasmideo de DNA CUIl & MUMPER (2001)
Proteina do Toxoide Tetanico VILA et al. (2002)
Antibidtico Bupravaquona JACOBS et al. (2001)
Diabete Insulina MOSES et al. (2000), RAMADAS et
al. (2000), AIEDEH et al. (1997)
Epilepsia Fenobarbitona AL-HELW et al. (1998)
Anti-hipertensivo Cloreto de Propanolol LIM & WAN (1998)
Antiinflamatérios Diclofenaco Sdédico KUMBAR et al. (2002), GONCALVES
& LARANJEIRA (2000)
Fosfato de Prednisolona BERTHOLD et al. (1996)
Saodico
Ibuprofeno QIU et al. (2001)
Farmacos Ciclosporina A CAMPOQOS et al. (2001)
Oftalmolégicos Indometacina CALVO et al. (1997)°
Osteoporose Calcitonina Salmao AYDIN & AKBUGA (1996)

3.4.4. Reticulacao de Particulas de Quitosana

A reticulagao das particulas de quitosana visa principalmente reduzir a sua
solubilidade no meio ao qual estdao expostas, é feita através de um composto
(agente de reticulagdo ou de ligagao cruzada, crosslinking), que interage com a
quitosana, reduzindo os poros da sua matriz. Em consequéncia, as particulas
tornam-se mais rigidas, com menor capacidade de intumescimento, e prolongam o
tempo de liberacdo do farmaco encapsulado. O agente de reticulagdo pode ser

adicionado as particulas ja formadas ou durante a sua formacéo.
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A Tabela 6 ilustra a reticulagdo da quitosana com diferentes agentes. O
glutaraldeido é o agente de reticulacdo mais conhecido e utilizado, no entanto tem

sido substituido devido a sua toxicidade na forma livre (MORRIS et al., 1996).

TABELA 6. Agentes de reticulacdo de quitosana e seus respectivos métodos de

preparacgao de particulas.

Agente d~e Método d~e Tlpg de Referéncia
Reticulagao Preparacéao Particula
Glutaraldeido Microemulsdo Nanoesfera MITRA et al. (2001)
Spray Drying  Microesfera HE et al. (1999)*®
Coacervagao- Microesfera AGGARWAL et al. (2001)
Precipitacao
Emulsao Microesfera AL-HELW et al. (1998)
GENTA et al. (1998)
SINGH & UDUPA (1998)
KUMBAR et al. (2002)
Gelificacao Microesfera KIMURA et al. (1998)
lonotropica POZZA et al. (1998)
Alginato de Gelificagéao Bead SHU & ZHU (2000)
Sédio lonotropica
Palmitato de Emulsdo A/O  Microcapsula AIEDEH et al. (1997)
Ascorbil
Acido Emulsdo A/O  Microesfera KUMBAR et al. (2002)
Sulfurico
Temperatura Emulsdo A/O  Microesfera KUMBAR et al. (2002)
Epicloridrina Coacervacdo Microesferas GONCALVES & LARANJEIRA (2000)
Gliceraldeido Spray-Drying  Microesferas OLIVEIRA et al. (2004)
Genipina Gelificagao Bead Ml et al. (2002)
lonotropica Ml et al. (2003)

Os agentes de reticulagao interagem com a quitosana de duas maneiras:
eletrostaticamente ou covalentemente. A primeira se refere a interagdo que ocorre
entre cargas eletrostaticas opostas, ou seja, as cargas positivas da quitosana
interagem com as cargas negativas do agente de reticulagdo, promovendo a sua
reticulacao idnica. Neste caso se enquadram os seguintes agentes: TPP, alginato,
palmitato de ascorbil, sulfato de sédio. A segunda se refere a formagado de
ligagcbes covalentes entre um grupo funcional do agente reticulante e o grupo
amina da cadeia da quitosana. Epicloridrina, temperatura, acido sulfurico,
glutaraldeido, gliceraldeido e genipina formam estas ligacbes covalentes com a
quitosana. Estes dois ultimos agentes tém merecido maior atengdo porque nao

apresentam toxicidade como o glutaraldeido e epicloridrina. De acordo com SUNG
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et al. (1998) e SUNG et al. (1999), a genipina é cerca de 5.000 a 10.000 vezes
menos citotdxica que o glutaraldeido.

Segundo VANDELLI et al. (1995), o dgliceraldeido € um agente de

reticulacdo biocompativel que nédo apresenta problemas de toxicidade, pois é

metabolizado pelo organismo humano. O TPP é atdxico, e promove a reticulagéo
ibnica da quitosana (Figura 7) em condi¢cbes relativamente faceis e com baixo
custo de processo. Ao contrario da maioria dos agentes reticulantes, ele nao

apresenta graves restricdes no manuseio e armazenamento.

o o o
ol I o
¢ 0P—0—P—0—P—0
| | |
- 0 0 0 -
NH | | | +
! H H H NH;

TRP OLIFOSFATO DE S0DI0

aQUITOSANA QUITOS AHA

FIGURA 7. Reticulagao da quitosana com o tripolifosfato de sodio.

3.5. MICRO E NANOENCAPSULAGCAO DE FARMACOS ANTI-HIV

A encapsulacao de farmacos anti-HIV é uma linha de pesquisa bastante
promissora, uma vez que a liberagdo controlada pode promover a reducdo das
doses diarias dos farmacos e dos seus efeitos colaterais, possibilitando melhor
qualidade de vida aos pacientes infectados pelo HIV. Diversos trabalhos sao
apresentados na literatura abordando a encapsulacédo destes farmacos em varios
sistemas, como mostrado na Tabela 7. Observa-se que a zidovudina (AZT) é o
anti-HIV mais estudado e os lipossomas representam o sistema de encapsulagao

mais utilizados.
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TABELA 7. Trabalhos encontrados na literatura sobre micro ou nanoencapsulagao

de farmacos anti-HIV.

Sistema de Micro ou

Farmaco anti-HIV o Referéncia
Nanoencapsulagao
Zidovudina Niossomas GOPINATH et al. (2001)
Lipossomas PHILLIPS (1992)
PHILLIPS et al. (1991)
PHILLIPS & TSOUKAS (1992)
Nanoparticulas LOBENBERG et al. (1998)
LOBENBERG et al. (1997)
LOBENBERG & KREUTER (1996)
Imunolipossomas SELVAM et al. (1996)
Microcapsulas MANDAL & TENJARLA (1996)
Indinavir Imunolipossomas GAGNE et al. (2002)
Lipossomas DESORMEAUX et al. (2005)
Didanosina Lipossomas DIPALI et al. (1997)
DESORMEAUX et al. (1994)
HARVIE et al. (1995)
Saquinavir HP-B3-CD* e BOUDAD et al. (2001)
HP-B-CD/nanosferas
Nanoparticulas BENDER et al. (1996)
2’, 3’-Dideoxicitidina Lipossomas OUSSOREN et al. (1999)
Nanoparticulas BENDER et al. (1996)
Estavudina Lipossomas KATRAGADDA et al. (1999)
Nanoparticulas KUO (2005)
Dideoxicitidina-5'- Lipossomas OUSSOREN et al. (1999)

trifosfato

* HP-B-CD: Hidroxipropil -p- ciclodextrina.

3.5.1. Didanosina (2°,3’-Dideoxinosina)

A didanosina, um analogo da adenosina, € um inibidor da enzima
transcriptase reversa do virus HIV. Como os outros analogos nucleosideos, a ddl
nao é ativa como administrada, pois requer a aminacao e fosforilacido pelas
kinases e nucleotidases da célula para a formagdo do metabdlito ativo
denominado 2'-,3'-dideoxiadenosina-5'-trifosfato (ddATP). O ddATP compete com
o nucleosideo natural deoxiadenosina trifosfato (dATP) pelo sitio ativo da enzima
transcriptase reversa. O ddAPT ao se ligar na cadeia do DNA viral promove um
bloqueio da replicacao viral (PERRY & BALFOUR, 1996).
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De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2003), a ddl € um pé cristalino
branco, ligeiramente soluvel em agua, insoluvel em acetona, cloroférmio, etanol e
éter etilico. Sua formula quimica é C1oH12N4O3 e sua estrutura quimica é mostrada

na Figura 8.

i)

FIGURA 8. Estrutura quimica da didanosina.

A ddl é apresentada na forma de comprimidos, os quais contém antiacidos
na sua formulagado, para evitar a sua degradacao no pH acido do estébmago. A
degradacao da ddl é resultante da hidrélise, formando a hipoxantina. A presenca
destes antiacidos faz com que os comprimidos sejam muito grandes. E ainda
recomendavel que sejam ingeridos dois comprimidos por vez, para maior eficacia

do efeito tamponante, e distante das refeigcdes para melhor absor¢ao do farmaco.

3.5.1.1. Absorcao e Metabolismo

KAUL et al. (1993) estudaram o metabolismo da ddl em caes e verificaram
que o principal metabdlito encontrado, tanto no plasma como na urina, foi a
alantoina. Foram também encontrados outros metabdlitos como o acido Urico,
xantina e hipoxantina. Segundo os autores, cerca de 55 % da ddl absorvida é

metabolizada na primeira passagem pelo figado.
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De acordo com SHELTON et al. (1997), pacientes com hipoacidez gastrica
(pH < 3) e pacientes com pH gastrico maior que 3 ndo apresentaram diferencas
significativas com relagdo a farmacocinética da ddl.

GAREY et al. (1998) recomendam que a ddl seja administrada com o
estdbmago vazio porque os alimentos reduzem sua absorgdo. DAMLE et al. (2002)"
também verificaram que a absorgéo da ddl é reduzida em cerca de 25 % quando a
formulagdo de granulos gastrorresistentes (enteric-coated) € administrada com
alimentos. Segundo SINKO et al. (1995), estudos de absorc¢do da ddl in vitro e in
situ sugerem que a difusdo paracelular com transporte paracelular € o principal
responsavel pela sua absor¢ao no intestino.

BRAMER et al. (1993) verificaram que a absor¢céo da ddl no reto é cerca de
39 vezes maior do que a sua absorg¢ao no coélon, sugerindo a administracéo retal

como uma rota alternativa em relacdo a administragao oral.

3.5.1.2. Farmacocinética

De acordo com POLLARD (2000), a meia-vida plasmatica da ddl €& de
1,88 h e a meia-vida intracelular situa-se entre 24 e 40 h, permitindo a posologia
de duas doses ao dia. O efeito colateral mais preocupante, embora incomum
(ocorre em cerca de 3 % do pacientes) € a pancreatite, que pode ser fatal. Por
esta razdo deve-se monitorar os niveis de amilase durante o tratamento. Outros
efeitos colaterais incluem neuropatia periférica e diarréia, sendo que esta ultima
estd relacionada a ingestdo do tamponante associado no comprimido, sendo,
portanto, mais frequente quando empregadas doses maiores (NETO et al., 1996).

KUNCHES et al. (2001) compararam a administragdo do Videx® (nome
comercial do comprimido tamponado de ddl) com o Videx® Enteric-Coated ou
Videx® EC (capsulas contendo granulos gastrorresistentes de ddl), ambos
fabricados pela Bristol-Myers Squibb (Princeton - Estados Unidos da América).
Segundo eles, o Videx® EC promoveu maior conforto aos pacientes, por reduzir os
efeitos colaterais como nauseas, codlicas intestinais e diarréia, aumentando assim
a sua tolerabilidade e a ades&o ao tratamento.

DAMLE et al. (2002)° estudaram a farmacocinética de comprimidos

tamponados de ddl e gréanulos gastrorresistentes (enteric-coated) em pessoas
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infectadas pelo HIV. Eles verificaram que nao ocorreram diferengas significativas
entre parametros farmacocinéticos como AUC.., Cuax € t12, mas o tyax aumentou.
Os autores concluiram que as formulagdes sdo equivalentes na extensdo da
absorcdo, mas diferem na taxa de absor¢do da ddl. DAMLE et al. (2002)°

verificaram resultados semelhantes para individuos nao infectados.

3.5.1.3. Quantificacao da Didanosina

A determinagdo da ddl por cromatografia liquida € utilizada na maioria dos
trabalhos envolvendo a sua encapsulagdo. SANCHEZ-LAFUENTE et al. (2002)
compararam o método espectrofotométrico com o método cromatografico (HPLC).
As Tabelas 8 e 9 mostram que a exatidao apresenta valores muito préximos em
ambos os métodos, no entanto os coeficientes de variacao, inter e intra-dia, foram

menores para o método espectrofotométrico.
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TABELA 8. Dados de exatiddo para determinagdo da didanosina (cada valor representa a média de seis replicatas)
(adaptacdo de SANCHEZ-LAFUENTE et al., 2002).

Método Cromatografico (HPLC) Método Espectrofotométrico UV
Concentragdo Concentragdo Observada (ug cm™) . Concentragdo  Concentragéo Observada (ug cm™) .
Real (ug cm™) (média + desvio padrao) Exatiddo  Real (ug cm®) (média + desvio padrao) Exatid&o
40,00 41,45 +1,73 3,63 20,00 20,15+ 0,04 0,77
20,00 18,94 + 0,15 -5,28 10,00 9,57 + 0,02 -4,28
10,00 10,36 + 0,21 3,63 5,00 5,15+ 0,03 3,10
5,00 5,11 +£0,18 2,24 2,50 2,54 £ 0,01 1,72
2,50 2,66 £ 0,09 6,26 1,25 1,28 + 0,01 2,09
1,25 1,26 + 0,05 0,45 0,63 0,64 + 0,01 2,62
0,63 0,63 + 0,03 0,19 0,31 0,33 + 0,01 6,51
0,15 0,16 + 0,01 7,08

TABELA 9. Precisdo intra e inter-dia para a determinac&o da didanosina (adaptacdo de SANCHEZ-LAFUENTE et al., 2002).

Nivel Média Desvio padrao Graus de Liberdade Coeficiente de Variagao (%)

Método Cromatografico (HPLC)

5 pug cm? Intra-dia 87.968,15 3,02 E-3 20 3,43
Inter-dia 85.695,65 3,24 E-3 20 3,78

Método Espectrofotométrico UV
5 g cm Intra-dia 0,346 0,004 20 1,10

Inter-dia 0,347 0,004 20 1,20
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CAPITULO 4

INCORPORACAO DA DIDANOSINA

4.0. INTRODUCAO

Este capitulo € composto de duas grandes partes: (4.1) Estudo da
estabilidade da didanosina (ddl) e obtencdo das particulas pela técnica da
gelificagéo ionotrdpica; (4.2) Otimizacado das condigdes de incorporagao da ddl. A
incorporacao refere-se a dispersao do composto ativo em toda a matriz polimérica
das microesferas (interior e superficie) e a encapsulagdo ao seu confinamento
somente no interior da estrutura.

O estudo da estabilidade da ddl é importante uma vez que esse farmaco
sofre hidrolise em meio acido, havendo a formacdo da hipoxantina que nao
apresenta atividade contra o HIV. A incorporacao e/ou encapsulagao em particulas
de quitosana é realizada a partir de solugdes de quitosana que normalmente se
encontram em pH's acidos. Portanto, é necessario garantir a estabilidade da ddl
no meio acido de producéao das particulas.

Nesta primeira parte, também sido apresentados estudos da obtencdo de
particulas pela técnica de gelificagdo ionotropica que foram uteis no
estabelecimento das variaveis e niveis utilizados no planejamento experimental
posteriormente apresentado.

Na segunda parte € apresentado um estudo de otimizagédo da produgao das
microparticulas de quitosana utilizando a técnica de planejamento fatorial. As
variaveis estudadas foram: concentragcdes de quitosana, de ddl e de tripolifosfato
de sédio (TPP). As respostas estudadas no planejamento foram eficiéncia de
incorporacgao, carregamento de ddl, grau de intumescimento, didmetro médio das
particulas e permeabilidade. O planejamento de experimentos realizado visou
principalmente a obtencdo de microparticulas de quitosana com elevado

carregamento de ddl e baixa permeabilidade.
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Os métodos utilizados para o estudo da estabilidade da ddl e sua
incorporagao em microparticulas de quitosana, assim como sua otimizacao, além
dos resultados obtidos e discussdo dos aspectos estudados, sdo apresentados

nos itens subsequentes deste capitulo.
4.1. ESTABILIDADE DA DIDANOSINA E INCORPORACAO

4.1.1. Material

Para a produgdo das particulas utilizou-se a quitosana da Polymar
(Fortaleza, Ceara), com grau de desacetilacdo, determinado por titulagdo
potenciométrica, igual a 81,61+1,05% e massa molar igual a 105 kDa,
determinada por viscosimetria de acordo com a equacdo de Mark-Houwink
descrita por POGODINA et al. (1986).

Os agentes gelificantes: tripolifostato de sédio (TPP) e hidroxido de sodio
(NaOH) foram da Synth.

O acido acético glacial, utilizado para a solubilizagdo da quitosana e para o
tampao acetato de sddio, foi da Glacial.

Para a obtencdo dos tampdes utilizou-se acetato de sédio da Synth e
acetato de amonio da Merck, respectivamente, para os tampdes acetato de sédio
(0,875 mol dm™; pH = 5,6) e acetato de aménio (0,015 mol dm™; pH = 6,7).

A ddl, de massa molar 236,23 g/mol e sem cargas eletrostaticas, foi cedida
pela empresa Labogen S/A Quimica Fina e Biotecnologia (Indaiatuba - SP) com
pureza cromatografica igual a 99,58% de acordo com laudo técnico do produto
fornecido pela empresa.

Agua destilada e purificada em sistema Milli-Q foi usada em todas as

preparacgdes.

4.1.2. Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento dos
experimentos foram:
o Espectrometro de espalhamento de luz por incidéncia de raio laser, marca

Malvern, Mastersizer S, modelo S — MAM 5005 (equipamento utilizado para
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determinacao de didmetro médio e distribuicdo de particulas maiores que
1 um).

e Espectrbmetro de espalhamento de luz por incidéncia de raio laser, marca
Malvern, Autosizer, modelo 4700 (equipamento utilizado para determinagdo de
didmetro médio e distribuicdo de tamanhos de particulas menores que 1 um).

e Sistema de agua Ultrapura, marca Milli-Q Millipore;

e Banho sonicador, marca Branson, modelo 2200;

e Sistema HPLC (High Performance Liquid Chromatography), marca Varian,
Detector de UV modelo 9050, Bomba modelo 9012, com injetor manual e
lampada UV, acoplado a um computador (Workstation). A coluna utilizada foi
uma Lichrospher 100 RP — 18 (5 um) 125 x 4 mm a 30,0°C, da Merck.

e Liofilizador, marca FTS Systems, modelo EZ DRY;

e Microscopio Eletrénico de Varredura, marca LEICA, modelo LEO440;i;

e Agitador mecanico digital, marca Tecnal, modelo TE 039/1;

e Centrifuga, marca Metroterm, modelo MTD lll Plus;

e Incubadora (shaker), marca New Brunswick Scientific Co. INC., modelo G24

Environmental Incubator Shaker;
4.1.3. Métodos

4.1.3.1. Andlise da Didanosina

A ddl foi quantificada por cromatografia liquida (HPLC). Para a analise
utilizou-se coluna Lichrospher 100 RP — 18 (5 um). A fase movel foi constituida de
solucgdo de acetato de aménio 0,015 mol dm™ e acetonitrila. A eluicdo do farmaco
foi realizada através de um gradiente de acetato de aménio 0,015 mol dm3. O

comprimento de onda do detector ultravioleta foi definido em 248 nm.

4.1.3.2. Preparacao das Solucoes de Quitosana

Inicialmente a quitosana foi suspensa em metade da agua Milli-Q
necessaria e em seguida adicionou-se o acido acético glacial. A mistura foi feita
com agitagdo magnética por 24 h a temperatura ambiente (25°C) e completou-se o
volume com o restante da agua. Agitou-se por mais 24 h em temperatura
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ambiente e estocou-se em refrigerador (5°C) para prevenir a proliferagdo de
microrganismos. Durante o longo processo de agitacdo, o recipiente foi

devidamente coberto com filme plastico para evitar a evaporagao do solvente.

4.1.3.3. Producao das Particulas de Quitosana

A técnica de gelificacdo ionotrépica consiste basicamente na adigdo de
solugao de agente gelificante a solugdo de quitosana 0,25 % (m/v) sob agitagao
mecénica. A reticulagdo das particulas ocorre com a gelificagdo ionotropica

através de um dos agentes gelificantes: TPP e NaOH.

Influéncia da Concentracao e Tipo de Agente Reticulante

Inicialmente foi estudada a influéncia do TPP e NaOH no didmetro médio e
distribuicdo das particulas de quitosana formadas. Ambos os agentes reticulantes
foram usados em 2 concentragdes: 0,10 e 1,00 % (m/v). A concentragdo da
solucdo de quitosana foi 0,25 % (m/v), e a adicdo dos agentes gelificantes foi
gradativa, sob agitagao mecanica utilizando rotor do tipo pa dentada (1.500 rpm).

Apos cada adigao de agente gelificante, eram retiradas aliquotas do meio
para analise do didmetro das particulas formadas. Em seguida, as aliquotas eram
retornadas ao meio reacional, para manter a quantidade inicial de quitosana, e
prosseguia-se com nova adi¢gao do agente reticulante. Ao final do experimento, as
particulas obtidas com 1,00 % (m/v) de TPP foram congeladas com nitrogénio

liquido e liofilizadas para a analise da morfologia.

Influéncia da Velocidade de Agitacao

A influéncia da velocidade de agitacao foi feita com as particulas contendo
1,00 % (m/v) de TPP. Foi usado um agitador mecénico com rotor do tipo pa
dentada, e velocidades de agitacdo 500, 1.500 e 2.500 rpm. Da mesma maneira
descrita anteriormente, a evolugdo do diametro das particulas foi acompanhada

através de analise de aliquotas retiradas do meio.

Influéncia do Excesso de TPP

Nestes experimentos foram utilizadas quantidades maiores de TPP em
relacdo a quantidade maxima utilizada nos experimentos descritos acima. Os

experimentos foram programados de acordo com a Tabela 10. Para estes
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experimentos foi efetuada a adicdo gota-a-gota da solugdo de TPP (tempo de
adicdo ~ 1 min), com exceg¢ao do experimento 6 na qual a adi¢gao foi realizada

lentamente durante 20 min com auxilio de bomba peristaltica.

TABELA 10. Experimentos realizados para verificar o efeito do excesso de

tripolisfosfato de soédio (TPP) no didmetro das particulas.

Experimento Razao massica (g de quitosana/g de TPP)

1,67
1,25
1,00
0,83
0,71
1,25

oo OO B~ WN -

4.1.3.4. Caracterizacado das Particulas

Diametro Médio e Distribuicao de Tamanhos

O didmetro médio e distribuicdo de tamanhos das particulas foram
determinados por espalhamento de luz utilizando laser de alta poténcia. As
particulas com didmetro até 1 um foram analisadas em equipamento Malvern
Autosizer 4700. As particulas maiores que 1 um foram analisadas em
equipamento Malvern Mastersizer (Modelo E) do Laboratério de Uso Comum da
Faculdade de Engenharia Quimica (LUC-FEQ).

Morfologia

As particulas foram congeladas com nitrogénio liquido e liofilizadas por
48 h. Apos a liofilizagao, as particulas foram metalizadas com ouro e analisadas

por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
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4.1.3.5. Estabilidade da Didanosina

Tendo em vista a instabilidade da ddl em meios acidos, foram realizados
testes de estabilidade com o tempo nas solugdes de ddl preparadas em acido
acético e em tampao acetato de sodio, em duas concentracdes, e expostas a
niveis diferentes de pH, conforme apresentado na Tabela 11. Nos experimentos
preparou-se uma solugdo contendo 0,16 mg de ddl cm™ de solugdo com volume
de 50 cm?®. Apds a adicdo da ddl, a solugdo foi sonicada por 1 min para auxiliar a
solubilizacdo. As amostras foram retiradas em intervalos de tempos pré-definidos

e injetadas no cromatégrafo para andlise da concentragéo de ddl.

TABELA 11. Solugdes utilizadas no estudo da estabilidade da didanosina.

Solugao Concentracéo (mol dm™) pH
Acido Acético 0,875 2,61
Tampao Acetato de Sédio 0,875 5,63
Tampao Acetato de Sédio 2,000 5,61
Tampéao Acetato de Amdnio 0,015 6,69

4.1.3.6. Incorporacao da Didanosina

A incorporagao da ddl foi feita utilizando duas técnicas diferentes: durante a
formacao das particulas e por hidratacao das particulas pré-formadas. Em ambos

0s casos a eficiéncia de incorporagao foi calculada pela equagao (1).

(M INICIAL —_ M FINAL) %100 (1 )

Eficiéncia de Incorporacio (%)=
MINICIAL

onde MniciaL € @ massa inicial de ddl e Mgna. € @ massa de ddl no sobrenadante.

4.1.3.6.1. Incorporacao Durante a Formacao das Particulas

Nesta técnica de incorporacao utilizou-se o processo de formacdo de
particulas descrito no item 4.1.3.3 com a adicao prévia do farmaco a solugao de

tampao e TPP.
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A adicdo da solugcdo de agente gelificante a solugdo de quitosana foi
realizada em 1 min sob agitagdo mecéanica (1.500 rpm) sendo que apdés a adicao,
a suspensao foi agitada por mais 1,5 min. As particulas foram centrifugadas a
12.000 rpom por S5 min e o sobrenadante foi devidamente diluido em tampao
acetato de aménio 0,015 moldm™ para a andlise cromatografica. Nestes
experimentos utilizou-se a razdo de 1 g de quitosana/2 g de TPP. A Tabela 12

mostra as condi¢cdes dos experimentos:

TABELA 12. Condicbes experimentais dos experimentos de incorporacao.

Experimento ~ Concentragao de Quantidade de ddl Tampé&o da Solugéo de

Quitosana (%) (mg) ddl e TPP
1 0,25 50 Acetato de Sédio
2 0,25 100 Acetato de Sddio
3 0,50 50 Acetato de Sédio
4 0,50 100 Acetato de Sddio
5 0,50 100 Acetato de Aménio

Outro experimento, o numero 6, foi feito nas mesmas condi¢cbes que o
experimento 4, diferindo somente na forma de adicdo da solucdo ddI/TPP.
Inicialmente foi adicionado 1/5 da quantidade de TPP, em seguida fez-se a adi¢gao
da ddl e finalmente, o restante (4/5) do TPP. A intercalagdo da adicdo da ddl e
agente reticulante visou obter-se maior eficiéncia de incorporagdo e aumento do
carregamento do farmaco nas microparticulas.

Apods a preparacédo, as particulas foram centrifugadas e ressuspensas em

solucao tampao. A ddl do sobrenadante foi analisada por cromatografia liquida.

4.1.3.6.2. Incorporacao por Hidratacao das Particulas Secas Pré-Formadas

Foi realizada previamente a sintese de particulas isentas de ddl, utilizando
o procedimento descrito anteriormente e solugdes de quitosana 0,50 % (m/v) e

TPP 1,00% (m/v) na razdo de 1mg de quitosana/2mg de TPP. Apds a
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centrifugacéo da suspensao, as particulas foram congeladas em freezer durante
uma noite e liofilizadas durante 48 h.

A incorporagdo da ddl consistiu em incubar as particulas secas com uma
solucdo de ddl em tampao acetato de aménio (0,015 mol dm™). A suspensao foi
agitada a 200 rpm em agitador reciproco com temperatura controlada em 27°C. Ao
final de intervalos de tempos definidos (1, 2 e 12 h), o material foi centrifugado por
20 min a 3.000 rpm. O sobrenadante foi diluido e analisado em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 248 nm. Para a analise espectrofotométrica foi
construida uma curva de calibracdo da ddl com concentragdes variando de 2,50 a
25,00 pg cm™.

4.1.4. Resultados e Discussao

4.1.4.1. Producao de Particulas de Quitosana

A producdo de particulas de quitosana por gelificagdo ionotropica foi
estudada acompanhando-se a evolugao do tamanho das particulas com a adi¢cao
do agente gelificante, visando identificar as regides de produgdo predominante de
nano e microparticulas, em fungdo da concentracdo e tipo do agente de
gelificagdo. As particulas obtidas foram adicionalmente caracterizadas com

relacdo a morfologia e caracteristicas de superficie.

4.1.4.2. Diametro Médio e Distribuicao de Tamanhos

As Figuras 9 e 10 mostram a variagéo do didametro médio e distribuicao de
tamanhos das particulas com a adigdo dos agentes gelificantes NaOH e TPP.
Para ambos os agentes, observa-se pelas Figuras 9 (a) e 10 (a) que os perfis
apresentam trés regides distintas: (1) inicialmente a redugdo gradativa de
tamanhos que evidencia a formacao das particulas pela interagdo do polimero
com o agente de gelificagdo, seguida de uma regido (2) onde o didametro médio é
aproximadamente constante, apds a qual (3) ocorre um aumento brusco para um
nivel constante, independente da adicdo de maior quantidade de agente de
gelificacdo. Nessa ultima etapa observa-se experimentalmente a precipitacdo das

particulas.
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CALVO et al. (1997)* verificaram resultados semelhantes na preparacéo de
particulas pela mesma técnica. Eles testaram diversas concentracbes de
quitosana e TPP e determinaram diagramas que estabelecem regides distintas de
formagao de particulas: regido de solugédo, regido de nanoparticulas e regido de
agregados, semelhantes, respectivamente as regides 1, 2 e 3 deste trabalho.

A partir dos perfis das Figuras 9 (a) e 10 (a), pode-se determinar razbes
massicas entre o polimero e o agente gelificante (g de quitosana/g de agente
gelificante) para as quais a formagao das particulas € iniciada e a neutralizagédo
total das cargas onde ocorre a sua precipitagao. Nas condi¢gdes dos ensaios, estas
razdes foram: 0,25 e 0,08 para o NaOH e 5,00 e 2,00 para o TPP.

Observa-se nas Figuras 9 (a) e 10 (a) que o diametro médio das particulas
na regido (2) foi menor que 600 nm quando a concentracdo do agente de
gelificagdo foi igual a 1,00 % (m/v), e menor que 400 nm para a menor
concentragao da solugao gelificante (0,10 % (m/v)). Os pontos das Figuras 9 (a) e
10 (a) representam diédmetros meédios, e as distribuicdes de tamanhos de alguns
destes pontos sdo apresentadas nas Figuras 9 (b-c) e 10 (b-c). A distribuicdo de
tamanhos das particulas mostrada nas Figuras 9 (b) e (c) evidencia a agregacgao e
formagdo de nanoparticulas na regidao (2) e de microparticulas (regidao 3), e a

polidispersidade da populacéo.
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FIGURA 9. Influéncia do hidroxido de sodio (NaOH) no didmetro médio e
distribuicdo de tamanhos das particulas: (a) didmetro médio; (b)
distribuicdo de tamanhos para 0,10 % (m/v) de NaOH; (c) distribuigéo
de tamanhos para 1,00 % (m/v) de NaOH.
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FIGURA 10. Influéncia do tripolifosfato de sédio (TPP) no didmetro médio das
particulas: (a) didmetro médio; (b) distribuicdo de tamanhos para
0,10 % (m/v) de TPP; (c) distribuigdo de tamanhos para 1,00 % (m/v)

de TPP.
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E possivel verificar, nas Figuras 9 (b-c) e 10 (b-c), que as particulas sdo
polidispersas, ou seja, apresentam mais de uma populagdo. Se assumirmos uma
simples populagdo que segue uma distribuigdo Gaussiana, entdo o indice de
polidispersidade (Pdl), calculado pela equacéao (2), esta relacionado com o desvio

padrao (o ) de uma distribuicdo Gaussiana hipotética e o tamanho principal médio
(Zb).

2
o
Pdl = {Z_] (2)

De acordo com manual do equipamento de analise do tamanho de
particulas (Malvern), amostras com indice de polidispersidade menores que 0,04
podem ser consideradas monodispersas. A Figura 11, para 0,10 % (m/v) de TPP,
apresenta valores bem maiores do que 0,04 confirmando a distribuicdo multi-
modal (ou multi-picos) observados nas Figuras 9 (b-c) e 10 (b-c). Também é
possivel verificar as trés regides distintas de formagao de particulas na Figura 11.
Comportamento semelhante foi encontrado para o NaOH.

As trés regides de formacdo de particulas podem ser relacionadas as
estruturas predominantes encontradas no meio reacional. Na regido 1 ocorrem
principalmente cadeias distendidas de quitosana (estrutura 1), neste caso a
quantidade de TPP presente no meio reacional €& muito pequena,
consequentemente as cadeias poliméricas encontram-se principalmente
distendidas. Na regido 2 a maior predominancia é de nanoparticulas (estrutura 2),
ou seja, a quantidade de TPP é suficiente para promover o enovelamento das
cadeias de quitosana e consequente formacio das nanoparticulas. Finalmente, na
regidao 3, a quantidade de TPP é maior do que a quantidade estequiométrica para
neutralizacdo das cargas da cadeia de quitosana, assim 0 excesso de cargas
negativas, decorrentes do TPP, promove a precipitagdo das nanoparticulas
formando microparticulas (estrutura 3).

Na regido (1) o indice de polidispersidade é igual a 1, o que indica a
presenga de varias populagdes, principalmente estrutura 1 e algumas populagdes

de estrutura 2. Na regido (2), apesar da distribuigdo multi-modal persistir, ha uma
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reducdo no indice de polidispersidade, o que evidencia a predominancia de
nanoparticulas (estrutura 2). No inicio da regiao (2), coexistem nanoparticulas
(estrutura 2) e cadeias distendidas de quitosana (estrutura 1), a medida em que a
quantidade de TPP se aproxima da regido (3), as populagbes de estrutura 1
tendem a desaparecer e surgem as primeiras populagdes de microparticulas
(estrutura 3). Na regiao 3, as nanoparticulas (estrutura 2) tendem a precipitar para
a formagao de microparticulas (estrutura 3).

A medida que o agente gelificante é adicionado, estas populagdes vao
desaparecendo dando origem a novas populagdes menores. Um grafico tipico do
indice de polidispersidade é apresentado na Figura 11 para a solugdo com menor
concentragéo de TPP (0,10% (m/v)).
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FIGURA 11. Variacdao do indice de polidispersidade em fungdo da massa de
tripolifosfato de sodio (TPP).

O uso de hidroxido de sédio, como agente gelificante gerou particulas
bastante polidispersas (Figuras 9 (b) e (c)). Com o aumento da quantidade de
hidroxido de sodio, as particulas distribuiram-se em duas ou trés populagdes.
Mesmo na iminéncia da precipitagdo, as particulas ainda estavam polidispersas.

Observa-se, nas Figuras 10 (b) e (c), a presenga de duas populagdes de

particulas para menores quantidades de TPP. No entanto, a medida que a
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quantidade de TPP aumenta, ha redugao da populacido maior até que a mesma
desapareca e as particulas concentram-se na menor populagdo. Na iminéncia da
precipitacdo das particulas ha apenas esta populacdo. Este comportamento deve-
se a forte interagao entre o TPP com as cadeias da quitosana, de modo que o
cisalhamento ndo é suficiente para o rompimento das particulas. Além disso, as
interagdes iOnicas nesta etapa evitam a presenca de cadeias poliméricas nao
gelificadas ou livres. O enovelamento das cadeias poliméricas decorrentes das
interacdes eletrostaticas possibilita a encapsulacdo de bioativos na matriz
formada. A possibilidade de interagao entre o TPP e a quitosana pode resultar da
carga negativa do fosfato trivalente, trés unidades glucosamina das quitosana.

Ainda nas Figuras 9e 10 (a, b ou c), os graficos de distribuicdo de
tamanhos mostram através da reducado do tamanho das particulas, a contracéo do
polimero e interagdo com o agente de gelificagdo. Antes da adigao do agente de
gelificacédo, o tamanho da particula era de 2.000 nm, que corresponde a cadeia de
polimero distendida. Com a adi¢do do agente de gelificacdo observa-se reducéo
no diametro médio das particulas, decorrente da contracdo das cadeias
poliméricas devido as interagbes agente-polimero. No caso da gelificagdo com
NaOH a melhor distribuicdo de tamanhos foi obtida com 1,00 % de concentracéo,
enquanto que com o TPP a distribuicdo foi mais estreita para a concentragcao de
0,10 % (m/v).

A Figura 12 relaciona os valores de pH observados para cada ponto das
Figuras 9 (a) e 10 (a). A complexagao do polimero com o agente de gelificagao por
interacao eletrostatica, com consequente neutralizagdo das cargas e redugao da
solubilidade da quitosana, é a forgca motriz para a formagao das particulas, e no
caso do NaOH tem-se também a redugao da solubilidade do polimero pelo
aumento do pH da solugdo, como pode ser visto na Figura 12. Para o TPP a
variagdo do pH foi menor que uma unidade. Observa-se, para as duas
concentracdes, que para o TPP ha uma pequena diferenca entre os valores de pH
(Figura 12 (a)), ao contrario dos valores para o NaOH (Figura 12 (b)) que estéo
praticamente sobrepostos. O NaOH além de ser uma molécula bem menor que o
TPP, suas interagbes com as cargas da quitosana nao sao tao intensas como as
do TPP, desta forma a homogeneidade do meio € mais favorecida pelo

cisalhamento da agitagéo, independentemente da concentragdo de NaOH.
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A concentracdo maior do TPP, aliada a sua interagdo mais intensa com a
quitosana, dificulta a homogeneizacdo do meio reacional € o aumento do pH da
solugdo de quitosana, ao contrario da menor concentragdo de TPP, cuja

homogeneizagéo é mais facil.
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FIGURA 12. Variagao do pH durante a formagao das particulas: (a) tripolifosfato
de sddio, (b) hidroxido de sédio.

Os resultados do efeito da velocidade da agitagdo mecéanica no didametro
médio das particulas sdo mostrados na Figura 13. Apesar das diferengas n&o
serem muito expressivas, observa-se que quanto maior a velocidade de agitagao,
menor o didmetro médio atingido no patamar da regido 2, isto porque o
cisalhamento € mais intenso. Na regido 1, logo apos o inicio da adigao da primeira
aliquota de TPP, é possivel observar que a velocidade de agitacdo tem efeito
maior no didmetro médio das particulas. A Figura 13 também mostra que a
quantidade de TPP em que ocorre a precipitacao das particulas € independente
da velocidade de agitacdo, ou seja, existe uma razao massica definida entre a

quitosana e o TPP.
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FIGURA 13. Influéncia da velocidade de agitagdo mecanica no didmetro médio

das particulas.

Foi selecionada a solu¢cdo de TPP com concentragdo igual a 1,00 % (m/v)
para estudar o efeito da quantidade de TPP apds a precipitagcado das particulas, ou
seja, na regido 3 quando a razao massica € menor que 2 g de quitosanal/g de
TPP. A Figura 14 mostra os valores do diametro médio de microparticulas obtidas
com quantidades excessivas de TPP. Observa-se que as microparticulas
apresentaram diametro aproximado de 22 um, com excegdo dos experimentos
para razao de 1,67 e 0,71 g de quitosana/g de TPP, que apresentaram, o menor

(17,92 um) e maior (26,36 um) diametro medio, respectivamente.
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FIGURA 14. Comparagao entre os didmetros médios das particulas utilizando
diferentes razbes massicas de quitosana e tripolifosfato de sédio

(TPP) correspondente a regido 3 de precipitagao.

A Figura 15 mostra o efeito do tempo de adicdo do TPP no tamanho das
particulas. Em ambos os experimentos, foram utilizadas as mesmas quantidades
de TPP. Observa-se que ao fazer a adi¢ao lenta do TPP ha uma reducido no
didmetro médio das particulas. Nessas condigdes, o meio reacional dispde de
tempo maior para o arranjo ordenado das cadeias poliméricas na formagao das
particulas, e este arranjo, em tese mais ordenado, possibilita a obtencdo de
particulas menores. A adi¢ao lenta do TPP favorece sua difusdo no interior das
cadeias de quitosana, favorecendo maiores interagdées entre as cargas negativas
do TPP e as cargas positivas da quitosana tornando as particulas menores. Por
outro lado, a adigdo rapida do TPP dificulta sua difusdo, consequentemente a
neutralizagdo das cargas positivas da quitosana € dificultada. Além disto, a adigéo

rapida também pode promover a reticulagao da superficie da particula que dificulta
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a interiorizacdo do TPP, consequentemente, com o interior menos reticulado, as
cadeias de quitosana permanecem mais estendidas e as particulas obtidas sao

maiores.
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Forma de Adicdo do TPP

FIGURA 15. Comparagao entre os diametros médios das particulas para duas
formas de adicdo de uma mesma quantidade de tripolifosfato de
sodio (TPP).

4.1.4.3. Morfologia das Particulas

A Figura 16 (a e b) mostra as micrografias da amostra de microparticulas
secas obtidas para 1,00 % (m/v) de TPP. Observa-se pela Figura 16 (a) que a
populacao é predominantemente de particulas esféricas. A presenca de estruturas
amorfas com brilho intenso (de coloragao branca), deve-se provavelmente aos
efeitos de artefatos na preparacédo das amostras. A fotografia da superficie de uma
particula esférica é mostrada na Figura 16 (b). E possivel verificar que a particula

apresenta superficie rugosa com presencga de alguns poros.
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FIGURA 16. Micrografias obtidas através de microscopia eletrénica de varredura:

(a) (aumentada 100 vezes) (b) (aumentada 3.640 vezes). particulas
de quitosana obtidas com 1,00 % (m/v) de TPP.
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4.1.5. Estabilidade da Didanosina em Solucao

Para todas as solugcdes tampdes estudadas observou-se que a ddl
manteve-se estavel no tempo estudado de 2 h, indiferentemente da concentragéo
do tampao acetato de sodio (0,875 e 2 mol dm'3) e do tipo de tampao, acetato de
sédio ou aménio. Para estes ensaios ndo houve variagao maior que 1 % da massa
inicial da ddl utilizada no teste, com excegdo da solugdo de acido aceético
(0,875 mol dm™, ou seja, com a mesma concentragdo de acido acético contido na
solugéo de quitosana). Para esta solugao, 97,83 % da ddl foi degradada em 1,5 h.
A Figura 17 mostra esta degradagao através da porcentagem massica da ddl em

relagdo a massa total inicial.

120
O Acido Acético

100 1 0,875 mol dm™
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0 \
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FIGURA 17. Influéncia do solvente na degradagéo da didanosina em fungéo do

tempo.

O cromatograma tridimensional da Figura 18 mostra os picos da ddl
(8,3 min) e da hipoxantina (3,7 min), o produto da degradacédo. Observa-se que
todos estes compostos apresentam absorbancia maxima no comprimento de onda
de 248 nm. Este fato dificulta a analise da ddl por técnicas espectrofotométricas, a

menos que seja garantida sua estabilidade meio.
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FIGURA 18. Cromatograma tridimensional da didanosina e hipoxantina em
solucdo de acido acético (0,875 mol dm™) apds 90 min.

4.1.6. Incorporacao da Didanosina em Particulas de Quitosana

4.1.6.1. Incorporacao Durante a Formacao das Particulas

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos para a incorporagdo do
farmaco durante a formacéo das particulas. A eficiéncia de incorporag¢ao variou de
7 a 10 %, observando-se que o aumento da concentragdo do farmaco promoveu
aumento da eficiéncia de incorporacdo para ambas as concentracbes de
quitosana (ensaios 1 e 4). A baixa eficiéncia de incorporagdo deve-se a menor
porosidade da matriz polimérica preparada com excesso de TPP (0,5g de
Quitosana/g de TPP, correspondente a regidao 3) relativo a concentracdo de
precipitacdo das microparticulas. Essas condigbes, apesar de garantirem a
separacao total da quitosana no sobrenadante e possibilitarem a analise precisa
da ddl no sobrenadante, conduziram a matrizes com elevada resisténcia difusional

interna, mesmo para moléculas de baixa massa molar como a ddi
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(236,23 g mol™"). Isto também pode ser comprovado com o aumento da
incorporagao quando se aumenta a quantidade de quitosana na solugao para uma
mesma quantidade de ddl. A partir desses resultados, infere-se que a difuséo
intraparticula €, portanto, a etapa controladora do processo de incorporacéo.

A Tabela 13 mostra que na presenga de tampéao acetato de aménio as
eficiéncias de incorporacédo foram menores do que com tampao acetato de sddio.
Um fato que deve ser considerado neste caso € que o tampé&o acetato de amdnio
(0,015 mol dm™®) é muito mais diluido que o tampdo acetato de sodio
(0,875 mol dm™), o que diminui a forga idnica do meio.

A repeticdo dos ensaios 4 e 6 da Tabela 13 mostra a variagdo em termos
de eficiéncia de incorporacao é relativamente pequena, cerca de 1 % de variagao
entre as repeticdes. No entanto, quando se compara, por exemplo, as massas
incorporadas nas repeticbes do ensaio 4 foram 10,06 e 8,91 mg, o que mostra que
a variagao entre os valores € quase 10%. Mas é importante levar em consideragao
que a magnitude dos valores de massa incorporada destes ensaios € aceitavel,
uma vez que as comparacdes devem ser feitas em relacdo a massa inicial de ddl

ou mesmo pelos valores da eficiéncia de incorporagao.

TABELA 13. Eficiéncia de incorporacdo e massa incorporada para diferentes

concentragdes de quitosana e didanosina (ddl).

Ensaio Concentracdo de Massa de Massa Eficiéncia de
Quitosana (%) ddl (mg) Incorporada (mg)  incorporagao (%)

1 0,25 50 3,52 7,16

2 0,25 100 8,25 8,25

3 0,50 50 4,38 8,91

4 0,50 100 10,06 10,07
8,91** 8,98**

5 0,50 100 7,53 8,04

6* 0,50 100 8,86 8,92
7,79** 7,85**

OBS: No ensaio 5 utilizou-se tampéo acetato de amodnio, nos demais ensaios foi utilizado
tampao acetato de soédio; *Adi¢ao intercalada de TPP (1/5), didanosina e TPP (4/5);
** Repeti¢coes do ensaio.
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Os experimentos da Tabela 13 utilizaram 0,5 g de quitosana/g de TPP, ou
seja, quantidade maior de TPP se comparado os trabalhos de VILA et al. (2002) e
JANES et al. (2001)* que utilizaram a mesma técnica. VILA et al. (2002)
encapsularam insulina e toxdide tetanico e obtiveram eficiéncia de encapsulacao
de 94,7 e 55,1 %, respectivamente, utilizando 6 g de quitosana/ g de TPP. Por
outro lado, JANES et al. (2001)* obtiveram valores de 9 a 22 % para a
encapsulacdo da doxorrubicina utilizando 3 g de quitosana/g de TPP. Estes
trabalhos indicam que o aumento na quantidade de TPP, reduz a eficiéncia de
encapsulacéo.

Também se observa, a partir da Tabela 14 que este ensaio apresentou a
maior porcentagem massica de composto degradado (hipoxantina) no
sobrenadante. Esta degradacdo é provavelmente maior porque a solucdo de
quitosana 0,50 % (m/v) apresenta pH igual a 3,01, mas quando se faz a adigéo da
solugdo contendo o agente gelificante e a ddl em solugdo tampao acetato de
amoénio (0,015 mol dm? e pH =6,69), o pH aumenta para 3,30. No caso do
tampéo acetato de sédio (ensaios 1 a 4), o pH aumentou de 3,01 para 4,70 e a
degradacgao da ddl foi menor.

A didanosina em estudo apresenta biodisponibilidade oral de cerca 42 %.
Esta biodisponibilidade é baixa porque ocorre a sua degradagao no suco gastrico
antes mesmo de chegar ao intestino, além da absorg&o relativamente moderada.
A biodisponibilidade seria ainda menor se nao fosse a presenca de tampdes no
excipiente do comprimido. A dosagem diaria da ddl, nesta condi¢ao tamponada, é
de 200 mg duas vezes ao dia, desta forma aproximadamente 84 mg de ddl é
absorvida pelo intestino. Se considerarmos que a quantidade de 200 mg de ddli
deve ser incorporada, deveremos ter comprimidos ainda grandes, ja que as
quantidades de quitosana mostradas na Tabela 14 sao relativamente altas, isto
sem contar com a massa de TPP que € incorporada a particula de quitosana.

A Tabela 14 mostra ainda que os ensaios 2 e 3 apresentaram, a melhor e a
pior relacdo de massa de ddl por massa de quitosana respectivamente, o que
consequentemente influi nas quantidades de quitosana necessaria para incorporar
200 mg de ddl.
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TABELA 14. Porcentagem massica final de hipoxantina, quantidade de quitosana
para incorporar 200 mg de didanosina (ddl) e relagao massica entre

didanosina e quitosana.

Porcentagem mg de ddlI Quantidade de quitosana (em
Ensaio  massica final incorporada/mg de grama) necessaria para incorporar
de hipoxantina quitosana 200 mg de ddlI

1 0,16 0,070 2,857
2 0,05 0,164 1,219
3 0,10 0,035 5,714
4 0,08 0,082 2,439

0,13 0,089 2,247
5 0,29 0,075 2,666
6* 0,12 0,089 2,247
0,14 0,078 2,564

*Adicao intercalada de TPP (1/5), didanosina e TPP (4/5)

A Figura 19 mostra que a adigdo conjunta favorece a incorporagéo da ddl e
também que os ensaios 4 (adigdo conjunta) e 6 (adi¢ao intercalada) apresentam
boa repetibilidade. O ensaio 6, semelhante ao ensaio 4, foi realizado com a
finalidade de verificar o efeito da adicdo separada de ddl e TPP. Inicialmente 1/5
da quantidade de TPP é adicionada, ha a formacao de nanoesferas (regido 2), em
seguida a ddl é adicionada e finalmente ocorre a precipitagdo com a adi¢cao do
TPP restante (4/5). De acordo com o teste-t, com 95 % de confianga, ndo ha
diferencgas significativas entre as eficiéncias de incorporagdo dos ensaios 6 e 4.
Desta forma, para maior simplicidade do processo, a adigdo conjunta de TPP e ddI

foi escolhida para as etapas posteriores do trabalho.
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FIGURA 19. Eficiéncia de incorporagdo da didanosina durante a formagdo de

microparticulas de quitosana em fungao da sua forma de adicao.

4.1.6.2. Incorporacao por Hidratacao das Particulas Secas Pré-Formadas.

A Tabela 15 mostra os resultados obtidos para a incorporagdo da ddl
através da hidratacao das particulas secas pré-formadas. Nos ensaios foi utilizado
0,2 g de microparticulas secas em 40 cm® de meio. A massa das microparticulas
foi calculada tomando como base a concentracdo obtida apds a liofilizagao,
0,005 g de microparticulas/cm®. Observa-se que a eficiéncia de incorporacéo é
muito baixa se comparada com os valores obtidos quando a ddl € incorporada
durante a formagéao de particulas.

A incorporagdo por impregnagdo apresentou valores mais baixos de
eficiéncia se comparados com aqueles obtidos para a incorporagdo durante a
formacgado das particulas. Essas diferencas devem-se provavelmente a presenca
de poros pequenos, formados durante a reticulagdo com excesso de TPP,
limitando assim a difusdo da ddl para o interior da particula e, portanto, a sua
incorporacdo. Nesse caso, as limitagbes difusivas sao muito mais intensas que

para a incorporacao durante a formagao das particulas.
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Também é possivel observar que o tempo necessario para atingir o
equilibrio na impregnacado € bem proximo de 1h, ja que em 12 h ndo houve

alteragao significativa na eficiéncia de incorporacgao.

TABELA 15. Eficiéncia de incorporagao da didanosina (ddl) em microparticulas de

quitosana pré-formadas.

Tempo de Impregnacgao das P : ~ /0
Massa de ddl (mg) Microparticulas com a ddl (h) Eficiéncia de incorporacéo (%)

50 1 1,37
12 1,97

100 1 2,23
12 2,45

A incorporacédo de bioativos em microparticulas de quitosana previamente
formadas também foi estudada por diversos autores. BERTHOLD et al. (1996)
encapsularam fosfato de prednisolona sodico através da adsorcdo do anti-
inflamatorio em microesferas de quitosana previamente preparadas pela técnica
de precipitacdo com sulfato de sodio. Através da variagdo da razao
farmaco/microesferas, os autores obtiveram valores de eficiéncia de incorporagao
que variaram de 23 a 80 %.

Diclofenaco de sédio foi incorporado por KUMBAR et al. (2002) através da
sua adsor¢cao em microesferas de quitosana preparadas pela técnica da emulsao.
As particulas previamente formadas foram incubadas em solugdo de diclofenaco
de sodio e os resultados mostraram que a eficiéncia de incorporagéo variou de 15
a 30 % dependendo do agente de reticulagéo e da sua concentragao.

LUBBEN et al. (2001) também estudaram a incorporagéo da ovoalbumina
como um composto modelo de vacinas labeis no meio gastrico, obtendo eficiéncia
de incorporacéo da ordem de 40 %.

A comparacdo desses resultados da literatura com os obtidos neste
trabalho mostra a importancia do contato entre polimero e material a ser
incorporado, promovido pelo método de incorporagdo, e do agente reticulante e
intensidade de reticulagdo, responsaveis pela formacdo dos poros nas

microparticulas.
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4.2. PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

4.2.1. Preparacao das Microesferas

A técnica de planejamento fatorial foi utilizada para maximizar a eficiéncia
de incorporacdo da ddl. As variaveis estudadas foram: concentracdo de TPP
(% de TPP em relagdo a massa de quitosana), concentracdes de quitosana e ddl.

O planejamento fatorial tipo estrela é indicado quando as equacgdes das
superficies de resposta apresentam comportamento n&o linear, ou seja,
quadratico. Em um primeiro momento foi realizado um planejamento simples (oito
ensaios e mais trés repeticdes no ponto central), que possibilita apenas o ajuste
de modelos lineares, mas estes ndo apresentaram bons ajustes. Além disto, o
programa STATISTICA, através do modulo de planejamento experimental,
possibilitou a checagem da curvatura das superficies de resposta do planejamento
fatorial simples, ou seja, a verificagdo do seu comportamento nao linear. Tal
checagem confirmou a curvatura das superficies e o planejamento fatorial foi
refeito com o tipo estrela, composto de oito ensaios mais trés repeticdbes no ponto
central e seis pontos axiais.

As solugdes tampdes utilizadas nas etapas anteriores nao possibilitaram
aumento suficiente do pH para valores seguros no que diz respeito a estabilidade
da ddl, apesar de que em nenhum dos experimentos a sua degradacgao foi
significante como mostrado na Tabela 14. Inicialmente, uma das estratégias para
o0 aumento do pH foi o uso de solugbes mais concentradas de tampao, no entanto
o aumento nao foi suficiente para atingir valores de pH maiores que 7,00. No
planejamento de experimentos optou-se pelo uso do hidroxido de magnésio como
tamponante do meio reacional de formacdo das particulas, pois este €
normalmente utilizado como tampéao para a ddl nos comprimidos comerciais. Além
disto, o hidroxido de magnésio garante de forma mais eficiente a elevacao do pH
durante a preparagao das particulas. Foram realizados estudos preliminares para
determinar a menor quantidade de hidréxido de magnésio, necessaria para elevar
o pH durante a formacédo das particulas e garantir um meio basico capaz de
manter a ddl estavel no meio. A quantidade utilizada de hidréxido de magnésio foi

de 30 % em relagdo a massa de quitosana do experimento.
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A quantidade necessaria de acido acético para solubilizar toda a quitosana
foi determinada para cada concentragao de quitosana utilizada no planejamento
de experimentos. Esta quantidade foi baseada em testes onde solucbes de
mesmas concentragcdes de quitosana foram solubilizadas com quantidades
diferentes de acido acético. Apds a visualizagdo a olho nu e no microscépio 6tico
foi possivel estabelecer qual a quantidade minima de acido acético necessaria
para solubilizagdo total da quitosana. Minimizando-se a quantidade de acido
aceético, obtém-se solucdes de quitosana com valores de pH mais elevados, o que
€ desejavel para preservar a estabilidade da ddl. Nas etapas anteriores deste
trabalho, as solugdes de quitosana foram obtidas com excesso de acido acético e
consequentemente, os valores de pH foram mais baixos. A Tabela 16 mostra as
concentracbes de acido acético utilizadas para a solubilizagdo de diferentes
concentragcdes de quitosana. Nesses ensaios o pH inicial da solugao de quitosana

foi ajustado em 4,80.

TABELA 16. Relacao das concentragdes de quitosana e acido acético.

Concentracao de Quitosana (%) (m/v) Concentragao de Acido Acético (%) (V/v)
1,33 0,46
2,00 0,75
3,00 1,00
4,00 1,25
4,67 1,87

Esses experimentos de incorporagéo foram todos realizados tomando como
base 60 cm® de solugdo A (Quitosana) e 60 cm® de solugdo B (TPP, Mg(OH); e
ddl). A adicdo lenta (tempo de adicdo ~ 1 min), da solugdo B a solugao A, foi
realizada sob agitacdo mecanica a 4.500 rom. A velocidade de agitagao, trés
vezes maior do que a utilizada nos experimentos do item 4.1.3.6.1, foi
estabelecida para garantir a homogeneidade do meio, devido ao aumento da
concentragdo de quitosana nas solugdes. O tempo de agitagdo de 90 min, muito
maior do que o tempo dos experimentos do item 4.1.3.6.1 (tempo de
agitacdo = 1,5 min), também foi estabelecido para garantir a homogeneidade e

equilibrio no meio reacional.
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Devido ao Mg(OH),, em menos de 5 min o pH do meio reacional atingiu
valores maiores que 7,00. Apds 90 min, a suspenséao de particulas foi centrifugada
e a ddl foi quantificada no sobrenadante através do método espectrofotométrico.
As particulas foram congeladas através de uma unica imersdo em nitrogénio
liquido e liofilizadas durante 48 h para realizagdo posterior dos testes de liberagao
e intumescimento. Antes da liofilizacdo as particulas foram observadas no
microscopio otico para determinagao da distribuicdo de diametros.

As Tabelas 17 e 18 mostram os niveis das variaveis € o planejamento
fatorial proposto.

A escolha dos niveis da concentracdo de quitosana baseou-se nos
resultados obtidos anteriormente. Nas etapas anteriores utilizaram-se solu¢des de
quitosana com concentragdes relativamente baixas, 0,25 e 0,50 % que forneceram
eficiéncias de incorporacdo também baixas (7 a 10 %). Observou-se que o
aumento da concentragdo promoveu aumento da eficiéncia, e desta forma optou-
se por utilizar solugdes ainda mais concentradas visando o aumento da eficiéncia
de incorporacgéo.

A razdo massica entre quitosana e o agente reticulante utilizada
anteriormente foi de 0,5g de quitosana/g de TPP, ou seja, na regiao 3 (de
precipitacdo das microparticulas - Figura 10 (a)). Também visando aumento na
eficiéncia de incorporacéo, optou-se por trabalhar com quantidades menores de
TPP uma vez que muitos trabalhos relatam que o aumento da quantidade de
agente reticulante promove redugao na eficiéncia de incorporagédo. Escolheu-se
20,00 % de TPP (quantidade relativa a massa de quitosana) como nivel (+1), que
corresponde a raz&o massica igual a 5 g de quitosana/g de agente reticulante, ou
seja, o inicio da regiéo 2, que é a regido de nanoparticula na Figura 10 (a).

Raciocinio analogo foi utilizado para a concentragdo de ddl. Escolheu-se
25 mg cm™ como nivel (+1) pois este valor € muito préximo da solubilidade da ddI
(27,3 mg cm™ segundo a bula do Videx® EC).
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TABELA 17. Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial.

Niveis
Variavel
-1,67 -1 0 +1 +1,67
(1) Concentragéo de ddl (mg cm™) 8,29 12,50 18,75 25,00 29,20
(2) Concentracao de Quitosana (%) 1,33 2,00 3,00 4,00 4,67
(3) Concentracao de TPP (%)* 6,63 10,00 15,00 20,00 23,36

* porcentagem de TPP em relacdo a massa de quitosana.

TABELA 18. Experimentos propostos pelo planejamento fatorial.

Expeiments CIORR0  Coreentasaode Concemtactogiedd

1 10,00 2,00 12,50

2 20,00 2,00 12,50

3 10,00 4,00 12,50

4 20,00 4,00 12,50

5 10,00 2,00 25,00

6 20,00 2,00 25,00

7 10,00 4,00 25,00

8 20,00 4,00 25,00

9 (ponto central) 15,00 3,00 18,75
10 (ponto central) 15,00 3,00 18,75
11 (ponto central) 15,00 3,00 18,75
12 (ponto axial) 15,00 3,00 8,29
13 (ponto axial) 15,00 3,00 29,20
14 (ponto axial) 15,00 1,33 18,75
15 (ponto axial) 15,00 4,67 18,75
16 (ponto axial) 6,63 3,00 18,75
17 (ponto axial) 23,36 3,00 18,75

Os efeitos de cada varidvel e suas interagdes foram calculados pelo
programa STASTISTICA, versdo 5.0. Foi realizada a analise de regressao, ou
ajuste por minimos quadrados, do modelo quadratico aos resultados obtidos a
partir do planejamento experimental. A partir destes calculos foram obtidos os
coeficientes dos polinémios ajustados.
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Os parametros destes modelos foram calculados de forma a minimizar os
residuos, que sao diferengas entre valores observados experimentalmente e os
valores estimados pelo modelo. Para que uma regressédo seja estatisticamente
significativa, ou seja, também util para fins preditivos, o valor da razdo Média
Quadratica da Regressao/Média Quadratica dos Residuos deve ser no minimo de
4 a 5 vezes o valor tabelado de F,1,, onde p-7 é o grau de liberdade da
regressado e n-p € o grau de liberdade dos residuos. Com base nos graus de
liberdade das regressdes e dos residuos obtém-se o valor tabelado de F.

As respostas estudadas neste planejamento de experimentos foram:
eficiéncia de incorporacdo, carregamento, grau de intumescimento, didmetro
meédio das particulas e permeabilidade. A analise das respostas e a discusséo dos

resultados sdo apresentadas separadamente nos itens subsequentes.
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4.2.2. Eficiéncia de Incorporacao

A Tabela 19 mostra os valores da eficiéncia de incorporagao obtidos para
cada um dos experimentos propostos. Os valores da eficiéncia de incorporagao
encontrados na literatura, utilizando o mesmo método da gelificagcdo ionotrdpica,
apresentam uma faixa ampla de valores, semelhantes aos apresentados na
Tabela 19. Os resultados obtidos para eficiéncia de incorporacédo neste trabalho
variaram de 21,46 a 39,86 %, que sao considerados relativamente baixos, mas
para outros métodos de encapsulagado em particulas de quitosana € comum obter
valores até menores do que estes, por exemplo, KUMBAR et al. (2002)
encapsularam diclofenaco de sédio em microesferas de quitosana pelo método da

emulsao e obtiveram valores de 15 a 30 %.

TABELA 19. Eficiéncia de incorporagdo para os experimentos do planejamento

fatorial.

Concentracao Concentragdo de  Concentragao Eficiéncia de

Experimento "y TPP (%)  Quitosana (%)  de ddi (mg cm™)  incorporag@o (%)

1 10,00 2,00 12,50 22,32
2 20,00 2,00 12,50 24,74
3 10,00 4,00 12,50 36,16
4 20,00 4,00 12,50 36,28
5 10,00 2,00 25,00 25,54
6 20,00 2,00 25,00 26,37
7 10,00 4,00 25,00 37,10
8 20,00 4,00 25,00 39,86
9 15,00 3,00 18,75 27,86
10 15,00 3,00 18,75 28,92
11 15,00 3,00 18,75 27,71
12 15,00 3,00 8,29 28,05
13 15,00 3,00 29,20 30,83
14 15,00 1,33 18,75 21,46
15 15,00 4,67 18,75 36,46
16 6,63 3,00 18,75 30,27
17 23,36 3,00 18,75 30,84

62



Capitulo 4 — Incorporacio da Didanosina Classius Ferreira da Silva
SINGH & UDUPA (1998) também verificaram valores de eficiéncia de

incorporagao da mesma ordem dos valores deste trabalho (11 a 28 %), no entanto

eles encapsularam metotrexato em microesferas de quitosana pelo método da
emulsdo/evaporagao.

A Tabela 20 compara a eficiéncia de encapsulagdo de farmacos durante a
formagado das particulas de quitosana pelo método da gelificagao ionotrdpica e
reticulacdo com TPP. Observa-se que a eficiéncia de encapsulagao depende nao
s6 do farmaco mas também da sua solucado de adicdo. A maioria dos trabalhos
realizou a adicdo do bioativo a solugdo de quitosana, sendo que apenas
VILA et al. (2002) realizaram a adi¢ao do bioativo a solugdo de TPP como neste

trabalho.

TABELA 20. Eficiéncia de encapsulacéo de diversos bioativos em microesferas

preparadas pelo método de gelificagdo ionotrépica com TPP.

Eficiéncia de

Bioativo Encapsulado encapsulacio (%) Referéncia
Insulina* 94,7 VILA et al. (2002)
Toxoéide Tetanico* 55,1 VILA et al. (2002)
Ciclosporina** 73,4 CAMPOS et al. (2001)
Isotiocianato de Fluoresceina 71,5 SHU & ZHU (2000)
Dextrana**

Doxorrubicina** 19,3-22,5 JANES et al. (2001)*
Albumina Bovina** 80 CALVO et al. (1997)
Oligonucleotideo (17 mer)** 78 - 93 Calvo et al. (1998) citado

por JANES et al. (2001)°

NOTA:* — o bioativo foi adicionado a solugdo de TPP antes da formacao das particulas;
** — 0 bioativo foi adicionado a solugao de quitosana antes da formagao das particulas.

Especificamente para os dados obtidos (Tabela 19), os graus de liberdade
da regressao, dos residuos, da falta de ajuste e do erro puro foram,
respectivamente, 9, 7, 5 e 2. Desta forma, os valores de Fg7 € F5,, com 95 % de
confianga, respectivamente para a regressdo (modelo) e para falta de ajuste, sdo
iguais a 3,68 e 19,30 segundo BRUNS et al. (1995). A Tabela 21 mostra a analise

de variancia do modelo e o teste F. Observa-se que a analise da variancia do
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modelo apresenta uma relagao Fcaic/Frag maior do que 4, ao nivel de significancia
de 95 %.

TABELA 21. Analise de variancia e teste F para eficiéncia de incorporagdo, com
intervalo de confianga de 95 %, obtida para o planejamento de

experimentos (variancia explicada = r* = 95,69 %).

Soma Graus Média
Quadratica de Quadratica F Fcarc/Fras

(SS) Liberdade (MS)
Modelo 462,37 9 51,37 17,28 470
Erro Total 20,81 7 2,97
Falta de Ajuste 19,94 5 3,99 9,17 0,47
Erro Puro 0,87 2 0,44
Total 483,18

Fas(0,95; 9, 7) = 3,68; Fras(0,95; 5,2) = 19,30.

Segundo BRUNS et al. (1995), quanto menor o valor da razdo FcaLc/Frae
para a falta de ajuste, melhor é o ajuste do modelo. A Tabela 21 mostra que esta
razao para a falta de ajuste € menor do que 1, portanto a falta de ajuste do modelo
nao é significativa. Isto também €& evidenciado pelo valor de p, maior que 0,05,
para a falta de ajuste (dado nao apresentado).

A proporcao de variancia devido ao modelo de regressado (soma quadratica
da regressao do modelo, SSyopeLo) € dada pela diferenga entre a variancia total
da variavel dependente (soma quadratica total, SStotaL) € proporg¢ao de variancia
devido aos residuos (soma quadratica do erro total, SSgrro TOTAL), OU S€ja,
SSwmobeLo = SStoraL - SSerro ToTAL. A partir destes conceitos podemos calcular a
razdo entre SSwopeLo/SStoraL que explica a proporgdo de varidncia dada a
variavel dependente pelo modelo, ou seja, a variancia explicada, que é
equivalente ao r* (0 <r?< 1, o coeficiente de determinacio). Esta medida avalia
quao bem o modelo ajusta aos dados.

Considerando um intervalo de confianga de 95 %, observa-se pela

Tabela 22 que o efeito principal (intercepto) representa o efeito mais significativo
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sobre a eficiéncia de incorporagédo, seguido pelos efeitos da concentragdo de
quitosana (linear), concentracdo de TPP (quadratico) e concentragdo de ddl
(linear). Os demais efeitos ndo apresentaram significancia estatistica porque seus
valores de p foram maiores que 0,05. Isto também é confirmado no grafico de
Pareto na Figura 20.

Observa-se também pela Tabela 22, que os efeitos de todas as variaveis
sao positivos, com exceg¢ao dos efeitos das interacdes entre quitosana e ddl e
entre quitosana e TPP, que s&o negativos. Efeito positivo significa que a mudanca
dos niveis destas variaveis, de (-1) para (+1), representa o aumento da resposta.
Por exemplo, de acordo com a Tabela 22, o efeito da concentracédo de quitosana é
11,11 %, o que significa que o0 aumento da concentragcédo de quitosana, de 2,00 %
(nivel = -1) para 4,00 % (nivel = +1), promove o aumento de 11,11% na eficiéncia
de incorporagao da ddl. Para as demais variaveis o efeito € bem menor, da ordem
de 2%.

TABELA 22. Estimativa dos efeitos para a eficiéncia de incorporacdo, com
intervalo de confianga de 95 %, obtida para o planejamento de

experimentos (variancia explicada = r* = 95,69 %).

Efeito Erro Puro p
Principal 28,07 0,38 0,0002
(1) ddlI (L) 2,06 0,36 0,0288
(1) ddl (Q) 1,50 0,40 0,0632
(2) Quitosana (L) 11,11 0,36 0,0010
(2) Quitosana (Q) 1,15 0,40 0,1000
(3) TPP (L) 1,04 0,36 0,1005
(3) TPP (Q) 2,29 0,40 0,0285
(1) e(2) -0,08 0,47 0,8759
(1) e (3) 0,26 0,47 0,6302
(2) e (3) -0,09 0,47 0,8611

OBS: Os efeitos mais significativos (p < 0,05) estao destacados em negrito.
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p=.05
(2) QUITOSANA(L) | 31.051
TPP(Q) 5.800867
(1) ddi(L) ¢ 5.764669
ddi(Q) 3,786852
QUITOSANA(Q) | 2.919832
(3) TPP(L) | 2912303
1LPOR3L } 5628375
2LPOR3L | -.198333
1LPOR2L } -.176892
5 0o 5 10 15 20 25 30 35

EFEITOS ESTIMADOS (Valores Absolutos)

FIGURA 20. Gréafico de Pareto para a eficiéncia de incorporagao, com 95 % de

intervalo de confianga, obtido para o planejamento fatorial.

A partir do teste F e da étima variancia explicada (r%) foi possivel gerar um
modelo matematico que descreve a eficiéncia de incorporagédo. Este modelo é

apresentado na equagao (3).

Eficiéncia = 28,07 + 1,03xddl + 0,75xddF + 5,55xQUIT + 0,58xQUIT? + 0,52xTPP
+1,15xTPP? - 0,04xddIxQUIT + 0,13xddIxTPP - 0,05xQUITxTPP (3)

onde ddl, QUIT e TPP correspondem as variaveis codificadas, respectivamente,
concentragdes de ddl, de quitosana e de TPP.

A Figura 21 mostra os valores preditos pelo modelo versus os valores
observados experimentalmente. E possivel verificar que o modelo apresenta uma
pequena dispersdo dos valores preditos em torno da reta, o que é considerado

muito bom para o ajuste de um modelo.
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FIGURA 21. Valores preditos versus valores observados experimentalmente para

a eficiéncia de incorporagao.

A superficie de resposta da Figura22 mostra que a eficiéncia de
incorporagdo aumenta significativamente com o aumento da concentragdo de
quitosana, independente da concentragdo de ddl. Este resultado também foi
verificado pelos valores dos efeitos apresentados na Tabela 22, cujo o efeito da
quitosana sobre a eficiéncia de incorporacao € cerca de cinco vezes maior do que
o efeito da ddl. GIUNCHEDI et al. (2002), HE et al. (1999)* e HE et al. (1999)°
observaram resultados semelhantes utilizando a técnica de spray-drying. Por outro
lado, para uma determinada concentracdo de quitosana, a variacdo da
concentragdo de ddl ndo altera significantemente os valores da eficiéncia de
incorporacao.

Resultados similares podem ser observados para a concentragdo de TPP
na Figura 23, onde sua variacdo também pouco afeta a eficiéncia de incorporacéo.
GENTA et al. (1998) também verificaram que o aumento da concentragéo de
glutaraldeido ndo alterou significantemente a eficiéncia de incorporagdo de
teofilina em microesferas de quitosana. Estes autores adicionaram o agente
reticulante e o farmaco durante a formagdo das particulas, assim como foi
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realizado neste trabalho. KUMBAR et al. (2002), ao contrario, incorporaram o

bioativo as particulas previamente preparadas e reticuladas. Eles observaram que

0 aumento da concentracédo de agente reticulante (glutaraldeido ou acido sulfurico)
promoveu a redugéo na eficiéncia de incorporagao.

A Figura 24 mostra que existe um minimo para a eficiéncia de incorporacgao,
na regido préxima do ponto central. A medida que aumenta a concentracéo de
TPP, para um valor fixo de concentracdo de ddl, ha inicialmente uma pequena
reducdo da eficiéncia de incorporagdo, seguida por um minimo e finalmente o
aumento da eficiéncia. Enquanto que um o aumento da concentragao de ddl, para
uma dada concentragao de TPP, promove pequeno aumento na eficiéncia de
incorporagao. Resultados contrarios foram obtidos por WIN et al. (2003) que
utilizaram a mesma técnica e observaram que o aumento da concentracdo de

farmaco promove uma breve reducao na eficiéncia de incorporacgao.
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FIGURA 22. Superficie de resposta para a eficiéncia de incorporagdo em funcao

das concentragdes de quitosana e didanosina (ddl).
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FIGURA 23. Superficie de resposta para a eficiéncia de incorporagao em fungéo

das concentragdes de quitosana e tripolifosfato de sodio (TPP).
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FIGURA 24. Superficie de resposta para a eficiéncia de incorporagdo em funcao

das concentragbes de tripolifosfato de sodio (TPP) e didanosina
(ddl).

69



Capitulo 4 — Incorporacio da Didanosina Classius Ferreira da Silva

4.2.3. Carregamento de Didanosina

O carregamento de ddl foi calculado pela equacao (4):

Massa de ddl Incorporada

(4)

Carregamento de ddl = :
Massa de Quitosana

O pH final de todos os experimentos foi maior do que 8,00, portanto pode-
se afirmar que toda a quitosana encontra-se presente nas particulas formadas
uma vez que o pKa da unidade glucosamina da quitosana é igual a 6,50
(KRAJEWSKA, 2005). Desta forma, os carregamentos foram calculados para cada
experimento e sao apresentados na Tabela 23. Os valores obtidos para o
carregamento sao da mesma ordem dos valores de VILA et al. (2002) para a

encapsulacéo da insulina e toxoide tetanico utilizando a mesma técnica.

TABELA 23. Carregamento de didanosina (ddl) nas particulas de quitosana para

os experimentos do planejamento de experimento.

Concentracao Concentragdo Concentragao Carregamento

Experimento 4o TPP (%)  de Quit(%) de ddi (mg cm?) (mg de ddi/g de Quit)

1 10,00 2,00 12,50 281
2 20,00 2,00 12,50 312
3 10,00 4,00 12,50 209
4 20,00 4,00 12,50 209
5 10,00 2,00 25,00 643
6 20,00 2,00 25,00 664
7 10,00 4,00 25,00 428
8 20,00 4,00 25,00 460
9 15,00 3,00 18,75 351
10 15,00 3,00 18,75 365
11 15,00 3,00 18,75 349
12 15,00 3,00 8,29 187
13 15,00 3,00 29,20 572
14 15,00 1,33 18,75 509
15 15,00 4,67 18,75 316
16 6,63 3,00 18,75 382
17 23,36 3,00 18,75 389
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A Tabela 24 mostra o teste F e a analise de varidncia para o modelo do
carregamento. Observa-se que a analise da variancia apresenta uma relagao
Fcac/Fras maior do que 4, ao nivel de significancia de 95 %. O valor de Fcac €
cerca de treze vezes maior que o Fyag, ao nivel de significancia de 95 %,
mostrando que o modelo para o carregamento também apresenta significancia

estatistica, além do excelente valor da variancia explicada.

TABELA 24. Analise de variancia e teste F para o carregamento, com intervalo de
confianga de 95 %, obtida para o planejamento de experimentos

(variancia explicada = r* = 98,42%).

Soma Graus Média
Quadratica de Quadratica F Fcarc/Frae

(SS) Liberdade (MS)
Modelo 324110,63 9 36012,29 48,38 13,15
Erro Total 5210,80 7 744,40
Falta de Ajuste 5072,56 5 1014,51 14,68 0,76
Erro Puro 138,24 2 69,12
Total 329321,43

Fas(0,95; 9, 7) = 3,68; Fras(0,95; 5,2) = 19,30.

A razéo FcaLc/Frae para a falta de ajuste € menor do que 1, portanto néo ha
evidéncia de falta de ajuste do modelo. Isto também foi verificado para o valor de p
menor que 0,05 para a falta de ajuste (dado n&o apresentado).

Considerando um intervalo de confianga de 95 %, a Tabela 25 mostra que o
efeito principal (intercepto) representa o efeito mais significativo sobre o
carregamento das particulas. Seguido pelos efeitos da concentracdo de ddl
(linear), da concentragdo de quitosana (linear), das interagcbes entre a
concentragbes de quitosana e ddl, e finalmente a concentragdo da quitosana
(quadratico). Estes efeitos sdo melhores observados no grafico de Pareto da
Figura 25. E esperado que estas variaveis, concentracdes de quitosana e ddl,

sejam as mais importantes sobre o carregamento porque este € calculado a partir
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da massa de quitosana e massa de ddl incorporada. O aumento da concentragao
de ddl, de 12,50 para 25,00 mg cm'3, promove o aumento do carregamento na
ordem de 269 mg de ddi/mg de quitosana, ou seja, um efeito positivo. Por outro
lado, o aumento da concentracdo de quitosana, de 2,00 % para 4,00%, promove a
reducao do carregamento na ordem de 135 mg de ddl/mg de quitosana, ou seja,

um efeito negativo.

TABELA 25. Estimativa dos efeitos para o modelo do carregamento de
didanosina, com intervalo de confianca de 95 %, obtida para o

planejamento de experimentos (variancia explicada = r* = 98,42 %).

Efeito Erro Puro p
Principal 354,55 15,71 0,0002
(1) ddl (L) 268,98 14,80 0,0003
(1) ddl (Q) 19,96 16,36 0,0571
(2) Quitosana (L) -134,86 14,80 0,0011
(2) Quitosana (Q) 43,57 16,36 0,0128
(3) TPP (L) 14,11 14,80 0,0888
(3) TPP (Q) 24,28 16,36 0,0397
(1) e(2) -61,15 19,29 0,0091
(1) e(3) 5,40 19,29 0,4550
(2) e (3) 4,72 19,29 0,5067

OBS: Os efeitos mais significativos (p < 0,05) estdo destacados em negrito.
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p=.05
(1)ddI(L) 59.65586
(2)QUITOSANA(L) -29.9094
1L por2L } -10.4024
QUITOSANA(Q) 8.740088
TPP(Q) | 4.870025
ddi(Q) ¢ 4.003957
(3) TPP(L) ¢t 5.128897
1L POR3L } 9192231
2LPOR3L } -.802077
10 0 10 20 30 40 5 60 70

EFEITOS ESTIMADOS (Valores Absolutos)

FIGURA 25. Grafico de Pareto para o carregamento, com 95 % de intervalo de

confianga, obtido para o planejamento fatorial.

Baseado nos resultados do teste F e no elevado valor da variancia, foi
possivel determinar um modelo matematico para o carregamento. Este modelo é

descrito pela equagao (5):

Carregamento = 354,55 + 134,49 x ddl + 9,98 x ddF - 67,43 x QUIT +
21,78 x QUIT? + 7,05 x TPP + 12,14 x TPP? - 30,58 x ddl x QUIT
+2.70 xddl x TPP -2,36 x QUIT x TPP (5)

onde ddl, QUIT e TPP correspondem as variaveis codificadas, respectivamente,
concentracdes de ddl, de quitosana e de TPP.

AGGARWAL et al. (2001) também utilizaram a técnica de planejamento de
experimentos para estudar a encapsulagao de indometacina em microesferas de
quitosana obtidas pela técnica de coacervagao. Inicialmente eles realizaram um
estudo de selecdo de variaveis através do método de Plackett-Burman. Nesta
etapa eles estudaram as seguintes variaveis: velocidade de agitagao,

concentragao de quitosana, concentragcdo do agente precipitante (sulfito de sédio),
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concentragao de agente reticulante (glutaraldeido), razao indometacina/quitosana.
Eles selecionaram como variaveis a razao farmaco/polimero e a concentracao de
agente reticulante para a realizagdo de outro planejamento fatorial completo, ou
seja, as variaveis escolhidas foram semelhantes as variaveis deste trabalho. A
partir do planejamento fatorial, eles também determinaram uma equacéao
quadratica para descrever o carregamento.

O gréafico dos valores preditos pelo modelo versus valores observados
experimentalmente (Figura 26) mostra que ha uma diferenca pouco significativa

entre estes valores, uma vez que ha pouca dispersao dos pontos em torno da reta.
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FIGURA 26. Valores preditos versus valores observados experimentalmente para

O carregamento.

Uma vez que as concentragdes de quitosana e ddl representam as
variaveis significativas, foi obtida a superficie de resposta para o modelo proposto
anteriormente em fungéo destas variaveis (Figura 27). Verificou-se que os maiores
valores do carregamento sdo obtidos para a menor concentragdo de quitosana,

além disto, o aumento na concentracdo de ddl promove o aumento no
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carregamento das particulas. Desta forma, um maximo € verificado para menor

concentragcao de quitosana e maior concentragao de ddl.

LRURSOIND 30 DIRP 20 O
OLIDN DI

FIGURA 27. Superficie de resposta do carregamento em fungdo das

concentracdes de quitosana e didanosina (ddl).

Resultados diferentes destes foram obtidos por LUBBEN et al. (2001). Eles
estudaram a encapsulacdo de albumina bovina em microesferas de quitosana
preparadas pelo método da coacervacdo com sulfato de sdédio. Os resultados

mostraram que o aumento da concentragdo de albumina, n&o alterou

significativamente o seu carregamento, no entanto, os autores trabalharam com
baixas concentracdes de albumina que variaram de 0,50 para 2,00 % (m/v).

A superficie de resposta do carregamento em fungédo das concentragdes de
quitosana e TPP (Figura 28) mostra que a redug&o na concentragédo de quitosana
promove o aumento do carregamento, ao passo que a variagao da concentragdo

de TPP nao o altera significantemente. O mesmo comportamento € verificado na
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Figura 29, com relagdo ao TPP, no entanto, o aumento da concentragcédo de ddl
também aumenta o carregamento.

AGGARWAL et al. (2001) estudaram a variagcao na concentracdo de agente
reticulante (glutaraldeido) e observaram, ao contrario deste trabalho, que o
aumento da concentragdo de glutaraldeido promove a redugdo no carregamento
de ddl. Entretanto € importante considerar que a reticulagdo com glutaraldeido &
um processo mais drastico onde ocorrem ligagdes covalentes e no caso de

reticulacdo com TPP é um processo idnico de interagdo de cargas opostas, ou
seja, um processo mais brando.
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FIGURA 28. Superficie de

resposta do carregamento

em funcdo das
concentragdes de quitosana e tripolisfosfato de sédio (TPP).
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FIGURA 29. Superficie de

resposta do

carregamento em funcdo das
concentragdes de didanosina (ddl) e tripolisfosfato de sédio (TPP).
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4.2.4. Liberacao da Didanosina em Suco Entérico Simulado
4.2.4.1. Métodos

4.2.4.1.1. Obtencao do Suco Entérico Simulado sem Pancreatina

O suco entérico simulado (SES) foi preparado de acordo com a metodologia
da Farmacopéia Americana (USP XXIIl). Inicialmente 0,80 g de fosfato
monobasico de potassio foi adicionado a cerca de 0,50 dm?® de agua destilada, em
seguida o pH foi ajustado em 7,40 utilizando uma solugédo de hidroxido de sodio
0,10 mol dm™. Finalmente, completou-se para 1,00 dm® o volume da solugdo com

agua destilada.

4.2.4.1.2. Liberacao da Didanosina em Suco Entérico Simulado

Para estes experimentos foram utilizados 10 cm® de SES e 60 mg de
particulas secas (liofilizadas) contendo a ddl. Em intervalos de tempo pré-
estabelecidos foram coletadas aliquotas do meio de liberagdo e adicionado o
mesmo volume de SES para reposicdo do meio. Os experimentos foram
realizados em agitador reciproco a 37°C e 150 rpm. A ddl foi quantificada por
espectrofotometria em 248 nm.

A partir do modelo de difusédo, baseado na lei de Fick, de solutos no interior
de esferas solidas e dos dados experimentais foi ajustado o parametro k pelo
método de maxima verossimilhanca, descrito por DRAPER & SMITH (1981), e
utilizando o programa desenvolvido pelos pesquisadores Leonardo Machado e
José Roberto Nunhez (LCPD/FEQ/UNICAMP). Este método leva em conta as
incertezas de todas as medidas experimentais no ajuste.

O modelo é uma funcao representada por uma série, onde o parametro k
pertence a todos os termos da série, que varia de um ao infinito. Desta forma,
foram utilizados 1.000 termos da série. Este valor foi muito maior que o
necessario, uma vez que apos algum tempo ocorria a convergéncia da série, com
apenas o primeiro termo para representar a funcdo. O unico problema é quando
ttende a zero e a série apresenta problemas de oscilagdo. No entanto, no limite

quando ftende a zero, a série é representada pela equacao:
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=3 =k 6)

onde k é a razédo entre o coeficiente de difusdo do farmaco na estrutura e o
quadrado do raio das particulas, M(t) € a massa de farmaco liberada em um
determinado tempo te M., é a massa total liberada.

O coeficiente de permeabilidade das microestruturas, P, € definido pela
razao entre o fluxo J e a diferenca de concentracdo entre as solugdes interna e

externa, AC:

J

P=—"
AC 7)

Em termos de constante k, usada no modelo (equacao 6), a permeabilidade
pode ser expressa através do comprimento caracteristico de uma esfera, ou seja,

arazao V/A:

p=tV) ®)

onde Ve A séo o volume e a area superficial das particulas, respectivamente. Nos
calculos, considerou-se o raio médio das microparticulas. Considerando as
equacdes de volume e area superficial de uma esfera, é possivel reescrever a

equacao 8:

(k-R)
F=3 ©)

onde k é a constante do modelo (equagéao 6) e R € o raio da particula.

4.2.4.2. Resultados e Discussao

A Tabela 26 apresenta os valores do coeficiente de permeabilidade das

microparticulas.
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TABELA 26. Valores do coeficiente de permeabilidade, P, para os experimentos
do planejamento fatorial usado para a incorporagcdo da didanosina

em microparticulas e quitosana.

Concentracgo ~ Concentracdo de  Concentracdo (cm/s) x 107

Experimento de TPP (%) Quitosana (%)  de ddl (mg Cm's)

1 10,00 2,00 12,50 0,02221
2 20,00 2,00 12,50 0,01063
3 10,00 4,00 12,50 0,01942
4 20,00 4,00 12,50 0,01072
5 10,00 2,00 25,00 0,00211
6 20,00 2,00 25,00 0,00471
7 10,00 4,00 25,00 0,01722
8 20,00 4,00 25,00 0,00639
9 15,00 3,00 18,75 0,01702
10 15,00 3,00 18,75 0,01974
11 15,00 3,00 18,75 0,01565
12 15,00 3,00 8,29 0,02162
13 15,00 3,00 29,20 0,00396
14 15,00 1,33 18,75 0,00500
15 15,00 4,67 18,75 0,00436
16 6,63 3,00 18,75 0,01505
17 23,36 3,00 18,75 0,00990

A Tabela 27 mostra a andlise de variancia do modelo e o teste F. Observa-
se que FcaLc para falta de ajuste é menor que Frag, portanto ndo ha evidéncia de
falta de ajuste do modelo. Isto também é evidenciado pelo valor de p (maior que
0,05) para a falta de ajuste (dado ndo apresentado) da Tabela 26. No entanto,

também é necessario observar que o valor da relacao FcaLc/Fras. para o modelo é
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menor do que o sugerido para um bom ajuste, isto também é confirmado pela
variancia explicada, da ordem de 88 %, mas relativamente razoavel ja que a

propria permeabilidade € obtida de um ajuste.

TABELA 27. Anélise de variancia e teste F para o coeficiente de permeabilidade,
com intervalo de confianca de 95 %, obtida para o planejamento de

experimentos (variancia explicada = r* = 88,75 %).

Soma Graus Média
Quadratica de Quadratica F FcaLc/Frae
(SS) Liberdade (MS)

Modelo 0,000694 9 0,000077 6,10 1,66
Erro Total 0,000088 7 0,000013

Falta de Ajuste ~ 0,000080 5 0,000016 3,67 0,19
Erro Puro 0,000009 2 0,000004

Total 0,000782 16

Fras(0,95; 9, 7) = 3,68; Fras(0,95; 5,2) = 19,30.

Considerando um intervalo de confiangca de 95 %, observa-se pela
Tabela 28 que o efeito principal (intercepto) representa o efeito mais significativo
sobre o coeficiente de difusdo do farmaco. Seguido pelos efeitos da concentragao
de ddl (linear), da concentragao de quitosana (quadratico) e da concentracao de

TPP (linear). Isto também é confirmado no grafico de Pareto da Figura 30.
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TABELA 28. Estimativa dos efeitos para a permeabilidade, com intervalo de

confianga de 95 %, obtidos pelo planejamento de experimentos

(variancia explicada = r* = 88,75%).

Efeito Erro Puro p
Principal 0,017305 0,001200 0,0048
(1) ddi (L) -0,009131 0,001130 0,0150
(1) ddl (Q) -0,002330 0,001250 0,2032
(2) Quitosana (L) 0,001912 0,001130 0,2328
(2) Quitosana (Q) -0,008123 0,001250 0,0229
(3) TPP (L) -0,005461 0,001130 0,0403
(3) TPP (Q) -0,002556 0,001250 0,1775
(1) e (2) 0,004873 0,001474 0,0806
(1) e (3) 0,003011 0,001474 01777
(2) e (3) -0,002639 0,001474 0,2153
OBS: Os efeitos mais significativos (p < 0,05) estao destacados em negrito.
p=.05
(DddI(L) -8.07805]
QUITOSANA(Q) -6.50015
(3)TPP(L) ¢ -4.83113
1LPOR2L | 3.306551
TPP(Q) } -2.04501
1LPOR3L | 2.043248
ddi(Q) ¢ -1.86469
2LPOR3L } -1.79045
(2)QUITOSANA(L) ¢ 1.691648
" 2 3 4 5 6 1 8 o9

EFEITOS ESTIMADOS (Valores Absolutos)

FIGURA 30. Grafico de Pareto para o coeficiente de permeabilidade, com 95 % de

intervalo de confianga, obtido para o planejamento fatorial.
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Observa-se pelo grafico de Pareto, que todas as variaveis apresentam
efeito negativo sobre a permeabilidade, o que significa que o aumento de nivel de
quaisquer uma destas variaveis promove uma redugao na permeabilidade. O
aumento da quantidade de TPP implica em um aumento na intensidade das
reticulagcbes, conseqlentemente o farmaco enfrenta maiores barreiras difusionais
na liberacdo, ou seja, a sua permeabilidade diminui. Sob o ponto de vista da
concentragdo de quitosana, o seu aumento possibilita o0 aumento da quantidade
de cadeias poliméricas no meio, desta forma, as cadeias se encontram mais
préximas uma das outras o que favorece o processo de reticulagao e incorporagao
da ddl, levando a menor permeabilidade da ddl. Por outro lado, 0 aumento da
concentracdo de ddl favorece o aumento da sua quantidade nas particulas,
através do preenchimento de poros e recobrimento da superficie, o que dificulta a
difusdo das moléculas mais interiorizadas para o meio, reduzindo assim a
permeabilidade.

Também foi obtido o modelo que descreve o coeficiente de permeabilidade
em fungdo das variaveis estudadas no planejamento. Apesar do modelo
apresentar variancia explicada de 88,75 %, € necessario ressaltar que € um valor
relativamente bom, especificamente para o coeficiente de permeabilidade, uma
vez que seu valor é obtido do ajuste de um modelo (obtengdo da constante k) e
também da medida do didmetro médio das particulas (obtido por microscopia
otica). No caso da microscopia 6tica, a ampla distribuicdo dos didmetros das
particulas contribui para um erro no valor do coeficiente de permeabilidade. Assim,
€ de se esperar que o erro propagado nestes processos acarrete uma menor
variancia explicada do modelo. De qualquer forma, é possivel afirmar que o ajuste
do modelo é razoavel, sendo possivel a proposicdo do modelo abaixo e a analise

das superficies de resposta.

Coeficiente de Permeabilidade = 0,017305-0,004566 xddl-0,001 165xddF
+0,000956xQUIT-0,004062xQUIT?-0,002731xTPP-0,001278xTPP?
+0,002437xddIxQUIT+0,001506xddIxTPP-0,001320xQUITxTPP  (10)

onde ddl, QUIT e TPP correspondem as variaveis codificadas, respectivamente,

concentragdes de ddl, de quitosana e de TPP.
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O gréfico dos valores preditos versus valores observados é representado na
Figura 31. Observa-se que os valores estdo um pouco mais dispersos em torno da
reta se comparado com os mesmos graficos obtidos para a eficiéncia de
incorporagao e o carregamento. Apesar disto, 0 modelo € razoavel em se tratando
de um coeficiente de permeabilidade também estimado e a variancia explicada do
modelo é 88,75 %.
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FIGURA 31. Valores previstos pelo modelo versus valores observados

experimentalmente para o coeficiente de permeabilidade.

KO et al. (2003) utilizaram um planejamento de experimentos para o estudo
da encapsulacao de felodipina em microparticulas de quitosana pela técnica de
emulsdo seguida da reticulagdo com TPP. Eles estudaram trés variaveis:
concentracido de quitosana, pH da solugao de TPP e tempo de reticulagdo. A partir
da analise dos dados, eles obtiveram um modelo quadratico que descreve a
porcentagem de felodipina liberada em 24 h. Os autores, assim como o0s
resultados obtidos neste trabalho, também observaram que a concentragdo de
quitosana é uma variavel significativa.

As Figuras 32 a 34 representam as superficies de respostas para o
coeficiente de permeabilidade. Nos casos de liberagdo controlada € interessante

que o coeficiente de permeabilidade seja minimizado, o que ocorre na regiao onde
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se tem menor concentracédo de quitosana e maior concentragao de ddl (Figura 32).
Para uma quantidade fixa de ddl, verifica-se que o coeficiente de permeabilidade
apresenta um comportamento praticamente parabdlico no qual ele atinge um
maximo. Por outro lado, o0 aumento na concentracédo de ddl promove a redugao do
coeficiente de permeabilidade, esta reducdo ¢é mais significativa nas
concentragcbes mais baixas de quitosana. A reducdo do coeficiente de
permeabilidade, que significa a liberagcdo mais lenta do farmaco, mostra que o seu
excesso nas particulas dificulta sua propria liberagao, através do preenchimento
dos poros e intersticios das particulas.

Isto também é confirmado pela comparagao entre a Figura 32 e a superficie
de resposta analoga para o carregamento (Figura 27) mostra que nas regides de
maior carregamento, o valor do coeficiente de permeabilidade € minimo.

AYDIN & AKBUGA (1996) encapsularam calcitonina em particulas de
quitosana preparadas por gelificagdo com TPP. Eles verificaram resultados
semelhantes com relagdo a liberagdo do farmaco, segundo eles o aumento da
concentracdo da calcitonina promoveu a reducdo no coeficiente de difusdo do

farmaco, consequentemente na permeabilidade do farmaco.
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FIGURA 32. Superficie de resposta do coeficiente de permeabilidade em fungéo

das concentragdes de quitosana e didanosina (ddl).
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A superficie de resposta do coeficiente de permeabilidade em fungédo das
concentracbes de TPP e quitosana € apresentada na Figura 33. Também se
verifica um comportamento parabdlico do coeficiente de permeabilidade, quando
se varia a concentracao de quitosana para uma mesma quantidade de TPP, sendo
que os valores maximos do coeficiente de permeabilidade foram obtidos para a
menor concentragdo de TPP. Este fato era esperado uma vez que quantidades
menores de TPP promovem menor grau de reticulagdo da quitosana que
consequentemente promovera a liberagdo mais rapidamente (maior
permeabilidade). Por outro lado, maior quantidade de TPP promove reticulagdes
mais intensas que dificultam a liberagdo do farmaco. GENTA et al. (1998) e
SINGH & UDUPA (1998) verificaram o mesmo efeito para microesferas reticuladas
com glutaraldeido e GANZA-GONZALEZ et al. (1999) para microesferas
reticuladas com formaldeido.

SINGH & UDUPA (1998) também verificaram que o aumento da
concentracdo de quitosana promove liberagdo mais lenta do farmaco, no entanto
eles trabalharam com solug¢des de quitosana que variaram de 1 a 6 %.

A Figura 34 confirma o que foi dito anteriormente, o aumento na
concentracdo do TPP promove a reducdo no coeficiente de permeabilidade, no
entanto este efeito € maior para as maiores concentragcdes de ddl. E o aumento na
concentracdo de ddl também promove a reducdo no coeficiente de

permeabilidade, independente da concentragao de TPP.
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FIGURA 33. Superficie de resposta do coeficiente de permeabilidade em funcao

das concentragdes de quitosana e tripolisfosfato de sodio (TPP).
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FIGURA 34. Superficie de resposta do coeficiente de permeabilidade em fungéo

das concentragdes de tripolisfosfato de sddio (TPP) e didanosina
(ddl).
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A Figura 35 mostra os perfis de liberagédo das particulas dos experimentos 5
e 7. Estes dois experimentos foram realizados com 10,00 % de TPP e 25,00 mg
de ddl/cm?®, porém diferentes concentracbes de quitosana (2,00 e 4,00 %). Os
demais perfis de liberagdo estdo apresentados no Anexo 1. Sera visto
posteriormente que as particulas obtidas com maior concentragdo de polimeros
apresentaram menores diametros que as particulas obtidas com menor
concentracdo de polimeros. Solu¢gdes mais concentradas promovem a formacao
de maior quantidade de particulas e consequentemente maior choque entre elas
no processo de agitagao, reduzindo seus diametros. Os resultados obtidos por
microscopia 6tica para os diametros das particulas confirmam esta hip6tese, como

sera visto posteriormente.
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FIGURA 35. Liberacdo da didanosina incorporada em particulas de quitosana:
experimento 5 (25,00 mg de didanosina/cm® - 2,00 % (m/v) de
quitosana - 10,00 % de tripolifosfato de sédio) e experimento 7
(25,00 mg de didanosina/cm® - 4,00 % (m/v) de quitosana - 10,00 %
de tripolifosfato de sodio).
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4.2.5. Diametro Médio das Particulas

Imediatamente apds cada experimento de incorporacgao, as particulas foram
analisadas por microscopia otica. As imagens obtidas foram tratadas com o
programa UTHSCSA Image Tool 3.0 (The University of Texas Health Science
Center in San Antonio, http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/download.htm, acessado em
23/11/2005). A partir deste programa foram determinados o diametro médio das
particulas e o histograma de distribuigdo de diametro para cada experimento. O
didmetro médio foi obtido em trés micrografias diferentes, sendo que foram
medidos de 400 a 500 particulas. Os resultados sao apresentados na Tabela 29.
Os valores sdo muito préximos dos obtidos por LUBBEN et al. (2001) para

microesferas de quitosana preparadas por coacervagao com sulfato de sédio.

TABELA 29. Diametro médio das particulas obtido a partir das imagens de

microscopia otica.

Experimento Concentracdo Concentracio de Concentracao Diadmetro Médio

de TPP (%) Quitosana (%)  de ddl (mg cm®) (um)
1 10,00 2,00 12,50 9,28 +2,76
2 20,00 2,00 12,50 7,20 + 1,57
3 10,00 4,00 12,50 7,53 +1,83
4 20,00 4,00 12,50 5,92 + 1,68
5 10,00 2,00 25,00 11,42 + 4,35
6 20,00 2,00 25,00 6,88 £ 1,62
7 10,00 4,00 25,00 6,20 £ 1,62
8 20,00 4,00 25,00 5,75+1,34
9 15,00 3,00 18,75 8,55+ 2,02
10 15,00 3,00 18,75 8,83 +1,85
11 15,00 3,00 18,75 8,69 +1,79
12 15,00 3,00 8,29 9,34 £ 2,96
13 15,00 3,00 29,20 8,55 +1,50
14 15,00 1,33 18,75 8,85 + 2,66
15 15,00 4,67 18,75 8,19 + 2,57
16 6,63 3,00 18,75 9,45+ 3,75
17 23,36 3,00 18,75 8,16 £+ 2,45
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Observa-se pela Tabela 29 que a maioria dos didmetros foram menores
que 10 um o que é um resultado desejavel, pois segundo LUBBEN et al. (2001),
microparticulas menores que 10 um s&o absorvidas pelas células M (células de
defesa capazes de fagocitar particulas e com isto transporta-las até as placas de
Peyer).

Um histograma tipico da distribuicdo de didmetros das particulas é
apresentado na Figura 36, para as particulas obtidas no experimento 5. Os demais
histogramas foram muito semelhantes a este. Observa-se que a distribuicdo
apresenta o comportamento muito préximo de uma distribuicdo normal, com

diametro médio 11,42 + 4,35 um.
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FIGURA 36. Histograma da distribuicao de diametros das particulas obtido a partir
da imagem de microscopia ética, correspondente ao experimento 5
(25,00 mg de didanosina/cm® / 2,00 % (m/v) de quitosana / 10,00 %

de tripolifosfato de sodio).

A Figura 37 apresenta as micrografias dos experimentos 5 e 7. Ambos
experimentos foram realizados com 10,00 % de TPP e 25,00 mg de ddl/cm?,
observa-se que as particulas do experimento 5 sdo maiores do que as particulas
do experimento 7. Como ja foi mencionado anteriormente, o aumento na
concentracdo do polimero promove reducao do diametro das particulas. As

demais micrografias foram muito semelhantes.
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(b)

FIGURA 37. Micrografia das particulas obtidas através de microscopia otica
(aumentada 100 vezes): (a) experimento 5: 2500mg de
didanosina/lcm® - 2,00 % (m/v) de quitosana - 10,00 % de
tripolifosfato de sédio; (b) experimento 7: 25,00 mg
de didanosina/cm® -~ 4,00 % (m/v) de quitosana - 10,00 % de
tripolifosfato de sédio.
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Além das microesferas, observa-se na Figura 37 (a) a presenga de
estruturas cristalinas do tipo agulha. Tais estruturas cristalinas ocorrem devido a
prépria ddl nao encapsulada.

Especificamente para o didmetro obtido por microscopia 6ética, a analise
estatistica do planejamento experimental com o programa STATISTICA mostrou
que a falta de ajuste é significativa, ndo sendo possivel apresentar a analise
estatistica e as superficies de resposta. As Figuras 38 a 40 mostram a variagéo do
diametro médio das particulas, respectivamente, com as concentracdes de TPP,
quitosana e ddl. Verifica-se pela Figura 38, que o aumento na concentragao de
TPP promove a redugao do didmetro médio das particulas, esta redugao é mais
acentuada para as particulas obtidas com 2,00 % de quitosana e mais sultil
quando se utiliza 4,00 % de quitosana. GENTA et al. (1998) também verificaram
que o aumento da concentragao do glutaraldeido promoveu a redu¢ao no diametro
das microesferas. Apesar de terem utilizado o método de emulsao/evaporagao
para obtencdo das microesferas, eles obtiveram didmetros das microesferas de 9

a 30 um, ou seja, da mesma ordem de grandeza dos resultados deste trabalho.
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FIGURA 38. Variagcao do didametro das particulas em fungédo da concentragao de

tripolisfosfato de sédio (TPP) para diferentes concentracbes de

quitosana e didanosina.

92



Capitulo 4 — Incorporacio da Didanosina Classius Ferreira da Silva

A Figura 39 mostra que o aumento da concentragao de quitosana promove
a reducao do didmetro médio das particulas. Quanto maior a concentragao de
quitosana, maior a densidade de particulas no meio, consequentemente o choque
entre elas € mais frequente o que promove a reducdo do didmetro médio.
Resultados semelhantes foram observados por CAMPOS et al. (2001), que
encapsularam ciclosporina A em microparticulas de quitosana preparadas pela
técnica de gelificagao ionotropica com TPP. Ao contrario destes resultados, HE et
al. (1999)* utilizaram a técnica de secagem por atomizagdo e observaram efeitos
contrarios, ou seja, o aumento da concentragao de quitosana promoveu a redugao

do didmetro das particulas.
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FIGURA 39. Variagcao do didmetro das particulas em fungéo da concentragao de
quitosana para diferentes concentragbes de tripolisfosfato de sodio
(TPP) e didanosina (ddl).

A variagao do didmetro médio das particulas em fungao da concentragao de
ddl é apresentada na Figura 40. A quantidade de ddl utilizada na incorporagao
praticamente ndo altera o didmetro das particulas, com excecédo das particulas

obtidas com 2,00 % de quitosana e 10,00 % de TPP. Em concentra¢des elevadas
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de quitosana (4,00 %), a quantidade de ddl ndo afeta o didmetro das particulas, ou
seja, o diametro € governado pela concentragcdo de quitosana. Por outro lado, em
concentragdo menor de quitosana (2,00 %) e se a concentragdo de TPP é baixa
(10,00 %), entdo o efeito da ddl sobre o didmetro é significativo. Com 2,00 % de
quitosana e 10,00 % de TPP, as reticulagdes ndo séo tdo intensas do que com
2,00 % de quitosana e 20,00 % de TPP, desta forma o didmetro da particula se

torna mais susceptivel a ddl.
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FIGURA 40. Variagcao do didmetro das particulas em fungéo da concentragao de

didanosina para as diferentes concentragbes de quitosana e
tripolisfosfato de sédio (TPP).
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4.2.6. Grau de Intumescimento

A capacidade de absorver agua pelas particulas, ou grau de
intumescimento, € definida pela razdo entre a massa de agua absorvida pelas

particulas e a massa de particulas secas. E dada pela equacéo (11).

PARTICULAS

M
Grau de Intumescimento = L¢j x100 (11)

onde Mjgua € a massa de agua absorvida pelas particulas secas € MpagTicuias € a

massa de particulas secas. O grau de intumescimento € dado em porcentagem.

4.2.6.1. Método

O experimento consistiu em pesar cerca de 100 mg de particulas secas e
em seguida agua destilada foi adicionada gota-a-gota até a completa absor¢éo da
agua e saturagado das particulas. As particulas molhadas eram pesadas para a
quantificacdo da agua absorvida e o grau de intumescimento calculado de acordo
com a equacgao (11). Para garantir repetibilidade dos resultados, os experimentos
foram realizados em triplicata em um mesmo dia, para a determinacdo da média e

desvio padrao.

4.2.6.2. Resultados e Discussao

A andlise estatistica, dos resultados do grau de intumescimento
(Tabela 30), utilizando o programa STATISTICA 5.0 mostrou que ha uma falta de
ajuste significativa do modelo quadratico que descreve o grau de intumescimento

em funcao das variaveis estudadas.
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TABELA 30. Resultados do grau de intumescimento das particulas para o

planejamento de experimentos.

Cipoimenio CRIlacdo Ooneontociode oneniocdo | Graude
1 10,00 2,00 12,50 269
2 20,00 2,00 12,50 200
3 10,00 4,00 12,50 509
4 20,00 4,00 12,50 445
5 10,00 2,00 25,00 460
6 20,00 2,00 25,00 372
7 10,00 4,00 25,00 564
8 20,00 4,00 25,00 542
9 15,00 3,00 18,75 483
10 15,00 3,00 18,75 496
11 15,00 3,00 18,75 506
12 15,00 3,00 8,29 592
13 15,00 3,00 29,20 472
14 15,00 1,33 18,75 318
15 15,00 4,67 18,75 565
16 6,63 3,00 18,75 470
17 23,36 3,00 18,75 528

A Tabela31 mostra a analise de variancia e o teste F para o
intumescimento. O teste F para o modelo apresenta relacdo FcaLc/Fras menor do
que 4, com nivel de significancia de 95 %, e por outro lado, esta relagdo para a
falta de ajuste € maior que 1, mostrando que o modelo apresenta uma falta de

ajuste significativa.
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TABELA 31. Andlise de variancia e teste F para o grau de intumescimento, com
intervalo de confianca de 95 %, obtida para o planejamento de

experimentos (variancia explicada = r* = 86,75 %).

Soma Graus Média
Quadratica de Quadratica F Fcarc/Frae

(SS) Liberdade (MS)
Modelo 165450,52 9 18383,39 5,09 1,38
Erro Total 25281,07 7 3611,58
Falta de Ajuste  25017,92 5 5003,58 38,03 1,97
Erro Puro 263,15 2 131,57
Total 190731,59 16

Fras(0,95; 9, 7) = 3,68; Fras(0,95; 5,2) = 19,30.

Esta falta de ajuste também ¢é evidenciada pelo valor de p para a falta de
ajuste que € menor que 0,05 (dado nédo apresentado), assim como pela variancia
explicada igual a 86,75 %.

E importante ressaltar que o método de determinacdo do grau de
intumescimento € um método visual no qual o analista determina até quando a
agua deve ser adicionada as particulas. No entanto, todas as analises foram
realizadas em um mesmo dia, e com um treinamento prévio para se estabelecer
padrbées de saturagdo da agua. No caso das particulas do planejamento de
experimentos, observa-se que existe uma boa diferenca entre os resultados para
cada experimento. Desta forma, apesar das limitagdes da técnica, decorrentes dos
seus erros, a dificuldade de ajuste de um modelo aos dados experimentais é
esperada, entdo se considerou razoavel a obtengdo do modelo e superficies de
respostas.

Considerando um intervalo de confiangca de 95 %, observa-se pela
Tabela 32 que o efeito mais significativo sobre o grau de intumescimento, de
acordo com o valor de p, € o efeito principal (intercepto). Seguido pelos efeitos da
concentragdo de quitosana (linear), da concentracdo de ddl (linear), da
concentragdo de TPP (linear), da concentragdo de quitosana (quadratico) e a
interacao entre a concentragdo de quitosana e concentragao de ddl. Isto também
é confirmado no grafico de Pareto da Figura 41.
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TABELA 32. Estimativa dos efeitos para o grau de intumescimento como resposta
para um modelo quadratico, com intervalo de confianga de 95 %,

obtida para o planejamento de experimentos (variancia explicada =

r? = 86,75 %).
Efeito Erro Puro p
Principal 500,29 6,60 0,0002
(1) ddI (L) 90,09 6,22 0,0047
(1) ddl (Q) -29,07 6,88 0,0517
(2) Quitosana (L) 172,41 6,22 0,0013
(2) Quitosana (Q) -70,26 6,88 0,0094
(3) TPP (L) -65,18 6,22 0,0090
(3) TPP (Q) -5,45 6,88 0,5112
(1) e(2) -52,50 8,11 0,0230
(1) e (3) 5,92 8,11 0,5416
(2) e (3) 17,34 8,11 0,1659

OBS: Os efeitos mais significativos (p < 0,05) estdo destacados em negrito.

p=.05
(2)QUITOSANA(L) 27.71459
(1)ddI(L) 14.48222
(3)TPP(L) | -10.4779
QUITOSANA(Q) | -10.2159
1L POR 2L -6.47293
ddi(Q) -4.2264
2L POR 3L 2.138372
TPP(Q) -.792387
1L POR 3L :I 7294229
5 0 5 10 15 2 25 30 3

EFEITOS ESTIMADOS (Valores Absolutos)

FIGURA 41. Grafico de Pareto, com intervalo de confianca de 95 %, para o
modelo quadratico do grau de intumescimento obtido do

planejamento composto central.
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A partir dos coeficientes da regresséao foi obtido um modelo que descreve o

grau de intumescimento das particulas:

Grau de Intumescimento = 500,29+45,05xddl-14,53xddF+86,20xQUIT-
35,13xQUIT?-32,59xTPP-2,72xTPP?-26,25xddIxQUIT+2,96 xddIxTPP
+8,67xQUITxTPP (12)

onde ddl, QUIT e TPP correspondem as variaveis codificadas, respectivamente,
concentragdes de ddl, de quitosana e de TPP.

O grafico dos valores preditos versus valores observados
experimentalmente é representado na Figura 42. Observa-se que os valores estdo
um pouco dispersos em torno da reta, como também foi verificado para o

coeficiente de permeabilidade.
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FIGURA 42. Valores previstos pelo modelo versus valores observados

experimentalmente para o grau de intumescimento.

As Figuras 43 a 45 representam as superficies de respostas para o grau de

intumescimento. A superficie de resposta da Figura 43 apresenta ao fundo uma
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regido de maximo para os maiores valores de concentragao de quitosana e de ddl.

Verifica-se também que para uma mesma concentragao de quitosana, o aumento
na quantidade de ddl promove um aumento no grau de intumescimento. Este
aumento € muito maior para as concentragcées mais baixa de quitosana. Por outro

lado para uma mesma concentragcdo de ddl, o aumento da concentragdo de
quitosana promove aumento no grau de intumescimento.
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FIGURA 43. Superficie de resposta para o grau de intumescimento em fungéo das

concentragdes da quitosana e didanosina (ddl).

Também ¢é possivel verificar pela Figura 44 que existe uma regidao de
maximo para a superficie de resposta do grau de intumescimento em fungao das
concentragbes de quitosana e TPP. Esta regido de maximo ocorre para as
concentragbes mais altas de quitosana e menores concentragbes de TPP. O
aumento na quantidade de TPP promove a redug¢do do grau de intumescimento,
esta reducao é maior para as menores concentracdes de quitosana.
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FIGURA 44. Superficie de resposta para o grau de intumescimento em fungao das

concentragdes de quitosana e tripolisfosfato de sédio (TPP).

O intumescimento também depende do grau de reticulagdo das particulas,
quanto mais reticulada estiver a particula, menor a sua capacidade de absorver
agua. Desta forma, a Figura 44 mostra que o aumento da concentragdo de
quitosana promove o aumento no intumescimento, ou seja, o intumescimento é
proporcional a quantidade de polimero das particulas, o que ja € esperado porque
a quitosana é um polimero hidrofilico.

A Figura 45 confirma o que foi observado anteriormente, na qual o aumento
da concentracdo de ddl promove o aumento no intumescimento das particulas,
isto porque a ddl é hidrofilica e colabora para a absorgdo de agua pelas
particulas. Também é observada uma regido de maximo do intumescimento para

as maiores quantidades de ddl e menores concentragbes de TPP isto porque
quantidades menores de TPP promovem

reticulagbes menos
favorecendo o intumescimento das particulas.

intensas
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FIGURA 45. Superficie de resposta para o grau de intumescimento em fungéo das

concentragodes de tripolisfosfato de sdédio (TPP) e didanosina (ddl).
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4.2.7. Incorporacao da Didanosina nas Condicées Otimizadas

Para a continuidade do trabalho, selecionou-se as condi¢bes do
experimento 5 uma vez que este apresentou bom carregamento (~ 643 mg de
ddl/g de quitosana) e baixa permeabilidade se comparado com os demais
experimentos.

Como foi observado que a concentracdo de ddl é um fator importante no
carregamento do farmaco, foram realizados novos experimentos com maior
concentragdo de ddl. De acordo com as informacdes da bula do Videx® EC, a
solubilidade da ddl em agua & 25° C é de 27,3 mg cm™, no entanto optou-se em
realizar experimentos em concentragado supersaturada igual a 39 mg cm>. Além
disto foi verificado o efeito de trés diferentes concentragdes de TPP. A Tabela 33
mostra os experimentos propostos e o0s resultados para a eficiéncia de
incorporacao, carregamento e grau de intumescimento. Observa-se que a
eficiéncia, o carregamento e o grau de intumescimento s&o reduzidos com o

aumento da concentracédo de TPP.

TABELA 33. Efeitos da variagdo da concentragédo de tripolisfosfato de sédio (TPP)
na eficiéncia de incorporagao, carregamento de didanosina (ddl) e
grau de intumescimento (Concentracdo de didanosina igual a
39,00 mg cm™).

Concentragao Eficiéncia de Carregamento Grau de
de TPP (%) incorporagéo (%) (mg de ddl/g de quitosana) Intumescimento (%)

10,00 36,47 1433 465 £ 15
20,00 31,89 1253 481 +£10
50,00 23,99 943 438 £13

Na escolha da melhor condicdo de preparacdo das particulas, € também
desejavel que a difusividade seja minimizada, o que implica em menores taxas de
difusdo do farmaco do interior da particula para o meio externo. Na Tabela 34 sao
apresentados os valores de k, que relaciona a difusividade (D) do farmaco e
quadrado do raio (R) das particulas, para as mesmas condigdes experimentais da

Tabela 33. Observa-se que os valores de k decrescem com a concentragdo de
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TPP. Considerando que as particulas possuem raios semelhantes, selecionou-se
a quantidade de TPP igual a 10,00 % como melhor condigdo. Além de produzir a
menor difusividade, essa condicdo ainda possibilita economia na quantidade de
TPP no processo. Portanto, pode-se concluir que as melhores condicdes de
preparacao das particulas contendo o farmaco foram obtidas para 10,00 % de
TPP, 2,00 % de quitosana e 39,00 mg de ddl/cm?.

TABELA 34. Valores de k (razdo entre o coeficiente de difusdo e o quadrado do
raio das particulas, D/Rz) ajustado pelo modelo para as diferentes
concentracbes de tripolifosfato de sédio (Concentragdo de

didanosina igual a 39,00 mg cm™).

Concentragdo de tripolifosfato de sédio (%) k (D/IR?) (h™)
10,00 2,72x10°7°
20,00 8,96 x 10
50,00 7,04x107°
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CAPITULO 5

GRANULACAO

5.0. INTRODUCAO

Nesse trabalho, foi estudada a granulacdo do produto resultante da
preparacdo das microesferas de quitosana com incorporacdo simultdnea da
didanosina (ddl). Esse material é composto de quitosana na forma de
microesferas e da ddl nas formas livre e incorporada. O objetivo da preparagao de
granulos com esse material foi principalmente prolongar e controlar melhor a
liberagdo da ddl em relagdo aos granulos convencionais produzidos por mistura
fisica dos seus constituintes, além de facilitar a sua administracdo pela via oral.
Tanto quanto € do nosso conhecimento, ndo existem na literatura estudos sobre a
granulagao de materiais contendo microesferas.

O estudo de granulagdo aqui realizado, teve abordagem puramente
tecnolégica e exploratéria, pois visou a obtengdo de granulos com propriedades
geométricas semelhantes ao produto comercialmente disponivel (Videx® EC) e a
comparagao da sua capacidade de liberacdo da ddl. Nesse estudo avaliaram-se
os efeitos de trés excipientes na capacidade de obtencéo de granulos pelo método
umido de extrusdo-esferonizagdo, nas suas propriedades geométricas e
finalmente na capacidade de liberacdo da ddl. Os excipientes usados foram a
carboximetilcelulose (CMC), o amido pré-gelificado e a propria quitosana usada na
preparagdo das microesferas. A analise destes resultados representara uma
avaliacdo do desempenho da nova formulagcdo agora sob a forma granular, e
apontara diregdes para se atingir o objetivo inicialmente proposto.

Nesse capitulo, apresenta-se de forma sucintas definicdes, aplicacoes,
métodos e excipientes descritos na literatura para a operagao de granulagéo, os

resultados obtidos e discussao dos aspectos estudados.
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5.1. GRANULAQAO

5.1.1. Conceito e Métodos

A granulagcdo é uma operacdo unitaria que possui diversas aplicagbes
industriais em processos que utilizam particulas sélidas.

KLEINEBUDDE (2001) define granulagdo como o aumento de tamanho de
particulas, que por varias razdes € freqiuentemente necessario na producao de
formas soélidas. SUMMERS & AULTON (2001) definem granulagdo como o
processo na qual particulas primarias em p6 sao aderidas entre si para formar
particulas maiores, entidades multiparticuladas, denominadas de granulos.

De acordo com a utilizagdo de uma fase liquida, os métodos de granulagao
descritos na literatura séo classificados em umidos e secos (VERVAET et al,
1995).

Um dos métodos umidos mais usados na preparacdo de particulas
esféricas é a extrusao-esferonizagdao. Esse método foi desenvolvido em 1964, e
vem sendo aplicado frequentemente em processos cataliticos industriais (HOLT,
2004 e ISMAGILOV et al., 1999), em meio ambiente (KASAI et al., 2000) e na
industria de fertilizantes e ragcbes para peixes (VERVAET et al, 1995). As
aplicagbes na area farmacéutica foram descritas pela primeira vez em 1970
(SONAGLIO et al., 1995).

Atualmente, as aplicacbes do método da extrusido-esferonizacdo na
industria farmacéutica também incluem a producdo de sistemas de liberacéo
controlada (NEAU et al., 2000; SANTOS et al., 2002; BREITKREUTZ et al., 2003;
TOMER et al.,, 2002). GANDHI et al. (1999) destaca as seguintes vantagens do
uso de granulos esféricos para sistemas de liberagdo controlada: a) S&o
facilmente dispersos no trato gastrintestinal e isto invariavelmente maximiza a
absor¢cao do farmaco, reduzindo o pico plasmatico e minimizando os efeitos
colaterais sem redugdes apreciaveis de sua biodisponibilidade; b) Evitam alta
concentracdo local do agente bioativo, as quais podem ser irritantes ou
anestésicas; c) Produzem melhor fluxo das particulas, faixa estreita de distribuigdo
de tamanhos, dosagens menos fridveis e empacotamento mais uniforme; d)

Possuem pequena razao entre area superficial e volume, sendo ideais para
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aplicagao de filmes de recobrimento. Podem também se tornar atrativos devido as
cores e formas que lhes podem ser dadas na fabricacao; e) Possuem flexibilidade
para modificagdes posteriores, tais como compressao para formar comprimidos ou
sofrerem recobrimento.

Segundo SUMMERS & AULTON (2001), a grande vantagem do método da
extrusao-esferonizacdo sobre os outros métodos de producdo de particulas
esféricas, € a sua habilidade de incorporar grandes quantidades de ingredientes
ativos sem produzir particulas excessivamente grandes, minimizando a
quantidade de excipientes.

O método da extrusao-esferonizagao € composto de varias etapas, dentre
as quais as principais, citadas por SUMMERS & AULTON (2001), sdo: 1. Mistura
dos ingredientes secos para obtengdo de uma dispersdo homogénea de pos;
2. Umidificacdo dos pdés para producdo de uma massa molhada suficientemente
plastica para sofrer extrusao; 3. Extrusdo para obtencado de bastdes cilindricos de
diametro uniforme que sdo quebrados devido ao seu préprio peso. Esses bastdes
devem ter plasticidade suficiente para sofrerem deformagao sem aderirem uns aos
outros na etapa posterior de esferonizagdo. 4. Esferonizagado para a quebra dos
bastbes e formagao das particulas esféricas; 5. Secagem para atingir a umidade
final desejada; 6. Peneiramento (opcional) para obtengado particulas com faixa
estreita de distribuicdo de tamanhos. Segundo SONAGLIO et al. (1995), é
importante que os parametros tecnolégicos de cada etapa sejam estudados, uma
vez que nao sao independentes.

Em termos de equipamentos, diferentes configuracdes de extrusoras foram
desenvolvidas para as varias aplicagbes. SUMMERS & AULTON (2001)
classificaram as extrusoras em 3 categorias de acordo com o mecanismo de
alimentacgao: (i) alimentadas por rosca sem fim; (ii) alimentadas pela gravidade e
(iii) alimentadas por pistdes. As duas primeiras categorias sao utilizadas no
desenvolvimento e producdo, e a ultima é utilizada para o desenvolvimento
experimental. As Figuras 46 e 47 mostram esquemas, respectivamente, das duas

primeiras categorias e da terceira categoria de extrusoras.
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Extrusoras alimentadas por rosca sem fim

N wutvuiJ-
iv =g
V e\e\/s\E/3\e r]ll

Be

Axial Radial

Extrusoras alimentadas pela gravidade

Cilindro

Engrenagem

FIGURA 46. Representacdo esquematica de extrusoras alimentadas por rosca

sem fim e pela gravidade (adaptacdo de SUMMERS & AULTON,
2001).

Alimentacao
Motor

_/ J' / Orificios de extrusiao
__,.n-
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I| -:}‘-

Pistao

FIGURA 47. Representacdo esquematica de uma extrusora alimentada por pistao
(adaptacdo de VERVAET et al., 1995).
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Para esferonizagao, os equipamentos devem ter a capacidade de dar forma
redonda aos bastbes produzidos pela extrusdo. A configuragao classica consiste
de um recipiente com paredes laterais fixas contendo um disco ou prato rotatorio
no fundo, conforme mostrado na Figura 48. A formagao das esferas depende da
forca gerada pelas colisbes particula-particula e particula-parede do equipamento.
O disco do fundo possui ranhuras que aumentam o atrito com a superficie e

favorecem as colisoes.

Produto omido esferonizado durante a rotacao

Disco Friccional Rotatério

FIGURA 48. Configuragédo classica de um esferonizador mostrando as
caracteristicas de movimento e formacédo das particulas durante a
operacgéao (adaptacdo de SUMMERS & AULTON, 2001).

A transicdo de formas dos bastbes para esferas durante o tempo de
esferonizagao ocorre em varios estagios apresentados na Figura 49. Inicialmente
os cilindros extrudados sofrem deformacgao arredondando as suas extremidades.
Em seguida adquirem a forma de halteres, com fragilizagdo da regido central e
quebra em particulas de forma elipsoidal, as quais adquirem a forma esférica final

através do desgaste da sua superficie.
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(a) (b) (c) (d) (e)
CILINDRO CILINDRO HALTERES ELIPSOIDE ESFERA
COM EXTREMIDADES
ARREDONDADAS

TEMPO DE ESFERONIZACAO —'»

FIGURA 49. Representacéo das transicbes de forma das particulas durante a
esferonizagao: particulas cilindricas (a), cilindricas com extremidades
arredondadas (b), halteres (c), elipsoides (d) e esferas (e) (adaptacao
de SUMMERS & AULTON, 2001).

5.1.2. Excipientes

Anteriormente, excipiente era conceituado como simples adjuvante, nada
mais que uma substancia quimica e farmacologicamente inerte. Mas atualmente, o
excipiente ndo é considerado apenas uma substancia inerte, mas um componente
essencial e funcional nas formas farmacéuticas modernas (FERREIRA, 2004;
PIFFERI et al., 1999).

Os excipientes podem ser classificados como diluentes: aqueles que
fornecem peso, consisténcia e volumes adequados a forma farmacéutica; e
adjuvantes: aqueles que auxiliam o farmaco a cumprir o seu papel. Alguns
excipientes influenciam na estabilidade do farmaco tais como antioxidantes,
quelantes, conservantes, tampdes, modificadores de pH; e outros influenciam na
absorgao do farmaco tais como desintegrantes, plastificantes, modificadores de
liberagdo, promotores de penetracdo, molhantes, formadores de filmes, agentes
bioadesivos (FERREIRA, 2004).

O sucesso da granulagdo € muito influenciado pelos excipientes
adicionados durante o processo. Tais excipientes além de contribuir no processo

de granulacdo, também atribuem propriedades aos granulos.
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De acordo com WALDRON (2001) a celulose microcristalina € um dos
excipientes mais utilizados nos processos de extrusao-esferonizagdo. Sua
estrutura € essencialmente fibrosa e altamente porosa, sendo capaz de absorver
grande quantidade de agua. No entanto, sob pressao, parte desta umidade pode
ser liberada e a massa umida atinge plasticidade suficiente para a extruséo.

Segundo WALDRON (2001), alguns agentes ligantes, tal como a
hidroxipropilmetilcelulose, podem ser adicionados a formulacdo para auxiliar o
processo de extrusao.

SAWAYANAGI et al. (1982) verificaram que a quitosana, se adicionada a
comprimidos, apresenta propriedades desintegrantes até mesmo melhores do que
a celulose microcristalina e o amido de milho.

UPADRASHTA et al. (1992) estudaram o uso da quitosana como agente
ligante em comprimidos. Eles observaram que a quitosana apresenta eficiéncia
superior a alguns excipientes como a metilcelulose e a carboximetilcelulose, no
entanto, inferior ao hidroxipropilmetilcelulose.

Os amidos quando submetidos a tratamentos quimicos e/ou mecéanico com
agua, seguido pela secagem, obtém-se os amidos pré-gelatinizados que
apresentam desempenhos melhores com relagao as propriedades aglutinantes e
desintegrantes (PIFFERI et al., 1999).

5.2. MATERIAL

Os granulos foram preparados utilizando as microesferas previamente
preparadas e um dos seguintes excipientes: quitosana, carboximetilcelulose
(CMC) ou amido pré-gelificado comercial.

A quitosana foi da marca Polymar (Fortaleza-Brasil), a mesma utilizada na
preparagao das microesferas. A CMC (Cekol 30.000) e o amido pré-gelificado
comercial (STARTAB PG) foram cedidos, respectivamente, pela Noviant (Suécia)
e Chemyunion Quimica Ltda (Brasil).

A massa molar da CMC, determinada por viscosimetria, foi 7,23 x 10° Da.
Para esta determinacdo utilizou-se a equagdao de Mark-Houwink com os
parametros de Brown & Henley (1964), citado por EREMEEVA & BYKOVA (1998).

A estrutura quimica da CMC é apresentada na Figura 50. Quando na forma
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sodica, os cations Na* neutralizam as cargas negativas do grupo carboxilico da

estrutura.
CHz CH, CH
D CHOH O CHCOH Cl CHDH
(|3H2 (lez CH2

FIGURA 50. Figura estrutura quimica da carboximetilcelulose.

5.3. METODOS

5.3.1. Preparacao dos Granulos

Os granulos foram preparados pelo método umido de extrusio-
esferonizagdo, com modificagdes introduzidas neste trabalho, para a utilizagao de
microesferas na sua composicao.

As microesferas preparadas de acordo com a metodologia apresentada no
Capitulo 4 foram centrifugadas e, apds a remog¢ao do sobrenadante, foram secas
em estufa a aproximadamente 40°C até a umidade residual de 75 %. As
microesferas umidas, fez-se a adicdao de um dos excipientes e com o auxilio de
uma espatula misturou-se até obter uma massa homogénea. Essa massa foi
submetida a extrusdo manual através de uma seringa metalica com 12 furos de
1 mm de didmetro. Os bastdes extrudados foram coletados em um esferonizador
artesanal, construido de recipiente redondo, cujo fundo era formado por piramides
truncadas espacadas uniformemente. A esferonizagdo era feita em um agitador
reciproco a 550 rpm por 30 min. Para finalizar, o material era colocado em outro
recipiente de fundo liso e agitado por mais 1 h a 550 rpm. Os granulos esféricos
formados foram secos em temperatura ambiente (25°C) por 48 h e estocados em

recipiente fechado a temperatura ambiente.
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Os excipientes CMC, amido pré-gelificado comercial e quitosana foram
testados em trés concentragdes: 2,4; 4,8 e 9,1 %. Essas concentracbes foram

calculadas pela equacgao (13).

M
Cexcipiente = { v EXCIPERTE ) x 100 (13)

EXCIPIENTE + MMICROESFERAS SECAS

onde Mexcipiente € @ massa de excipiente adicionada e Myicroesreras secas € a
massa das microesferas secas.

Granulos também foram obtidos da mistura fisica dos constituintes das
microesferas e contendo 4,8 % de quitosana como excipiente, para serem usados
como controle. Em um recipiente, os pos de quitosana, hidréxido de magnésio e
TPP foram misturado exatamente na mesma quantidade utilizada para a
preparagao das microesferas. Em seguida, adicionou-se a ddl em quantidade igual
a incorporada na preparagdao das microesferas, quantidade esta baseada na
eficiéncia de incorporacao dos ensaios anteriores. De forma analoga a preparagao
dos granulos, adicionou-se ainda 4,8 % de quitosana como excipiente. Estes pos
foram homogeneizados em um recipiente fechado sob agitagdo reciproca por
30 min a 500 rpm. Finalmente, adicionou-se agua destilada até a obtengao de uma
massa Umida passivel de extrusdo. Nao foi possivel realizar a esferonizagao
devido a plasticidade inadequada da massa umida apesar de terem sido testadas
diferentes quantidades de agua, desta forma os granulos apresentaram forma

cilindrica como os granulos com CMC.

5.3.2. Caracterizacao dos Granulos

Os granulos obtidos foram caracterizados através de parametros

geométricos e da liberagao da ddl incorporada.

5.3.2.1. Parametros Geomeétricos

Os parametros geométricos foram determinados através da analise de
fotografias digitais dos granulos espalhados sobre uma superficie negra, obtidas

com uma camera digital SONY (modelo FD Mavica MVC-FD75). As fotografias
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foram processadas pelo programa UTHSCSA Image Tool 3.0. Para cada
excipiente foram analisados 500 granulos em varias fotografias. Os parametros

geométricos determinados foram:
Area (Ar): corresponde a area ocupada pelo granulo na fotografia.
Perimetro (Pm): comprimento da projecao do limite exterior do granulo.

Comprimento do maior eixo: comprimento da maior linha tragada na maior
distancia.
Comprimento do menor eixo: comprimento da menor linha tragada na menor
distancia.

Alongamento (AL): relagéo entre o comprimento do maior eixo e o comprimento

do menor eixo.

Esferocidade (Esf): medida dependente da rugosidade da superficie externa do
granulo (perimetro). Representa um numero entre 0 e 1 e, quanto maior o valor,

maior é o grau de esferocidade. E calculada pela equacéo (14).

Adx T xAr

Esf =
/ Pm?

(14)

onde Ar e Pm séao respectivamente, area e perimetro da particula na fotografia
digital.
Particulas muito proximas de um circulo perfeito apresentam valores de

esferocidade e alongamento muito proximos de 1.

Diametro de Feret (DF): é o diametro de um circulo com a mesma area do objeto.

/4><Ar
DF = (15)
T

onde Ar é a area da particula na fotografia.

E calculado pela equacdo (15).
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5.3.2.2. Liberacao da Didanosina

A liberacdo da ddl foi feita em suco entérico simulado (SES). Este foi
preparado previamente com solucdo de tampao fosfato contendo 1,00 % de
pancreatina de acordo com a metodologia da USP XXIII. O pH final foi ajustado
em 7,40 com hidréxido de sédio (0,2 mol dm™).

Nesses ensaios foram utilizados 60 mg de granulos e 30 cm® de SES. Esta
quantidade de granulos apresentava de 23 a 30 mg de ddl, dependendo da
quantidade de excipiente. Apds a adicdo do SES aos granulos, o sistema foi
submetido a agitagéo reciproca (150 rpm e 37°C) e, em tempos pré-determinados,
eram retiradas aliquotas (20 - 30 uL) para a quantificacdo da ddl conforme descrito
na secgao 4.1.3.6.2. O SES fresco era reposto ao meio, em quantidade igual a da
aliquota retirada, para manter o volume constante. Os ensaios foram realizados

em triplicata.
5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1. Efeito dos Excipientes na Producao dos Granulos

Dentre os excipientes usados, somente a CMC nao possibilitou a
esferonizagdo dos granulos extrudados. Provavelmente as interagcbes entre as
cargas negativas da CMC e as cargas positivas da quitosana produziram bastbes
resistentes a quebra durante a esferonizagdo. Devido a essa limitagao, quando a
CMC foi usada como excipiente se procedeu apenas até a etapa de extrusdo,
obtendo-se granulos cilindricos com cerca de 3 mm de comprimento. Os outros
dois excipientes testados, quitosana e amido nado apresentaram esse problema

durante a esferonizagao, possibilitando a obten¢ao de granulos esféricos.

5.4.2. Efeito dos Excipientes nos Parametros Geométricos

Algumas fotografias dos gréanulos obtidos, usadas para a determinagdo dos
parametros geométricos através do programa computacional UTSHCSA Image
Tool 3.0, séo apresentadas no Anexo 2. A Tabela 35 e a Figura 51 mostram os

parametros geomeétricos determinados para os granulos aqui preparados, em
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funcdo da concentragao dos excipientes usados, em comparagdo com os granulos
preparados sem excipiente e com o produto comercial (Videx® EC).

Para os granulos com excipiente, observa-se que com relagdo ao
alongamento, a diferenca entre os valores médios é inferior a 10%, independente
do excipiente ou concentragdo, com exceg¢ao dos granulos nos quais se utilizou
quitosana como excipiente a 4,8%. Os valores de esferocidade também foram
semelhantes e maiores que 0,80, o que é considerado satisfatério para granulos
esferonizados, com excecdo dos granulos de amido comercial a 9,1%. Os
diametros de Feret foram muito proximos de 1 mm, que € um valor adequado para
encher capsulas duras de gelatina, uma das formas pretendidas para a veiculagéo
desses granulos. Na auséncia de excipiente, o0s granulos apresentaram
diametro de 0,91 mm, sugerindo que a adicdo do excipiente aumenta o seu
diametro médio em cerca de 10 %. Esses resultados também foram muito
semelhantes aos obtidos para o granulo de Videx® EC, no entanto, cabe ressaltar
que esses apresentam forma cilindrica com altura aparentemente igual ao
diametro (1 mm).

Para os granulos contendo CMC, os parametros geométricos ndao foram
calculados, por apresentaram-se na forma cilindrica, com altura muito maior do

que o diametro.

TABELA 35. Parametros geométricos de granulos compostos de microesferas de
quitosana e os excipientes amido e quitosana. Os granulos sem

excipientes e do Videx® EC foram caracterizados como controles.

Alongamento  Esferocidade Diametro de Feret (mm)

2,4 % Amido 1,55+ 0,46 0,83+0,13 1,01 + 0,40
4,8 % Amido 1,42+ 0,35 0,88 +0,13 1,03+ 0,34
9,1 % Amido 1,69 + 0,57 0,77+ 0,12 1,30 + 0,27
2,4 % Quitosana 1,53 + 0,47 0,81+0,12 1,18 £ 0,23
4,8 % Quitosana 1,18 + 0,11 0,86 + 0,09 1,18 + 0,11
9,1 % Quitosana 1,43 + 0,39 0,83+0,12 1,09 + 0,24
Sem Excipientes 1,36 £ 0,30 0,89+0,14 0,91 £0,22
Videx® EC 1,43 £ 0,31 0,86 + 0,10 1,52 + 0,28
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FIGURA 51. Variagdes dos parametros geométricos em fungdo da concentragao

dos excipientes quitosana e amido comercial. (a) e (b) Alongamento-
AL; (c) e (d) Esferocidade-Esf; (e) e (f) Diametro de Feret-DF.
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5.4.3. Liberacao da Didanosina em Suco Entérico Simulado

Em funcdo da quantidade de excipiente adicionada e da umidade, os
granulos preparados apresentaram de 37 a 50 % (m/m) de ddl. A Figura 52 mostra
o perfil de liberagédo da dd| para os granulos sem excipientes e a Figura 53 para os
granulos com varias concentragbes dos excipientes. A comparagao entre as
Figuras 52 e 53 mostra pouca diferenca entre os perfis de liberacdo dos granulos
com e sem excipientes.

Em todos os casos, a forma hiperbdlica dos perfis indica que a liberagao da
ddl dos granulos ocorreu por difusdo, em um intervalo de tempo de 60 min.
Comparando-se os perfis, observa-se que quanto menor a quantidade de
excipiente, maior a quantidade de ddl liberada. Por outro lado, a comparacgao entre
0s excipientes, para uma mesma concentracdo, mostrou que os perfis foram muito
semelhantes para 2,4 e 4,8 % de excipiente. Diferengas na regido do patamar
foram observadas apenas para a concentragdo de 9,1 % dos excipientes
(Figura 53 (c)). Essas diferengcas foram da ordem de 10% para os excipientes
quitosana e amido, e de 20% para a CMC. Estes resultados indicam que a CMC
dificulta a liberagdo da ddl devido as interagcbes entre as suas cargas negativas e

as cargas positivas da quitosana.
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FIGURA 52. Perfil de liberagdo de didanosina contida nos granulos sem

excipientes.
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FIGURA 53. Perfis de liberagdo de didanosina contida nos gréanulos para
diferentes concentragbes de excipientes: (a) 2,4 % (m/m); (b) 4,8 %
(m/m) e (c) 9,1 % (m/m).
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O perfil de liberagado da ddl dos granulos da mistura fisica dos compostos
(sem a formacdo das microesferas) € apresentado na Figura 54. Observa-se
nesse caso que a liberagdo ocorreu muito rapidamente (em 10 min praticamente
toda ddl foi liberada) ao passo que para os granulos contendo as microesferas de
quitosana (Figura 53 (c)), a liberagdo completa ocorreu em um periodo maior que
100 min. Esses resultados mostram que as microesferas ndo s6 promovem a
esferonizagao dos bastdes obtidos por extrusdo, quanto prolongam a liberagcéo da
ddl.

mg de didanosina liberada
@

o
=

T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (min)

FIGURA 54. Perfil de liberacao da didanosina contida em granulos cilindricos da

mistura fisica.

5.4.4. Representacao da Liberacao da Didanosina Através de Modelo

Difusivo

As Figuras 55 a 59 apresentam as curvas obtidas através do ajuste do
modelo difusivo aos dados experimentais obtidos da liberagdo da ddl dos granulos
contendo ou n&o excipientes. Apesar do modelo ter sido desenvolvido para
difusdo em esferas, para efeito de comparagdo com os demais granulos, também
foi realizado o ajuste aos dados experimentais dos granulos cilindricos com CMC.
Como ja era esperado, o modelo difusivo representou melhor a liberagdo da ddl
dos granulos esféricos contendo quitosana ou amido como excipientes, e também

para aqueles produzidos sem excipiente.
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FIGURA 55. Perfis de liberagdo da didanosina obtidos através de ajuste de
modelo difusivo aos dados experimentais para granulos contendo
2,4 % (m/m) de excipiente: (a) carboximetilcelulose; (b) amido pré-

gelificado e (c) quitosana.
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FIGURA 56. Perfis de liberagdo da didanosina obtidos através de ajuste de

modelo difusivo aos dados experimentais para grénulos contendo

4,8 % (m/m) de excipiente: (a) carboximetilcelulose; (b) amido pré-

gelificado e (c) quitosana.
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FIGURA 57. Perfis de liberagdo da didanosina obtidos através de ajuste de
modelo difusivo aos dados experimentais para granulos contendo
9,1 % (m/m) de excipiente: (a) carboximetilcelulose; (b) amido pré-

gelificado e (c) quitosana.
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FIGURA 58. Perfis de liberagao da didanosina contida nos granulos esféricos sem
qualquer excipiente e o modelo difusivo ajustado aos dados

experimentais.

Comparando-se com a mistura fisica, apesar da geometria cilindrica dos
granulos, o modelo difusivo para esferas também representou adequadamente os

dados experimentas como pode ser visto na Figura 59.
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FIGURA 59. Perfil de liberagdo da didanosina obtidos através de ajuste de modelo
difusivo aos dados experimentais para granulos cilindricos da mistura

fisica.
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O comportamento da constante k (= D/R?) da equacdo (5), determinada a
partir do modelo, em funcdo do excipiente e da sua concentracdo € apresentado
na Figura 60. Em todos os casos os valores de k foram da mesma ordem de
grandeza. Os maiores valores foram obtidos para os gréanulos com amido pré-
gelificado comercial, com excegéo dos granulos contendo 9,1 % de CMC. O amido
€ normalmente utilizado em formulagdes farmacéuticas como agente
desintegrante, promovendo assim maior taxa de liberagcdo da ddl, o que explica os

resultados obtidos.

A
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FIGURA 60. Variagcdo da constante k do modelo difusivo em fungao da

concentracao de excipientes nos granulos.

A Tabela 36 mostra os valores da constante k obtidos com as varias
concentracdes de excipientes, em comparagdo com os valores determinados para
0os granulos preparados sem excipiente, e a partir da mistura fisica dos

componentes (sem microesferas).
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TABELA 36. Valores da constante k (x 10> h™) obtidos em varias concentracdes

de excipientes.

Excipiente Concentragao do Excipiente % (m/m) k (x10° h™)
Carboximetilcelulose 24 2,45
4,8 2,56
9,1 4,72
Amido 24 3,30
4,8 3,06
9,1 3,05
Quitosana 24 2,70
4,8 2,76
9,1 2,20
Mistura Fisica 4,8 22,35
Sem Excipiente - 3,52

Observa-se na Tabela 36, que os valores de k variaram, para o amido pré-
gelificado comercial, de 3,05x 102 a 3,30x 10°h™", e para a quitosana, de
2,20x10° a 2,76 x10°h™. Para a CMC a variagdo foi quase o dobro, de
2,45x 107 (2,4 % de CMC) a 4,72 x 10° h™ (9,1 % de CMC).

O valor da constante k, obtida para a liberagdo da ddl dos granulos
preparados sem excipiente, foi aproximadamente igual ao obtido para os granulos
com os excipientes quitosana e amido. Esse resultado mostra que nesses casos o
excipiente nao tem influéncia na liberagdo da ddl, a qual é controlada pelas
microesferas presentes nos granulos. A constante k determinada para a mistura
fisica foi 22,35x10°h™", quase 10 vezes maior que o valor obtido para os
granulos de microesferas contendo 4,8 % de quitosana como excipiente (k =
2,76 x 10° h™).
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5.4.5. Analise da Superficie dos Granulos

Os granulos contendo o valor intermediario da concentragéo (4,8 %) dos
excipientes CMC, quitosana, e amido e os granulos sem excipiente foram
escolhidos para analise da sua superficie através de micrografias obtidas por
microscopia eletrénica de varredura.

As Figuras 61 a 64 mostram as superficies dos granulos contendo ou nao
excipiente. Observa-se, principalmente nas Figuras 61 e 62, sobre as superficies,
a presenga de estruturas esféricas de tamanhos maiores (100 um) que os das
microesferas previamente preparadas. Um aumento maior na micrografia dos
granulos de amido (Figura 67), permite detectar a presenca de grande numero de
cristais de ddl na superficie desses granulos, que provavelmente posicionados
sobre as microesferas produziram o aumento de tamanho observado nas Figuras
61 a 64.

EHT-10.0@ KV W= 28 mm 21-Jun-2085
10x 300um  |—| Photo No.=2889 Detector= SE1

FIGURA 61. Micrografia dos granulos cilindricos contendo 4,8% de

carboximetilcelulose.
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EHT-10.668 kV WD= 29 mm 21-Jun-2085
200 1@9um | — Photo No.=2118 Detector= SE1

FIGURA 62. Micrografia de um granulo esférico contendo 4,8 % de amido pré-

gelificado.

EHI=10.68 kV WD= 30 mn 21-Jun-2065
280x 169m || Photo No.=2106 Detector= SE1

FIGURA 63. Micrografia de um granulo esférico contendo 4,8 % de quitosana.
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EHT-15.80 kU W= 23 mn 20-Jun-20805
200x 10epm | Photo No.-2071 Detector- SE1

FIGURA 64. Micrografia de um granulo esférico sem excipiente.

As Figuras 65 e 66, com aumento de 2.000 vezes, mostram a existéncia de
muitos cristais de ddl, tanto no granulo de Videx® EC como no granulo ndo
recoberto. Os cristais tém didmetros da ordem de 10 um, tdo grandes quanto as
microesferas de quitosana. No processo de secagem, que antecede a extrusao-
esferonizagdo, as microesferas tendem a se encolherem e se agregarem, o que
dificulta a visualizagdo das mesmas. E provavel que no processo de liberacdo da
ddl, quando os granulos absorverem agua, as microesferas retomem a forma

original.
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L
i
- \ (e
EHT=10.08 kV WD= 25 mm 24-Nov-2005
16pn | —| Photo No.-2634 Detector= SE1

FIGURA 65. Micrografia da estrutura interna do granulo de Videx® EC (aumentada
2.000 vezes).

4 éy i -

EHT-16.08 kV W= 28 mn 24-Nov-2005
1opm  —— Photo No.=2628 Detector= SE1

FIGURA 66. Micrografia da estrutura interna do granulo nao recoberto (aumentada

2.000 vezes).
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As Figuras 67 a 70 mostram comparativamente as superficies dos granulos
antes e depois da liberagdo da ddl em SES. A Figura 67, antes da liberagao,
mostra a presencga de grande quantidade de cristais de ddl ndo encapsulada sobre
a superficie dos granulos contendo amido pré-gelificado, que nessa ampliagédo
dificulta a visualizagcdo das microesferas. Com a quitosana como excipiente, a
superficie dos granulos apresenta-se mais homogénea, com quantidade menor de
cristais expostos, sugerindo que o excipiente reveste a superficie dos granulos
(Figura 69). Apos a liberagdo em SES, em ambos os casos os cristais de ddl ndo
mais foram observados, dando lugar a cavidades sobre a superficie dos granulos,
as quais foram mais frequentes na superficie dos granulos contendo amido pré-
gelificado (Figura 68), em relacdo aqueles que continham quitosana como

excipiente (Figura 70).

3000x tepm  |—— Photo No.-2681 Detector= SE1

20-Jun-2005 |

FIGURA 67. Micrografia da superficie dos granulos contendo microesferas de
quitosana, didanosina e 4,8 % de amido pré-gelificado antes da

liberagdo da ddl em suco entérico simulado com pancreatina.
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e

EHT=10.88 KV W= 23 mm 21-Jun-2085
36880x 19pm Photo No.-2874 Detector= SE1

FIGURA 68. Micrografia da superficie dos granulos contendo microesferas de
quitosana, didanosina e 4,8 % de amido pré-gelificado apds a

liberagdo da ddi em suco entérico simulado com pancreatina.

T | » T '__'f‘_--ﬁg'

EHT-16.88 KV W= 29 mn 21-Jun-2665
3888x 16pm  —— Photo No.-2103 Detector- SE1

FIGURA 69. Micrografia da superficie dos granulos contendo microesferas de
quitosana, didanosina e 4,8 % quitosana antes da liberacdo da ddl

em suco entérico simulado com pancreatina.
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EHT-10 .08 kV WD- 28 mm 21-Jun-2085
3000x 19pm Photo No.-=211@ Detector= SE1 [

FIGURA 70. Micrografia da superficie dos granulos contendo microesferas de
quitosana, didanosina e 4,8 % de quitosana apds a liberagcao da ddl

em suco entérico simulado com pancreatina.
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CAPITULO 6

MUCOADESAO

6.0. INTRODUCAO

A caracterizagdo da mucoadesao in vitro das particulas preparados neste
trabalho, teve o objetivo de avalia-los quanto a potencialidade de retencédo na
mucosa intestinal, como uma medida indireta da absor¢ao e biodisponibilidade da
didanosina (ddl) nessas formulagdes.

A mucoadesao foi avaliada através de isotermas de adsorcdo da mucina.
Foram avaliados os efeitos da granulagao e dos excipientes usados na preparagao
dos granulos: quitosana, carboximetilcelulose (CMC) e amido pré-gelificado
comercial. As microesferas liofilizadas e os granulos sem excipientes foram
usados como controles.

Nesse capitulo, apresentam-se os conceitos de bioadesdo e mucoadesao,
os seus efeitos na biodisponibilidade de farmacos, os principais mecanismos e
métodos descritos na literatura para a caracterizagdo da mucoadesdo, os

resultados obtidos e discussao.

6.1. BIOADESAO E MUCOADESAO

Bioadesdo € a aderéncia de moléculas em superficies bioldgicas. Em
formulagdes farmacéuticas, a propriedade de bioadesao é usada para aumentar o
tempo de residéncia de principios ativos nas superficies através das quais os
farmacos sao absorvidos, elevando assim a sua biodisponibilidade. As mucosas,
constituem a maioria das superficies bioldgicas de interesse para administragéao
de farmacos. Essas superficies sdo cobertas por uma camada de muco, um gel
complexo excretado pelas células calciformes da superficie epitelial, que

apresenta grande quantidade da glicoproteina mucina. Assim, define-se
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mucoadesao como um caso particular da bioadesdo, na qual as moléculas séo
aderidas a camada de muco (WOODLEY, 2001).

De acordo com (WOODLEY, 2001), a adicdo de moléculas mucoadesivas
as formulagdes representa uma estratégia de direcionamento do farmaco para
mucosas, e 0 aumento do tempo de residéncia combinado com a liberagéo

controlada, que pode levar a redugao na frequéncia de administracao.

6.1.1. Mecanismos da Bioadesao

DODOU et al. (2005) descrevem as principais teorias que explicam o
mecanismo pelo qual as moléculas se aderem a camada de muco. Essas teorias,
sao baseadas nas teorias classicas de adesdao de polimeros a metais, e sao
conhecidas como: teoria eletrénica, de adsorgdo, intumescimento e difusao.

-Teoria eletrénica: considera que a transferéncia de elétrons do muco para
a molécula mucoadesiva ocorre devido as diferengas nas suas estruturas
eletrbnicas. Essa transferéncia leva a formacado de uma dupla camada de cargas
elétricas na interface, devido as for¢as de atragao.

-Teoria da adsorcdo: refere-se a atragcdo entre o muco e a molécula
mucoadesiva atingida através de ligagdes moleculares tais como ligagbes de
hidrogénio e interagdbes de van der Waals. Essas forgas atrativas séao
consideravelmente maiores que as descritas pela teoria eletrénica.

-Teoria do Intumescimento: correlaciona as tensbes superficiais do muco e
da molécula mucoadesiva com a sua habilidade de intumescer e se espalhar
sobre a camada de muco. Indica que a energia interfacial desempenha papel
importante na mucoadesao. O espalhamento da molécula sobre o muco € um pré-
requisito para a validade de todas outras teorias.

-Teoria da Difusgo: refere-se a interpenetracdo em profundidade e
entrelacamento fisico das cadeias poliméricas da molécula mucoadesiva e muco.
Esses processos dependem de propriedades da molécula mucoadesiva como
massa molar, grau de reticulagdo, comprimento da cadeia polimérica, flexibilidade
e conformacgao espacial.

Nenhuma dessas teorias isoladas da uma descrigdo completa do

mecanismo de mucoadesio. Na verdade, o fendbmeno total de mucoadesio é o
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resultado da combinagao de todas essas teorias, € 0 processo de mucoadeséao é

uma sequéncia de etapas em que cada uma esta associada a um mecanismo
diferente, como esquematizado na Figura 71.

TEORIA DO
INTUMESCIMENTO

TEORIA
ELETRONIZA:

TEMPO

TEORIA DA
ADSORCAO

TEORIA DA
DIFUSAO

FIGURA 71. Teorias da mucoadesao (circulos brancos) e propriedades materiais
do mucoadesivos (circulos hachurados) as areas sobrepostas entre
os circulos das propriedades dos materiais e as teorias da
mucoadesao indicam como e qual a extensdo elas estao
relacionadas (adaptagcao de DODOU et al., 2005).
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6.1.2. Mucoadesao e Biodisponibilidade

Além de caracterizar a mucoadesdo, CHICKERING Il et al. (1997)
estudaram a habilidade dos polimeros alginato ou poli-(fumarico-co-sebacico
anidrico) de aumentar a biodisponibilidade de um farmaco modelo (dicumarol) em
ratos. As microesferas de poli-(fumarico-co-sebacico anidrico) promoveram o
aumento significativo na area sob a curva concentragao plasmatica versus tempo
se comparada com o controle. Os resultados foram justificados pela maior
mucoadesdo dessas microesferas ao tecido epitelial. Segundo os autores, o
contato intimo com o tecido epitelial reduz as perdas do farmaco, resultando em
aumento da sua absorcéo.

DODANE et al. (1999) estudaram as alteragbes promovidas pela quitosana
nas barreiras epiteliais utilizando medidas da permeabilidade do manitol, um
marcador paracelular, através de células Caco-2 (originaria de um carcinoma colo-
retal humano). Eles concluiram que a quitosana aumenta a permeabilidade da
célula devido ao caminho intracelular e paracelular. Segundo os autores, a
quitosana promove efeitos leves e reversiveis na morfologia epitelial que a torna

um componente promotor de absor¢ao de farmacos em mucosas.

6.1.3. Métodos para Determinacdo da Mucoadesao

A literatura mostra grande diversidade de métodos para determinacédo da
mucoadesao. Esses métodos podem ser realizados nas diferentes formas: in vivo,
in vitro e ex vivo, e alguns deles sdo somente qualitativos. Segundo PARK et al.
(1987), uma vez que o método € estabelecido, a melhor maneira de caracterizar
as propriedades de varios polimeros € ter uma medida comparativa do seu
desempenho adesivo. Para um dado método, a medida da adesdo € muito
sensivel as condi¢cbes experimentais.

GASER@D et al. (1998) construiram um sistema para determinar a
mucoadesao de microcapsulas de alginato recobertas ou ndo com quitosana.
Nesse sistema, uma determinada quantidade de particulas era colocada na parte
superior de uma superficie inclinada recoberta por um tecido de estbmago de
porco que era constantemente molhado por saliva artificial na parte mais alta. No

decorrer do tempo as particulas percorriam a superficie inclinada e caiam sobre
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um recipiente. A porcentagem de adesao foi definida como a razdo entre a
quantidade de particulas que nao se deslocavam e a quantidade inicial de
particulas. Os autores observaram que a porcentagem de adesado das particulas
recobertas com quitosana foi duas vezes e meio maior do que as particulas nao
recobertas.

A mucoadesao de microesferas de alginato ou poli-(fumarico-co-sebacico
anidrico) marcadas com bario foi estudado por CHICKERING Il et al. (1997). Apés
a ingestdo das particulas por ratos, o trato gastrintestinal era radiografado em
intervalos pré-determinados para determinar a localizagdo das microesferas. As
fezes dos animais também foram analisadas durante trés dias em intervalos de
tempo pré-determinados. Eles verificaram que apos 34 h, 90 % das microesferas
de poli-(fumarico-co-sebacico anidrico) haviam sido excretadas, por outro lado,
para as microesferas de alginato este tempo foi de 20 h.

EL-HAMEED & KELLAWAY (1997) estudaram a mucoadesao de
microesferas poliméricas utilizando o método do tensidémetro. Circulos de 9 mm de
membranas de nitrato de celulose foram recobertos com um filme de gel de
carbopol. As microesferas foram retidas neste filmes e posteriormente secas em
estufa. A mucoadesdo foi determinada através da forga necessaria para o
desprendimento do disco contendo as esferas, em contato com uma camada de
solucdo de mucina. Os autores compararam microesferas de diferentes polimeros
e verificaram que as particulas de quitosana apresentaram mucoadesao duas
vezes maior do que as particulas de alcool polivinilico (PVA).

TIROSH et al. (1997) utilizaram o método do tensidbmetro para estudar a
adesdo da mucina em comprimidos recobertos com Eudragit® RL 100. Eles
observaram que o aumento da concentracdo do Eudragit® RL 100 promove a
redugao na mucoadesao.

O método do tensidmetro foi utilizado por BERNKOP-SCHNURCH et al.
(1998) estudar a mucoadesdo da mucina em filmes de quitosana e de Carbopol
934P. Os resultados mostraram que a mucoadesao dos polimeros é da mesma
ordem.

GENTA et al. (1998) utilizaram a microscopia eletronica de transmisséo

para verificar qualitativamente a mucoadesdo de microesferas de quitosana. A
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mucina foi previamente solubilizada em cloreto de guanidina e colocada em
contato com as microesferas. Em seguida foram feitas imagens onde foi possivel
observar a interacado entre a mucina e as microesferas. Os autores verificaram que
as microesferas de quitosana nao reticuladas apresentaram grande afinidade pela
mucina se comparadas com as microesferas de quitosana reticuladas com
glutaraldeido que nao apresentaram esta propriedade.

HE et al. (1998) determinaram isotermas de adsor¢do de mucina em
microesferas de quitosana. A concentracdo de mucina foi medida através do
método colorimétrico PAS que utiliza o acido periédico e a base de Schiff. Eles
observaram que o ajuste ao modelo de Langmuir foi melhor do que ao modelo de
Freundlich. A avaliagdo da mucoadesividade através de isotermas de adsorcao
possui as seguintes vantagens: (i) mimetiza o processo in vivo; (ii) possibilita a

obtencgao de dados quantitativos e (iii) simplicidade e reprodutibilidade.

6.2. MATERIAL

Microesferas liofilizadas de quitosana, granulos sem excipientes ou
contendo 4,8 % dos excipientes: carboximetilcelulose (CMC), amido pré-gelificado
e quitosana, todos anteriormente preparados e caracterizados neste trabalho,
foram usados como adsorventes. Como adsorbato foi usada a mucina de porcos
do tipo Ill (1 % de &cido sialico) da marca Sigma. Acido periddico e pararrosanilina

(fucsina) ambos da marca VETEC foram usados para a quantificagdo da mucina.

6.3. METODOS

Os dados experimentais de adsor¢gdo da mucina nas microesferas ou
granulos, foram obtidos de acordo com procedimento utilizado por HE et al.
(1998). Colocou-se 20 mg de particulas em contato com 5cm® de solugdo de
mucina em diferentes concentragcdes. Apos 3,5h de contato sob agitacéo
reciproca (150 rpm e 37°C), dosou-se a quantidade de mucina no sobrenadante
dessa suspensdo. Os experimentos foram realizados em ftriplicata para cada
concentracdo de solugdao de mucina. A quantidade de mucina adsorvida foi
determinada pela diferenca entre a sua quantidade inicial e aquela contida no

sobrenadante apds o contato com as particulas.
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A mucina foi dosada pelo método espectrofotométrico PAS (Periodic
Acid/Schiff ou Acido Periddico/Schiff) descrito por MANTLE & ALLEN (1978). O
meétodo baseia-se na medida de polissacarideos que sdo oxidados pelo periodato.
Consiste na oxidagéo dos grupos 1-2 glicol, produzindo aldeidos, os quais reagem
com a fucsina descorada, chamada de reagente de Schiff, dando um composto de
coloragao rosa vivo que é medido em 555 nm.

As isotermas de adsorcdo da mucina foram obtidas plotando-se as
concentragbes de mucina em equilibrio nas fases liquida e sélida (adsorvida na
particula). Os dados experimentais foram ajustados ao modelo de Langmuir
(equacao 16) pelo médulo de estimativa nao linear do programa STATISTICA que

utiliza o método de quasi-Newton.

qMAX 'C *

i SUN—
"7k 1cx (16)

onde, g* é a concentragédo de soluto em equilibrio na fase sdlida (neste caso, mg
de mucina/mg de particulas), guax € a quantidade maxima de soluto adsorvido
pelas particulas (mg de mucina/mg de particulas), C* é a concentragao de soluto
em equilibrio na fase liquida (mg de mucina/cm® de solucéo) e Kp é a constante de
Langmuir ou constante de afinidade (mg de mucina/cm?® de soluc&o).

Para utilizagdo desta técnica, supde-se que ndo ocorrem reagdes quimicas

entre os componentes da mucina e as particulas testadas.

6.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 72 mostra as isotermas de adsor¢do obtidas. Observa-se que o
modelo de Langmuir representou bem os dados experimentais, com coeficientes
de regressao variando entre 0,94 e 0,99. HE et al. (1998) também verificaram bom
ajuste do modelo de Langmuir para microesferas de quitosana reticuladas com

glutaraldeido e preparadas pela técnica de atomizagéo (Spray Drying).
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FIGURA 72. Isotermas de adsor¢gao da mucina em: (a) granulos esféricos com
amido pré-gelificado, (b) grénulos esféricos com quitosana, (c)
granulos esféricos sem excipientes, (d) granulos cilindricos com

CMC, (e) microesferas de quitosana liofilizadas.
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A comparacgédo dos perfis das isotermas da Figura 72 e os valores dos
coeficientes do modelo de Langmuir da Tabela 37 possibilita a compreensao do
fendmeno de adsorgdo. O perfil das isotermas dos grénulos, com quitosana e com
amido pré-gelificado, é muito semelhante a forma da isoterma das microesferas
liofilizadas. Por outro lado, a forma das isotermas dos granulos sem excipientes e
com CMC é mais distinta apesar do bom ajuste ao modelo de Langmuir. O
processo de extrusido-esferonizacdo das microesferas sem excipientes altera a
afinidade das microesferas com relacdo a mucina, principalmente pela
interiorizacdo das microesferas no granulo, que reduz a afinidade do granulo. Isto
porque muitas microesferas presentes no interior do granulo sao sitios potenciais
de adsor¢do da mucina. Fisicamente alguns destes sitios poderiam ser inatingiveis
pela a mucina, o que acarretaria grandes diferencas nos valores obtidos para o
Quax, mas isto nao foi verificado, de acordo com a Tabela 37.

A difusdo da mucina para o interior destes granulos depende da diferenca
entre a concentragdo de mucina no interior do grénulo e no exterior (na solugéo).
Desta forma, é necessario um gradiente maior de concentragdo, ou seja, a
concentragdo da solugdo de mucina deve ser muito maior para atingir o interior
dos granulos, o que significa maior valor de Kp ou redugao da afinidade. Por outro
lado, a esferonizacdo das microesferas com excipientes como a quitosana e o
amido promove um aumento significativo da afinidade da mucina pelos granulos.
Tais granulos apresentam afinidade superior até mesmo a afinidade das
microesferas pela mucina. O aumento da afinidade se deve ao excipiente
adicionado. A interpenetragdo da mucina com as cadeias poliméricas do amido ou
da quitosana favorecem o processo de adsorg¢ao. Assim, a adicdo de excipientes
compensa a perda de afinidade decorrente do processo de esferonizacdo sem
excipiente.

Os parametros ajustados através do modelo de Langmuir, apresentados na
Tabela 37, mostram que a capacidade maxima de adsorgédo, guax, € da mesma
ordem de grandeza para os varios granulos (de 0,37 a 0,80 mg de mucina/mg de
particulas) e para as microesferas liofilizadas (0,52 mg de mucina/mg de
particulas). Apesar disso, observa-se que o0s granulos sem excipientes
apresentam quax superior. Conforme as Tabelas 29 e 35, o diametro médio dos

granulos & aproximadamente 1,10 mm (= 1100 um) e das microesferas é 8,13 um,
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ou seja, cerca 135 vezes menor do que o didmetro dos granulos. Admitindo que
nao ha quebra ou deformacédo das microesferas durante a granulagdo, a razéo
entre o volume de um granulo e o volume de uma microesfera fornece a
quantidade aproximada de microesferas em um granulo, ou seja,
aproximadamente 2.445.965 microesferas/granulo. Entretanto, trata-se de uma
aproximacao, porque nao se considera o volume de vazio entre as microesferas, o
que reduziria este valor. Por outro lado, a area superficial de um granulo é igual a
3.801.327,1 um?, e a area superficial de uma microesfera é igual a 207,6 um?.
Como em um granulo ha aproximadamente 2.445.965 microesferas, a area
superficial de um granulo contendo microesferas é igual a 507.782.334 um?, ou
seja, muito maior do que a area superficial de um granulo sem microesferas.
Essas consideragbes podem explicar o valor mais elevado do guax dos granulos
sem excipientes, comparado ao das microesferas. No caso dos granulos com
excipientes, a redugdo nos valores de qQuax pode ser devida ao alisamento da

superficie causada pela deposi¢ao do excipiente.

TABELA 37. Parametros do modelo de Langmuir e coeficientes estatisticos para a
adsorgdao da mucina em microesferas e granulos compostos de

microesferas de quitosana.

Parametros
Particulas 7 7
QMAX( ) KD( ) r
Microesferas liofilizadas 0,52 5,18 0,9499
Granulos sem excipiente 0,80 18,42 0,9435
Quitosana 0,40 1,24 0,9910
Granulos com excipiente: Carboximetilcelulose 0,37 19,23 0,9627
Amido Pré-Gelificado 0,46 1,51 0,9835

OBS:(A) guax em mg de mucina/mg de particulas, Kp em mg de mucina/cm?® de solucg&o.

O coeficiente Kp, que expressa a afinidade do adsorvente pela mucina,
apresentou variacdes expressivas entre as particulas. Quanto maior o coeficiente
Kp, menor a afinidade da mucina pelo adsorvente. Um dos principais fatores que
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contribuem para a afinidade é a interagcao eletrostatica entre as cargas positivas
dos grupos amina protonados da quitosana, com as cargas negativas do acido
sialico presente na mucina. A estrutura quimica do acido sialico, apresentada na
Figura 73, mostra a presenga de varios grupos quimicos que podem apresentar

cargas negativas.

CH,CONH COOH

OH

FIGURA 73. Estrutura quimica do acido sialico.

Observa-se na Tabela 37, que o valor de Kp varia de 5,18, para as
microesferas, para 18,42 mg de mucina/cm?®, para os granulos sem excipientes,
Esse resultado indica que os processos de granulagéo e esferonizagao reduzem a
carga positiva na superficie dos granulos, e conseqlentemente as interagdes
moleculares entre a mucina e a quitosana. A adigado dos excipientes quitosana ou
amido pré-gelificado, promove o aumento significativo na afinidade refletindo-se na
reducdo do coeficiente Kp.

A adicdo do excipiente CMC as microesferas promoveu redugdo da
afinidade da mucina pelo adsorvente, correspondendo ao aumento de quase
quatro vezes no coeficiente Kp. Este comportamento pode ser explicado pela
repulsdo eletrostatica, porque o acido sidlico e a CMC apresentam cargas
negativas.

A partir destes resultados, as duas situagdes extremas, granulos com
quitosana e os granulos sem excipientes, foram escolhidas para a avaliagdo da

permeacao intestinal, cujos resultados estao descritos no Capitulo 7.
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CAPITULO 7

PERMEACAO INTESTINAL

7.0. INTRODUCAO

A biodisponibilidade representa a quantidade e a velocidade com que um
composto ativo absorvido de uma forma farmacéutica atinge a circulagéao
sanguinea. Para atingir a circulagcdo sanguinea é necessario que as moléculas
atravessem uma ou varias membranas bioldgicas. A quantidade de farmaco que
atinge a circulagdo sanguinea pela via oral, é afetada por varias propriedades
fisico-quimicas do farmaco, tais como massa molar, pKa, solubilidade,
lipofilicidade, além da formulagao, forma farmacéutica, pH gastrintestinal, transito
gastrintestinal, interagdes com muco e alimentos, etc. De acordo com BARTHE et
al. (1999), durante o desenvolvimento de um farmaco para administragdo oral &
importante a otimizag&o da sua biodisponibilidade.

A caracterizagao e estudos do mecanismo de permeacao intestinal podem
ser feitos in vivo ou através de diversas técnicas in vitro. Muitas dessas técnicas
sdo também utilizadas pela industria farmacéutica no estudo de novos farmacos.
Dentre as técnicas in vitro, destacam-se: (i) técnica das camaras com medida do
fluxo transepitelial; (ii) técnica do cultivo de células, por exemplo, do tipo Caco-2,

em monocamadas (DODANE et al.,1999); e (iii) técnica do intestino invertido.

7.1. TECNICA DO INTESTINO INVERTIDO

Segundo ACRA & GHISHAN (1991), a técnica do intestino invertido foi
primeiramente utilizada por Wilson e Wiseman em 1954. Consiste na inverséo de
segmentos intestinais utilizando uma haste de polietileno, enchimento com uma
solugcao tampé&o oxigenada, amarragcao das extremidades e colocacdo em meio

tamponado bem oxigenado e agitado contendo o soluto em estudo. A permeacgao
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do soluto é detectada através da variagdo da sua concentragdo no meio externo
e/ou no meio interno ao longo do tempo.

Em relagdo as outras técnicas in vitro, a técnica do intestino invertido
apresenta algumas vantagens como simplicidade, rapidez, boa reprodutibilidade e
baixo custo. As suas principais desvantagens sao a heterogeneidade celular e o
fato de que as membranas luminal e basolateral sdo estudadas em conjunto. As
medidas podem ser afetadas pelo fluxo contrario da substéncia em estudo ou em
funcdo dos caminhos paracelulares. Em se tratando de técnica in vitro, deve-se
também considerar que o modelo animal nao reflete os resultados de permeacao
real obtidos com humanos, e parametros fisiolégicos tais como tempo de transito
ou presencga de alimentos, as influéncias da irrigagdo e do sistema nervoso nao
sao consideradas. O papel destes parametros na permeacgao pode ser estudado in
situ com modelos in vivo.

Neste trabalho a permeacao intestinal da didanosina (ddl) foi caracterizada
através da técnica do intestino invertido, comparando-se a cinética e a eficiéncia
de permeacéo dos granulos desenvolvidos neste trabalho (contendo microesferas
com 4,8 % de quitosana como excipiente ou somente os granulos contendo
microesferas sem excipiente adicional), tendo como controle a forma farmacéutica

comercial (comprimidos tamponados de ddl).

7.1.1. Ensaios com Sistemas de Liberacao Modificada

Nos ultimos dez anos, a técnica do intestino invertido também vem sendo
usada para avaliar a permeagdo de farmacos incorporados em sistemas de
liberagdo modificada. As citagbes abaixo ilustram resultados obtidos com esses
sistemas.

CARRENO-GOMEZ et al. (1999) utilizaram a técnica do intestino invertido e
verificaram que lectinas ligadas a nanoparticulas promoveram aumento na sua
permeacao devido a bioadesividade das lectinas.

Um dos problemas comuns na permeagao de farmacos pelas células
cancerosas € o mecanismo de resisténcia multidrogas. O PSC833 € um dos
moduladores utilizados para superar este problema de permeacédo do farmaco.

LO et al. (2001) estudaram a técnica do intestino invertido para verificar o efeito de
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lipossomas contendo PSC833 na permeacao da epirrubicina. Eles verificaram que
a permeacao da epirrubicina € aumentada pela presenga de PSC833, e é ainda
maior quando o PSC833 encontra-se encapsulado em lipossomas.

LO (2000) também encapsulou a epirrubicina em lipossomas e verificou, pela
técnica do intestino invertido, que € possivel aumentar sua permeacao através do
uso de lipossomas sem a utilizacdo de moduladores como PSC833. Em ambos os
trabalhos (LO, 2000 e LO et al., 2001), eles verificaram que a permeacgao pelo

jejuno € maior do que pelo ileo.

7.2. MATERIAL

Nos ensaios, foram estudadas trés formas farmacéuticas: didanosina em
comprimido mastigavel tamponado contendo 100 mg de ddl/comprimido (marca
Farmanguinhos), granulos esféricos contendo microesferas de quitosana, sem
qualquer excipiente e granulos esféricos contendo microesferas de quitosana e
4,8 % de quitosana como excipiente.

Os intestinos foram retirados de ratos machos adultos da raga Wistar,

pesando entre 250 e 300 g. O tampao TC199 foi usado como meio de incubagéo.

7.3. METODOS

7.3.1. Preparacao dos Segmentos Intestinais

Os ratos foram anestesiados com éter etilico e o intestino delgado
imediatamente dissecado, lavado com solugdo tampdo TC199 mantida a 10°C. O
intestino delgado foi gentilmente invertido com auxilio de uma haste flexivel
(~ 2,5 mm de didametro) com sua extremidade protegida por um tecido fino de
seda. Em seguida, o intestino delgado foi dividido em 3 segmentos de 8 cm. O
primeiro segmento foi medido a partir do piloro (duodeno proximal), o segundo
segmento foi medido a partir do angulo duodeno-jejunal (jejuno proximal) e o
terceiro segmento foi medido acima do ceco (ileo distal). Cada segmento teve uma
das extremidades fechadas com fio de sutura e foram imediatamente preenchidos
com tamp&o TC199 sem glicose. A outra extremidade do segmento intestinal foi

fechada da mesma maneira, de forma que o saco intestinal ficasse com 6 cm de
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comprimento. Cada segmento intestinal foi separadamente incubado em um
sistema contendo tampdo TC199 com glicose e a ddl (0,0875 mg cm™) nas
diferentes formas de apresentagdo. O meio foi mantido a 37°C sob oxigenagao
(O2:CO, - 95:5) e agitagdo suave. Apos os intervalos de tempo pré-
determinados, os segmentos intestinais eram removidos do meio de incubacao,
cuidadosamente lavados e o conteudo filtrado. As quantidades de ddl nao
permeada (fora do saco intestinal) e permeada (no interior do saco intestinal)
foram determinadas por espectrofotometria de UV (A = 248 nm). Os intervalos de
tempo estudados foram 5, 10, 20, 40, 80, e 120 min. Para cada tempo foram
utilizados trés animais (n =3). Os resultados representam a média + desvio
padrdo. O controle foi feito com os trés segmentos intestinais, sendo n = 3,
utilizando somente as solugdes tamponantes anteriormente descritas. Amostras
analisadas no intervalo de tempo de 120 min n&o apresentaram interferéncias nas
leituras do meio de incubagdo no comprimento de onda utilizado para a
determinacado da ddl (A = 248 nm).

A Figura 74 ilustra a montagem experimental usada nesses ensaios.

___a.x-(lz:C Qs - DEAY,

{

Meio de Incubacao
/*' (TC-199)

Meio de incubacao
oxigenado

(TC-199) -_

Intestine
livertido

Ucosa

FIGURA 74. Montagem experimental usada nos ensaios com intestino invertido
incubado em tampao TC199 oxigenado, cada saco € removido no
tempo pré-determinado e o farmaco € analisado no espaco serosal e

no meio externo.
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7.3.2. Preparacao do Meio de Incubacéao

O tampao TC199, usado como meio de incubacao, foi preparado pelo
seguinte procedimento: para um 1 dm® de agua deionizada, adicionou-se nesta
sequéncia: 8,470 g de cloreto de sddio, 0,340 g cloreto de potassio, 0,126 g de

cloreto de célcio, 0,595 g de fosfato de sddio dibasico e 1,801 g de glicose.

7.3.3. Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados experimentais foi realizada através do
teste Tukey (AYRES & AYRES JUNIOR, 2003).

7.3.4. Preparacao das Formas Farmacéuticas

As formas farmacéuticas caracterizadas foram preparadas da seguinte
maneira para utilizacdo nos ensaios de permeacao pela técnica do intestino
invertido:

- Didanosina em comprimido mastigavel tamponado: a massa de cada
comprimido é cerca de 850 mg, sendo 100 mg de ddl e 750 mg de excipientes,
principalmente tampdo. Os comprimidos foram triturados em gral para a
utilizagao no teste.

- Granulos esféricos contendo microesferas de quitosana: apds a preparagao
das microesferas de quitosana contendo a ddl, as mesmas foram secas,
extrudadas e esferonizadas.

- Granulos esféricos contendo microesferas de quitosana e 4,8 % de quitosana
como excipiente: as microesferas de quitosana contendo ddl, previamente
secas em estufa, adicionou-se 4,8 % de quitosana (em relagdo a massa seca
de particulas), procedendo-se em seguida com a extrusao e esferonizagao.

A escolha da concentragdo de ddl adicionada ao meio de incubacgao foi
baseada nas seguintes informagdes:

- a dose do farmaco Videx® EC (enteric-coated) é de 400 mg/dia, que para um
individuo de 75 kg correspondem a 5,33 mg kg™’ de massa corporal.

- a bula do medicamento comercial relata que para uma dose de 7,00 mg de

ddl/kg de massa corporal, a permeagdo é de 33 % em humanos adultos.
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Optou-se por esta dosagem que para um rato de aproximadamente 250 g
corresponde a 1,75 mg de ddl. Considerando que os granulos possuem cerca

de 50 % de ddl em massa, foram usados 3,5 mg de granulos para cada ensaio.
7.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.4.1. Analise da Didanosina no Meio Interno do Saco Intestinal

As Figuras 75 a 77 mostram os perfis de permeacdo da ddl pelos
segmentos intestinais. Apesar do pequeno numero de animais (n = 3) utilizados
nos experimentos, observa-se que os desvios sio relativamente pequenos em se
tratando de estudos dessa natureza. As absorgdes da ddl pelo duodeno em
120 min foram cerca de 34, 20 e 16 %, respectivamente, para os granulos
contendo 4,8 % de quitosana, granulos sem excipiente e comprimido triturado
comercial (ddl livre) (Figura 75). Esses resultados mostram que o processo de
granulagdo promove aumento na permeacdo, provavelmente devido a
mucoadesividade das particulas. Além disso, apdés a adicdo dos granulos ao
tampao TC199 com o saco intestinal, foi possivel visualizar a adesdo do préprio
granulo ao saco intestinal. Esses dados experimentais sdo da mesma ordem de
grandeza do valor informado na bula do medicamento comercial para a
permeacao da ddl em humanos, que é 33 % da quantidade administrada.

Analisando a forma dos perfis da Figura 75, observa-se que a permeacgao
da ddl comercial livre no decorrer do tempo atinge um patamar no qual a
porcentagem de permeacgao se torna praticamente constante. Por outro lado, os
perfis correspondentes aos granulos com 4,8 % de quitosana ndo atingem um
patamar, mas sim, apresentam claramente tendéncia de aumento na permeacéao
mesmo apds 120 min. E provavel que a permeacdo da ddl seja ainda maior apds
120 min, no entanto, estudos com duragdes maiores que 120 min ndo garantem a
viabilidade das células intestinais utilizando esta técnica.

A analise estatistica dos dados experimentais da Figura 75, mostra que até
40 min ndo ha diferengas significativas entre as curvas, no entanto, para 80 e
120 min, os granulos contendo 4,8 % de quitosana apresentaram diferengas

significativas em relagcdo ao medicamento comercial. Por outro lado, granulos sem
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excipiente ndo apresentaram diferengas significativas em relagdo ao medicamento
comercial.

Uma das provaveis hipoteses para explicar o aumento na permeagao da ddl
no segmento duodenal é a presenga de quitosana como excipiente nos granulos,
além da quitosana das microesferas. De acordo com GUO et al. (2004), a
quitosana aumenta a permeacgao da ddl porque atua na abertura das juncdes
estreitas entre as células. Essa hipotese também foi confirmada por KOTZE et al.
(1998) através da comparacao do efeito da permeabilidade de diferentes sais de
quitosana e cloreto de N-trimetil-quitosana em células epiteliais (Caco-2).

As Figuras 76 e 77 mostram que nao ha diferenca estatistica significativa,
de acordo com o teste Tukey, na permeacdo da ddl pelo jejuno e ileo. As curvas
de permeacao estdo praticamente sobrepostas para cada forma de apresentacao
da ddl. A comparacédo entre as Figuras 75, 76 e 77 mostra que a permeacao
através da membrana duodenal € superior a permeacgao através das membranas
do jejuno e do ileo. Esse fato pode estar relacionado ao maior numero de
vilosidades e microvilosidades presentes no duodeno.

Resultados semelhantes foram observados por SINKO et al. (1994). Eles
utilizaram a técnica de perfusao intestinal em ratos e também verificaram que a
permeacao da ddl reduz a cada porgao subsequente do intestino. Posteriormente,
SINKO et al. (1997) observaram o mesmo comportamento na permeagao da ddl
injetada diretamente nas porgdes intestinais de caes.

WINTERGERST et al. (1999) verificaram que permeacédo da ddl, quando
administrada via retal, é cerca de 5 % do valor absorvido pela administragao oral,
evidenciando a redugdo da permeacao do farmaco no transcorrer do trato

gastrintestinal.
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FIGURA 75. Perfis de permeacéo da didanosina através da membrana duodenal:
comparacao entre as formas farmacéuticas (diferenga significativa

em relacdo ao comprimido triturado de didanosina: * — p < 0,05; **

> p<0,10; *** - p < 0,01).
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FIGURA 76. Perfis de permeacéo da didanosina através da membrana do jejuno:
comparacao entre as formas farmacéuticas (diferenca significativa

em relagdo ao comprimido triturado de didanosina: *— p < 0,05).
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FIGURA 77. Perfis de permeacédo da didanosina através da membrana do ileo:
comparagao entre as formas farmacéuticas (ndo ha diferengas

significativas entre as curvas).

7.4.2. Analise da Didanosina no Meio Externo do Saco Intestinal

As Figuras 78 a 80 mostram os perfis de liberagdo da ddl no meio externo
de incubagao, para cada forma de apresentagao, ou seja, corresponde a ddl que
nao permeou pela membrana. Na Figura 78, observa-se que para o duodeno, a
quantidade de ddl no meio externo € menor para os granulos contendo 4,8 % de
quitosana se comparada ao medicamento comercial. Esses resultados obtidos
confirmam os anteriores, os quais mostraram que a incorporagdo promove
liberagcdo mais lenta da ddl, sobretudo para os granulos contendo 4,8 % de
quitosana.

Por outro lado, no jejuno e no ileo a porcentagem da ddl disponivel no meio
externo € maior comparada aos dados obtidos com o duodeno, comprovando
também os resultados anteriores com o meio interno, que mostram menor
permeacgao para a ddl nos segmentos do jejuno e ileo. O teste Tukey para o jejuno

e ileo (Figuras 79 e 80) mostra que ha diferenca significativa entre as curvas nos
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pontos iniciais, até 40 min. Desse tempo em diante, ndo ha diferencas

significativas e as curvas se sobrepbem, indicando que as intensidades de
permeacgado por estes segmentos sao praticamente iguais para as formas
farmacéuticas estudadas. As diferencas iniciais observadas devem-se
possivelmente a maior velocidade de solubilizagdo inicial no meio externo do

medicamento comercial, cujos comprimidos foram triturados para esses ensaios,

em relagao aos granulos.

DUODENO - MEIO EXTERNO

100

---m--- Comprimido Triturado (ddl livre)
—4— Granulo - Sem Excipiente
—A— Granulo - 4,8 % de Quitosana

% Didanosina no Meio

40 60 80 100 120
Tempo (min)

FIGURA 78. Perfis de liberagdo da didanosina no meio TC199 (com glicose)
contendo a porcdo do duodeno: comparacdo das formas
farmacéuticas (diferengas significativas em relagdo ao comprimido

triturado de didanosina: * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,10).
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FIGURA 79. Perfis de liberagdo da didanosina no meio TC199 (com glicose)
contendo a porgao do jejuno: comparacao das formas farmacéuticas
(diferenca significativa em relagdo ao comprimido triturado de
didanosina: * —» p < 0,05; ** - p < 0,01).
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FIGURA 80. Perfis de liberacdo da didanosina no meio TC199 (com glicose)
contendo a porgao do ileo: comparagao das formas farmacéuticas
(diferenca significativa em relagdo ao comprimido triturado de

didanosina: * —» p < 0,05; ** - p < 0,01).
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CAPITULO 8

REVESTIMENTO DOS GRANULOS

8.0. INTRODUCAO

Revestimento é definido como a aplicagdo de um material, geralmente
selante, sobre a superficie de uma particula com a finalidade de modificacdo de
suas caracteristicas (TARANTO, 1996). Varios setores industriais como o
farmacéutico, alimenticio e agricola utilizam o revestimento no processamento de
produtos como: comprimidos, cosmeéticos, esséncias, enzimas, proteinas,
vegetais, sementes, fertilizantes, doces e confeitos, catalisadores, etc.

De acordo com SILVA (2003), o revestimento tem varios objetivos: (i) ativar
catalisadores; (ii) modificar, sustentar ou retardar a liberagdo do principio ativo de
um medicamento; (iii) colorir comprimidos e alimentos (fatores estéticos); (iv)
proteger soélidos contra higroscopicidade e produtos téxicos; (v) melhorar as
propriedades de manuseio.

Neste trabalho, o revestimento foi feito com o polimero Eudragit® nos
granulos compostos de microesferas e quitosana como excipiente, os quais
apresentaram maiores mucoadesividade e permeacao intestinal, respectivamente,
nos testes in vitro e ex vivo. Esse revestimento teve como objetivo bloquear a
liberagdo da ddl em pH acido, evitando a sua degradacdo, e permitir a sua
liberacdo somente em meio neutro ou basico. Em aplicagbes farmacéuticas, o
revestimento que atende a essas condicdes € denominado de revestimento
entérico, e é usado na administragao oral para protecao de farmacos sensiveis ao
pH acido durante a passagem pelo estdbmago, permitindo a sua liberagdo apenas
no intestino onde o pH é préximo do neutro.

Os ensaios realizados visaram finalizar a tecnologia de produgdo de
granulos de ddl contendo microesferas para liberagdo modificada para

administragao oral, desenvolvida neste trabalho, e também avaliar o recobrimento
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feito em montagem laboratorial simples contendo bico atomizador e corrente de ar
quente.

Os granulos revestidos com diferentes quantidades de Eudragit® foram
caracterizados por microscopia eletrénica de varredura (MEV) para verificacdo a
morfologia e a superficie apds o revestimento, e quanto a liberagdo da ddl em
suco gastrico simulado (SGS) e em suco entérico simulado (SES). Para
comparagao, essas caracterizagdes foram também feitas para o produto comercial
VIDEX® EC.

8.1. PROCESSOS DE REVESTIMENTO

Em geral, o revestimento é realizado em um leito de particulas que se
movimentam por uma corrente de gas ascendente e sobre as quais € aspergida
uma solugdo ou suspensao de revestimento. Na medida em que as goticulas se
depositam sobre as particulas, ocorre um processo simultaneo de umedecimento
e secagem até formar uma camada com caracteristicas especificas. Os processos
de revestimento envolvem trés etapas: fluidizacdo, atomizacdo e secagem. E
necessaria a otimizagao destas etapas para se obter um produto com a qualidade
desejada, ou seja, quantidade minima de particulas aglomeradas e liberagcéo das
moléculas ativas em tempo e meio adequados (MAA et al., 1996).

Segundo FREIRE & OLIVERIA (1992), o revestimento pode ser de trés
tipos: (1) revestimento com suspensdes aquosas a base de agua; (2) revestimento
por cristalizacdo de materiais fundidos e (3) revestimento por pelicula.

O revestimento com suspensdes aquosas a base de agua baseia-se na
utilizacado de agua e agucar. Apresenta bom selamento, acabamento e alisamento,
mas promove o aumento excessivo da particula.

No revestimento por cristalizagao de materiais fundidos, ao contrario de se
fornecer calor para a secagem, é retirado o calor para a solidificacdo do material
fundido sobre a particula.

O revestimento por pelicula apresenta vantagens como pequena variagéo
de peso (2 a 8 %) das particulas, tempo curto de processamento, boa eficiéncia e
bom rendimento de processo, flexibilidade das formulagdes e boa resisténcia da

cobertura.
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No entanto, algumas vezes utilizam-se solventes organicos que apresentam
desvantagens como perigo de combustdo, perigo de intoxicacdo do operador,
perigo de contaminacdo ambiental, custos mais elevados de equipamentos e
processos (DONIDA, 2000).

8.1.1. Polimeros de Revestimento

Varios polimeros com propriedades funcionais tém sido usados para
revestimento de granulos, comprimidos e particulas. O Acetoftalato de Celulose
(CAP), o Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e o Eudragit® sdo os polimeros mais
usados.

O Eudragit® ¢ um polimero acrilico muito utilizado no revestimento de
formas farmacéuticas sélidas. Existem diversos tipos de Eudragit® para diferentes
formulagcbes e aplicacbes. O uso de suspensdes poliméricas aquosas tem
merecido destaque atualmente por motivos de seguranca e custo. O Eudragit®
L30-D55 é um polimero soluvel em agua que contém um copolimero aniénico
baseado em acido metacrilico e etil acrilato, que é descrito como “copolimero de
acido metacrilico tipo C”. A razado entre os grupos carboxila livres e ésteres é
aproximadamente 1:1 e a sua massa molar média é 250.000 kDa. A Figura 81

mostra a estrutura molecular do mondmero do EUDRAGIT® L30-D55.

CH3{H] CHa(H]
| |
~—-CH;, —C—CH, —C -
| |
C=0 COOH
|

FIGURA 81. Estrutura molecular do monémero do Eudragit® L30-D55.

O Eudragit® L30-D55 é insolivel em baixos valores de pH, mas sua

solubilizagdo ocorre em meio ligeiramente acido a neutro (pH > 5,50) através da
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formagdo de sais com alcalis. Filmes de 1 mg cm™ servem como revestimento
selante e de protegédo, sendo que a gastrorresisténcia aumenta com a espessura

do filme.

8.1.2. Angulo de Contato e Revestimento

Segundo ADAMSON (1990), a energia de molhamento de um sélido por um
liquido depende do angulo de contato entre as trés fases presentes: solido-liquido-
gas. O angulo de contato (0) é definido como angulo formado entre a tangente da
interface gas-liquido (oLy) a partir do ponto trifasico e a tangente da interface

sélido-liquido (osy) a partir do mesmo ponto, como representado na Figura 82.

Ol WP OR

B Lol

O [ o

FIGURA 82. Angulo de contato do sistema sdlido-liquido-gas (adaptacdo de
DONIDA, 2004)

A receptividade da superficie solida pelo liquido € dada pelo angulo de
contato. Quando o angulo de contato € menor que 90°, o sélido é molhado pelo
liquido. Se maior que 90°, o sdlido ndo é molhado pelo liquido. Em condigbes
limites, quando 6 = 0 e 6 = 180° ocorrem, respectivamente, molhamento completo
(espalhamento espontédneo) e o ndo molhamento completo (aglutinagcéo
espontanea das gotas).

O angulo de contato depende de propriedades fisicas do sistema trifasico,

como a tensado superficial (o) que é definida como a forga necessaria para
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estender a superficie por unidade de distancia, ou ainda, a energia necessaria
para criar uma unidade de area superficial para uma dada interface. A energia de
adesdo, que é quantificado pelo trabalho de adesao (Wap), foi definida por
NEUMANN & GOOD (1979) como:

W, =0, (1+cos 6) (17)

onde oy € a tensao superficial entre as fases liquida e gasosa e 6 € o angulo de
contato. Altos valores de Wjyp indicam um bom molhamento para cada conjunto
sélido-liquido (ADAMSON, 1990).

8.2. MATERIAL

A suspensdo de revestimento foi composta dos seguintes reagentes:
Eudragit® L30-D55 (Hons Has - Alemanha), citrato de trietila (marca Numaquimica
S.A. - Rio de Janeiro), polietilenoglicol 6.000 (PEG 6.000, marca Oxiteno),
estearato de magnésio (marca Mallinckrodt INC. — Estados Unidos), diéxido de
titnio e talco (ambos da marca Synth). Essa suspensdo foi usada para o
revestimento dos granulos contendo microesferas de quitosana e quitosana como

excipiente.
8.3. METODOS

8.3.1. Revestimento dos Granulos

O revestimento foi realizado através de um sistema montado em nosso
laboratdrio. O sistema consistiu de um agitador reciproco no qual foi colocado um
recipiente contendo os granulos (Figura 83). Sobre o recipiente foi direcionado o ar
quente proveniente de um secador de cabelos distante 30 cm do fundo do
recipiente. A temperatura média do ar quente foi de 50°C. O bico atomizador, do
tipo duplo fluido, foi colocado também sobre o recipiente a cerca de 15 cm do

fundo.
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FIGURA 83. Sistema artesanal para o revestimento dos granulos.

Inicialmente as particulas foram agitadas a 280 rpm e aquecidas com o ar
quente por 30 min para remogao do excesso de agua e pré-aquecimento das
particulas. Apos este periodo, sob agitacdo constante das particulas (280 rpm), a
suspensio de revestimento foi bombeada com uma bomba peristaltica, com vazao
de 0,10 cm® min™, através do bico atomizador. O ar comprimido utilizado pelo bico
atomizador foi fornecido por um compressor sob a vazdo de 20 dm®min™. O
crescimento dos granulos (38), definido como a razdo entre a massa do filme

formado durante o revestimento e a massa original dos granulos, foi medido pela

pesagem dos mesmos durante algumas interrupgdes da atomizagdo da

suspensao e secagem por cerca 15 min. Foi calculado pela equacéo (18):

M
5 — FILME XIOO (18)

M GRANULOS INICIAL

161



Capitulo 8 - Revestimento dos Granulos Classius Ferreira da Silva

onde Mruive € MgrinuLos inviciaL S@0, respectivamente, massa do filme formado
sobre os granulos e massa inicial dos granulos.

A suspensédo de revestimento foi preparada de acordo com a metodologia
proposta por DONIDA (2000) para o revestimento polimérico de particulas
esféricas de uréia. No entanto, excluiu-se o corante da formulagdo porque o
mesmo interferia na leitura da absorbancia da ddl. A formulacao é apresentada na
Tabela 38.

TABELA 38. Composicéo da suspensao de revestimento (DONIDA, 2000).

Reagentes Massa (%) Fungao

Eudragit® L30-D55 16,70 Polimero de Revestimento

PEG 6.000 0,75 Plastificante

Talco 2,75 Agente de Separacgao e Alisamento
Estearato de magnésio 1,00 Agente de Separagao e Alisamento
Dioxido de titanio 1,40 Opacificante

Citrato de trietila 0,50 Plastificante

Agua 76,90 Solvente

A Tabela 38 mostra que cada um dos componentes apresenta uma funcao
especifica na formulagcdo. O PEG 6.000 e o citrato de trietila tém a finalidade de
dar flexibilidade a pelicula final para suportar melhor os esforgos. O talco e o
estearato de magnésio reduzem a aglutinacdo das peliculas ao secarem e
produzem uma pelicula com superficie lisa. O diéxido de titanio tem a fungado de
dar uma colorac&o uniforme ao revestimento. A agua, o solvente, deve garantir
uma deposicao controlada do polimero na superficie do granulo, obtendo-se uma

membrana uniforme e aderente.

8.3.2. Determinacao do Trabalho de Adesao

As medidas do angulo de contato foram realizadas pelo método 6tico,
utilizando um goniébmetro manual da Tantec - Contact Angle Meter (Estados
Unidos). O método consiste na deposicdo de uma gota da suspensao sobre uma

superficie plana na qual se deseja determinar o angulo de contato. Um feixe de luz
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incide nessa gota, projetando-a sobre um anteparo graduado. O angulo de contato
apresentado foi resultante da média dos valores de 50 medidas em diferentes
gotas para garantir resultados confiaveis.

Para a obtencéo da superficie plana, sobre a qual a gota era depositada,
alguns granulos foram prensados em uma prensa térmica sob pressado de
4.500 psia e 120 s em temperatura ambiente (25°C).

A tensdo superficial da suspensdo de Eudragit® L30-D55 foi medida por um
tensibmetro da marca KSV Instrument (Finlandia), modelo Sigma 701. Foram

realizadas 10 medidas consecutivas.

8.3.3. Liberacao da Didanosina

Os ensaios de liberagdo foram realizados em dois meios: suco gastrico
simulado (SGS) (sem pepsina, pH=1,00) e em seguida em suco entérico
simulado (SES) (com pancreatina, pH = 7,40). Ambos os meios foram preparados
de acordo com a USP XXIII.

Uma determinada quantidade de granulos recobertos foi adicionada
inicialmente ao SGS e mantida sob agitagdo (150 rpm) e 37°C. Aliquotas foram
retiradas do meio em 60 e 120 min para a quantificacdo da ddl liberada.
Imediatamente apds a retirada da aliquota de 120 min, as particulas foram
removidas do SGS e adicionadas ao SES. Em intervalos de tempo pré-definidos,
aliquotas foram retiradas do SES para quantificagcdo da ddl. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

As quantidades de granulos utilizadas em cada ensaio variaram para cada
porcentagem de crescimento dos granulos, procurando manter a mesma
quantidade de dd| nos ensaios.

Para efeito de comparacgao, também foram realizados ensaios de liberagao
das particulas apenas em SES sem a realizagao da liberacdo prévia em SGS.
Além dos granulos recobertos e nao-recobertos, foram feitas as liberagdes das
microesferas liofilizadas e dos granulos de Videx® EC (granulos gastrorresistentes
de ddl disponiveis comercialmente). Os ensaio foram realizados de forma

semelhante aos ensaios de liberagao descritos anteriormente.
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8.3.4. Analises da Morfologia e Superficie dos Granulos Revestidos

A morfologia, superficie externa e estrutura interna dos granulos recobertos
foram observadas por microscopia eletrénica de varredura (marca LEICA, modelo
LEO440i). Foram utilizados gréanulos recobertos neste trabalho e granulos de
Videx® EC. A estrutura interna dos granulos também foi observada, para tanto,
alguns grénulos foram colocados sobre uma folha de papel, algumas gotas de cola
de secagem rapida (Super Bonder - LOCTITE®) foram adicionadas sobre os
mesmos. Apos a secagem, este aglomerado foi mergulhado em nitrogénio liquido

e fraturado.

8.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios do angulo de contato da suspensdo e da tensédo
superficial foram, respectivamente, 50,18°+ 1,99° e 39,28 + 0,049 mN m™. De
acordo com a equagao (17), o trabalho de adesado calculado, Wyp, € igual a
64,43 mN m™. Este valor corresponde a 82 % do trabalho de adesdo maximo

(WX = 78 56 MmN m™”) que ocorre quando 6 = 0° ou seja, ha o molhamento

completo ou espalhamento espontaneo. DONIDA (2004) estudou o revestimento
de particulas de diferentes materiais com suspensao de hidroxietilcelulose. Os

resultados mostraram que o revestimento das particulas ocorreu quando o Wup é

superior a 63 % do W.* e a secagem da suspensdo ocorreu quando o Wyp €

inferior a 59 % do WX Desta forma, é provavel que a suspens&o de Eudragit®

L30-D55 promova o revestimento dos granulos, mas é desejavel um estudo mais
detalhado das interacbes da superficie com a suspensdo de revestimento para
otimiza-lo, além de considerar a dindmica do processo no equipamento usado.
Observa-se pela Figura 84, que o revestimento dos granulos com Eudragit®
L30-D55 nao foi suficiente para evitar a total liberacdo da ddl apesar do elevado
crescimento das particulas recobertas. Apdés 2 h de liberagdo em SGS, o
medicamento comercial, Videx® EC, liberou cerca de 5 % da ddl, por outro lado,
nas mesmas condigdes, as formulagcdes desenvolvidas neste trabalho liberaram
54, 38 e 23 % para os granulos recobertos com crescimento de 40, 50 e 125 %,

respectivamente. Embora a liberacdo tenha sido dependente do revestimento,
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comparando-se os resultados dos granulos com crescimentos de 125 % e 40 %,
observa-se que apesar do crescimento ter sido cerca de 3 vezes maior, O

revestimento nio foi efetivo para evitar a liberacéo da ddl.

-

o

o
1

oo
o
L

Suco Entérico Simulado
pH=7,40

Suco Gastrico Simulado|
pH = 1,00

o
o
L

N
o
|
iy

—— 40% de Crescimento
—A— 50% de Crescimento
—v— 125% de Crescimento
....... A \/idex EC

% de ddl liberada

N
o
1

0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

FIGURA 84. Perfis de liberagdo da didanosina em suco gastrico simulado e suco

entérico simulado.

As micrografias obtidas por MEV mostram que o crescimento da particula
nao ocorreu forma regular. Durante o revestimento houve a formagado de
estruturas pontiagudas sobre a superficie, prejudicando a formagao de pelicula.

A formagdo das estruturas pontiagudas foi decorrente da dindmica do
processo realizado na montagem experimental. A Figura 85 esquematiza a
formagao das estruturas pontiagudas na superficie dos granulos, como observada
nos ensaios experimentais. Uma goticula era compartilhada por dois granulos ao
cair sobre eles sob agitagdo. Em seguida eles se separavam e simultaneamente

ocorria a secagem da gota e formagao da estrutura pontiaguda.
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As micrografias obtidas por MEV sdo mostradas nas Figuras 86 e 87. As
Figuras 86 (a) e 87 (a) mostram os granulos separadamente e as Figuras 86 (b) e
87 (b) mostram dois granulos aglomerados, unidos pelo revestimento. O processo
de crescimento dos granulos, a partir da suspensdo de Eudragit® L30-D55, se deu
principalmente nas extremidades das estruturas pontiagudas, tornando o
revestimento inadequado para a protegdo da ddl no meio gastrico. A dimenséo
das estruturas pontiagudas com 125 % de crescimento foi muito maior do que a

dimenséao para 50 % de crescimento.

FIGURA 85. Formacao das estruturas pontiagudas sobre a superficie dos

granulos.

EHT-16.88 kv
188 |

(a) (b)
FIGURA 86. Micrografias dos granulos recobertos: (a) 50 % de crescimento

(aumentada 120 vezes); (b) 50 % de crescimento (aumentada 110

vezes).
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24-Hov-2065

24 -NHov-2085 25 mmn
Photo Mo.-2614 Datector- SE1

WDe 26 mm
Photo Mo.-2615 Datector= SE1

EHT-16.88 kv EHT 10,88 KV []
108y |—| 190um ||

(a) (b)
FIGURA 87. Micrografias dos granulos recobertos: (a) 125 % de crescimento

(aumentada 100 vezes); (b) 125 % de crescimento (aumentada 120

vezes).

Os granulos de Videx® EC e a sua superficie sdo apresentados nas Figuras
88 (a) e (b), respectivamente. Observa-se que os granulos apresentam forma

cilindrica e superficie homogénea.
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8eym || Photo Mo.-2618 Detector= SE1

(a) (b)
FIGURA 88. Micrografias dos granulos de Videx® EC: (a) aumentada 50 vezes; (b)

superficie aumentada 2.000 vezes.
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A Figura 89 mostra comparativamente as superficies planas dos granulos
revestidos neste trabalho. Observa-se que as superficies sdo semelhantes a

superficie do Videx® EC (Figura 88), principalmente para 50% de crescimento.

FIGURA 89. Micrografia da superficie dos granulos recobertos: (a) 50 % de

crescimento; (b) 125 % de crescimento (aumentadas 2.000 vezes).

A micrografia do granulo fraturado (Figura 90) mostra a estrutura interna
dos granulos. E possivel observar as 3 regides: ao centro (o granulo), a camada

de revestimento e a cola de secagem rapida (externamente).
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FIGURA 90. Micrografia da fratura de um granulo com 125 % de revestimento
(aumentada 200 vezes).

A Figura 91 mostra os perfis de liberagdo da ddl das varias particulas,
obtidos somente em SES, sem a liberagao prévia em SGS, em comparagdo com o
Videx® EC, as microesferas livres liofilizadas e contidas nos granulos. Observa-se
que o Videx® EC e as microesferas liofilizadas apresentaram perfis de liberacado
muito semelhantes, no entanto, deve-se ressaltar que os granulos do Videx® EC
sdo capazes de proteger a ddl no meio gastrico e as microesferas sozinhas nao
apresentam tal propriedade. Os granulos contendo microesferas apresentam perfil
de liberacdo um pouco mais lento, o que € esperado, tanto pela interiorizagao
dessas microesferas nos granulos, quanto pelas diferencas em tamanho,
geometria, area superficial e excipiente de granulagcdo. Apds o revestimento dos
granulos com Eudragit® L30-D55 (40 e 125 % de crescimento dos granulos), a
liberacdo se torna mais lenta e somente em 180 min é que 90 % da ddl foi
liberada. Os granulos recobertos com 125 % de crescimento apresentaram
liberagdo ainda mais lenta, porém nesse caso o revestimento ndo é recomendavel
pois nao atende a formacdo de pelicula ou a protecdo gastrica, como

anteriormente apresentado.
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Esses resultados evidenciam a importancia do recobrimento na liberagao
modificada da ddl dos granulos contendo microesferas no SES, e ressaltam mais
uma vez a caracteristica inovadora desses granulos, que € a liberagado modificada
da ddl no meio entérico. Essa caracteristica distingue os granulos preparados
neste trabalho daqueles do medicamento comercial Videx® EC, os quais, se
adequadamente recobertos, sdo potencialmente muito mais promissores para
aplicagao na terapia da AIDS, uma vez que a liberagdo modificada promove maior

eficiéncia na acao terapéutica da ddl.
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FIGURA 91. Liberacao da didanosina em suco entérico simulado (pH = 7,40).
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CAPITULO 9

CONCLUSOES

De modo geral, conclui-se que o processo de incorporagao da didanosina
(ddl) em microparticulas de quitosana é factivel, preserva estrutura quimica do
farmaco e produz um carregamento de farmaco compativel com as doses
administradas. Uma das principais dificuldades nos processos de
incorporagao/encapsulagao com quitosana se deve a sua solubilizagdo realizada
em meios acidos. Neste sentido, o presente trabalho contribuiu para o
desenvolvimento de um processo de incorporagcao de moléculas sensiveis ao pH
que via de regra nao poderiam ser encapsuladas/incorporadas em particulas de
quitosana pela técnica de gelificagao ionotrdpica ou outras técnicas de preparagao
de particulas de quitosana. O processo de preparacao de microesferas podera ser
utilizado na incorporagao/encapsulacdo de outras moléculas sensiveis ou ndo ao
pH, destacando assim sua flexibilidade. Além disto, sob o ponto de vista
tecnolégico, o trabalho contribui de forma inovadora para a preparagdo de
granulos contendo microesferas. Processos de produgdo de granulos
homogéneos, sem nano ou microparticulas, através de extrusdo-esferonizagéo
tém sido muito estudados, porém nao ha referéncias sobre processos de producao
de granulos heterogéneos, granulos contendo nano ou microparticulas. Outros
biopolimeros poderiam ser utilizados na preparagdo das microesferas ou
nanoesferas por diferentes técnicas, o que torna o processo de granulagéo
também flexivel. A granulagdo preservou a integridade das microesferas, e
prolongou o tempo de liberagdo do farmaco. Os granulos obtidos apresentaram
mucoadesividade e absorgao intestinal in vitro superiores a formulagdo comercial
e ao farmaco livre. Atualmente granulos funcionais com propriedades
mucoadesivas representam uma importante estratégia para farmacos de cujo alvo

sdo as mucosas intestinais. O revestimento dos granulos apesar de ao ter sido
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capaz de bloquear a liberagdo total do farmaco, podera ser otimizado em
equipamentos e solucdes de revestimentos mais adequados.

Os granulos funcionais desenvolvidos neste trabalho, quando perfeitamente
revestidos com polimero gastrorresistente, representardo uma nova alternativa
aos paciente com melhor adesdo ao tratamento em relagcdo aos comprimidos
mastigaveis de didanosina.

As conclusbes parciais para as etapas do processo sdo aqui ordenadas

segundo os aspectos estudados:

Processo de Formacao das Particulas:

e Pode-se concluir que o processo de formagao das particulas por gelificacao
ionotrépica apresenta trés etapas distintas independentes do agente de
gelificagdo. Na etapa 1, ou regido 1, corresponde as interagdes iniciais da
cadeia de quitosana com o agente gelificante e a quantidade de cargas
positivas da quitosana é muito maior do que as cargas negativas do agente
gelificacdo. Na etapa 2, ou regido 2, ocorre a formagao de nanoesferas de
quitosana, a quantidade de cargas negativas do agente gelificante
possibilita o enovelamento das cadeias de quitosana e a formacédo das
nanoparticulas. Finalmente, na etapa 3, ou regido 3, a quantidade de
cargas negativas de agente gelificante € superior as cargas positivas da
quitosana e ocorre a precipitagdo das microesferas devido a coagulagao
das nanoesferas.

e O mecanismo envolvido na formagao de particulas usando o tripolifosfato
de sédio (TPP) & decorrente apenas de interagdes eletrostaticas, por outro
lado, para o hidréxido de sédio (NaOH) além deste mecanismo ainda ocorre
a insolubilizagao do polimero;

e Razdes massicas definidas entre as quantidades de agente gelificante e de
quitosana delimitam as trés etapas de formacgéao de particulas. Estas razbes
massicas sdo uteis no projeto de particulas de quitosana utilizando a

técnica de gelificagéo ionotropica;
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A gelificagdo com TPP apresentou melhores resultados no que diz respeito
ao indice de polidispersidade das populacdes. Isto porque as interacoes
eletrostaticas entre o TPP e a quitosana sdo mais intensas do que as

interagdes entre o NaOH e a quitosana.

Estabilidade do Farmaco:

A estabilidade da ddl na preparagao das particulas foi garantida através do
ajuste da quantidade de &cido acético utilizado na solubilizagdo da
quitosana e da adigao do hidroxido de magnésio a solugéo de TPP e ddl;

Apesar do pH acido da solugdo de quitosana (pH ~ 4,8), as condi¢bes de
preparagdo das microesferas ndo produziram degradacdo da ddl. Isto
porque apos a adicao da solugcao de TPP, ddl e Mg(OH), a solugédo de
quitosana, o pH do meio reacional atingiu valores maiores do que 7,00 em

menos de 5 min.

Otimizacao da Incorporacao:

O planejamento fatorial simples, utilizado inicialmente, nao apresentou bom
ajuste de modelos lineares as superficies de resposta. O comportamento
nao linear levou a utilizagdo de um planejamento fatorial do tipo estrela.

A técnica do planejamento fatorial possibilitou a obtencéo de superficies de
respostas e modelos matematicos que descrevem respostas como
eficiéncia de incorporagcdo, carregamento, grau de intumescimento,
permeabilidade da ddl;

Todas variaveis estudadas no planejamento fatorial apresentaram efeito
significativo sobre as respostas estudadas. O efeito da concentragdo de
TPP foi o terceiro mais importante em todas as respostas, e os efeitos das
concentragdes de quitosana e de ddl alternaram como primeiro e segundo

efeito mais importante dependendo da resposta estudada.

173



Capitulo 9 - Conclusoes Classius Ferreira da Silva

Dentre as respostas estudadas, apenas o didmetro médio das particulas
nao possibilitou o ajuste de superficies de resposta de acordo com a
analise de variancia;

O fato da concentragdo de TPP apresentar menor efeito pode estar ligado a
sua concentracdo relativamente baixa em relagdo as concentracdes de
quitosana e de ddl. Além do fato da concentragao de TPP estar atrelada a
concentracdo de quitosana e ainda porque os niveis de TPP se encontram
principalmente na regido 1 de formagéo de particulas (apenas o nivel maior
se encontra no limite entre as regides 1 e 2). E provavel que a escolha de
niveis de concentracdo de TPP que pertengam as trés regides de formagao
de particulas promova maior efeito desta variavel no planejamento de
experimentos;

A escolha das condi¢des 6timas de encapsulagao foi realizada com base
nos seguintes parametros: boa eficiéncia de incorporagdo, alto
carregamento de farmaco, baixa permeabilidade, alto grau de
intumescimento. Estas condigbes foram obtidas para 2,00 % (m/v) de
quitosana, 10,00 % de TPP e 25 mg de ddl/cm®.

O aumento da concentracdo de ddl, para concentracbes supersaturadas,

possibilitou a obtencdo de microesferas com desempenho ainda melhor.

Granulacao:

Foi possivel obter granulos esféricos a partir de montagens simples de
laboratério sem a utilizacdo de uma extrusora e um esferonizador
comercial;

Granulos contendo as microesferas foram obtidos com sucesso apos a
secagem branda das microesferas e adigdo de excipientes;

A carboximetilcelulose (CMC), nas concentragdes utilizadas, né&o
possibilitou a esferonizacdo devido a plasticidade da massa umida. Este
fato pode estar associado as interagbes eletrostaticas entre as cargas
positivas da quitosana e as cargas negativas da CMC que tornam a massa

mais coesa;
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O aumento da quantidade de amido pré-gelificado dificultou a esferonizagéao
porque confere plasticidade a massa umida de forma analoga a CMC. Este
fato pode estar associado a propriedade aglutinante do amido, que também
torna a massa mais coesa;

A constante k (D/RZ) variou muito pouco com a adicdo dos excipientes e
com a concentracdo dos mesmos, mostrando que a presengca de
microesferas é fator determinante do perfil de liberagado muito mais do que
0s excipientes;

Parametros geomeétricos, tais como alongamento, diametro de Feret e
esferocidade, apresentaram valores satisfatorios para o preenchimento de
capsulas gelatinosas. Tais valores foram muito semelhantes ao do
medicamento comercial, os granulos gastrorresistente de didanosina
(Videx®EC).

Mucoadesividade:

A determinacdo da isoterma de adsorgdo da mucina possibilitou a
quantificagcdo in vitro da mucoadesividade das particulas, embora a técnica
nao represente um sistema real, a comparacao dos resultados possibilita a
inferéncia da mucoadesividade das particulas in vivo;

O modelo de Langmuir apresentou bom ajuste as isotermas de adsorgéo da
mucina;

A capacidade maxima de adsor¢ao de mucina, dada pelo parametro guax,
nao apresentou grande variagdes apos o processo de granulagdo das
microesferas. Por outro, o processo de granulagdo das microesferas sem
excipiente promoveu reducdo da afinidade pela mucina, dada pelo
parametro Kp. Esta redugao da afinidade foi compensada pela granulagao
das microesferas utilizando excipientes como quitosana e amido pré-
gelificado;

No caso da adicdo de quitosana como excipiente, o aumento da afinidade
dos granulos esta relacionado as interagdes eletrostaticas entre a quitosana

€ a mucina, além da sua boa dispersdo nos granulos. No caso do amido
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pré-gelificado, o aumento da afinidade esta relacionado ao maior
entrelagamento das cadeias de amido nas cadeias de mucina;
A adigdo de CMC, como excipiente aos granulos, reduziu a afinidade pela

mucina devido a repulsao das cargas negativas da CMC e da mucina.

Permeacao Intestinal ex vivo:

O segmento duodenal apresentou maior absor¢cdo da ddl em relagdo aos
outros segmentos (jejuno e ileo). A absor¢cdo deste segmento é maior
porque a quantidade de microvilosidades € maior, conseqlentemente a
area para absor¢cao e mucoadesao também é maior;

O granulo contendo 4,8 % de quitosana apresentou maior absorgcéo pelo
segmento duodenal. Segundo alguns autores (GUO et al., 2004; KOTZE et
al., 1998 e DODANE et al., 1999), tal fato pode ser atribuido a presenga da
quitosana que favorece a absor¢cdo de farmacos através da abertura das
jungdes estreitas da membrana intestinal;

A quitosana adicionada na preparag¢ao dos granulos favorece o processo de
absorcao da ddl pelo duodeno;

Os perfis de absor¢ao nos segmentos do jejuno e ileo ndo apresentaram

diferencas significativas;

Revestimento dos Granulos com Eudragit® L30-D55:

O equipamento utilizado no revestimento n&o apresentou resultados
eficientes para protecédo da particula no meio acido, devido a formacéo de
estruturas pontiagudas na superficie dos granulos. Na formagao destas
estruturas, o polimero Eudragit € depositado preferencialmente sobre as
estruturas pontiagudas em detrimento das outras regides sem tais
estruturas, levando a formagdo de granulos recobertos com elevado

crescimento em Eudragit mas ineficiente quando a protegcdo em meio acido.
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e Em suco entérico simulado, os granulos recobertos apresentaram perfil de
liberacdo da ddl mais lento do que os granulos de Videx®EC, o que

representa grande vantagem em relagédo a este medicamento comercial.
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CAPITULO 10

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Aumentar a escala de producido de microesferas de quitosana para verificar
a manutencao das suas propriedades;

e Estudar o processo de granulagdo das microesferas em equipamento
comercial tendo em vista o aumento de escala e a reprodutibilidade;

e Realizar testes de mucoadesao in vivo para verificar se o método in vitro,
utilizado neste trabalho, representa satisfatoriamente um modelo animal;

e Utilizando um planejamento de experimentos, otimizar a formulagdo de
revestimento dos granulos com variaveis como concentragdo de polimero
de revestimento, tipo de polimero de revestimento, concentragdo de agente
plastificante, tipo de agente plastificante. E tendo o angulo de contato e a
tensao superficial como respostas do planejamento;

e A partir da solugédo de revestimento otimizada, realizar o revestimento dos
granulos em equipamento comercial de leito fluidizado;

e Utilizar o processo aqui desenvolvido para outros farmacos, sensiveis ou

nao ao pH, de interesse comercial;
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(c)

FIGURA 1. Fotografias digitais dos granulos contendo amido pré-gelificado

comercial como excipiente: (a) 2,4 %, (b) 4,8 % e (c) 9,1 % de amido.
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(c)
FIGURA 2. Fotografias digitais dos granulos contendo quitosana como excipiente:
(a) 2,4 %, (b) 4,8 % e (c) 9,1 % de quitosana.
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FIGURA 3. Fotografias digitais dos granulos contendo carboximetilcelulose como

excipiente: (a) 2,4 %, (b) 4,8 % e (c) 9,1 % de carboximetilcelulose.
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FIGURA 5. Fotografias digitais dos granulos de VIDEX EC®.
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