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RESUMO

Neste trabalho foram estudados a produgédo e farmacocinética de uma nova formulagao
do farmaco didanosina (ddl), composta de granulos de quitosana contendo a ddl
incorporada em microparticulas, para administracdo por via oral no tratamento da AIDS.
As vantagens dessa nova forma farmacéutica sdo: assegurar a estabilidade da ddl no
meio gastrintestinal, produzir adesdo a membrana intestinal proporcionando assim melhor
absorgao através do aumento da permeacao e liberagdo controlada, facilitar o manuseio
(fracionamento de comprimidos e ajuste da dose) e degluticio em relacdo a forma
farmacéutica convencional (compridos ou capsulas revestidas), principalmente para
idosos e criangas. O estudo abrangeu os seguintes aspectos: otimizagdo do
carregamento da ddl em microparticulas de quitosana previamente desenvolvidas por
Silva, 2006; producao dos granulos em leito fluidizado e por extrusado/esferonizacao;
revestimento polimérico gastrorresistente em leito fluidizado; e obtencdo dos perfis
farmacocinéticos plasmaticos em caes através da administragdo oral dos granulos
produzidos. A otimizacdo do carregamento da ddl foi realizada através de modificages
nas condi¢des fluidodindmicas do processo de produgédo das microparticulas. A producao
e o revestimento dos granulos foram realizados em leito fluidizado, avaliando as variaveis
do processo e utilizando a suspensdo polimérica Kollicoat® MAE 100 P para o
revestimento gastroressistente, ja que a ddl sofre desacetilagdo e torna-se ineficaz
farmacologicamente quando exposta ao pH gastrico. Os perfis farmacocinéticos
plasmaticos em céaes foram analisados por modelo ndo-compartimental. Os resultados
experimentais mostraram que através das modificacées das condi¢des fluidodinamicas
conseguimos aumentar a encapsulagao da ddl em microparticulas em 13,3%, em relagao
a formulacao inicialmente desenvolvida por SILVA, 2006. O revestimento entérico dos
granulos mostrou-se adequado em estudos in vitro, como preconizado pela farmacopéia.
A metodologia analitica por CLAE acoplada a extracdo em fase soélida desenvolvida
mostrou-se adequada para a quantificacdo do ddl e foi validada para determinacao
simultanea de ddl e ACL (padréo interno), em amostras de plasma de cao. Os perfis
cinéticos mostraram que a nova formulagcao apresenta-se estatisticamente diferente das
distribuidas no SUS, devido a sua liberagcdo modificada de 36 horas. Estes resultados
contribuem para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas de administragéo oral,
liberacdo modificad, requerendo menor frequéncia de administracdo, proporcionando

maior adesao ao tratamento em varias patologias.
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ABSTRACT

This work studied the production and pharmacokinetic of a new pharmaceutical
formulation of the didanosine (ddl) drug ,composed by chitosan granules containing ddl
incorporated in microparticles, for oral administration in the AIDS therapy. The advantages
of this new pharmaceutical formulation compared to the conventional one are: to assure
ddl stability in gastrointestinal medium, to produce adhesion to intestinal membrane,
enhancing absorption through the increasing of permeation and controlled release and to
facilitate the handling and deglutition especially to elderly and children.

The approach included the following aspects: optimization of the ddl amount in the
chitosan microparticles previously developed by Silva, 2006; production of granules in
fluidized bed and by extrusion/spheronization; polymeric gastroresistent coating in
fluidized bed and acquiring of the plasmatic pharmacokinetic profiles in dogs through oral
administration of the produced granules. The optimization of ddl amount in granules was
carried out through modifications on the fluid-dynamic conditions of the process for
production of the microparticles. The production and coating were carried out in fluidized
bed, evaluating the variables of the process. A polymeric suspension of Kollicoat® MAE
100 P for coated enteric coating was used, because the ddl suffers desacetilation and
losses its pharmacological efficacy when exposed to the gastric pH. The plasmatic
pharmacokinetic profiles in dogs were analyzed by non-compartimental models. The
experimental results shown that the encapsulation of ddl in microparticles was increased
13.3% compared to the previous formulation developed by Silva 2006, when modified
fluid-dynamic conditions were introduced in the production process. The enteric coating of
the granules was suitable as evaluated in vitro according to pharmacopeia. The analytical
CLAE methodology associated to extraction in solid phase was adequated for the
quantification of ddl. This methodology was validated to determine simultaneously ddl and
ACL (internal standard) in samples of dog’s plasma. The kinetic profiles shown that the
new formulation is statistically different of the formulations distributed by SUS due te its
controlled delivery along 36 hours. These results contribute for development new
pharmaceutical form for oral administration. That possibility controlled liberation, requiring
lower administration frequency, promoting treatment adhesion in a lot of diseases
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Capitulo 1 Introducao

CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.0. Introducao

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 2006, a AIDS ¢é a
manifestagédo clinica na forma de sinais, sintomas e resultados laboratoriais que
indiquem deficiéncia imunologica causada por infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) que leva, em média, oito anos para se manifestar.
No Brasil, desde a identificagcao do primeiro caso de AIDS, em 1980, até junho de

2006, ja foram registrados cerca de 430 mil casos da doenca.

O Brasil mantém sua posicdo entre os paises com epidemia, com
prevaléncia da infecgéao pelo HIV de 0,61% entre a populagcédo de 15 a 49 anos. A
OMS estima ainda que no Brasil, cerca de 600 mil pessoas estdo infectadas com

HIV ou desenvolveram AIDS.

Dentre os farmacos utilizados para o tratamento da AIDS, a ddl é um
importante anti-retroviral, também produzido pela industria brasileira. Na sua forma
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convencional, a ddl € administrada em comprimidos tamponados a fim de prevenir
a sua desacetilacao, com consequente desativagdo, quando exposta ao pH acido
do estébmago (Mc EVOY, 2002)

A administracdo da ddl com antiacidos, como carbonato de calcio e
hidréxido de magnésio e aluminio, para aumentar o pH gastrico, estd associada
com alguns efeitos colaterais como constipacao, diarréia e com o uso continuo
pode ocasionar problemas renais, por isso € contra indicado para pacientes que ja
apresentam algum problema relacionado aos rins. Além disso, a alta dose de
antiacidos diminui a biodisponibilidade de alguns fa&rmacos que por ventura podem
ser associado ao tratamento do paciente portador de AIDS por alterar o pH
gastrico, como por exemplo, a administragdo de ddl com cetoconazol, ou por
causar a formacao de precipitados insoluveis ao ser administrado com quinolonas
e tetraciclinas ('DAMLE et al., 2002).

A fim de diminuir os efeitos colaterais provocados pela forma farmacéutica
convencional de ddl nos pacientes portadores de HIV, na década de 90 foram
iniciados estudos de gastroprotecao em granulos de ddl, como também a
veiculacao da ddl em lipossomas. A empresa pioneira na producao de capsulas
contendo granulos gastrorresistente de ddl foi a Bristol-Myers Squibb em 2001,
cujo medicamento comercializado ¢ denominado Videx EC®. Diversos estudos
mostram o0s beneficios farmacocinéticos que levaram a comodidade de
administracdo uma vez ao dia, e a auséncia de efeitos colaterais indesejaveis,
decorrentes dos antiacidos (OKIYMA et al., 2002; COOPER, 2002; KUNCHES et
al., 2001; 'DAMLE et al., 2002; 2DAMLE et al., 2002; *DAMLE et al., 2002). A
veiculacao da ddl em lipossomas produziu resultados satisfatorio, porém néo teve
boa aceitacdo por parte dos pacientes devido a sua forma injetavel de

administragao.

Apesar dos beneficios, o medicamento Videx EC® possui alto custo, que o
inviabiliza com relacdo a distribuicao por parte dos 6rgaos governamentais em

paises em desenvolvimento como o Brasil. Para contornar o problema de custo,
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mantendo os beneficios da auséncia de antiacidos no medicamento, SILVA (2006)
estudou a veiculacdao da ddl em microparticulas de quitosana reticulada com
tripolifosfato (TPP). Nesse trabalho foram preparadas e caracterizadas varias
formulacdes, selecionando a mais promissora com relagdo ao tipo de agente
reticulante, estabilidade e eficiéncia de incorporacao da ddl, diametro médio das

particulas e grau de intumescimento.

A quitosana € um polimero natural abundante no Brasil que, além de
representar reducdo de custos do medicamento, possui propriedades vantajosas
para a veiculacdo de farmacos, tais como a capacidade de liberacao controlada
dos agentes ativos; mucoadesividade nas mucosas corpéreas; facilidade de
esterilizagdo pelos métodos convencionais e capacidade de facilitar a dissolucao
de farmacos insoluveis e pouco soluveis em agua (AGNIHOTRI et al., 2004).

Os estudos de SILVA (2006) conduziram a apresentacao da ddl na forma
de granulos compostos de microparticulas de quitosana reticulada com TPP,
utilizando a proépria quitosana como excipiente. Esses granulos apresentaram um
aumento significativo na afinidade pela mucosa, caracterizada pela interacéo
eletrostatica entre cargas positivas dos grupos amina protonados da quitosana
com as cargas negativas do acido sialico presente na mucina. Em estudo in vitro
através da técnica do saco intestinal invertido os granulos apresentaram maior
liberagdo da ddl em relacdo a forma farmacéutica convencional da ddl e dos

granulos sem o uso de excipiente.

Neste contexto, o presente trabalho teve por finalidade aprimorar a
formulacdo desenvolvida por SILVA (2006), através da obtencdo de maior
eficiéncia de encapsulagao, estudar o recobrimento dos granulos com polimero
gastrorresistente em leito fluidizado e realizar os estudos de farmacocinética in

vivo desta forma farmacéutica.
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CAPITULO 2

OBJETIVO

2.0. Objetivo

Neste trabalho foram estudados a produgao e farmacocinética de uma nova
formulacao farmacéutica do farmaco ddl, composta de granulos gastrorresistentes
de quitosana contendo a ddl incorporada em microparticulas, para administracao
por via oral no tratamento da AIDS.

Para atingir este objetivo foram realizadas as seguintes etapas:

1. Otimizacdo do processo de producdo das particulas de quitosana
contendo ddl desenvolvidas por SILVA (2006), através do aprimoramento das
condicbes experimentais, como agitacdo, parametros fluidodindmicos, uso de
chicanas, para proporcionar maior eficiéncia de encapsulagdo da ddl nas
microparticulas de quitosana.

2. Producdo de granulos compostos de microparticulas de quitosana
contendo ddl, em leito fluidizado e por extrusdo/esferonizacédo. Sele¢cdo de uma
formulacdo de polimero gastrorresistente para o recobrimento dos granulos e
avaliagao das condicOes operacionais adequadas para o0 seu recobrimento.

SEVERINO, Patricia



Capitulo 2 Objetivo

3. Avaliacao do perfil farmacocinético plasmatico da ddl apés administracao
oral dos granulos revestidos a cédes a fim de determinar sua biodisponibilidade

relativa e possivel liberacao controlada in vivo.
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CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.0. Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma doenga
pandémica que tem como agente etioldgico o virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV). O HIV é diferente dos outros virus por atacar e danificar o sistema
imunolégico do homem (PECANHA, et al., 2002; SOUZA & ALMEIDA, 2003).

Um dos componentes do sistema imunolégico alvo principal do virus HIV
sao os linfécitos T. Dentre os linfocitos T existe uma classe denominada T4, que
tem um papel de extrema importancia no desencadear da resposta imunolégica. O
virus HIV ao infectar os linfocitos T, conduz a deficiéncia do sistema imunolégico e
a sua progressiva inoperancia, produzindo imunodeficiéncia (PECANHA, et al.,
2002)
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3.1. Ciclo do HIV

Capside Glicoproteina

Transcriptase : .
Reversa Envelope proteico

Figura 3.1. Estrutura do HIV (Adaptado de SOUZA & ALMEIDA, 2003).

O ciclo do HIV comeca quando ocorre a infeccdo de uma célula como
consequéncia da ligacdo do virus HIV (Figura 3.1.) a um receptor celular,
geralmente o T CD4+, por meio de sua proteina gp 120; o virus entdo se funde a
membrana celular e o conteudo da céapside € liberado no citoplasma celular. A
enzima transcriptase reversa, presente no HIV catalisa a producéo de uma copia
de acido desoxirribonucléico (DNA) a partir do acido ribonucléico (RNA) do virus
HIV. A cépia de DNA de dupla hélice é entdo transportada ao nucleo celular onde
uma segunda enzima do HIV, a integrase, catalisa a incorporacao do DNA viral ao
material genético do hospedeiro. A expressdo subsequiiente dos genes virais
resulta na transcricao do RNA a partir do DNA do HIV e na tradugéo das proteinas

virais.

As proteinas virais recém-formadas sdo, no entanto, produzidas na forma
de precursores de poliproteinas, longas unidades compostas de enzimas virais e

proteinas estruturais ajuntadas.
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As poliproteinas e o RNA viral movem-se para a superficie da célula onde
ficam incorporados aos novos virus que brotam na membrana celular, levando
parte da mesma com eles para formar a camada externa viral. Os virus recém-
formados seriam, no entanto, nado infectantes sem a acdo de uma terceira e
essencial enzima do HIV, a protease, que processa as poliproteinas virais em
proteinas e enzimas estruturais funcionais (Figura 3.2) (SOUZA & ALMEIDA,
2003).

Integragao ao nicleo
da célula

a/,ig

NN Transcrigéao e
VX Enzima protease
Proteinas

Transcripta
se reversa

Farmacos capazes de

inibir ar;ra:rséc;nptase it x virais
Py
Vi - I ¥n
,:»I{C. Farmacos inibidores da
2 () enzima protease
ST

Figura 3.2. Esquema resumido do ciclo da replicagédo viral com as etapas em que atuam
0s medicamentos disponiveis no mercado (Adaptado de SOUZA & ALMEIDA,
2003).

3.2. Anti-retrovirais

O ciclo de replicacdo HIV apresenta diversos eventos relacionados
exclusivamente a componentes virais, que podem ser utilizados para intervengao

quimioterapica. Os componentes disponiveis atualmente como farmacos anti-HIV
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atuam na inibicdo de transcriptase reversa analoga de nucleosideos, na inibicdo
de transcriptase reversa ndo analoga de nucleosideo ou na inibicdo da protease
(PECANHA, et al., 2002; SOUZA & ALMEIDA, 2003).

3.2.1. Inibidores de transcriptase reversa analoga de nucleosideo

Sao medicamentos administrados na forma de pro-farmacos, pois
necessitam ser fosforilados pelo organismo pelas enzimas celulares chamadas de
quinases para se tornarem ativos, e em seguida, atuam através da inclusdo de
falsos nucleosideos na molécula de DNA viral, interrompendo assim a replicacao
viral. Exemplos desse grupo de medicamentos sédo zidovudina (AZT), stavudina,
zalcitabina, lamivudina, didanosina (ddl), abacavir e tenofovir diisopropil
(PECANHA, et al., 2002; SOUZA & ALMEIDA, 2003).

3.2.2. Inibidores de transcriptase reversa nao analoga de nucleosideo

Sao farmacos que atuam como inibidores ndo competitivos de transcriptase
reversa, bloqueando a reacado quimica de duplicacdo da molécula de RNA viral
sem interferir na ligagdo dos nucleosideos. Exemplos desses medicamentos sdo
nevirapina, efavirens e delavirdina (PECANHA, et al., 2002; SOUZA & ALMEIDA,
2003).

3.2.3. Inibidores de protease

Atua na inibicdo da protease viral e proteases celulares, enzima
responsavel por clivar a poliproteina codificada, formada no ribossomo da célula

hospedeira. Exemplos desses medicamentos sdo saquinavir, ritonavir, indinavir,
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lopinavir, nelfinavir e amprenavir (PECANHA, et al., 2002; SOUZA & ALMEIDA,
2003).

3.3. O Farmaco Didanosina (2’,3’- Didesoxiinosina)

Dentre os farmacos para o combate do HIV, a ddl é um importante anti-
retroviral, cujo medicamentos sdo produzidos pela industria brasileira, tais como
Farmanguinhos, Lafepe, Furpe, Lifal e Iquego e Cristalia, usado no tratamento da
AIDS. Na sua forma convencional € administrada em comprimidos tamponados a
fim de prevenir a sua desacetilacdo quando exposto ao pH acido do estbmago
(CLARK, et al., 2006).

A administracdo da ddl com antiacidos para aumentar o pH gastrico, como
carbonato de calcio e hidréxido de magnésio e aluminio estd associada com
alguns efeitos colaterais como constipacao e diarréia e com o uso continuo podem
ocasionar problemas renais. Por isso, é contra indicado para pacientes que ja
apresentam algum problema relacionado com os rins. Além disso, a alta dose de
antiacidos diminui a biodisponibilidade de alguns farmacos por alterar o pH
gastrico, como por exemplo, a administracdo de ddl com cetoconazol, quinolonas
e tetraciclinas ('DAMLE et al., 2002).

Além dos efeitos colaterais, o uso de hidroxido de magnésio e aluminio, e
carbonato de célcio aumenta expressivamente o tamanho do comprimido. Para
contornar essa desvantagem, a industria farmacéutica americana lancou em 2001
a ddl em granulos gastrorresistentes. Em funcao do custo elevado, o Ministério da
Saude disponibiliza essa nova formulacdo com restricdes, priorizando a
importacao de outros anti-retrovirais nao produzidos no Brasil (SILVA, 2006).
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Uma maneira para proteger a ddl da degradacao estomacal, devido ao pH
acido, é revesti-la com polimero resistente a acidez, mas que possa ser melhor

absorvido na primeira porcdo do duodeno ('DAMLE et al., 2002).

3.3.1. Caracteristicas fisico-quimica da dadl

Segundo a Farmacopéia Brasileira, 2003, a ddl € um p6 cristalino branco,

de férmula molecular C10H12N403! massa molar 236,23 g/mol e faixa de fusao 160-

163° C. A ddl apresenta-se ligeiramente solvel em agua, insollivel em acetona,

cloroférmio, etanol e éter etilico e solivel em solugdes alcalinas diluidas.

Segundo o FDA, 2006, a ddl é altamente instdvel em meio acido e
completamente estavel em meio basico. Por exemplo, uma solucéo de ddl a 10%

em pH < 3 a 37<C se decompde em hipoxantina em meno s de dois minutos.

3.3.2. Farmacocinética da ddl

Segundo o FDA, 2006, a ddl é rapidamente absorvida em humanos apés a
liberacao da forma farmacéutica, e a administracao oral proporciona um pico de
concentragdo plasmatica em torno de 15 minutos. A concentragcdo plasmatica
aumenta proporcionalmente com a dose administrada que pode variar de 50 a 400

mg.

A ddl é degradada em meio acido e sua absorcao é reduzida na presenca
de alimentos, sendo o ideal € administra-la 30 minutos antes da refeigdo ou 2
horas ap6s a mesma. Com isso, a ddl administrada com antiacidos apresenta
biodisponibilidade de 40%, podendo ocorrer variacdo dependendo do individuo
(BALINT, 2001).
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O tempo de meia vida (t 12) no plasma é de aproximadamente 1 hora e do
seu metabdlito 2’, 3’- didesoxiadenosina trifosfato (ddATP) é de aproximadamente
12 horas. A concentragcao da ddl no fluido cérebro-espinhal é de aproximadamente
20% em relagdo a concentracdo plasmatica e a sua ligacdo as proteinas
representam menos que 5% (BALINT, 2001).

A ddl é metabolizada em acido Urico, em metabdlitos purinicos e
hipoxantina. Cerca de 40 a 50% do farmaco excretado de forma inalterada na

urina.

3.3.3. Mecanismo de acao da ddl/

A ddl requer metabolismo intracelular para se tornar ativa em ddATP. A ddl
tem sido preparada enzimaticamente em temperatura ambiente, por desaminacao
da 2, 3’ — didesoxiadenosina (ddA) usando a enzima adenosina e posterior
recristalizacdo com metanol (NASSAR, 7993). A ddA administrada pela via oral é
nefrotdxica e por isso, a ddl foi desenvolvida como um pré-farmaco da ddATP. A
Figura 3.3. representa as moléculas de ddl, ddA e da hipoxantina que é o
metabdlito da ddl (BALINT, 2001; CAHOURS et al, 2000).

NH,

Figura 3.3. Estrutura quimica (1) da ddl; (2) da ddA; (3) da hipoxantina.

A ddl penetra nas células por difusdo passiva utilizando o mesmo

mecanismo que 0s nucleosideos fisiolégicos. Como o0s outros nucleosideos
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analogos, trés niveis de fosforilagdo sao requeridos para transformar a ddl na
forma ativa trifosfato. Portanto, ha biotransformacdo intracelular originando
metabdlito ativo, o ddATP, que ao inibir a transcriptase reversa, suprime a
replicacdo do virus HIV (BALINT, 2001; CAHOURS et al., 2000). A Figura 3.4

representa o mecanismo de acao simplificado de ativacao da ddl.
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Figura 3.4. Mecanismo simplificado da ativacao da ddI (Adaptado de: CAHOURS et al., 2000)

Etapa | - Inicialmente, é fosforilada em 5' monofosfato de ddl, ou 2'.3'-
didesoxiinosina -5'- monofosfato (ddIMP), pela acao da fosfotransferase associada

a enzima 5' nucleotidase.
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Etapa Il - Em seguida a ddIMP, é aminada transformando-se em 2',3'-
didesoxiadenosina -5'- monofosfato (ddAMP) pela acdo combinada das enzimas

adenilsuccinato sintetase com a adenilsuccinato liase.

Etapa Il - Posteriormente, a ddAMP sofre duas fosforilagbes
subsequentes, pela acdo de uma quinase, sendo transformada em 2'3'-
didesoxiadenosina-5'-trifosfato (ddATP), o metabdlito ativo. (CAHOURS et al,
2000).

3.3.4. Formas Farmacéuticas da ddl

A fim de diminuir os efeitos colaterais provocados pela forma farmacéutica
convencional de ddl nos pacientes portadores de HIV, na década de 90 iniciaram-

se estudos de encapsulacao da ddl em lipossomas, granulos e microparticulas.

HARVIE et al. (1995) & DESORMEAUX et al. (1994) obtiveram resultados
significativos ao analisar a farmacocinética in vivo da ddl encapsulada em
lipossomas, trazendo beneficios como o direcionamento aos reservatorios de HIV
corpoéreos, menor toxicidade, reducao da dose e da freqliéncia de administracéo,
mas esses resultados foram obtidos com a administracdo intravenosa, o que se

torna um inconveniente na terapia anti-retroviral.

A empresa pioneira na producdo de capsulas com granulos
gastrorresistentes de ddl foi a Bristol-Myers Squibb em 2001, denominado Videx
EC®. Diversos estudos mostram os beneficios farmacocinéticos que levaram a
comodidade de administracdo uma vez ao dia, sem causar efeitos colaterais
indesejaveis decorrentes aos antiacidos (OKIYMA et al., 2002 & COOPER, 2002;
KUNCHES et al., 2001; 'DAMLE et al., 2002; °DAMLE et al., 2002; *DAMLE et al.,
2002).

Recentemente, SILVA (2006) patenteou a forma farmacéutica de granulos
contendo microparticulas de quitosana incorporando ddl, favorecendo importantes
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caracteristicas como a mucoadesao na parede do trato gastrintestinal promovendo
a liberacao modificada do farmaco, menor freqiéncia de administracdo, nao
apresentando efeitos colaterais relacionados aos antiacidos, facilidade de
administragcao para criangas e custo acessivel para o Ministério da Saude distribuir
aos portadores de HIV que fazem uso desta medicagéo.

3.4. Quitosana

A quitosana foi descoberta recentemente e vem recebendo grande atengao
em uso na forma de biomaterial e no desenvolvimento de formas farmacéuticas de
liberacao controlada (JANES et al., 2001).

A quitosana (Figura 3.5.b) é obtida da desacetilicacdo da quitina (Figura
3.5.a), um abundante polissacarideo obtido de exoesqueleto de crustaceos, como
o siri (KUMAR, 2000). Caracteriza-se por ser um aminopolissacarideo
biodegradavel, hidrofilico, ndo téxico e biocompativel (ROBERTS, 1992; LEE et al,
2001). Sua estrutura quimica é formada pelos copolimeros B-(1—4)- 2-amino 2-
desoxi-D-glicose e B-(1—4) - 2-acetamida 2-desoxi-D-glicose com a presenga de
grupos amino e grupos hidroxila primario e secundario. A quitosana vem sendo
estudada como biomaterial de potencial aplicacdo principalmente nas areas
médica e farmacéutica (ROBERTS, 1992).
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Figura 3.5. Estrutura quimica da quitina (a); quitosana (b) (Adaptado de KUMAR, 2000).

A quitosana é usada no tratamento de aguas, produgcdo de cosmeéticos,
medicamentos, aditivos alimenticios, membranas semipermeaveis e no
desenvolvimento de biomateriais. E insolivel em agua, mas dissolve-se em
solucdes aquosas de acidos organicos, como acético, férmico, citrico, além de
acido cloridrico diluido resultando em solucdes viscosas (SANTOS et al., 2003).

Nessas solucbes diluidas de &cidos a quitosana comporta-se como um
polieletrélito catidénico, constituido de um copolimero de 2-amino-2-deoxi-D-
glicopiranose e 2-acetomido-2-deoxi-D-glicopiranose de composicao variavel em
funcédo do grau médio de acetilacdo (GA), que representa a fragdo de unidades 2-
acetomido-2-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e € um dos
principais parametros para a sua caracterizagdo. A proporgcdo relativa dessas
unidades nas cadeias macromoleculares de quitosana tem efeito marcante na sua
solubilidade (SANTOS et al., 2003).

Desde 1980, a quitosana vem sendo usada como excipiente de farmacos
soluveis em agua a fim de obter uma liberacado controlada/sustentada ou utilizada
como componente de formulagcdes de farmacos pouco sollveis em agua a fim de
melhorar a biodisponibilidade. Recentemente, a quitosana tem mostrado atividade
mucoadesiva e propriedades que facilitam a penetracdo de macromoléculas
através das células intestinais e da mucosa nasal. Essas propriedades tém aberto

promissoras perspectivas para o uso da quitosana em formas farmacéuticas de
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uso oral e nasal, principalmente como carreador de proteinas e peptideos
(REMUNAN-LOPEZ et al., 1998).

O uso de polimeros naturais em formas farmacéuticas com liberagao
modificada tem recebido consideravel atencéo, especialmente sob ponto de vista
de segurancga. Entre os polimeros, a quitosana tem aumentado sua importancia
farmacéutica devido a sua boa biocompatibilidade, atoxicidade e
biodegradabilidade (REMUNAN-LOPEZ et al., 1998)

3.4.1. Quitosana como material de veiculacdo de ativos

A quitosana tem sido considerado material para a producédo de micro ou
nanoparticulas, devido a algumas vantagens como a habilidade de proporcionar
uma liberagdo controlada na presenca de agentes ativos; possuir
mucoadesividade nas mucosas corpéreas, ser facilmente esterilizavel pelos
métodos convencionais e melhorar a dissolucao de farmacos insollveis e pouco
solaveis em agua (AGNIHOTRI et al., 2004)

As principais técnicas empregadas para a veiculacao de compostos ativos
incluem gelificagdo ionotrépica, secagem por atomizagdo (spray-drying),

emulsificacao e coacervacao.

3.4.1.1. Gelificagéo ionotrdpica:

Devido as caracteristicas catidnicas da quitosana, ela se complexa com
cargas opostas de moléculas como tripolifosfato de sédio (TPP), mostrado na
Figura 3.6., ou polimeros catibnicos como o alginato, para a producao de
particulas para liberacao controlada de farmacos e tem sido muito utilizado devido

a sua simplicidade e facilidade. Além disso, essa aplicacdo evita possivel
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toxicidade dos reagentes e de efeitos indesejaveis (SHU & ZHU, 2000;
AGNIHOTRI et al, 2004; SINHA et al, 2004).

CHyOH
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Figura 3.6. Reticulacdo da quitosana com TPP, por gelificagdo ionotrépica (LAM et al.,
2006).

O TPP caracteriza-se como um polidnion e pode interagir com quitosana
através das forcas eletrostaticas (SHU & ZHU, 2000). Além disso, € atoxico e
promove a reticulacdo idnica da quitosana em condi¢des relativamente faceis e
com baixo custo de processo. Ao contrario de outros agentes reticulantes, ele ndo

apresenta graves restrigées Nno manuseio e armazenamento.

3.4.1.2. Secagem por atomizagao (spray-drying)

Esse método baseia-se na dissolucdo da quitosana em uma solugao
aquosa em pH acido, o farmaco € dissolvido ou disperso no mesmo solvente junto

com o agente capaz de realizar a reticulacdo (crosslinking). Essa solugéo é
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atomizada em uma camara com fluxo de ar quente. A atomizacgao leva a producao
de gotas, no qual o solvente evapora instantaneamente e forma particulas secas
gue sao coletadas através de um ciclone (AGNIHOTRI et al, 2004; SINHA et al,
2004).

3.4.1.3. Emulsificacdo

A emulsificacdo consiste na adicdo de uma fase oleosa contendo tensoativo
na solucéo aquosa de quitosana. As gotas de quitosana suspensas na fase oleosa
podem ser enrijecidas pela adicdo de um anion polivalente como o TPP ou
glutaraldeido, como agente reticulantes. Em seguida, as particulas sdo separadas,
lavadas repetidamente com solvente organico e secadas. Geralmente, o farmaco

€ adicionado na solugcao de quitosana.

Nesse procedimento os tamanhos das particulas sdo controlados através
do tamanho da gota da fase aquosa, temperatura, velocidade, concentracao de
quitosana, concentragdo de tensoativo, viscosidade das fases, entre outros
(AGNIHOTRI et al, 2004; SINHA et al, 2003).

3.4.1.4. Coacervacao/precipitacao

No método da coacervacgao/precipitacdo, a solucdo aquosa do polimero
tera a sua solubilidade diminuida pela modificagdo do meio de solubilizagédo, como
pela adicdo de nao-solventes ou solutos hidrossolluveis que concorram pelo
solvente, pelo abaixamento da temperatura ou por alteracdo do pH. A adicao
desses fatores induzird a separacao das fases do sistema, constituindo-se uma
delas rica em matéria coloidal e outra pobre. Na coacervacao simples, o colbide
hidrofilico € subtraido do solvente pela adicdo de uma substancia hidrofilica

concorrente, tal como um sal ou alcool. A coacervagado complexa é produzida pela
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mistura de dois polietrélitos de cargas opostas (AGNIHOTRI et al, 2004; SINHA et
al, 2004).

3.4.2. ddI em microparticulas de quitosana

Como mencionado anteriormente, a quitosana possui caracteristica
catibnica e com isso pode ser complexada com polimeros de cargas negativas
como o TPP. Essa complexacdo apresenta uma propriedade importante da
quitosana em formar gel devido a atuacado de forcas intra-intermoleculares de
ligacbes cruzadas mediada pelos polidnions, ao entrar em contato com alguns
polimeros (JANES et al., 2001). "“BODMEIER at al. (1989) foi o primeiro autor a

mencionar a gelificacao ionotropica com TPP para encapsulacao de farmacos.

SILVA (2006) desenvolveu um estudo da preparagao de microparticulas de
quitosana complexada com TPP contendo ddl. Nesse trabalho foram avaliados
varias formulacoes e foi escolhida a que apresentou caracteristicas 6timas como
tipo de agente reticulante, estabilidade da ddl, diametro médio das particulas, grau
de intumescimento e eficiéncia de incorporacdao da ddl, sendo que as melhores
condi¢des foram obtidas com o uso de 2,0% (m/v) de quitosana, 10,0% de TPP e
39,0 g de ddI/mL.

Os granulos desenvolvidos por SILVA (2006) foram preparados pelo
método umido de extrusdo-esferonizacdo. A extrusao foi realizada manualmente e
a esferonizacao foi realizada artesanalmente. Realizou-se também o revestimento
gastrorresistente desses granulos, porém o revestimento ndo atendeu as

especificacoes farmacopéicas.
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3.5. Granulacao e Revestimento de Particulas através de Fluidizacao

A fluidizacdo €& uma operacdo unitdria usada para revestimento e
granulagdao simultaneamente, através da atomizacdo de uma solugdo ou
suspensao de revestimento, nas particulas em suspensao (HEMATI et al., 2003).
O ar, filtrado e aquecido, responsavel pela suspensao das particulas, é insuflado
ou succionado por meio do leito de p6 ainda ndo misturado para fluidizar as
particulas e misturar os pés. A fluidizacao é considerada atualmente um processo
de mistura muito eficiente em relagdo aos outros métodos (AULTON, 2005).

O processo de leito fluidizado (Figura 3.7.) tem recebido consideravel
atencao na industria farmacéutica e cosmética. Entretanto, outras industrias como
alimenticia, quimica e agro-quimico tem adaptado essa tecnologia para uso em
larga escala (HEMATI et al., 2003).

As principais razdes para o uso desta tecnologia sdo melhorar as
propriedades de fluxo, manuseio e as caracteristicas de compressao dos pos;
produzir particula do mesmo tamanho ou da mesma geometria, modificando a
densidade das mesmas; melhorar a aparéncia, textura, odor das particulas e
proteger do oxigénio, umidade e incompatibilidades dos agentes ativos; controlar o
tempo de dissolu¢dao (HEMATI et al., 2003).

A aplicagdo da fluidizacdo na granulagdo e revestimento de particulas
apresenta vantagens em relacdo aos processos convencionais realizados em
drageadeiras. Em leito fluidizado, os processos de granulacdo e revestimento sao
realizados em uma unica unidade, economizando custos, tempo e perdas de
transferéncias, ao contrario dos métodos convencionais e 0 processo é totalmente
automatizado, uma vez que as condigdes operacionais determinantes para o

processo de granulacado tenham sido otimizadas (AULTON, 2005).
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As principais desvantagens do uso do leito fluidizado estdo em requerer
investimentos iniciais maiores que os métodos mais tradicionais (AULTON,
2005) e o processo de desenvolvimento em granuladores de leito fluidizado é

longo e especifico para cada produto.

3.5.1. Fundamentos da fluidizacdo

3.5.1.1. Regime de Fluidizagc&do

O principio do leito fluidizado é manter as particulas em suspensao num
compartimento fechado do equipamento através de um jato de ar ascendente.
GELDART (1986) descreve diferentes configuragdes da funcédo da velocidade do

ar dentro do compartimento em estudo (Figura 3.7.).

{a) B)

Figura 3.7. Configuragbes do leito fluidizado (a) leito fixo; (b) fluidizacdo particulada; (c)
fluidizacdo borbulhante; (d) pistonado; (e) turbulento; (f) fluidizacdo rapida
(Adaptado de: PONCELET & TEUNOU, 2001).

De acordo com GRACE (1984), a fluidizacao pode ser dividida em varios

regimes:
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Leito fixo: com velocidade do gas de zero até a de minima fluidizagao.
Nesta fase, as particulas estao imoveis e o fluido escoa entre os intersticios.

Fluidizacdo particulada: com a velocidade do gas minima fluidizacéo e a
minima para iniciar o regime de bolhas. O leito se expande de maneira
homogénea, a superficie superior € bem definida, pouca agregacao de particulas

e flutuacao de presséo pequena.

Fluidizagdo borbulhante: com velocidade do gas entre a minima para
iniciar o regime de bolhas e a minima para o regime pistonado. Varias bolhas sao
formadas préximas ao distribuidor e sobem para a superficie do leito.

Fluidizacdo pistonada: com velocidade do gas entre a minima para a
fluidizacao pistonada e a minima para o regime turbulento. As bolhas formadas
ocupam grande parte da coluna e a superficie superior sobe e sofre colapsos

com frequéncia, flutuagdes de pressao sao observadas.

Fluidizagdo turbulenta: com velocidade do gas entre a minima para a
fluidizacado turbulenta e a velocidade terminal das particulas. Sdo observadas
pequenas regidbes de vazios e movimentos desordenados de particulas, a
superficie superior é indefinida e pequenas flutuagbes de pressdo sao

observadas.

Fluidizacédo rapida: com velocidade do gas acima da velocidade terminal
das particulas. A superficie ndo € definida, as particulas sdo transportadas para
fora pelo topo e podem ser capturadas por um ciclone e reticuladas proximo ao

fundo da coluna.

Transporte pneumatico: a velocidade do gas é muito superior a velocidade
terminal das particulas. Nao ha praticamente particulas descendentes préximos a
superficie do distribuidor de ar, pois as particulas sao arrastadas do leito.
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3.5.1.2. Caracteristicas das particulas

As particulas podem ser classificadas de acordo com suas propriedades e
funcionalidade. GELDART (1986) mostra que o processo de fluidizacdo dos pés
pode ser classificado em grupo de acordo com a densidade do fluido, tamanho.
Esta classificacdo pode ser melhor visualizada na figura 3.8. em que, 0 eixo das
abscissas caracteriza o didmetro da particula (dp) em micrébmero e o eixo das
ordenadas € composto pela diferenca entre a densidade aparente do sélido (ps) €
da densidade do fluido (p).

f TT1 | [
| IR | | |
Eor—— - \\ : i 4 i : 5
S ~+ ANEEN Muickzagao 0o lipo
¥ i
ar A RN B [T jorra |
3 —— T — T+ ——]
y o fluidizagdo do tipo | T D I
5 i { arzia I |
A4 1 1 |} 11 ; | —
_ J?+_I|Jidizzu;:§|::. GOM Aeracan | [
"1 A | |
= S VA N
¥l | - 1 N
. ..f - 4 4 11
e H_-.. -, 4
ost—C—4 1‘1 : i
fluidizagdo cmsiva';..i |
| ¥l
f
i ] |

Figura 3.8. Diagrama simplificado de classificacdo de particulas para fluidizagdo através
de ar em condi¢des normais (Adaptado de: GELDART, 1986).

Categoria C: possui baixa densidade, tem particulas coesivas, é
extremamente dificil de fluidizar, com a formacéo de canais e sem a formacao de

bolhas. Proporciona baixa expansao do leito e pobre mistura dos sélidos.

Categoria A: possui uma grande faixa de fluidizagao entre a velocidade de
minima fluidizacao (Uny) e velocidade para iniciar as bolhas (Ug), proporcionando

SEVERINO, Patricia 24



Capitulo 3 Reviséo Bibliografica

alta expansao do leito e alta mistura do gas e do solido. Quando a velocidade do
gas aumenta acima da velocidade para iniciar as bolhas, a fluidizacao é

borbulhante e é caracterizada por:

- As bolhas tém movimento ascendente e mais rapido que o gas

- As bolhas surgem ap6s o distribuidor, dividem-se e coalescem
quando sobem em direcao a superficie do leito.

- Em leito raso, s6 ha uma boa mistura das particulas, quando
poucas bolhas estédo presentes.

- Quando essas bolhas atingem o didametro do leito, o regime muda

para pistonado.

Categoria B: ndo ha evidéncia do tamanho maximo de bolhas, de modo
que a coalescéncia & fendbmeno predominante. Os tamanhos das bolhas
aumentam com a altura do leito e com a velocidade do gas em excesso,

apresentando moderada expansao do leito e mistura de particulas.

Categoria D: possui alta densidade, requer alta velocidade para fluidizar e
proporciona baixa expansao do leito e também baixa mistura de soélidos. Sao
mais adequados ao movimento do jorro. As bolhas tém movimentos ascendentes
mais lentos que o gas e quando atingem o didmetro do leito, observa-se o
slugging ou regime pistonado.

3.5.1.3. Pardmetros fluidindmicos

Para a compreensdo do mecanismo de fluidizagdo de soélidos em
determinado processo, faz-se necessario a determinacdo de parametros
fluidodindmicos, velocidade e porosidade de minima fluidizacdo, que traduzem o
comportamento do leito poroso quando da passagem do fluido através deste.

Para que tais parametros possam ser determinados e avaliados, deve-se analisar
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o efeito da velocidade superficial do fluido sobre o gradiente de pressédo (SILVA,
2003).

3.5.1.3.1. Porosidade minima de fluidizagao

A porosidade minima de fluidizagao (ems) corresponde a porosidade do leito
na condicdo de minima fluidizacdo que, por sua vez, corresponde a velocidade
superficial do fluido na qual se tem o inicio da fluidizacao.

mf = ~
" (pr o, ]g Equacéo 3.1

onde, AP é a variagdo de pressao, pr € a densidade real do sélido, p
densidade do fluido, H é a aultura do leito e g é a aceleracao da gravidade.

A Equacgao 3.1 pode ser usada para o calculo da porosidade do leito em
funcdo da queda de presséao e altura do leito quando a velocidade superficial do

ar varia desde zero até a velocidade maxima.

McCABE & SMITH, 1967 propuseram uma equacao empirica para estimar
a velocidade de fluidizacdo minima em funcdo do didmetro das particulas em

micrometro (um).

e = 1-0356(logdp—1) Equacao 3.2

3.5.1.3.2. Velocidade de fluidizagdo minima

A velocidade de fluidizagdo minima corresponde a velocidade superficial
do gas quando a queda de pressao € igual a massa aparente dos sélidos. Nestas

condicoes, imediatamente, a fluidizacdo é iniciada. As varias correlacoes
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existentes para a estimativa da velocidade de minima fluidizagdo, sdo baseadas
na Equacao de Ergun.

AP ¢.d &  150.(1-¢)

HOpw -0 g (P )

onde, @5 € a esfericidade da particula, d, é o didmetro da particula, p é a

+1.75 Equacéao 3.3

viscosidade do fluido, p € a densidade do fluido, € € a porosidade do leito, H é a
altura do leito, AP é a queda de pressao do fluido através do leito e v é a

velocidade superficial média.

Na literatura existem diversas correlagcdes em relagdo a velocidade de
fluidizacdo minima, entre eles podemos citar WEN & YU, 1966, BABU et al.1978,
LUCAS et al. 1986, GRACE 1982.

3.5.1.3.3. Distribuidor de gas para leito

O distribuidor de gas para leito fluidizado € um dispositivo projetado para
assegurar que o gas fluidizante seja distribuido uniformemente pela secéo
transversal do leito, pois a taxa de distribuicdo do gas é um dos parametros

responsaveis pelo movimento das particulas, granulacao e secagem.

Além disso, a solugdo ou suspensao de revestimento € atomizada na
superficie da particula através de um bico atomizador presente no distribuidor de
gas, a gota atomizada deve ser inferior ao tamanho da particula, mas nao muito
pequena para evitar que o liquido seja secado antes de entrar em contato com a
mesma, e também ndo pode apresentar-se muito grande devido a dificuldade de
secagem (HEMATI et al., 2003).
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Estudos de distribuidor de leito fluidizado sdo apresentados por GELDART,
1986; e KUNII & LEVENSPIEL, 1969. Alguns tipos de distribuidores comumente

usados sdo mostrados na Figura 3.9.

Figura 3.9. Alguns projetos de distribuidor de uso comum: (a) placa perfurada, (b)
campanula, (c) fendas horizontais continuas, (d) coluna de tubos, (e) tubos
com aberturas apontando para baixo (Adaptado de GELDART, 1986).

3.5.2. Principais variaveis que afetam a fluidizacao

As principais varidveis associadas a fluidizacao que afetam a qualidade do
produto final em relacdo a granulacdo sdo enfatizadas por AULTON, 2005 e
descritas abaixo:
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3.5.2.1. Parametros do equipamento

e A altura do bico é responsavel pela distribuicao uniforme do leito para a
circulacdo adequada das particulas, se a distribuicdo nao for adequada
na granulagdo e no recobrimento, pode ocorrer a formagéao
descontrolada de aglomerados;

e A geometria do leito interfere no movimento das particulas e
dependendo deste movimento a aglomeracdo pode ser favorecida ou
nao;

e A altura e localizacdo do bico atomizador: pode ser no topo,
verticalmente, na lateral, angularmente, ou na base do leito, junto com o
fluxo de ar. A altura deve ser regulada de forma que a nuvem formada
com a atomizacado seja suficientemente adequada para que as gotas
formadas nao sequem antes de atingir as particulas, ao atingir
espalhem-se e ndo ocorram perdas nas paredes do leito e finalmente a;

e Vibragdo mecénica é um acessério que oferece ao leito uma
modificacdo no equipamento, permitindo a movimentagdo de materias
coesivos, ou para a quebra de aglomerados grandes formados devido a
inadequada distribuicdo do agente ligante (AULTON & BANKS, 1981;
SILVA, 2003, GORE, 1990, KLEINBACH & RIEDE, 1995,
DEWETTINCK et al, 1998, SHELUKAR et al., 2000).

3.5.2.2. Parametros do processo

e (Carga do leito: esta diretamente relacionada com a fluidodinamica da
particula. Leitos com grandes cargas apresentam canais preferenciais e
zonas mortas, devido a uma circulacdo insuficiente dos soélidos. Estas
zonas mortas prejudicam a uniformidade do produto e favorecem a

formacao de aglomerados em condi¢des indesejaveis;
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e Velocidade do ar de fluidizacao: é responsavel por regimes fluidinamicos
estaveis, com movimento adequado do material, como também pela
taxa de evaporagao do agente ligante da suspensédo. O aumento da taxa
de ar provoca o0 aumento da taxa de evaporacdo e o atrito entre
particulas, formando assim aglomerados com distribuicdo de tamanhos
mais estreita;

e Temperatura do ar: influencia na qualidade do recobrimento, eficiéncia
do processo e no crescimento do granulo. E um parametro importante
na secagem e na qualidade do recobrimento como também no processo
de formacao de aglomerados;

e Umidade do ar: afeta diretamente o processo de secagem. Variagcdes na
umidade do ar de entrada mudam o gradiente de temperatura de
granulacdo. Maiores variacbes de temperatura de granulacdo e
secagem fornecem aglomerados de maiores tamanhos, ou seja, quanto
maior a umidade do ar menor é a eficiéncia de secagem, formando
aglomerados maiores;

e Angulo de atomizagdo: influencia no diametro do jato pelo “spray”, o
aumento do angulo do “spray” aumenta o tamanho das gotas formadas,
aumentando diretamente a formacgéao de aglomerados;

e Regime de “spray”. a aspersdo da suspensdo durante o
recobrimento/granulacado pode ser continua ou intermitente;

e Tamanho e tipo de bico atomizador: os bicos atomizadores mais
adequados sao os de duplo fluido, sendo com orificios de 1,2-2,2 mm,
dependendo da taxa de liquido a ser utilizada, viscosidade e tensao
superficial da suspensdo. Com os bicos atomizadores de duplo fluido
pode-se controlar o tamanho das gotas formadas, através da vazao e
pressao do ar comprimido;

e Taxa de ar de atomizacdo: o tamanho da gota formada depende
linearmente da razédo ar-liquido. Qualguer mudanca na taxa de ar de
atomizacao altera esta vazado e, por consequéncia, o tamanho das

gotas. A taxa de ar de atomizagdo deve ser ajustada com a taxa de
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liquido para se obter uma atomizag¢ao adequada, com tamanho de gotas
controlado, para evitar a formacao de gotas grandes que dificultam a
secagem e favorecem a formacao de aglomerados;

Pressdao de ar de atomizagdo: é responsavel pela vazao ar-liquido no
orificio do bico atomizador. O aumento da pressao de ar de atomizacao
diminui o tamanho das gotas formadas;

Tamanho da gota: é dependente da taxa de liquido, da taxa do ar de
atomizacao, da pressao de ar de atomizagao, da viscosidade do liquido
e do angulo do “spray”;

Vazao de liquido: deve ser balanceada com a taxa de evaporacao do
solvente durante o processo. Altas taxas de liquido podem causar o
encharcamento do leito, favorecendo a formacdo de aglomerados. O
equilibrio da umidade no leito deve ser monitorado para evitar o
encharcamento ou perdas por elutriacdo de gotas secas (AULTON &
BANKS, 1981; SILVA, 2003, GORE 1990, KLEINBACH & RIEDE, 1995,
DEWETTINCK et al, 1998, SHELUKAR et al., 2000).

3.5.2.3. Pardmetros do material

Propriedades fisicas do material a ser revestido: uma eficiente
movimentacdo e circulagdo dos sélidos no leito dependem das
propriedades do material, como coesividade, distribuicdo de tamanho,
forma, natureza cristalina ou amorfa, propriedades estaticas e
higroscopicidade. Materiais extremamente coesivos ou com grande
carga estéatica sao dificeis de movimentar. Materiais higroscopicos sao
dificeis de recobrir sem a formacado de aglomerados. Materiais com
ampla distribuicao de tamanhos apresentam problemas de segregacéao
no leito. Todas essas propriedades afetam diretamente a fluidinamica do
leito, e por consequiéncia o processo de recobrimento e secagem:;
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e Molhamento: a natureza hidrofébica ou hidrofilica das particulas tem
grande efeito no grau de molhamento. O molhamento esta diretamente
ligado as caracteristicas da superficie do sélido e da tensdo superficial
do liquido, através do angulo de contato entre o liquido de recobrimento
e a superficie da particula a ser recoberta;

e Material formador de filme e concentragédo: geralmente sao polimeros e
devem ser escolhidos de acordo com o objetivo do revestimento
desejado. A concentracdo de material formador de filme afeta o tempo
de processamento e adesdo entre a particula e o filme ja seco.
Concentragdes altas geralmente formam nao uniformes e favorecem a
formagéo de aglomerados;

e Temperatura da solucdo/suspensao: a temperatura afeta diretamente a
viscosidade da solugéo influenciando na formagéo de gotas no “spray”,
favorecendo ou nao a formacdo de aglomerados, dependendo do
comportamento reolégico da solucao;

e Solvente utilizado: podem ser organicos ou aquosos. Em geral,
solventes organicos, devido a rapida vaporizacao da superficie molhada,
tendem a formarem menos aglomerados. No entanto, para a utilizacdo
de solventes orgéanicos, 0 equipamento deve ser especialmente
projetado e instalado, prevenindo explosdes e contaminagées do meio
ambiente. Os solventes aquosos vém sendo comumente utilizados para
drogas sensiveis e por ser de facil manuseio. O solvente utilizado
determina as condicdes térmicas e operacionais do processo;

e \Viscosidade da suspensdo: a concentracdo da solucdo afeta a
viscosidade e esta afeta o tamanho da gota atomizada, favorecendo ou
nao a formagcdo de aglomerados (AULTON & BANKS, 1981; SILVA,
2003, GORE, 1990, KLEINBACH & RIEDE, 1995, DEWETTINCK et al,
1998, SHELUKAR et al., 2000).
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3.6. Revestimento de produtos farmacéuticos

O revestimento de produtos farmacéuticos é uma operacao bastante antiga,
sendo que publicacdes francesas do século XVII descrevem o revestimento como
uma maneira de mascarar o sabor das pilulas. Nessa época, o recobrimento com
solucdes a base de agucar foram desenvolvidas, e devido a sua rapida aceitagao,
as pilulas recobertas com esse tipo de solugdo foram as formas preferidas dos
medicamentos solidos na Europa e nos Estados Unidos (FREIRE & OLIVEIRA,
1992).

O processo para o revestimento em larga escala se faz necessario e foram
desenvolvidos os primeiros equipamentos para serem utilizados pela industria
farmacéutica, as chamadas “panelas rotatérias” ou drageadeiras. Por muito tempo
0 processo nao sofreu muita modificacdo até a substituicdo das pilulas pelos
comprimidos. Nos anos 50 uma mudanga drastica ocorreu no desenvolvimento do
processo de revestimento quando o laboratério Abbott introduziu o comprimido
recoberto com filmes poliméricos e o Dr. Dale Wurster patenteou o primeiro
equipamento para recobrimento utilizando um leito de comprimidos movimentado
por ar, normalmente chamado de recobrimento em leito fluidizado ou leito mével
(FREIRE & OLIVEIRA, 1992).

Esse tipo de equipamento mostrou uma boa eficiéncia e motivou o
interesse no desenvolvimento de novas tecnologias no recobrimento de
comprimidos. As novas tecnologias incluem tanto as novas formulacdes das
solucdes utilizadas para recobrir como 0s novos projetos de equipamentos. Entre
esses equipamentos estda o leito de jorro, em todas as suas configuracdes
(FREIRE & OLIVEIRA, 1992).

O revestimento de formas farmacéuticas consiste na aplicagdo de um

material sobre a superficie externa de uma forma farmacéutica sélida com a
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intencao de conferir beneficios e propriedades a forma farmacéutica em relagao a
nao revestida (AULTON, 2005; TARANTO, 1996).

Existem varias razdes para se aplicar o revestimento em particulas, razées
estas que vao destes fatores estéticos ao controle da taxa de dissolucao de

substancias quimicas e incluem:

e Protecdo de um produto da acdo de agentes ambientais, em particular
contra a umidade, luminosidade e calor excessivo.

e Facilitar a manipulacdo de produtos, em especial na industria farmacéutica,
onde o recobrimento reduz a uma minima possibilidade de contaminacao
do produto.

e Melhorar a aparéncia estética, em particular quando ha uma diferenca
perceptivel de um lote de producao para outro.

e Mascarar sabores e odores desagradaveis.

e Aumentar e resisténcia mecanica do produto.

e Reduzir a taxa de dissolucdo de substdncias quimicas (FREIRE &
OLIVEIRA, 1992).

O revestimento e o encapsulamento das particulas é considerado uma
operacao unitaria utilizada no processamento de uma grande variedade de
produtos. Esta operacdo é de grande importancia comercial. Exemplos de
aplicagéao incluem o recobrimento de comprimidos na industria farmacéutica e o
recobrimento de produtos alimenticios nas industrias de alimentos. Aplicacdes
destas técnicas na agricultura incluem o recobrimento de semente, de fertilizantes
e pesticidas. Aplicacao na area nuclear inclui o recobrimento de microesferas de
combustivel nuclear com carbono pirolitico ou com carbeto de silicio (FREIRE &
OLIVEIRA, 1992).

Os principais tipos de revestimento sao:

e Revestimento peliculado;

e Revestimento com agucar ou dragemento;
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¢ Revestimento a seco.

Desses, o0 revestimento peliculado € a técnica mais importante.
Praticamente todos os novos produtos revestidos existentes no mercado sdo do
tipo peliculado. O drageamento é uma tecnologia mais tradicional e ndo tem
experimentado nenhum desenvolvimento real nos ultimos anos. Apesar disso,

essa tecnologia ainda possui certa importancia econémica (AULTON, 2005).

3.6.1. Revestimento Peliculado

Esta é a técnica mais moderna e mais freqlentemente empregada no
revestimento de formas farmacéuticas. O revestimento peliculado envolve a
deposicao, normalmente por meio de um método de aspersdo, de uma fina
pelicula de polimero sobre o nlcleo da forma farmacéutica. E possivel utilizar as
tradicionais turbinas de revestimento, porém, cada vez torna-se mais comum o
emprego de equipamentos especializados, com a finalidade de tirar proveito do
curto tempo de revestimento e do potencialmente elevado grau de automacao.

O liquido de revestimento (solucdo ou suspensao) contém um polimero em
meio liquido apropriado, junto com outros adjuvantes, como pigmentos e
plastificantes. Essa solucdo é aspergida sobre o leito misturado de comprimidos
em rotacao ou leito fluidizado. As condicdes de secagem permitem a remoc¢ao do
solvente, de modo a deixar um depésito fino do material de revestimento

As principais vantagens atribuidas ao recobrimento por pelicula séo
pequena variacdo de peso, tamanho e forma do produto; curto tempo de
processamento; maior eficiéncia e rendimento do processo; flexibilidade das
formulagdes e maior resisténcia da cobertura (FREIRE & OLIVEIRA, 1992).

Estas vantagens devem-se principalmente a maior volatilidade dos

solventes organicos, porém €& necessario ter consciéncia de que certas
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desvantagens podem ser um fator limitante. Estas desvantagens relacionadas aos
sistemas solventes utilizados sao perigo de combustéo, perigo de intoxicagdo do
operador e perigo de contaminacao ambiental (FREIRE & OLIVEIRA, 1992).

3.6.1.1. Polimeros

As caracteristicas ideais de um polimero para revestimento peliculado sao
relacionados a solubilidade que, no caso do revestimento peliculado convencional,
devera ter uma boa solubilidade em fluidos aquosos, para facilitar a dissolucao
das substancias ativas a partir do produto final.

Contudo, quando se trata de uma acao de liberacdo modificada, a opgao
sera exigir do sistema polimérico uma dissolu¢cdao ou uma permeabilidade em meio
aquoso lenta; viscosidade, ja que os polimeros deverdo possuir baixa viscosidade
na concentragdo requerida, o que permitira uma aspersdo facil e livre de
problemas durante o processo industrial, utilizando equipamentos de revestimento
peculiado; permeabilidade, pois o0 revestimento pode ser utilizado para otimizar o
prazo de validade em prateleira, uma vez que diversos polimeros constituem
bareirras eficientes contra permeacado de vapor de agua ou outros gases da

atmosfera.

Essas propriedades podem variar amplamente entre os diferentes
polimeros; propriedades mecanicas, pois a escolha de um polimero em particular
para a formulagdo do revestimento peliculado deve possuir uma elevada
resisténcia ao impacto e a abrasdo, encontrados no manuseio normal dos
comprimidos revestidos. Um revestimento com escassa resisténcia revela-se pela

presenca de rachaduras ou imperfei¢cdes na superficie (AULTON, 2005).

Os tipos de polimeros disponiveis sdao os derivados da celulose, os quais
na maioria das vezes consistem em ésteres da celulose. Um exemplo é a

hidroxipropilmetilcelulose, polimero amplamente utilizado, solivel em meio aquoso
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e forma filmes de elevada resisténcia e de facil aplicacao. O filme resultante pode

ser claro ou colorido.

Outros derivados da celulose sdo metilcelulose e hidroxipropilcelulose, os
copolimeros de ésteres de amino-metacrilato sdo basicamente insoluveis em agua
em pH inferior a 4, porém, em meio neutro ou alcalino, o filme permite a
solubilidade do farmaco, mediante intumescimento e aumento da sua

permeabilidade.

Para formulacdes simples, a desintegracdo do revestimento pode ser
otimizada por meio da incorporacao de substancias sollveis em agua e também
de amidos. Para revestimentos projetados para produzir um efeito de liberacao
modificada a forma farmacéutica final, costuma-se utilizar polimeros ainda mais
soliveis em agua, estes podem incluir metilcelulose e os copolimeros do

metacrilato de amoénio.

Além destes, outros grupos de polimeros tém sido projetados para conferir
protecdo entérica a forma farmacéutica, sendo alcancado esse por meio da
seletividade do polimero em termos de pH, quando este é insollvel no meio acido
estomacal, mas torna-se soluvel ao entrar em contato com o pH alcalino proprio
do duodeno e das regides distais do trato gastrintestinal (BANDO & MACGINITY,
2006).

Nas formulagbes industriais, é freqliente encontrar revestimento de esferas
e granulos destinados a fabricacdo de formas farmacéuticas de liberacao
modificada. A base desses revestimentos consiste em dispersdes especiais de
polimeros insoluveis em agua, como etilcelulose e copolimeros do metacrilato de
amdnio, as quais sao aplicadas em meio aquoso. A vantagem desses materiais é
gue permitem o processamento de polimeros em meio aquoso, que sao insoluveis
em agua (AULTON, 2005, BANDO & MACGINITY, 2006).
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3.6.1.2. Plastificantes

Os plastificantes geralmente sao adicionados em formulagdes de
revestimento peliculado com o objetivo de modificar as propriedades fisicas do

polimero, tornando-o mais flexivel.

Uma propriedade importante é a sua capacidade de diminuir a fragilidade
do filme. Usualmente o0 mecanismo pelo qual um plastificante atua é baseado na
interposicdo das moléculas deste entre as cadeias do polimero. Com isso, é
facilitado o livre movimento destas, e, conseqlientemente, o polimero apresenta

um comportamento mais flexivel (LECOMTE et al, 2004).

Como exemplo de plastificantes pode citar os polidis, como polietilenoglicol
400; propilenoglicol, ésteres organicos, como dietilftalato; e 6leos e glicerideos,
como 6leo de coco fracionado (LECOMTE et al, 2004).

3.6.1.3. Corantes

Todos os corantes permitidos para uso no revestimento peculiado sao,

invariavelmente, insolGveis em agua.

Os pigmentos possuem certa vantagem sobre os corantes solUveis em
agua, devido a sua estabilidade quimica frente a luz, assim como pelo fato e
proporcionarem uma melhor opacidade e recobertura de pds, ao mesmo, tempo
em que promovem a impermeabilidade da pelicula ao vapor da agua (AULTON,
2005).

Os exemplos sao pigmentos a base de 6xido de ferro; diéxido de titanio;
lacas de aluminio (AULTON, 2005).
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3.6.1.4. Solventes

Apo6s o desenvolvimento inicial do revestimento peculiado, na década de
1950, os polimeros utilizados eram invariavelmente dissolvidos em solventes

organicos.

As técnicas modernas baseiam-se no uso de agua como solvente, devido a
significativa reducado de custos, que pode facilmente ser constatada quando
solventes organicos sdo utilizados (AULTON, 2005, LECOMTE et al, 2004).

Em termos de processo, as desvantagens associadas ao uso de solvente
organico podem ser devido a agressao ao meio ambiente devido as emanacgdes
para a atmosfera dos vapores de solventes organicos ndo tratados séao
inaceitaveis do ponto de vista ecoldgico. No entanto, a remocéao eficiente de
vapores de solventes, a partir de efluentes gasosos, € um processo muito
dispensioso, diversos solventes organicos sao suscetiveis a explosao, inflamaveis,
e acarretam riscos toxicos aos operarios de fabrica, além disso o uso de solventes
organicos exige a construcdo a prova de fogo explosdao (AULTON, 2005,
LECOMTE et al, 2004).

O custo é comparativamente muito elevado e associa-se aos custos de
estocagem e de controle de qualidade, que também devem ser considerados aos
residuos de solvente. Para um determinado processo, a quantidade de residuos
de solventes orgéanicos no revestimento polimérico deve ser avaliada. Com
aumento da pressao por partes das agéncias reguladoras, isso serd um aspecto
adicional de controle de qualidade (AULTON, 2005, LECOMTE et al, 2004).

3.6.2. Revestimento com acucar ou drageamento

E considerado um método tradicional de revestimento. Esse método
envolve a aplicacdo sucessiva de solugcdes que contém sacarose, utilizando
equipamentos de revestimentos adequados. A turbina de drageamento
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convencional, com adicdo manual de xarope, tem sido amplamente utilizada.
Contudo, a introducdo de alguns equipamentos especiais e de métodos

automatizados tem modificado esse panorama (AULTON, 2005).

3.6.3. Revestimento a seco

A tecnologia de revestimento a seco difere de maneira radical das descritas
para o revestimento peliculado e para o drageamento. O revestimento a seco

envolve a compactacao em material granulado ao redor de um nucleo.

O moderno revestimento a seco é empregado para separar componentes
quimicamente incompativeis e as desvantagens surgem das relativas
complexidades associadas aos mecanismos proprios desses equipamentos de
compressao (AULTON, 2005).

3.6.4. Revestimento entérico

Dentre os polimeros de revestimentos, o Kollidon VA 64%e o Kollicoat MAE
100 P® caracterizam-se por serem copolimero composto de acetato de
polivinilpirrolidona e copolimero derivado do acido metacrilico/etil acrilato (Figura
3.10), sendo utilizado como um filmes de revestimento das formas farmacéuticas
solidas pelas industrias farmacéuticas (www.pharma-solutions.basf.com. Acessado
em 10ago2006).

O Kollidon® VA 64 apresenta solubilidade tanto em agua quanto em &lcool,
sendo utilizado desde 1975 pela industria farmacéutica Européia como
revestimento de granulos e comprimidos. A principal aplicacao € facilitar a adesao
superficial do Kollicoat MAE 100P (www.pharma-solutions.basf.com. Acessado em
10ago02006).
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Kollicoat MAE 100 P® apresenta a proporcdo dos componentes dos
polimeros na ordem de 1:1, sendo o filme de revestimento de carater aniénico e
peso molecular da ordem de 250,000 kDa. Caracteriza-se em ser p6 que pode ser
diluido em solventes orgénicos ou aquosos, normalmente é utilizado na
concentracdo de contendo 30% (p/v), possui a coloracdo branca, baixa
viscosidade e cheiro caracteristico. E utilizado para revestir compridos e granulos
que degradam no pH estomacal e melhorar a biodisponibilidade dos principios
ativos nos sitios de absorcao, como o intestino (www.pharma-solutions.basf.com.

Acessado em 10ago2006).
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Figura 3.10: Estrutura quimica dos polimeros Kollidon® VA 64 e do Kolicoat® MAE 100 P

(www.pharma-solutions.basf.com. Acessado 10ago2006).

3.7. Angulo de contato e revestimento

Segundo ADAMSON (1990), a energia de molhamento de um sélido por um
liqguido depende do angulo de contato entre as trés fases presentes: sélido-liquido-
gas. O angulo de contato (8) 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 abaixo:
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Figura 3.11 Angulo de contato do sistema sélido-liquido-gas (DONIDA, 2004).

A receptividade da superficie sélida pelo liquido é dada pelo angulo de
contato. Quando o angulo de contato é menor que 90° o sélido é molhado pelo
liquido. Em condigées limites, quando 6 = 0 e 8 = 180° ocorrem, respectivamente,
molhamento completo (espalhamento espontaneo), e o ndo molhamento completo
(aglutinacao esponténea das gotas).

O angulo de contato depende de propriedades fisicas do sistema trifasico,
como a tensado superficial (o) que é definida como a forca necessaria para
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 quantificada pelo trabalho de adesdo (Wap), foi definida por
NEUMANN & GOOD (1979) como:

WAD = o,y (I + cos) Equagéo 3.4
onde, oLy € a tensdo superficial entre as fases liquida e gasosa e 8 é o angulo de
contato. Altos valores de Wjp indicam um bom molhamento para cada conjunto

sélido-liquido (ADAMSON, 1990).
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3.8. Farmacocinética

A administracdo de medicamento no organismo e o trajeto até o seu efeito
€ estudada pela farmacologia. O percurso do farmaco no organismo pode ser
dividido em 3 fases apds sua administragdo a um organismo vivo (Figura 3.12).

1. Fase 2. Fase 3. Fase

biofarmacéutica farmacocinética faramcodinamica

Desintegracéo da Absoracao Interacao

forma S o .
L Distribuicéao Farmaco-receptor
Dose — farmacéutica |—» —_— —
Dissolugo do Metabolismo no
farmaco Excrecao Tecido alvo

Figura 3.12. Fases da acao dos farmaco (Adaptado de Pereira, 2007).

Na fase farmacéutica ocorre a desintegracdo da forma farmacéutica,
seguida da dissolucédo da substancia ativa deixando o farmaco disponivel para a
absorcao (PEREIRA, 2007). Posteriormente ocorre a fase farmacocinética (PK),
na qual se realiza o estudo dos processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo
e excrecao de farmacos e das multiplas relacbes que possam afetar os
mecanismos, tais como: absorcdo incompleta, saturacdo do transportador e
biotransformacao. Na fase farmacodinamica (PD) se estuda o mecanismo de acéao
do farmaco no tecido alvo, que leva ao efeito esperado para o medicamento
administrado.

O pré-requisito para se obter sucesso no estudo farmacocinético € dispor
de uma metodologia analitica adequada para dosar tanto o farmaco quanto os
seus metabdlitos, se necessario, em varios fluidos corpéreos. Por outro lado, o
sucesso terapéutico ndo depende somente da concentracao do farmaco circulante
sistematicamente no organismo, mas também da concentracao presente nos sitios
ativos, como no receptor e em enzimas (PEREZ-URIZAR et al., 2000).

A abordagem nao-compartimental visa estabelecer os parametros
farmacocinéticos a partir dos perfis plasmaticos sem se preocupar com o modelo
matematico que descreve os perfis. E utilizada quando ja se conhece o farmaco e
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pretende-se avaliar seu comportamento em uma nova formulagdo. A vantagem
desse tratamento decorre do fato de se poderem calcular parametros
farmacocinéticos sem comprometer-se com nenhum modelo matematico
SCHARGEL & YU (1999).

Os parametros farmacocinéticos passiveis de determinacdo pela
abordagem ndo-compartimental sdo: constante de velocidade de eliminagao (A),
tempo de meia-vida (t1/2), area sob a curva do tempo zero ao infinito (ASCO0-),
clearance total (CLtot), area sob a curva no primeiro momento do tempo zero ao
infinito (ASMCO0-«), volume de distribuicdo no steady-state (Vdss), quando se tem
dados da administracao intravenosa do farmaco, tempo de residéncia médio no
plasma (MRTplasma), que mostra o tempo de permanéncia médio no organismo
de 62,4% das moléculas do farmaco que compde a dose, apds sua administracao
intravenosa ou oral, e o tempo de absor¢cdo médio MAT, que pode ser calculado
guando uma doses intravenosa e oral foram administradas no mesmo grupo de
individuos. Além disso, sdo determinados a concentracdo plasmatica maxima
(Cmax) e o tempo necessario para obté-la (tmax), através da observacdo dos
perfis plasmaticos, bem como a biodisponibilidade absoluta (em relacdo a
administracdo i.v.) e relativa (em relacdo a outra formulagdo na mesma via de
administracdo) do farmaco (SCHARGEL & YU, 1999).
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CAPITULO 4

MATERIAL E METODOS

4.0. Material

e Para a preparagdao das particulas utilizou-se quitosanas adquiridas pela
empresa Polymar (Fortaleza, Ceard);

e Didanosina gentilmente cedida pela empresa Labogen S/A Quimica fina e
Biotecnologia;

e Tripolifosfato (TPP), Synth;

e Acido acético glacial, Grupo Quimica;

e Hidréxido de magnésio, Vetec;

e Agua MILLI-Q®, produzida por membrana de osmose reversa e membrana
de troca ibnica;

e Brometo de potassio, Synth;

e Diclorometano, da Synth;

e Kollidon® VA 64 (copolimero de acetato de polivinilpirrolidona) e Kollicoat®
MAE 100 P (copolimero do acido metacrilico/etil acrilato) foram gentilmente

cedidos pela empresa BASF;
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Propilenoglicol, Ecibra;

Trisilicato de magnésio, Henrifarma;

Celulose microcristalina, Microcel, MC101;

Acetonitrila grau HPLC, Mtedia;

Fosfato de potassio monobasico anidro, Synth;

Hidroxido de sodio, Synth;

Acido sulfénico heptano, J.T. Baker;

Trietanolamina, Synth;

Videx® EC, lote 5L3016A, Bristol-Myers Squibb, gentilmente cedido pelo
Programa de Aids da Unicamp;

Didanosina em comprimidos mastigaveis, gentilmente cedido pelo Centro
Corsini;

Aciclovir;

Filtros 0,45 pm, Millipore;

Metanol grau HPLC, mTedia.

4.1. Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram:

Agitador mecénico digital, marca Tecnal, modelo TE 039/1;

Agitador planetario doméstico, marca arno;

Analisador de umidade por infra-vermelho marca Gehaka, modelo 1V2002.
Banho sonicador, marca Branson, modelo2200;

Bomba peristaltica, marca Watson Marlow, modelo 323;

Cartuchos de extragéo em fase sélida SPE sorbent bonElut C18 40-90 pum;
Centrifuga refrigerada para tubo de eppendorf, marca eppendorf, modelo
5417R;

Centrifuga, marca Metroterm, modelo MTD Il Plus;

Coluna cromatografica Cg 15cm x 4mm, V04-745, acoplada a pré-coluna
ACE®5C18, V03-417 Analitica®;
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e Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), acoplado a detector de
ultravioleta, marca Shimadzu®; injetor automatico SIL-10AVDP, marca
Shimadzu®; bomba LC-10ADVP, marca Shimadzu®;

e Dissolutor, marca Vankel®, modelo VK 7010, acoplado ao
espectrofotometro, marca Cary, modelo 50 UV;

e Equipamento ponto de fusdo, marca Fisatom, modelo 430;

e Esferonizadora, marca caleva, modelo spheronizer 250;

e Espectro FTIR (Fourier Transform Infrared) MB-series, marca Bomem,
modelo B100;

e Espectréfotometro, marca Hitachi, modelo U2001;

e Espectrébmetro de espalhamento de luz por incidéncia de raio laser, marca
Malvern Mastersizer S, modelo S — MAM 5005;

e Estereoscédpio, marca motic, modelo SMZ-168;

e Extrator modelo Porspekt 2, marca Spark Holland;

e Extrusora marca caleva, modelo extruder 20;

e Goniémetro marca Tantec, modelo CAM — Micro;

e lluminacgao por fibra ética, marca motic, modelo MLC-150c;

e Leito fluidizado marca huttlin, modelo mycrolab;

e Maquina fotografica marca fuijifilm, modelo S5100;

e Microscépia 6tica marca LEICA, modelo Q5001W;

e Microscopio eletronico de varredura, marca LEO, modelo LEO440i;

e Moinho, marca IKA, modelo A11basic;

e Peagbmetro, marca Quimis, modelo Q400M1;

e Prensa, marca Carver, modelo #3912;

e Programa Excel®, (Microsoft);

e Programa Shimadzu CLASS VP 612.

e Sistema de agua ultrapura, marca MILLI-Q MILLIPORE;

e Tamisador vibratério, marca haver & boecker, modelo haver ELML digital
plus;

e \ortex, modelo certomat MV, marca Braun;
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4.2. Métodos

4.2.1. Caracterizacdo da quitosana

4.2.1.1. Determinag&o do grau de desacetilacdo da quitosana

O grau de desacetilacdo da quitosana € essencial para a sua
caracterizacdo. Diversas técnicas sao propostas, incluindo espectroscopia de
infravermelho e ressonancia magnética nuclear, potenciometria, espectroscopia de
massa e de ultravioleta, cromatografia (RAYMOND et al., 1993).

A titulacdo potenciométrica € uma técnica analitica bem conhecida para
quantificar o percentual de grupos amino presentes na quitosana, apesar de se
observar uma imprecisdo. Esse método é recomendavel quando se trabalha com
grau de desacetilacado maiores que 5% (RAYMOND et al., 1993).

O método consistiu em adicionar 25 mL solugao de HCI (25mL-0,02M) em
excesso, a uma determinada massa seca de quitosana (~0,20g) deixando-a o
tempo suficiente para protonar os grupos amino disponiveis (24 horas). Em
seguida, titulou-se a solugcao resultante com NaOH (0,1M) para obter uma curva
tipica de titulagdo potenciométrica. Dessa forma, através das inflexdes das curvas,
€ possivel determinar a porcentagem de grupos amino na quitosana (BEPPU,
1999). O numero de grupos amino é calculado usando a Equacéo:

M,pn *(V, — V)*161%100 Equacio 4.1

%NH ,— =

m,

onde Mnaon € a molaridade da solucdo de NaOH (mols/L), Vi e V. séo
respectivamente os volumes de NaOH empregados para neutralizar o excesso de
HCI e a amostra de quitosana protonada (L), 161 € a massa molecular da unidade
monomeérica da quitosana e m, a massa da amostra no estado seco tomado para

titulacao ().

SEVERINO, Patricia 48



Capitulo 5 Material e Métodos

4.2.1.2. Determinagdo da massa molar da quitosana

A massa molar da quitosana foi determinada pela técnica de viscosimetria
capilar. O método consistiu em preparar solugdes de quitosana nas concentracoes
de 0,001; 0,003; 0,006; 0,009; 0,012 (g/mL) em sistema solvente de &cido acético
0,1M, cloreto de sédio 0,2M e agua.

O tipo de viscosimetro, numero, didmetro, constante K foram
respectivamente 520 01, 75, 0,54x102 cm, 0,007509x10* cm?®s?. Durante o
experimento o viscosimetro permaneceu a 25° C em um recipiente transparente
contendo agua a 25° C, essa temperatura foi mantida por um banho
termaostatizado recirculante.

Cada solucdo de quitosana foi adicionada ao equipamento na quantidade
de 10 mL e sugada com uma bomba de vacuo até o preenchimento do
viscosimetro. A viscosidade de cada concentracdo solucao foi determinada pelo
tempo (seg) entre a passagem da solucao de quitosana entre os meniscos 1 e 2,
como na figura 4.1, esse experimento foi realizado em triplicata para cada solugcéao

de quitosana

Menisco 1

Menisco 2

Figura 4.1. Viscosimetro capilar utilizado para calcular a massa molar média da quitosana.

A massa molar foi calculada utilizando as equagdes de viscosidade relativa
(Nrel), especifica (nesp), € equacao de Mark-Houwink consecutivamente:
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t

N = . Equacao 4.2

0
ne‘vp = nrel _1 = (t _tO)/tO Equagéo 43
M, =4n,., K Equacao 4.4

onde, t é o tempo da solucao de quitosana, ty € 0 tempo da solucéo padrao, c é a
concentragcao das solugdes, a e K sdo constantes.

A viscosidade intrinseca da solugao foi determinada com auxilio do software
Origin® 6.0 através do grafico de viscosidade intrinseca (nsp/c) em funcéo da
concentracao (c) das solugdes das amostras, por extrapolacéo da reta obtida por
regressao linear para c=0, conforme apresentado por ALSARRA et al., 2002.

Para a determinagcdo da massa molar viscosimétrica média (M,) de
polimeros lineares, utilizou-se a equagao empirica de Mark-Houwik (Equacao 4.4),

que relaciona a viscosidade intrinseca a massa molar do polimero.
4.2.2. caracterizagdo da ddl

Para analisar as caracteristicas da ddl utilizamos os parametros descritos
na Farmacopéia Brasileira 4° Edigao, 2003 e do relatério da Organizagdo Mundial
da Saude, 2004.
4.2.2.1. Caracteristicas fisicas

As caracteristicas fisicas foram analisados visualmente e por microscopia

eletrénica de varredura (MEV) da amostra de ddl metalizada com ouro, no
Laboratério de Uso Comum da FEQ (LUC-FEQ).
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4.2.2.2. Ponto de fusao

O ponto de fusao foi analisada em aparelho de determinacao de ponto de
fusédo, Fisatom®, modelo 430, no Laboratorio Interdisciplinar de Pesquisa (LIP) da
UNIMEP.

Esse procedimento consiste em vedar uma das extremidades de um capilar
e preenché-lo com uma pequena quantidade de ddl. O capilar contendo ddl e um
termdmetro (0 — 3000C) foram acoplados ao equipamento e com o decorrer do
tempo e aumento da temperatura, a fusdo do farmaco foi visualizada através do
visor do equipamento.

4.2.2.3. Espectroscopia de infravermelho (IE)

A espectroscopia de absorcao no infravermelho foi realizado do Instituto de
Quimica da Unicamp (1Q). A técnica consistiu em triturar 1 mg de ddl com 100 mg
de brometo de potassio, essa mistura foi transferida para um frasco de aco inox e
prensado com auxilio de uma prensa hidraulico com 7 toneladas para a formacao
de um disco.

O disco foi transferido para o equipamento, espectro FTIR MB-series,
marca Bomem, modelo B100 e realizado na leitura, na faixa de 4.000 a 400 cm™.
A aquisicao dos dados foi obtida software Win-Bomem Easy (16 varredura na
resolugdo de 4 cm™).

4.2.2.4. Espectrofotébmetro de ultravioleta (UV)
No espectrofotdmetro de UV foi realizada uma varredura no comprimento

de onda de 200nm a 400nm, de uma solucdo de 10 ug/mL de ddl em metanol.

Utilizando metanol como branco.
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4.2.3. Preparacao das microparticulas de quitosana

4.2.3.1. Preparagéo da solugao de quitosana

A quitosana 2% (m/v) foi suspensa em metade do volume total da agua e
adicionou-se o acido acético glacial 0,75% (v/v). A mistura foi realizada com
agitacdo magnética por 24 h a temperatura ambiente (25°C) e completou-se o
volume com o restante da agua. Agitou por mais 24 h nas mesmas condi¢cdes, em
seguida ajustou o pH para 4.8, com solugcédo aquosa de hidréxido de sédio 0,1N ou
acido cloridridico 0,1N. Durante o processo de agitacdo para solubilizacdo da
quitosana, o recipiente foi coberto com filme plastico para evitar a evaporacao do
solvente (SILVA, 2006),

A quitosana utilizada para o estudo da incorporacao de ddl apresentou
massa molar de 296kDA e 82% de desacetilacao

A mesma metodologia citada acima foi utilizada para o estudo da influéncia
da massa molar da quitosana e seu grau desacetilacao, na reticulagao com TPP,
diferindo somente na concentragdo de quitosana 0,5% (m/v).

4.2.3.2. Preparacéo da solugdo de tripolifosfato de sddio

A solucao de TPP foi preparada em agua, em concentragcdo € composicao
adequadas aos experimentos a serem realizados. Assim, para a reticulacdo das
microparticulas usadas na preparacao dos granulos, a solucao de TPP continha
também hidroxido de magnésio na proporcéao de 10 e 30% em relacao ao peso da
quitosana, ddl 39g/mL e agua. Os componentes dessa solucdo foram pesados e
transferidos para um recipiente e em seguida, acrescentou-se a agua e transferiu-
se para o banho sonicador por 20 minutos de acordo com o trabalho de SILVA,
2006.
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Para o estudo da influéncia da massa molar da quitosana e seu grau
desacetilagdo, na reticulacdo com TPP, foi usado somente TPP em agua na
concentragao de1% (m/v).

4.2.4. Caracterizacdo das microparticulas

4.2.4.1. Determinacdo da distribuicdo granulométrica e potencial zeta das
particulas de quitosana/TPP

Trés lotes de quitosana, adquiridos comercialmente, denominadas A (370
kDa; 96 %), B (296 kDa; 82 %) e C (105 kDa; 82 %) foram solubilizadas, na
presenca de acido acético glacial 1% (m/v) e reticuladas com TPP separadamente
com auxilio de agitador mecanico.

Quantidades conhecidas da solucao de TPP foram adicionadas a solucao
de quitosana e analisada pelo diametro médio e distribuicdo de tamanhos das
particulas por espalhamento de luz quase-elastico utilizando luz laser de alta
poténcia pelo equipamento Malvern Autosizer 4700 do Laboratério de
Propriedades Reoldgicas e Coloidais da FEQ. Além disso, em cada adi¢do de TPP
foi avaliado o potencial zeta, com angulo de 90° das particulas em equipamento
Malvern Zetasizer 3000HSA do Laboratério de Fisico Quimica de Superficies e
Colbides do Departamento de Quimica de Ribeirdo Preto, da USP.

4.2.4.2. Razdo de Cargas das particulas de quitosana/TPP

Radler et al., 1998, introduziu o parametro razao de cargas (R+/-),
relacionando moles de cargas positiva dos lipidios catibnicos e moles de cargas
negativas da molécula de DNA. Esse conceito foi adaptado a fim de obtermos uma

razao de cargas (+/-) entre a CS e o TPP, como a equagao abaixo:
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f(CS*)M(CS*) M‘/V(TPP’)
R, = E a0 4.
/ [ MW Y, quacgao 4.5

(CS™) (TPP™)

onde, R+/-, M(cs+), Mtppy, MW csy), MW (tpp, € f (cs+) S@0 respectivamente razdo
de cargas entre a CS e o TPP, massa de quitosana utilizada no experimento (g),
massa utilizada de TPP (g), massa molar da quitosana, massa molar média do
TPP e o grau de desacetilacdo da quitosana. Sendo o valor de R+/-=1
corresponde a neutralidade estequiométrica de cargas.

4.2.4.3. Espectroscopia de infravermelho (IE) das microparticulas de

quitosana/TPP

As espectroscopias de absorgao no infravermelho da quitosana sélida e da
microparticula de quitosana reticuladas com TPP foi realizados do Instituto de
Quimica da Unicamp (IQ), no Laboratério de Sintese de Substancias Organicas
(LASSO).

O equipamento de infravermelho utilizado era da marca Thermo Nicolet,
modelo IR200.

4.2.4.4. Reticulagdo da quitosana/TPP contendo dd|!

As particulas de quitosana foram preparadas através de gelificacao
ionotropica utilizando TPP como agente reticulante, e foi preparada com 60 mL
solucédo A (solucdo de quitosana) e 60 mL solucdo B (da solucdo contendo TPP,
hidréxido de magnésio e ddl). O procedimento consistiu em adicionar lentamente a
solucdo B a solugdo A com agitacdo mecanica por 90 minutos, em seguida as
particulas foram centrifugadas por 30 minutos a 3.200 rpm.

SILVA (2006) padronizou o processo de agitacdo na preparagao das suas
particulas de quitosana incorporando ddl, utilizando um recipiente de vidro com
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6,5 cm de diametro e 9 cm altura, impelidor do tipo pa dentada com diametro de
2cm e rotacao de 4.500 rpm.
A fim de aprimorar o processo de agitacao e obter melhores resultados na

eficiéncia de encapsulacado e carregamento da ddl, acrescentou-se 3 chicanas,
distribuidas uniformemente e com largura de 0,6 cm na parede do mesmo
recipiente padronizado por SILVA, 2006, e impelidor do tipo pa dentada com
didmetro de 3,3 cm, com isso a frequéncia pode ser reduzida para 2.000 rpm
(Figura 4.2.). As modificagbes realizadas seguiram o estudo de DORAN, 1997, e
foram utilizadas com o intuito de maximizar a transferéncia de poténcia para o
fluido, minimizar a rotacao sélida do fluido no tanque, evitar a formacgéao de vortex

e a entrada de ar no sistema.

Figura 4.2. Modelo de recipiente e impelidor padronizados no processo de agitagéo.

Tanto para a preparagcdao das particulas a serem utilizadas para
incorporacgao da ddl, quanto para o estudo da influéncia da massa molar e do grau
de desacetilagdo da quitosana foi utilizada a mesma padronizacdo de agitagao
ajustada nesse trabalho.
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4.2.4.5. Eficiéncia de incorporacdo da ddl

. oA . ~ M,iia —M _ﬁnal)
Eficiéncia de encapsulacdo (%) = x100

Equacéao 4.6

inicial

onde, Minicial € @ massa inicial adicionada de ddl e My, € @ massa de ddl presente
no sobrenadante, determinada por espectrofotometria UV.

Para realizar esse experimento utilizou-se TPP na concentracdo de 10% em
relacdo a massa de quitosana, a concentracdo de quitosana de 2% (utilizamos
60mL da solugcado de quitosana e 60mL da solucdo de TPP, citada no item 4.2.3.2.

4.2.4.6. Carregamento da ddl

) ) Massa de didanosina Incorporada ~
Carregamento de didanosina = - Equagao 4.7
Massa de Quitosana

Resultado em mg de ddl/g de quitosana
4.2.4.7 Grau de intumescimento

A capacidade das microparticulas de absorver, ou grau de intumescimento,
€ definida pela razao entre a massa de agua absorvida pelas particulas e a massa

de particulas secas.

particulas

M,
Grau de intumescimento = (&}(100 Equacéo 4.8

7

onde, a Msgua € @ massa e agua absorvida pelas particulas secas € Mparticulas € @
massa de particulas secas. O grau de intumescimento é dado em porcentagem.
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O experimento consistiu em pesar cerca de 100mg de particulas secas e
em seguida agua destilada foi adicionada gota-a-gota até completa absorcédo da
agua e saturacao das particulas. As particulas molhadas foram pesadas para a
quantificacdo da agua absorvida e o grau de intumescimento calculado de acordo

com a equacao acima. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

4.2.4.8. Densidade real e aparente

As densidades real e aparente das particulas de quitosana contendo ddl
foram determinadas em picnémetro a gas hélio e em porosimetro por intrusdo de
mercurio, respectivamente. Antes das particulas serem analisadas, elas foram
congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas por 24 horas, para a eliminagao da
umidade. A partir das densidades real e aparente, foi calculada a porosidade do

material, utilizando a Equacgéao 4.10.

VP ) D 3
= — = 1— —_— = 1— S
£ VT (VTJ ( ] Equacéo 4.9

onde, VP, VT, VS ps pp sd0 volume dos poros, volume do recipiente ou cubeta,
volume dos sélidos, densidade aparente, densidade real, respectivamente.

4.2.4.9.Caracteristicas das particulas quanto a fluidizacao

Segundo a classificacdo de GELDART, 1986 (Figura 3.9.) as particulas de
quitosana contendo ddl, foram analisadas quanto ao didmetro por microscopia
eletrénica de transmissdao (MET) no Laboratério de Uso Comum da FEQ (LUC-
FEQ), a densidade aparente foi determinada por porosimetro por intrusdo de
mercurio, € a densidade do fluido, que no caso € o ar foi obtido de valores
tabelados da literatura.
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4.2.5. Morfologia das microparticulas de quitosana contendo didanosina

4.2.5.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As microparticulas foram congeladas com nitrogénio liquido e liofilizadas
por 48 horas. Apos a liofilizag&do, as microparticulas foram metalizadas com ouro e
analisadas por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) no Laboratério de Uso
Comum da FEQ (LUC-FEQ).

4.2.5.2. Microscopia optica

As microparticulas foram congeladas com nitrogénio liquido e liofilizadas
por 48 horas. Apds a liofilizacao as microparticulas foram misturadas com o6leo
especifico para visualizacdo em microscopia eletrbnica de transmissao (MET) no
Laboratério de Uso Comum da FEQ (LUC-FEQ).

4.2.6. Granulagao e Revestimento das Microparticulas

A granulacao foi realizada em leito fluidizado e por extrusdo/esferonizacao,
e o revestimento foi realizado em equipamento do tipo leito fluidizado Wurter.

4.2.6.1. Granulag&o por leito fluidizado

Apbs a preparagdo e a centrifugacdo das microparticulas, elas foram
secadas em estufa a temperatura de 40 C até a umid ade de 75 %.

Em leito fluidizado (Figura 4.3.a), utilizou-se a quitosana, como excipiente,
na concentracdo de 4,8% (m/m), devido as suas propriedades de
mucoadesividade (SILVA, 2006).
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Bico
atomizador

(b)

Figura 4.3. Leito Fluidizado tipo Wurster (a); Distribuidor de gas para leito (b).

Os parametros gerais do equipamento sao:

e A geometria do leito fluidizado utilizado € cilindrica na parte superior com
21,5 cm de base e 33 cm altura e cbnica na parte inferior com altura de 25
cm, como a figura 4.3 a;

¢ Bico atomizador e o distribuidor de ar localizam na base do leito fluidizado,
apresentando diametro de 1 mm e 5,3 cm respectivamente, figura 4.3. b;

e A carga utilizada foi de 40 gramas de particulas;

e Regime de “spray” da suspensdo durante o recobrimento foi continuo;

e Utilizou-se o regime de fluidizacao turbulenta;

e Porosidade minima de fluidizacao foi calculada utilizando a equacao 3.1;

e Velocidade de minima fluidizacdo foi calculada pela equacdo de Ergun
(Equacéao 3.3.);

e Fluxo de ar a 6m%/h;

e Temperatura de entrada do ar a 50C;

e Temperatura do material a 40<C.
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Os granulos formados apresentaram grande variabilidade de tamanho, por
isso foram moidos por 30 segundos em moinho (Figura 4.4. c) e padronizados
com ajuda de um tamisador vibratério (Figura 4.4 b).

A padronizacdo realizada através da andlise dos tamises € uma técnica
simples e direta para a determinacao da distribuicdo dos tamanhos dos granulos.
Os tamises selecionados foram empilhados, como a figura 4.4 a, e colocadas
sobre um tamisador vibratério durante 3 minutos com intervalos de 7 segundos e

amplitude 1.

0,710 mm
0,590 mm
0,420 mm
0,297 mm

0,250 mm

(a) (b) (c)
Figura 4.4. Apresenta a padronizagao dos tamises (a,b), tamisador vibratério (b) € moinho

(c).

4.2.6.2. Esferonizacdo e extrusao

A fim de melhorar a uniformidade dos granulos optou-se em modificar o
processo de producdo e acrescentar celulose microcristalina e quitosana na
mesma propor¢ao como excipientes.

A massa umida foi submetida a extrusdao sob rotagdo do eixo central do
extrusor em 20 rpm. O extrusado formado foi esferonizado por 5 minutos a 100rpm
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em esferonizador provido de placa giratéria com ranhuras. Os granulos formados
foram secados em leito fluidizados e revestidos com os polimeros Kollidon® VA 64
e Kollicoat® MAE 100P.

4.2.6.3. Revestimento

Os polimeros de revestimentos utilizadas foram Kollidon® VA 64 e Kollicoat®
MA 100P. O Kollidon® VA 64 foi disperso em solucdo aquosa a 5 e 10% (m/v) e
utilizado para isolamento do niicleo para posterior revestimento com o Kollicoat®
MA 100P . O Kollicoat® MA 100P foi disperso em agua a 30% (m/v) com auxilio de
um agitador magnético por 24 horas, em seguida acrescentou-se os adjuvantes
(tabela 4.1) e agitou por mais 3 horas.

As formulagdes testadas estdo presentes na Tabela 4.1 € 4.2:

Tabela 4.1. Formulages utilizadas para o revestimento gastrorresistente em leito fluidizado.

Funcao Formulacao 1 2 3 4
Kollidon® VA 64 5% - 5% 10%
Isolamento
] , 100
do nucleo Agua 30 mL - 60 mL
mL
Kollicoat® MAE 100 P 10% 20%  30% 20%

Propilenoglicol
- 2,25% 2,25% 2,25% 2,5%
(plastificante)

. Trisilicato de magnésio
Revestimento 4% 4% 4% 4%

gastro rresistente (antladerente)

Didxido de titanio

- - - 2%
(antiaderente)
] 100
Agua 30mL 50mL 60 mL
mL
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Tabela 4.2. Formulagbes utilizadas para o revestimento gastrorresistente por extrusdo e

esferonizagéo.

Funcao Formulacao 5 6 7
Isolamento Kollidon® VA 64 10% 10% 10%
do nucleo Alcool 30mL  30mL 30mL

Kollicoat® MAE 100 P 10% 20% 30%
Propilenoglicol
N 1,5% 1,5% 1,5%
(plastificante)
Revestimento | Trisilicato de magnésio
. _ 0,5% 0,5% 0,5%
gastrorresistente (anhaderente)
Diéxido de titanio
_ 0,5% 0,5% 0,5%
(antiaderente)
Alcool 100mL 100mL 100mL

Primeiramente, os granulos foram recobertos com Kollidon® VA 64, exceto a
formulacdo 2 da Tabela 4.1., e apds a secagem a formulacdo de Kollicoat ® MA
100P foi aplicada.

As condi¢cdes do leito fluidizado para aplicacdo do revestimento foram:
vaz&o volumétrica de ar 6m%/h, temperatura de entrada do ar a 50 T, temperatu ra
dos granulos 40 °C, fluxo de pressao de 0,9 bar, microclima 0,30 bar.

As dispersdes de revestimento foram aplicadas a uma velocidade de 0,5
g/minuto com auxilio de uma bomba peristaltica, da marca Watson Marlow.

A secagem, granulacdo e revestimento das particulas foram realizados no

Laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.
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4.2.6.1.1. Caracterizacdo dos polimeros de revestimento

Os polimeros de revestimento Kollidon® VA 64 e Kollicoat® MAE 100P
foram caracterizadas quanto a tensdo superficial, angulo de contato e
determinacao do trabalho de adesao.

4.2.6.1.1.1. Tensao superficial

A tensao superficial das suspensdes foram determinadas pelo tensidmetro
automatico, marca OCA-20 neste método, a tensdo foi determinada a partir de
uma gota do liquido formada no interior de um frasco de vidro e sua imagem foi
projetada através de uma camera, através de um software especifico mensurou a
gota e forneceu a tensao superficial. Esse experimento foi realizado no Laboratério
de Fisico Quimica de Superficies e Coléides do Departamento de Quimica da
USP.

4.2.6.1.1.2. Determinacdo do dngulo de contato e do trabalho de adesao

As medidas do angulo de contato foram realizadas pelo método ético,
utiizando um goniémetro manual da Tantec, do Laboratério de Fisica de
Polimeros da FEQ.

O método consiste na deposicdao de uma gota da suspensdo sobre uma
superficie plana na qual se deseja determinar o &ngulo de contato. Um feixe de luz
incide nessa gota, projetando-se sobre um anteparo graduado, como a Figura 4.5.

Para a obtencado da superficie plana, sobre o qual a gota foi depositada,
alguns granulos foram prensados em um frasco de a¢o inox com auxilio de uma

prensa hidraulico utilizando 2 toneladas.
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Figura 4.5. Gonidmetro da marca Tantec utilizado no experimento.

As medicdes foram realizadas a 25 °C e com 65% de umidade relativa e
realizadas de 3 maneiras diferentes:
1) Deposicao da solucdo de Kollidon® VA 64 diretamente nas pastilhas;
2) Deposicdo da formulacdo de Kollicoat® MAE 100P (Tabela 4.1)
diretamente nas pastilhas e;
3) Revestimento das pastilhas com Kollidon® VA 64, secagem e deposicédo
da formulacéo de Kollicoat ® MAE 100P.
O trabalho de adesao foi calculado pela equagcdo de NEUMANN &
GOOD (1979).

4.2.7. Caracterizacdo dos granulos revestidos

Os granulos obtidos foram caracterizados através da determinagédo do seu

crescimento, pardmetros geométricos e analise morfologica.
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4.2.7.1. Determinagdo do crescimento do granulo

O crescimento do granulo (8), definido como a razédo entre as massas dos

filmes formados durante o revestimento e a massa original dos granulos.

Mﬁlme
o = M— *100 Equacéo 4.10

grdanulos iniciais

onde, Miime € Mgranulos iniciais S80 respectivamente, massa do filme formado sobre os

granulos e massa inicial dos granulos.

4.2.7.2. Parametros dos granulos

Os parametros geométricos foram determinados através da andlise de
fotografias digitais dos granulos espalhados sobre uma superficie negra, obtidas
com uma camera digital SONY Cyber-shot 5 megapixels. As fotografias foram
processadas pelo programana UTHSCSA Image Tool 3.0. os parametrso
geométricos determinados foram:

Area (Ar): corresponde & area ocupada pelo granulo na fotografia.

Perimetro (PM): comprimento da projecéao do limite exterior do granulo.

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

Comprimento do eixo menor: comprimento da menor linha tragcada na
menor distancia.

Alongamento (AL): relagdo entre o comprimento do maior eixo e o
comprimento do menor eixo.

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

o valor maior é o grau de esferonicidade. E calculada pela equacgao abaixo.
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4.7 Ar

2

Esf =

Equacéo 4.11

Pm

onde, Ar e Pm sao respectivamente, area e perimetro da particula na fotografia
digital.
Diametro de Feret (DF): € o diametro de um circulo com a mesma éarea do

objeto. E calculado pela equagéo abaixo.

DF = ‘/4'Ar Equacao 4.12
/4

4.2.7.3 Analise morfolégica dos granulos revestidos

As morfologias das estruturas externas dos granulos foram visualizadas por
estereoscépio acoplado com maquina fotografica e lluminagao por fibra 6tica, no
Laboratério de Uso Comum da FEQ (LUC-FEQ).

4.2.8. Ensaios de gastrorresisténcia

A avaliagdo da gastrorresisténcia dos granulos foi realizada conforme a
USP XXVIII e consistiu em transferir para as cubas de dissolugdao 750mL da
solucdo de HCI 0,1IN em agua e manter a temperatura de 37 = 0,5C, sendo
utilizado o aparato | (Figura 4.6. b) e agitacdo de 75 rpm utilizando dissolutor
automatizado, da marca Vankel (Figura 4.6. a) do Laboratério de Farmacotécnica
da Faculdade de Farmacia da USP.

As amostras foram coletadas do meio de dissolugdo nos tempos 0, 30, 60,
90, 120 minutos. Apés a ultima coleta, 250 mL de tampéo fosfato 0,05M e pH 6,8
foram adicinados as cubas de dissolugdo. O pH foi ajustado com solucao de
hidréxido de sodio (NaOH) até pH 6,8. Para este meio, foram coletadas as
amostras nos tempo 150, 140, 160, 180, 200, 250 e 300 minutos. As amostras
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foram analisadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 248nm, em

sistema automatizado.

Figura 4.6. Dissolutor (a); aparato | (b).

4.2.9. Metodologia analitica
4.2.9.1. Adaptacdo da metodologia analitica

A partir da metodologia analitica para cromatografia de alta eficiéncia
descrita por ASCENZI et al., 2006, foram ajustadas condi¢cées cromatograficas
para a determinacdo simultdnea em plasma de cdo, ddl e aciclovir (padrdo
interno).

A metodologia consistiu em utilizar um sistema de extragédo em fase soélida
on-line utilizando Triathlon®, sistema de injecdo da amostra, ligado no Prospekt
2™ (Spark Holland), que consiste em utilizar trocas automaticas de cartuchos
(ACE). Os cartuchos utilizados consistem em BondElut C18, 10mmx2mm i.d., 40—
90 um particles.

No sistema Triathlon® injecées das amostras foram realizadas no volume
de 50 pL, seguidas para o Prospekt 2™. Para receber a amostra os cartuchos
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foram previamente ativados com 1000uL de metanol, em fluxo de 3000 pL/minuto
e lavados com 1000uL de agua, em fluxo de 3000 pL/minuto.

Apoés a lavagem do cartucho a amostra foi injetada com 500 pL de agua,
em fluxo de 1000 pyL/min e lavada com metanol/agua (50:50) em fluxo de 3000
uL/minuto.

A fase moével empregada no CLAE foi composta de tampéao fosfato 0,02 M
(KH2PQy4), acetonitrila (96:4, v/v) e acido sulfénico heptano 0,5% (m/v). O pH foi
ajustado para 6,5 com trietanolamina. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min, detecgéo
por detector de ultravioleta em 250 nm.

As condi¢des cromatograficas da coluna foi Cg de 15 cm, aclopada a pré-
coluna (ACE 5% Cis, Analitica®). Antes da utilizacdo a fase mével foi filtrada
através de filtro de membrana MILLIPORE® e degaseificada em banho de
ultrassom por 10 minutos. A coluna foi mantida a 28° C.

A quantificagdo de ddl e ACL nas amostras de plasma foi realizada

utilizando sistema CLAE Shimadzu® com deteccéo por ultravioleta em A = 250nm.
4.2.9.2. Preparacdo das solugées da curva padrgo

Para o preparo da solucdo mae de ddl foi pesado 0,01 g de ddl, em
balancao analitica, e solubilizado em tampéao fosfato de potassio 0,01 M, pH=7,
até o volume de 50mL em baldo volumétrico. O mesmo procedimento foi realizado
para o preparo da solucao mae de aciclovir (ACL).

A solucdo mae de ddl foi submetida a sucessivas diluicdes até alcancar as
concentracdes de 500, 1000, 2500, 5000, 10000, 20000 e 50000 ng/mL. A solucao
mae do ACL foi diluida na concentragao de 20 pg/mL.

Aliquotas de 10 pL das solugdes finais de ddl e da solucao de ACL foram
adicionadas a 90 pL de plasma e agitadas por vértex por 25 segundos.

Posteriormente essas amostras foram colocadas no extrator de fase sélida e
analisadas em CLAE.
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4.2.9.3. Validacdo da metodologia analitica

A metodologia analitica foi validada de acordo com a ANVISA e Food Drug
Administration (FDA) analisando a seletividade, exatiddo, linearidade,
repetibilidade e precisao.

As curvas de calibragdo foram realizadas utilizando concentragdes
conhecidas de solugédo de didanosina e aciclovir em plasma. As concentragdes da
curva de calibracdo foram determinadas a partir do estudo piloto de caes.

A metodologia analitica foi validada utilizando as concentragcbes de 50, 100,
250, 500, 1000, 2000 e 5000 ng/mL e os controles de qualidade foram 75, 1500 e
3500 ng/mL.

Seis curvas de calibracdo foram preparadas, a partir de solucbes maes
diferentes, e analisadas em relacédo a linearidade e controles de qualidade. Os
controles de qualidade para cada curva foram diferentes dos utilizados para o
preparo da curva padrao.

A relacdo area ddl/area ACL obtida pela analise de plasma de cao em
CLAE, acoplado com extrator em fase soélida, foi comparado com a area obtida
com solucbes padrdes nas mesmas concentragdes injetadas diretamente no
CLAE.

4.2.9.4. Estudos de estabilidade

Para avaliagdo da estabilidade da ddl e do ACL em plasma de cdo foram
realizados 3 testes diferentes, em triplicata e nas concentragées de 25ng/ml e
4500ng/ml. As condi¢cbes estudadas foram:

- 3 ciclos 12 horas de congelamento seguida do descongelamento, seguida
da analise da amostra.

- As amostras foram analisadas no tempo zero, congeladas por 30 dias a -
20°C descongeladas e analisadas.
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- As amostras foram mantidas no carrossel do equipamento, em

temperatura ambiente e analisadas nos tempos zero, 12 horas e 24 horas.

4.2.9.5. Protocolo Experimental

O experimento com animais foram realizado no CPPAR (Centro de
Pesquisa em Sanidade Animal), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria
da Unesp Jaboticabal. Todos os procedimentos com os animais, desde a
administracdo até as coletas de sangue, foram conduzidos pela veterinaria Dra.
Heloisa da Silva.

Nesta etapa foram avaliados os granulos desenvolvidos neste trabalho e as
duas formulacdes disponibilizadas pelo SUS, comprimidos mastigaveis de ddl e
Videx EC®.

Os animais receberam a medicacao por via oral na dose de 500 mg, sendo
que os pellets foram administrados em capsulas gelatinosas duras e a formulacao
convencional em comprimidos mastigaveis. Todas as formulagdes foram
administradas com 10 mL de agua. Foi observado um periodo de wash out de
uma semana entre os experimentos.

Em estudo randomizado cruzado, foram utilizados cdes machos e adultos,
pesando 10 Kg. Os animais foram vermifugados uma semana antes do
experimento e mantidos separadamente. Os animais ficaram em jejum por 12
horas antes da administracdo das formulagdes e receberam agua apds duas horas
e alimentacao ap6s 4 horas da administragdo das formulagdes.

Apo6s a administracdo dos medicamentos foram coletadas amostras de
sangue, (2 mL) da veia cefalica nos tempos 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12;
18; 24 e 36 horas.

As amostras de sangue, coletadas em tubos VACUETTE® previamente
heparinizados, submetidas a centrifugagcao por 10 minutos a 9000 rpm.

O plasma foi separado, adicionado em tubo Eppendorf e congelado a —20°C
até o momento de sua analise por CLAE.
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Apoés o término dos experimentos os animais voltaram a sua rotina.
Os experimentos foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa da

Universidade Federal do rio Grande do Sul.

4.2.9.6. Avaliacao do perfil de concentracdo plasmatica x tempo

A partir das concentracoes plasmaticas, obtidas dos medicamentos em
estudos, os perfis farmacocinéticos foram obtidos a partir das andlises néo-
comportamentais, utilizando o programa Excel® 2003 (Microsoft®).

4.2.9.7. Analise ndo-compartimental

A analise nao-compartimental foi realizada individualmente para cada
animal pertencente ao grupo experimental.

Os parametros farmacocinéticos analisados foram constante de velocidade
de eliminacao (A), tempo de meia-vida (t1/2), area sob a curva do tempo zero ao
infinito (ASCO0-), area sob a curva de primeiro momento do tempo zero ao infinito
(ASMCO-=), e tempo de residéncia médio no plasma (MRTplasma). Além disso,
foram determinados a concentracdao plasmatica maxima (Cmax) e o tempo
necessario para obté-la (tmax), bem como a biodisponibilidade relativa do
farmaco.

A constante de velocidade de eliminacao (A) foi calculada pela inclinagao da
fase terminal da curva log-linear dos perfis de concentracdo em relacdo ao tempo
de cada animal, empregando-se os ultimos 4 pontos dos perfis, o t1/2 foi

determinado pela equacao

Equacédo 4.13
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A area sob a curva do tempo zero ao infinito (ASCy.») foi calculada pelo
método trapezoidal do tempo 0 a t (ASCo.+). A ASCy. foi acrescida da area sob a

curva extrapolada (ASCex), cOMO as equacoes abaixo:

ASCyq.t = (Qo + C1_) *(t1 - to) + (Qt1 + Ct) *(tt - Equagéo 4.14
ti-1)
2 2
ASCexr = Gy Equacéo 4.15
A
ASCy... = ASCo.t + ASCexir Equacao 4.16

Onde, C; é a concentracdo plasmatica do ultimo ponto da coleta, Ci.1 é a
concentracdo plasmatica do penultimo ponto da coleta, t; é o tempo do ultimo
ponto da coleta e t..; € o tempo do penultimo ponto da coleta.

A ASMC,. foi calculada pelo método trapezoidal a partir de curva de
concentracdo vezes tempo (Cxt) por tempo. A extrapolacdo da ASMC foi
determinada por:

ASMCeyr = Ct Xt + Ct Equacéo 4.17
A A
e a ASMCy.. pela equagéo:
ASMCq... = ASMCo.t + ASMCoeyr Equacéo 4.18

O tempo de residéncia médio no plasma foi determinado pela equagéo:

Equacao 4.19
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4.2.9.8. Anélise estatistica

Os parametros farmacocinéticos nao-comportamentais foram comparados
estatisticamente entre os grupos estudados pelo teste ANOVA (a = 0,05), para
verificar se havia diferencga significativa entre os grupos em estudo.

Os resultados de ANOVA que apresentaram diferencas significativas
passaram pelo teste de teste Kruskal-Wallis a fim de evidenciar qual grupo estaria
apresentando tal diferenca.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.0. Caracterizacao da quitosana

5.1. Grau de desacetilagdo da quitosana

Uma propriedade importante na caracterizacao da quitosana é o seu grau
de desacetilacdo. Essa propriedade foi usada no presente trabalho, para
determinar a quantidade de agente gelificante (TPP) adequado a producao das
microparticulas de quitosana com didanosina. O resultado 82,83 + 3,63 foi obtido a
partir de experimentos realizados em triplicata.

A tabela 5.1 apresentam os resultados obtidos das titulagbes realizadas
com pé seco de quitosana adquirida da Polymar®.
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Tabela 5.1. Condicdes experimentais para obter o grau de desacetilagcao da quitosana.

% Molar de
. A (V2-V4) I
Massa quitosana (g) (mL) desacetilacao da
m

quitosana
0,2171 11,74 87,00
0,2509 12,64 81,10
0,2149 10,74 80,38

A figura 5.1. (a) apresenta a curva de titulagcdo potenciométrica da

quitosana e a figura 5.1. (b) sua derivada primeira.
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derivada primeira para quitosana em mV (milivolts).

A Figura 5.2, apresenta a relacao linear obtida entre viscosidade intrinseca

(nsp/c) em fungé@o da concentragdo (c) das solugdes das amostras. Obteve-se um

coeficiente de ajuste, R? igual a 0,94 , demonstrando uma boa linearidade dos

dados experimentais obtidos.
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Figura 5.2. Relacao linear
intrinseca,
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entre
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T
0.009

T
0.012

concentracao e

viscosidade
viscosidade

A viscosidade intrinseca, determinada pela extrapolacdo da reta a

concentragdo zero, usada na equagao empirica de Mark-Houwik (Equacao 4.4)

para o célculo da massa molar, juntamente com os valores das constantes K ,

1,81.10° mL/g e 0,93 para a quitosana em um sistema solvente constituido de

acido acético 0,1M e cloreto de sédio 0,2M, a temperatura de 25°C,. A masa

molar média obtida foi de 296,6 kDa.

5.1. Analise da ddI

5.1.1. Caracteristicas fisicas

A analise visual mostrou que a ddl € um pé branco na forma cristalina. O

formato pode ser confirmado através da micrografia realizada em MEV, como a

figura 5.3, sendo esses resultados preconizados pela Farmacopéia Brasileira 4°

Edicao, 2003.
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10um |—— Hag- 2.80 K X ddI LRAC /FEQ/UNICAMP / 13-Dec-2086

Figura 5.3. Micrografias de ddl obtidas através de microscopia eletrénica de varredura

utilizando aumento de 2.000 vezes.

5.1.2. Ponto de fusao

A temperatura de ponto de fusdo obtida da ddl analisada foi 185°C, sendo
que a Farmacopéia Brasileira, 4° Edigdo 2003, preconiza que a ddl pura funde a
160-163 °C. O resultado obtido, foi cerca de 12% maior que o valor esperado do

valor esperado, mostra que a ddl em estudo ndo esta com grau de pureza exigido.
5.1.3. Espectrofotémetria de infravermelho
O espectro de infravermelho da Figura 5.4 e a Tabela 5.2 obtidos pela

leitura na regido do infravermelho mostraram que as bandas obtidas caracterizam

a ddl. Com isso podemos concluir que a ddl analisada esta caracterizada.
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Figura 5.4. Espectro de infravermelho da ddl em pastilha de brometo de potassio.

Tabela 5.2. Principais bandas de infravermelho obtidas da ddl.

Dados da literatura* Didanosina
Possiveis ligacoes v (em™) v (cm™)
N-H 3200 3126
O-H 2500 — 3300 3280
Amina aromatica (C-N) 1560 -1615 1541
Amina aromatica (C=N) 1615 -1700 1700
C-0-C 1000 -1300 1296
C-C 700 -1200 783 - 1181

*MORAN et al.,1978 e MORRISON et al., 1961.

5.1.4. Espectrofotometria de ultravioleta

A varredura obtida com a amostra de ddl em estudo foi idéntica a referéncia
da Farmacopéia Brasileira, mostrando absorbancia méaxima no comprimento de
onda de 248nm.
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Figura 5.5. Espectro de UV da solucao de 10 pg/mL ddl em metanol.

5.2. Caracterizacao das microparticulas de quitosana

5.2.1. Distribuicdo granulomeétrica, razao de cargas R(+/-) e potencial zeta das

particulas de quitosana/TPP

Os resultados da caracterizacdo das quitosanas em termos de distribuicéo

granulométrica, razdo de cargas e potencial zeta sdo apresentados na Figura 5.6.

SEVERINO, Patricia 79



Diametro (nm)

Capitulo 5

Material e Métodos

2000

70

—O— Amostra A
4 AN
1800 4 | —®— Amostra B
1 o o —4— Amostra C A
1600 - \ \ 68 /
1400 u ° 1 °
1 S
1200 1 /. % 66 - Y, N
1000 " ° O lhan
| ./ [ N \
! © /
800 n S 64 e
4 % | | .7./
600 1 A\A E (')
4004 —O— Amostra A . ﬁ) ©
{ —m— Amostra B \'\ 621 = In
2004 —A— Amostra C © \
0 T T T T T T -
500 400 300 200 100 0 60 T T T T T T
500 400 300 200 100 0
R(+/-)
R(+/-)
(a) (b)
500 —
4504 1
400
350
300
o 250
+ 4
T 200

150-.
100-
50-

o i

R

—
—

—O— Amostra A
—=— Amostra B
—4A— Amostra C

\ad):ﬁ:@:o:o:@

TPP (gramas)

(c)

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025 0.0030 0.0035 0.0040

Figura 5.6. (a) diametro médio da particula em relagdo a razdo de cargas R(+/-); (b)

potencial zeta em relacdo a razdo de cargas R(+/-); e (¢) a razdo de cargas

R(+/-) em relagdo a massa de TPP em (g).

A figura 5.6 (a) mostra o didmetro médio das particulas em relagdo a razao
de cargas R(+/-) das moléculas dos polieletrélitos presentes no sistema. Verifica-
se que as particulas variam de tamanho consideravelmente com a dimiuicdo da
R(+/-).

Como o objetivo foi a generalizacdo da razdo de cargas R(+/-),
da da
nanomeétricas de tamanho inferior a 400 nm, na razdo de cargas entre 100 e 50

independente caracteristica quitosana, obtiveram-se particulas

sempre encontramos particulas com caracteristica independente da quitosana.
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SILVA, 2006 dividiu o processo de formagéao das particulas em 3 regides,
denominando regido 1 ao inicio da reticulacdo, a regido 2 valores inferiores a
1000nm e regido 3 quando ocorre a precipitacdo das nanoparticulas formando
microparticulas.

A primeira regiao apresenta razdo de cargas maior correspondente as
cadeias de quitosana distendidas. Nesse caso a quantidade de TPP é muito
pequena, da ordem de 1 ug. Na segunda regiao obtém-se as nanoparticulas, na
faixa de didmetro médio de 300 nm, ou seja, a quantidade de TPP é suficiente
para promover o enovelamento das cadeias de quitosana.

Analisando a Figura 5.6 (a) e (b) observa-se que na terceira regido tem-se
maior quantidade de TPP em relagdo a regido 2, mas nao apresentou
neutralizacdo total das cargas positivas presentes na quitosana, por isso as
particulas apresentaram pouca variacdo do potencial zeta, em torno de 62 a 68
mV. Relacionando os valores obtidos pelo potencial zeta e pela razdo de cargas
as particulas de quitosana contendo TPP apresentam caracteristica catibnica na
superficie.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorgcao de
espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersao (SCHAFFAZICK et al,
2003).

O potencial zeta apresentou perfis e valores (62 a 68 mV) semelhantes
entre as amostras de quitosanas (A, B e C), reticuladas com TPP, devido a pouca
variacao entre as quantidades de TPP utilizadas (Figura 5.6 b). O desvio padrao
foi baixo, variando de 0,6 a 2, por isso podemos sugerir a presenca de particulas
nas amostras analisadas.

SCHAFFAZICK et al, 2003 através do estudo da caracterizacao e
estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos ressalta que em modulo, um
valor de potencial zeta relativamente alto é importante para uma boa estabilidade
fisico-quimica da suspensao coloidal, pois grandes forcas repulsivas tendem a
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evitar a agregacdo em funcdo das colisbes ocasionais de nanoparticulas
adjacentes. Valores altos referidos pelo estudo apresentam-se acima de 30 mV.

Uma andlise do potencial zeta das particulas de quitosana da amostra B,
contendo ddl foi realizada e obtive-se o valor de 0,18 mV + 0,045, mostrando-nos
que o farmaco encontra-se na superficie da particula.

A figura 5.5 ¢ mostra que com o0 aumento da massa de TPP utilizada para a
reticulacdo da quitosana diminuimos a razdo de cargas, mas nao igualamos em
quantidades estequiométricas, por isso as particulas possuem uma quantidade
maior de cargas positivas em relacao as cargas negativas.

A Figura 5.7., demonstra dados de intensidade (%), didmetros (nm) e
quantidade de TPP, aumentando conforme a indicacéo da seta, podemos verificar
que as trés amostras de quitosanas analisadas apresentaram polidispersidade
aproximam-se de 1, inicialmente. Na regido nanométrica (400nm) a
polidispersidade foi menor, apresentando uma regido unimodal, evidenciando a
presenca de nanoparticulas, seguida da formacéo da microparticulas
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5.2.2. Espectroscopia de infravermelho (IE) das microparticulas

A Figura 5.8. apresenta os espectros de infravermelho da quitosana soélida
e da CS/TPP. A Tabela 5.3. apresenta as principais bandas de infravermelho
obtidos da quitosana sélida e da quitosana/TPP.
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96 4 96
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904 90

88 88

86

T T T T T T
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cm’”
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Figura 5.8. (a) Espectro de infravermelho da quitosana sélida e (b) Espectro das particulas
de CS/TPP.

Tabela 5.3. Principais bandas de infravermelho obtidas com quitosana sélida e particulas de

CS/TPP
Quitosana sélida Particulas
Possiveis ligacoes p P
v (cm™) v (cm™)
O - H, ligagées H 3362 3301
C-H 2884 2929
C-0O 1650 1638
N-H 1552 1560
Cs0 1376 - 1151 1409
CesO 1070 - 1025 1074 - 1029
P-O-P - 898
P=0 - 1151

SEVERINO, Patricia 34



Capitulo 5 Material e Métodos

A presenca de bandas (cm”) de P-O-P e P=O em 898 e 1151
respectivamente caracterizam a presenca de TPP e nao se apresentaram muito
intensas na Figura 5.8 (b), devido a menor massa de TPP em relagcdo a massa de
quitosana.

As bandas 1650-1552 correspondentes a C-O e N-H caracterizam a
quitosana pura, enquanto que o alargamento dessas bandas (1638-1560)
caracteriza a formacao das particulas CS/TPP, indicando a interacdo entre a
quitosana e o TPP (LAM et al., 2006).

5.2.3. Melhoramento do processo de agitagdo

A tabela 5.4. apresenta a comparacado entre a metodologia utilizada por
SILVA, 2006, denominada de A e o resultado obtido com nova metodologia
empregada no processo de agitacdo, denominada B, utilizado no preparo das
microparticulas de quitosana contendo ddl.

Tabela 5.4. Condicdes agitagao, a eficiéncia de encapsulacao e carregamento da ddl.

Carregame
Eficiéncia
Diametro nto
Ensaio Chicanas Rotacées (rpm) de encapsulacao
do impelidor (cm) (mg ddl/g
(%)
quitosana)
A ausente 2 4.500 35,6 1397,63
B presente 3,3 2.000 48,9 1884,30

Os resultados presentes na tabela 5.4 mostram um aumento da
porcentagem de encapsulacdo de 13,3% e da eficiéncia de encapsulacdo em
486,67 mg ddl/g de quitosana.
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Além disso, visando o producado em escala industrial consegui-se diminuir a
intensidade de agitacdo do equipamento em 2.500 rpm, fazendo com que haja

menor desgaste do equipamento.

5.2.4. Eficiéncia de incorporagéo, carregamento e grau de intumescimento

As caracteristicas de eficiéncia de incorporacao, carregamento e grau de
intumescimento das microparticulas de quitosana contendo ddl apresentaram
maior eficiéncia em comparagdo com os resultados de SILVA, 2006, devido as

modificagdes no processo de agitacao.

Tabela 5.5. Eficiéncia de incorporagdo, carregamento e grau de intumescimento referentes as

microparticulas de quitosana contendo ddl.

Eficiéncia de incorporacao Carregamento (mg de ddl/g  Grau de intumescimento (%)
(%) de quitosana)

48,90+2,34 1884,30+8,35 512,61+2,55

5.2.5. Densidade real e aparente

As densidades real e aparente obtidas foram respectivamente 1,49 g/mL e
0,25 g/mL.

A porosidade (€) calculada utilizando a equacédo 4.10 foi de 0,84. Essa
porosidade caracteriza-se que o solido é extremamente poroso com uma fragao
de vazios de 83,23%

5.2.6. Caracteristicas das particulas quanto a fluidizacao

As microparticulas em estudo, pode ser classificado como fluidizagdo com

aeracao, de acordo com Geldart, 1986 por apresentar diametro de 100 ym e a
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diferenca entre a densidade aparente das particulas (0,2488 g/mL) e a densidade
do fluido (0,001095 g/mL), mostrando facilidade para fluidizar.

5.3. Morfologia das microparticulas

5.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As figuras 5.9 abaixo representam as micrografias das microparticulas
obtidas no item 4.2.4.4. Observa-se nas figuras a predominancia de particulas
esféricas e a presenca de estruturas de formato cristalino que representam a ddl.

| 20m — Mag- 1.88KX Quit/TPP/DDI LRAC/FEQ/UNICAHP/ 1-Nov-2086 20 | Mag= 5686 X Quit/TPP/DDI LRAC/FEQ/UNICAMP/ 1-Nov-2806

(@) (b)

Figura 5.9. Micrografias obtidas através de microscopia eletrbnica de varredura (a)

utilizando aumento de 500x e (b) utilizando aumento de 1000x.
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5.3.2. Microscopia optica

A figura 5.8 abaixo representa a micrografia das microparticulas obtida no
item 4.2.4.4. .Nesta figura observa-se a predominancia de particulas esféricas e
alguns pontos cristalinos que representam a ddl nao encapsulada.

100 uym
]

Figura 5.10. Micrografia das particulas através de microscopia 6ptica utilizando o

aumentode 100 vezes, em imersdo em dleo.

5.4 Granulacao e revestimento das particulas

5.4.1. Granulacao

A porosidade minima de fluidizacdo foi calculada considerando queda de
pressao no leito de 5%, altura minima de fluidizacdo de 40 cm, diferenca entre a
densidade real e densidade do fluido de 1481,905 Kg/m3 e gravidade de 9,81
m/s2. O resultado obtido foi de 21,6%, demonstrando a facilidade de fluidizacdo

para esse tipo de particula.
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A velocidade de minima fluidizacdo obtida foi de 0,25 m/s, calculada
utilizando a esfericidade da particula de 0,85, o diametro da particula de 100 um, a
viscosidade do fluido de 1,927x10”° Kg/m.s, a densidade do fluido 10,95Kg/m®, a
porosidade do leito de 0,216, a altura do leito de 0,4 m, e a queda de pressao do
fluido através do leito 4559,625 Kg/m.s®>. Como a vazdo volumétrica do ar de
entrada foi 6m®h, a velocidade de fluidizagdo minima foi rapidamente atingida.

5.5. Caracterizacao dos polimeros de revestimento

5.5.1. Tensao Superficial

Os valores obtidos pelas medidas de tensao superficial das formulacbes de
Kollidon® VA 64 e do Kollicoat® MAE 100P foram respectivamente 49,2 mN/metro
e 34,8 mN/metro.

5.5.2. Angulo de contato e do trabalho de adesédo

O resultado apresentado na tabela 5.6 representa a média dos valores de
10 medidas dos polimeros Kollidon® VA 64 e da formulagdo de Kollicoat® MAE
100P.

Tabela 5.6. Angulos de contato obtidos através da solugdo de Kollidon® VA 64 e da formulagéo de
Kollicoat® MAE 100P.

B Formulacgéo de
Formulacao de

Kollidon® VA 64 em o Kollicoat® MAE 100P em
Kollicoat™ MAE 100P ] .
pastilhas sem ] pastilhas revestidas
. em pastilhas sem .
revestimento ] previamente com
revestimento e
Kollidon™ VA 64
41,80+1,75 28,3314,63 37,60£3,23
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Os resultados apresentados sdo menores que 90°, mostrando que ocorre
molhamento das particulas em todos casos, além isso ao comparar as duas
metodologias empregadas para o Kollicoatt MAE 100P, podemos notar que o
angulo de contato é maior nas pastilhas que apresentam revestimento prévio de
Kollidon® VA 64, por absorver menor quantidade de agua devido diminuicdo da
energia de superficial.

Dessa analise conclui-se que o Kollidon® VA 64 realiza um revestimento
eficiente na protecao da ddl.

O trabalho de adesao calculado Wap de Kollidon® VA 64 e Kollicoat® MAE
100P foram respectivamente 86,29 mN/metro e 65,42 mN/metro. Este valor
apresenta 83,27 % do trabalho de adesdao maximo (W = 78,56 mN/m) que
corresponde a 0° ou seja, ha molhamento completo ou espalhamento

espontaneo.

5.5.3. Crescimento do granulo

Nas formulacdes 1, 2, 3, e 4 (Tabela 4.1.) ndo foram possivel determinar o
crescimento dos granulos devido a formacao de aglomerados, o que inviabilizou a
realizacdo deste teste.

Nas formulacdes 5, 6 e 7 (Tabela 4.2.) o crescimento dos granulos foram

respectivamente 10, 20 e 30% em relacdo ao seu tamanho sem revestimento.

5.5.4. Caracteristicas dos granulos

A tabela 5.7 apresenta os parametros geométricos determinados pelos
granulos preparados com diferentes revestimentos, analisando os dados do
alongamento verificamos que houve variagdo entre as formulagdes e a que mais
se aproximou da referéncia (Videx® EC) foi a formulagao 4.

Os valores de esfericidade obtidos foram maiores que 0,80, sendo

considerado valores satisfatérios para granulos.
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Os diametros de Feret foram baixos em relagdo ao valor (1 mm) adequado
para enchimento de capsulas gelatinosas duras.

Tabela 5.7. Parametros geométricos por unidade de grénulo de quitosana contendo ddl com

diferentes revestimentos, sendo os granulos de Videx® EC utilizados como controle.

Diametro de

Formulagio Alongamento Esferocidade Feret (mm)

1 1,70+ 0,82 0,90 + 0,24 0,25+0,18

2 1,58 + 0,71 0,92+ 0,25 0,19+0,16

3 1,63+0,72 0,81 +£0,20 0,70 + 0,38

4 1,48 £ 0,46 0,81+ 0,28 0,49 + 0,29

5 1,23+ 0,26 0,76 £ 0,11 1,11+0,16

6 1,45+1,.2 0,66 £ 0,17 1,28 £ 0,48

7 1,25+ 0,48 0,74 +0,15 1,05+ 0,26
Videx® EC* 1,43+ 0,31 0,86+ 0,10 1,52+0,28

Valores obtidos por SILVA, 2006 pela mesma metodologia utilizada neste experimento.

5.5.5. Analise morfoldgica dos grédnulos revestidos

A Figura 5.11. mostra a superficie dos granulos obtidos por estereoscopio,
podemos visualizar que o polimero ndo apresentou uma aderéncia desejavel nos
granulos, e isso pode ser causado pela geometria irregular dos granulos no qual o

revestimento ndo conseguiu aderir adequadamente.
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Figura 5.11. Fotografias dos granulos revestidos obtidas por estereoscopio das

formulacées 1,2, 3,4,5,6 e 7.
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5.6. Ensaios de gastrorresisténcia

A figura 5.12. apresenta os perfis da liberacdo da ddl em relacdo ao tempo,
mostrando que com o0s revestimentos testados, somente a formulagdo 7
apresentou a gastrorresisténcia desejada, ja que na Farmacopéia preconiza que o
revestimento gastrico deve liberar o farmaco em pH 6,8 apds permanecer 2 horas,

em pH acido, sem liberacao, como descrito no item 4.2.8.

100 4 —
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Figura 5.12. Perfis da liberagcao da ddl nas formulagbes testadas.

A diferenca do perfil de liberacdo da ddl na Figura 5.12., mostra que a
concentracdo de polimero de revestimento influencia na liberacao da ddl. A
Formulacdo 7, na qual foi utilizada 30% de polimero proporcionou o efeito de

gastrorresisténcia desejado.

5.7. Validacao da metodologia bioanalitica por CLAE

A validacao da metodologia bioanalitica deve garantir que 0 método atenda
as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos

resultados. Com isso, deve apresentar seletividade, linearidade, preciséo,
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sensibilidade, limite de quantificacdo, faixa de concentracdo da curva de
calibracao e exatidao adequados a analise (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

5.7.1. Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes, como impurezas, produtos de degradacéao e
componentes da matriz (ANVISA, 2003). A Figura 5.13 mostra os cromatogramas

do branco de plasma e de uma amostra de plasma contendo ddl e ACL.

ACL

MMMMM
MMMMM

(a) (b)
Figura 5.13. Cromatogramas obtidos pela analise de CLAE (a) branco de plasma; (b) amostra da

curva de calibragao contendo ddl e ACL (padré&o interno).

5.7.2. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sédo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003). A média das curvas

de calibracao obtidas na validagdo esta apresentada na Figura 5.14. Na Tabela
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5.8 encontram-se os resultados dos valores de intercepto, inclinacdo e

coeficientes de correlagdo das curvas de calibracao da validagéo.

3.0—.
2.5+
2.0
1.5

1.0 /E

051 - y = 0,0005x + 0,0328

0.0 f"/ r=0,9994

Area pico ddI/Area pico ACL

0 1000 2000 3000 4000 5000
Concentragao ddl (ng/mL)
Figura 5.14. Média de seis curvas de calibracdo de ddl em plasma empregadas na

validagdo da metodologia analitica por CLAE.

Tabela 5.8. Valores individuais de intercepto, inclinagéo e coeficiente de correlagcado das curvas de
calibracdo de ddl obtidas na validacdo do método analitico.

Dia Curva Intercepto Inclinacao  Coeficiente de correlacao
1 1 0,0162 0,0005 0,9972
2 0,0302 0,0005 0,9981
3 0,0058 0,0006 0,9964
2 1 0,0119 0,0005 0,9994
2 0,0659 0,0005 0,9994
3 0,0670 0,0006 0,9987
Média 0,0328 0,0005 0,9994
D. P. 0,0272 0,00005
D.P.R. 9,43

D.P.: Desvio padrao; D.P.R.: Desvio Padréo Relativo
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Pode-se observa na Figura 5.14 e Tabela 5.8 que o farmaco mostrou
resposta linear na faixa de concentragdo de 500 a 5000 ng/mL, com coeficintes de

correlacdo maiores que 0,996, confirmando a linearidade do método utilizado.

5.7.3. Exatidao

A exatidao do método analitico demonstra a relagdo entre a concentracao
média determinada experimentalmente e a concentragdo nominal correspondente
da amostra (ANVISA, 2003; FDA, 2001). Os valores de exatiddo determinados
para as amostras de CQ durante a validacao, bem como para o limite inferior de
quantificacao (LIQ) encontram-se na Tabela 5.9, estando todos de acordo com os

limites estabelecidos pelos guidelines utilizados.

Tabela 5.9. Valores de exatidao determinados para didanosina em plasma durante a validagdo do

método analitico.

Concentracao Faixa de concentracao  Média Exatidao
nominal (ng/ml)  determinada (ng/mL) (ng/mL) o (%)
LIQ 21 -30 27 1,41 84 - 120
75 65 - 80 85 3,76 86 - 106
2500 2381 - 2659 2582 78,25 95-106
4500 4125 - 4758 4659 247,01 91 -105

N = 6, D.P.: Desvio padrao

5.7.4. Repetibilidade e precisdo intermediaria

A precisdo de um método analitico expressa a reprodutibilidade das
medidas através do desvio padrao e desvio padrao relativo. Na Tabela 5.10 e 5.11

mostram a repetibilidade intra e inter-dias, respectivamente.
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Tabela 5.10. Valores de variacao intra-dia das amostras de LIQ e de controle de qualidade de ddl

em plasma de cées.

Dia COI:I(;?:itI::IgaO Cu1rva Cu2rva Cu;va Média D.P. D.P.R. (%)
(ng/mL)

1 LQ 27 21 30 26 4,58 17,62
75 85 85 80 83 2,88 3,46
2500 2442 2537 2600 2526 79 3,14
4500 4172 4334 4949 4485 409 9,13

2 LIQ 25 29 30 28 2,64 9,44
75 89 82 75 82 7 8,53
2500 2381 2959 2571 2637 294 11,17
4500 4520 4425 4458 4467 48 1,07

Tabela 5.11. Valores de variagao inter-dia das amostras de LIQ e de controle de qualidade de ddl

em plasma de caes.

Concentracao
nominal Dia 1 Dia 2 Média D.P. D.P.R. (%)
(ng/mL)
LIQ 26 28 27 1,41 5,23
75 83 82 82,50 0,70 0,85
2500 2526 2637 2581 78,48 3,04
3500 4485 4467 4476 12,72 0,28

n = 3/dia/concentracéao

Pode-se observar nas Tabelas 5.10 e 5.11 que nenhum valor de DPR
ultrapassou 15% para os CQ e 20% para o LIQ, estando de acordo com o critério
de precisdo estabelecido pela ANVISA (2003) e FDA (2001) para amostras de

matriz bioldgica.
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5.7.5. Limite de quantificacdo

O limite inferior de quantificacdo de uma curva padrdo é a menor
concentracao de analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao
de 20% e exatidao de 80 a 100% (FDA, 2001). O método analitico proposto neste
trabalho apresentou um limite de quantificacdo de 25 ng/mL, o qual foi
determinado pela equacéo abaixo:

LIQ =DP,* 100 Equacao 5.1.
IC

onde, DP, é o valor de desvio padrao do intercepto de pelo menos 3 curvas padrao
construidas contendo concentracbes da ddl proximas ao suposto limite de
quantificacdo com o eixo y e IC é o valor médio de inclinacdo das curvas padrao
(ANVISA, 2003).

Como todos os parametros encontraram-se dentro dos limites oficiais
preconizados (FDA, 2001 e ANVISA, 2003), o método foi considerado validado
para a quantificacdo de ddl em plasma de cao.

5.7.6. Avaliacdo da recuperacéo e estabilidade da didanosina

No estudo de estabilidade da ddl em amostras plasma processadas que
permaneceram no carrossel por 24 horas, em temperatura ambiente, e as
amostras que passaram por 3 ciclos de congelamento e descongelamento, ndo

apresentaram uma reducgao significativa em relacao ao tempo zero.
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Tabela 5.12. Valores de variacdo da recuperagédo e estabilidade de ddl em plasma de céo, no

estudo de 24 horas, em temperatura ambiente.

Concentracao Tempo zero Tempo 12 Tempo 24 Recuperacao
(ng/mL) horas horas em %

25 25 +0,1 24 +0,3 24 +0,3 96%

4500 4459 + 0,5 4450+ 0,4 4400 + 0,6 97%

Tabela 5.13. Valores de variacdo da recuperagédo e estabilidade de ddl em plasma de céo, no

estudo de 3 ciclos de congelamento e descongelamento, sendo 12 horas cada ciclo.

Concentracao Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Recuperacao
(ng/mL) em %

25 24 10,4 24 10,2 24104 96%

4500 4450 £ 10 4449+ 5 4439 +10 98%

Nas amostras armazenadas por 30 dias, na temperatura de -20 °C
apresentaram uma perda de 5% em relagdo ao dia zero, sendo que somente 95%
da quantidade adicionada foi recuperada. Desse modo, pode-se comprovar que o
ddl permaneceu com as concentracdes inalteradas nas condicées empregadas no
estudo, sendo os resultados obtidos confiaveis.

Com os resultados acima podemos confirmar que a didanosina apresentou-

se estavel no plasma de cao.

5.7.7. Perfis plasmaticos de ddl em cdes

Os perfis plasmaticos obtidos em caes ap6s a administracao de ddl sob
forma de comprimidos convencional, Videx EC® ou granulos preparados neste
trabalho encontram-se na Figura 5.15. Os pardmetros médios obtidos pela analise
nao-compartimental individual dos perfis em cada situacdo encontram-se

apresentados na Tabela 5.12.

SEVERINO, Patricia 99



Capitulo 5 Material e Métodos

Pode-se observar que o perfil plasmatico dos granulos foi diferenciado, néo
apresentando pico de concentragcdo como observando para a forma convencional
ou o Videx ER®, mas um platd em torno que se prolongou além todo tempo de
coleta das amostras, que foi de 36 horas.

A analise estatistica dos parametros t'2, ASCy.. € Cmax € tmax €videnciaram
diferenca significativa entre as formula¢ées avaliadas, sendo que essas diferencas
foram estatisticamente significativas para os granulos preparados neste trabalho,
em comparagdo com Videx® EC ou forma convencional. Desse modo, a ASCo.«
apd6s administracdo dos granulos foi significativamente maior (59 + 11 pg-h/mL) do
que ap6s administragdo da forma convencional (20 + 5 ug-h/mL) ou Videx® EC (16
+ 5 pg-h/mL). O tempo de meia-vida aumentou significativamente, de 5,4 + 2,4 h
apds forma convencional ou 2,9 + 0,7 h ap6s Videx® EC, para 22,1 + 7,5 h apds
administracdo dos granulos, mostrando que para os granulos a absor¢cado ocorreu
de modo prolongado, enquanto nas outras duas formulacdes a liberagdo/absorcao
foi imediata.

Os dados da Tabela 5.12 também mostram que as alteracdes observadas
nos valores de Cmax © tmax. ENquanto a forma convencional e o Videx® EC
apresentam pico de concentragdo de 9,1 +3,0e 4,5+ 1,2 ug/mL,em 53,4 £ 10,8
93,6 + 31,8 min, respectivamente, os granulos apresentam platdé de concentracao
plasmatica de 2,21 + 0,47 ug/mL que se estendeu até pelo menos 36 horas apés a
administracdo da dose de 500 mg.
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Figura 5.15. Perfil de concentragao plasmatico médio de ddl apds administracdo de 500
mg do fa&rmaco sob a forma de (a) grénulos (n = 11); (b) Videx EC® (n=12)e
(c) forma convencional (n = 9).
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Tabela 5.14. Parametros farmacocinéticos obtidos pela anélise ndo-compartimental a partir dos

resultados plasmaticos.

Parametros

Farmacocinéticos Convencional Videx EC® Granulos
Tamanho amostral 9 12 11
ke (h™) 0,159 + 0,090 0,258 + 0,080 0,034 + 0,010
t vz (h) 54+24" 29+07" 221+75"
ASCo.t (ug-h/mL) 18+5 15+5" 39+5"
ASCextrap 2+1 1+0 21 +£10
ASCo.- (Mg-h/mL) 20£5 165 59 + 11
% de ASC extrapolada 9+6 3+1 33+ 10
ASMC (ug-h?/mL) 80 +28 60 + 21 2035 + 1040
MRT (h) 4,2+1,6 3,8+0,5 32,8 +£9,9
CL/f (L/h) 27,0+6,7 34,2+94 16,4 +4,5
Conax (Mg/mL) 9,130 4512 22+05"
tmax (Min) 53,4+10,8" 936+318" )
ASCo.12 (Ug-h/mL) 185 15 + 5 20 +2
ASCo-36 (Hg-h/mL) - - 39+5
Frel, (0-120) (%) referéncia 85 111
Frel, (0-36h granulos) (%) referéncia i 517

"Frei(0-12n): biodisponibilidade relativa do tempo 0 a 12 horas;

"Frel (0-36 pellers;: Diodisponibilidade relativa do tempo 0 a 12 horas.

""Resultados que apresentaram diferencas significativas

Assumindo-se a formulagdo convencional como referéncia, pode-se dizer a

quantidade de ddl absorvida até 12 horas é igual para as trés formulacdes, com

F.o de 1,11 para o granulos e 0,85 para o Videx® EC. Como a partir de 12 horas o

ddl continua sendo absorvido ap6s a administracdo dos granulos, por pelo menos

36 horas, a quantidade de farmaco absorvida em 36 horas € o dobro a partir dos

granulos do que em relacdo a forma convencional (F. 2,17), podendo-se dizer

qgue a biodisponibilidade do farmaco a partir dos granulos é o dobro da observada

quando do uso da formulacao distribuida pelo SUS.
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O percentual de extrapolacdo da ASC indica se o estudo foi conduzido por
tempo suficiente para caracterizar a fase de eliminacdo do farmaco. Valores
abaixo de 20% sao considerados adequados apdés a administragcdo oral de
farmacos em formas farmacéuticas de liberacao imediata. Como o ddl nos
granulos apresentou perfil de liberacdo controlada, pode-se observa que a area
extrapolada foi de 33 + 10% (Tabela 5.14). Pela observacao do grafico da Figura
5.15(a), pode-se observar que a fase de eliminacdo do farmaco est4 apenas
iniciando em 36 horas, o que levou a alteracao significativa no tempo de meia-vida
apds uso dos granulos. Se os granulos estivessem alterando o processo de
eliminacdo do farmaco, e nao o processo de absorcao, o clearance deveria ser
alterado. Na Tabela 5.14 estdo mostrados os valores de clearance em relagédo a
biodisponibilidade absoluta (CL/F), uma vez que para a determinacdo dessa
haveria necessidade de ter-se um grupo de animais com administracdo
intravenosa do farmaco. Se, no entanto, se assumir que a biodisponibilidade da
forma convencional é igual a 1 e as biodisponibilidade relativas (Fe) das demais
formulagdo referem-se as suas disponibilidades absolutas, os valores de CL
mostrados na referida tabela se equivalem, comprovando que os granulos estao
interferindo apenas com o processo de absor¢ao da ddl.

A partir dos perfis plasmaticos e dos parametros farmacocinéticos avaliados
neste estudo, verifica-se que obtivemos éxito na producdo da formulacdo em
relacdo a liberagdo controlada. Com isso, a formulacdo desenvolvida trara
vantagens aos pacientes por permitir, provavelmente, o0 aumento do intervalo entre
doses, facilitar a administracdo em criangas e pessoas com dificuldade de
degluticdo e proporcionar melhor adesdo do paciente ao tratamento pela
comodidade terapéutica. Além disso, a formulagdo desenvolvida ndo causara 0s
efeitos colaterais relacionados ao hidroxido de magnésio e aluminio, observados
com a formulacéao convencional.

A liberacdo sustentada ocorre pela adesdo da quitosana a membrana
intestinal, através das ligacoes entre as cargas positivas de quitosana e as cargas
negativas de acido sialico, presentes no intestino, que proporcionaram melhor

absorcao através do aumento da permeacao
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

6.0. Conclusoes

Neste trabalho, foram reproduzidas e aprimoradas as condicoes
experimentais para a producao de microparticulas de quitosana, reticuladas com
TPP, aumentando a eficiéncia de encapsulacao da ddl.

No estudo da influéncia da massa molar da quitosana e do seu grau
desacetilagcao, na reticulacao com TPP, obteve-se uma generalizacao de razdo de
carga molar ideal para a preparacao de particulas nanométricas e micrométricas.

O potencial zeta, das particulas de quitosana isentas de farmaco, foi
positivo, com pouca variagao nas varias preparacoes e baixo desvio padrao.

O revestimento entérico com o polimero Kollicoat® MAE 100P foi eficaz em
estudos in vitro, como preconizado pela farmacopéia.

A metodologia analitica por CLAE acoplada a extracdo em fase solida
desenvolvida mostrou-se adequada para a quantificacdo do ddl e foi validada para
determinacao simultanea de ddl e ACL (padrao interno) em amostras de plasma
de cao.
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Na administragdo oral, tanto da forma convencional quanto a de Videx® EC,
nao apresentaram diferencas significativas nas analises estatisticas dos
parametros farmacocinéticos estudados.

A formulagao desenvolvida neste trabalho é estatisticamente diferente das
demais, por apresentar um platdé de concentracdo plasmatica que se estendeu por
pelo menos 36 horas apds a administracdo oral. Este comportamento, levou a
duplicacdo da ddl absorvida em relacdo & administragdo da formulagcao
convencional, mostrando que os granulos apresentaram liberacdo controlada do
farmaco.

Os granulos de quitosana contendo microparticulas incorporando ddl,
desenvolvidos neste trabalho, apresentam-se promissores para a terapia da
AIDS, e para a encapsulacéo de outros tipos de farmacos administrados por via

oral.
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CAPITULO 7

SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

7.0. Sugestoes para trabalhos futuros

L Realizar o estudo de farmacocinética em humanos, para caracterizar o
perfil plasmatico e a alteracdo do intervalo de doses em relagdo as
formulagcbes comerciais.

o Estudar possiveis modificacbes na modelagem matematica dos modelos
comportamentais usuais, de modo a ajustar também os dados de
formulagdes de liberagcao controlada.

o Utilizar a formulacdo proposta para outros farmacos que degradam pela
acao do suco gastrico ou que necessitem melhorar sua biodiponibilidade.
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