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Eu aprendi...
...que ignorar os fatos ndo os altera;

Eu aprendi...
...que quando vocé planeja se nivelar com alguém, apenas esta permitindo que essa pessoa
continue a magoar vocé;

Eu aprendi...
..que 0 AMOR, e ndo o TEMPO, ¢ que cura todas as feridas;

Eu aprendi...
...que ninguém é perfeito até que vocé se apaixone por essa pessod;

Eu aprendi...
...que a vida é dura, mas eu sou mais ainda;

Eu aprendi...
...que as oportunidades nunca sdo perdidas; alguém vai aproveitar as que vocé perdeu.

Eu aprendi...
...que quando o ancoradouro se torna amargo a felicidade vai aportar em outro lugar;

Eu aprendi...
...que ndo posso escolher como me sinto, mas posso escolher o que fazer a respeito;

Eu aprendi...
...que todos querem viver no topo da montanha, mas toda felicidade e crescimento ocorre

quando vocé esta escalando-a;

Eu aprendi...
...que quanto menos tempo tenho, mais coisas consigo fazer.

WILLIAM SHAKESPEARE



Agradecimentos Especiais
As pessoas especiais que a vida me concedeu:

Ao meu marido André, que mais uma vez me apoiou, incentivou e

principalmente teve paciéncia para que tudo pudesse ser concluido.

O amor, ¢ dificil para os indecisos. € assustador para os medrosos. Avassalador para os apaixonados! Os
vencedores no amor sdo os fortes. Os que sabem o que querem e querem o que tém! Sonhar um sonfio a
dois, e nunca desistir da busca de ser feliz, é para poucos!!

Aos meus filhos, Felipe e Ana Luiza, que sédo o que faz tudo valer a pena.

"Ser mde ¢ se inundar de gratiddo por tudo que se recebe e se aprende com o filho, pelo

crescimento que ele proporciona, pela alegria profunda que ele dd.”

Aos meus avOs Olga e Armando (em memoria), pelo apoio, carinho, por
sempre acreditarem e torcerem por mim e principalmente por terem sido os

pilares da minha vida.

Aos meus pais, Luiz Anténio e Olga, pelo carinho, por terem despertado em
mim o interesse pela pesquisa cientifica, e principalmente, pelo apoio

incondicional e incentivo em todos os momentos da minha vida.

"Os nossos pais amam-nos porque somos seus filhos, é um fato inalterdvel. Nos momentos de sucesso, isso
pode parecer irrelevante, mas nas ocasides de fracasso, oferecem um consolo e uma seguranca que ndo se
encontram em qualquer outro lugar.” (Bertrand Russell)

Aos meus irmaos, Ricardo e Alexandre, pelo carinho, apoio, amizade e

companheirismo.

Aos meus sogros, Vera e Eduardo, pelo carinho, amizade, compreenséo e

por todos estes anos de convivéncia.



Agradecimentos

A elaboracdo deste trabalho envolveu a colaboracdo de muitas pessoas
sem as quais a sua realizacdo seria praticamente impossivel. Entre elas quero

agradecer especialmente:

Ao Prof. Dr. Raul, pela oportunidade de crescimento, por acreditar que eu
conseguiria mesmo diante de todos os problemas, pela amizade, incentivo e

apoio.

A todos os professores do Laboratério de Farmacotécnica, Maria Palmira
Daflon Gremido, Ana Déris de Castro, Anselmo Gomes de Oliveira pelo apoio
incentivo, ensinamentos, amizade e também principalmente por acreditarem em

mim.

Ao Prof. José Ricardo de Arruda Miranda, pelo apoio e incentivo para que
este projeto pudesse ser realizado.

A todos os alunos do laboratério de Biofisica do Instituto de Biociéncias do

Campus de Botucatu — UNESP, por me receberem de maneira tdo acolhedora.

Aos voluntarios que possibilitaram que este trabalho fosse realizado o meu
muito obrigado pela disposi¢éo, paciéncia e colaboragao.

A Luciana Aparecida Cora, neste momento nem ao menos sei 0 que dizer
pra lhe agradecer por tudo. Por me acolher em sua casa e tornar minha estadia
extremamente prazerosa. Por me incentivar, ensinar. Aprendi com vocé mais do
que vocé possa imaginar. Vocé com certeza € uma pessoa muito especial.

Espero que nossos caminhos continuem se cruzando!

A Madeleine e Uilian, muito obrigado por tudo, me sinto privilegiada por ter
conhecido pessoas como vocés!



Aos técnicos e funcionarios do Departamento de Farmacos e
Medicamentos, em especial a Margarete, Fatima, Angélica e Queila, pelo auxilio,

apoio e amizade.

Aos meus colegas e amigos do Laboratério de Farmacotécnica em especial
a Beatriz, Priscileila, Gustavo, Cristina F., Fernanda K., Fernanda C., Hilris,
Charlene, Graziele, Flavia, Ana Luiza, Kelly, Charlene, Gabriela (Gabi), Mariana
(Barbi), Ana Carla, Eliane e a todos os outros homes que no momento posso ter
esquecido, meu muito obrigado!

A Beatriz e Priscileila pelo apoio, incentivo, amizade, carinho, horas de
risos e lamdrias.
“Muita gente entra e sai de nossa vida ao longo dos anos. Mas so os verdadeiros amigos ficam marcados

em nosso coragdo.”

A todos os funcionéarios da portaria especialmente & Olivia e Tiana.

A todos os funcionarios da biblioteca da faculdade, em especial ao Moacir,
Maria Irani, Max e Ana pelo apoio, orientagdo e paciéncia.

A todas as meninas da secretaria de pos-graduagéo, pelo apoio, incentivo

e auxilio nas horas de aflicao.

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagdo
deste trabalho durante todos estes anos, meu muitissimo obrigado!



Resumo

RESUMO

Neste estudo foi desenvolvido um sistema multiparticulado magnético (SMM) a
base de quitosana (QS), pectina (PC) e acetoftalato de celulose (CAP), pelo
método da coacervagdo complexa. O sistema contém um glicocorticoide, a
triancinolona (TC), e, como material magnético, a ferrita (F). Em estudos
anteriores, este  SMM mostrou-se promissor para conduzir a liberacao
modificada de farmacos para a regido colbénica. Segundo andlises in vitro, ele
associou a liberagdo pH-dependente a liberagdo enzimatica, tipica do ambiente
colénico. Entretanto, devido a complexidade do trato gastrintestinal (TGl),
torna-se essencial que formas farmacéuticas desenvolvidas para liberagéo
alvo-especifica sejam avaliadas in vivo, para que se possa estabelecer uma
correlagcéo in vitro/in vivo adequada. Baseado nesses fatos, o objetivo deste
trabalho foi o monitoramento do transito gastrintestinal (TG) do sistema
proposto até sua chegada ao célon, através de uma técnica nao invasiva, livre
de radiacdo, a Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC), que pudesse
avaliar o transito gastrintestinal (TG) do SMM em voluntarios saudaveis em
jejum e no estado alimentado. Foram também realizadas analises do perfil de
liberagdo in vivo da TC. Os resultados obtidos mostraram que o sistema
desenvolvido foi capaz de produzir campo magnético de intensidade suficiente
para ser detectado e que a BAC foi capaz de monitorar o transito gastrintestinal
do SMM até sua chegada ao colon. O estado poés-prandial influenciou
significativamente o esvaziamento gastrico, sendo o tempo médio de 107,5
min £ 43,37 min no estado de jejum e de 260min £ 67,64 min no estado
alimentado. Além do esvaziamento gastrico mais demorado no estado
alimentado, o transito pelo intestino delgado e a chegada ao célon também
foram influenciados pelo estado pés-prandial. Nao foi possivel estabelecer
correlacdo entre o perfil de farmaco liberado nas andlises in vivo com aquelas

realizadas in vitro.

Palavras-chave: transito gastrointestinal, sistema multiparticulado magnético,
BAC, liberacdo coldnica de farmacos, quitosana, pectina, acetoftalato de

celulose.



Resumo

ABSTRACT

In this study a magnetic multiparticulate system (MMS) based on chitosan (CS),
pectin (PC) and cellulose acetophtalate (CAP) was developed by means of a
complex coacervation method. The system contains a glucocorticoid,
triamcinolone (TC), and ferrite (F) as magnetic material. In earlier studies, this
MMS showed to be a promising system for modified drug release to target the
colonic region. As in vitro analyses proved, it was able to associate pH-
dependent and enzymatic controlled, typical from the colonic environment, drug
releases. However, due to the complexity of the gastrointestinal tract (GIT), it is
essential that pharmaceutical dosage forms developed to perform target
specific drug release may be evaluated also in vivo, in order to establish an
adequate in vitro/in vivo correlation. Based on these issues, the aim of this work
was the monitoring of the gastrointestinal transit (GT) of the proposed system
until it reaches the colon, by means of a non-invasive, radiation free technique,
namely the Alternate Current Biosusceptometry (ACB), which could evaluate
the MMS transit in healthy volunteers both in fasting and fed states. Analyses of
the in vivo TC release profile were also carried out. The results showed that the
developed system was able to generate magnetic field strong enough to be
detected and that ACB was efficient to monitoring the MMS transit until its
arrival in the colon. The postprandial state influenced significantly the gastric
emptying, being 260.0 min + 67.64 min the mean time for the fed state and
107.5 min + 43.37 min for the fasting state. Additionally to a longer gastric
emptying time, the transit within the small intestine and the arrival in the colon
were also influenced by the postprandial state. It was not possible to establish a

valid in vivo/in vitro correlation between the drug released profiles.

Keywords: gastrointestinal transit, magnetic multiparticulate system, BAC,

colonic drug release, chitosan, pectin, cellulose acetate phtalate.
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

A criacao de novos sistemas de liberagao de farmacos tem tido um notavel
crescimento nos Ultimos anos. Durante esse periodo, a industria farmoquimica se
destacou no uso e no aproveitamento de matérias-primas de baixo custo e facil
acesso para o desenvolvimento de novos materiais poliméricos, o que permitiu o
uso de varias técnicas para a encapsulagao de muitos compostos em sistemas de
multiparticulas, como microesferas e microcapsulas, nanoesferas e nanocépsulas,
com o intuito de proteger, estabilizar, mascarar os sabores indesejaveis ou
modificar as propriedades de liberacao.

Os sistemas de multiparticulas tém suscitado um grande interesse nas
formulacbes orais por apresentarem muitas vantagens, tais como administragao
em dose Unica, menor variagao do tempo de transito no TGl e a possibilidade de
mistura de farmacos com diferentes propriedades de liberacéo.

Com o desenvolvimento desses sistemas de liberagdo modificada, a
terapia oral tornou-se mais efetiva, com inimeros beneficios aos pacientes. Entre
eles, foi possivel diminuir a freqiéncia de administragcdo, a incidéncia de
toxicidade e efeitos colaterais indesejados, além de permitir 0 uso de baixas
doses e a manutencao do farmaco na sua forma intacta até que ele alcance a
regido alvo para liberacdo (ROUGE; BURI; DOELKER, 1996; LEVY, 1998;
SINHA; KUMRIA, 2003).

Entretanto, esta idéia de simplicidade que, aparentemente, a via de
administracdo oral possa ter ndo € real, pois as formas farmacéuticas
administradas por esta via estdo sujeitas ndo s6 a agao dos diferentes valores de

pH caracteristicos de cada por¢ao do TGl, mas também a volume, composi¢cao de
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fluidos, tempo de transito, principalmente do esvaziamento gastrico e diferencas
anatbmicas intra e interindividuais. Por estes motivos, atestar a eficacia de
sistemas de liberagdo modificada apenas baseado em analises in vitro e transpo-
la para uma situacdo in vivo nem sempre leva a correlagdes in vitro/in vivo
compativeis com a situacao biolégica.

Com esta finalidade, métodos capazes de avaliar in vivo desde as formas
farmacéuticas convencionais até os mais sofisticados sistemas de liberacao de
farmacos no TGl humano sdo empregados e, atualmente, consistem em
ferramentas essenciais na pesquisa farmacéutica e farmacolégica (WILDING;
COUPE; DAVIS, 2001).

Para que o estudo in vivo propicie uma correta interpretacdo dos dados
obtidos sem a presenca de artefatos que possam mascarar ou dificultar as
andlises, 0 método empregado deve apresentar algumas caracteristicas que,
essencialmente, o torne inbcuo ao organismo.

Sendo assim, a técnica considerada ideal, para um estudo in vivo, deve ser
ndo invasiva para nao interferir com a fisiologia normal do érgdo e nao causar
desconforto ao paciente e/ou voluntario, além de ser segura, desprovida de
efeitos prejudiciais, confiavel e de baixo custo (CORA et al., 2005). Dentre as
varias metodologias, a Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC), vem se
destacando como uma técnica biomagnética promissora e com potencial para
avaliar diversos parametros relacionados ao TGI, enfocando principalmente a
motilidade (MIRANDA et al., 1997; MORAES et al., 2003; CORA et al., 2005).

A BAC é uma metodologia que utiliza bobinas de indugao para registrar a
variacao de fluxo magnético obtida a partir da resposta de um material magnético

(ferrita — MeFepO4) ingerido. A ferrita € um material ferromagnético com a
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composi¢do geral MeFe;O4, onde Me representa uma transicdo de metais
divalentes como o manganés (Mn). A ferrita foi descrita como um material de
contraste que apresenta uma boa mistura com as secreg¢des gastrintestinais (Gl)
e auséncia de toxicidade ou efeitos sobre o aparelho digestivo (BELIKOV;
KUREGYAN, 2001; FREI et al., 1968).

Este material tem como propriedade elevada susceptibilidade magnética,
que proporciona uma alta resposta com a aplicacdo de um campo magnético
alternado no meio bioldgico. Os sinais de resposta originados sao detectados e
analisados por técnicas de processamento digital de sinais (MIRANDA et al.,
1997, MORAES et al., 2003; CORA et al., 2008).

As principais caracteristicas da BAC séo baixo custo, portabilidade, alta
relacdo sinal/ruido, sensibilidade suficiente para estudos de motilidade
gastrintestinal, além de nado ser invasiva. O continuo aperfeicoamento da BAC
permitiu aumentar gradualmente a sensibilidade e, mais recentemente,
implementar um novo arranjo instrumental com um sistema multi-sensores, o que
proporcionou uma melhor resolucdo espacial, permitindo a aquisicao de sinais
magnéticos in vivo em diferentes pontos distribuidos na superficie abdominal,
além de mapear a distribuicao destes sinais no decorrer do tempo (AMERICO,
2003; CHUBAC, 2003; CORA et al., 2008).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa aperfeicoou um sistema
multiparticulado a base de quitosana (QS) e pectina (PC), com a incorporacdo de
polimeros gastrorresistentes, acetoftalato de celulose (CAP) e ftalato de
hidroxipropilmetil celulose (FHPMC), promovendo assim, segundo analise in vitro,

maior protecdo gastrica e entérica, o que tornou o sistema seletivo a degradacao
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enzimatica da regido colénica, fato este que possibilitou um maior controle da
liberagao do farmaco.

Nos testes de dissolugao in vitro, as particulas contendo CAP nao
apresentaram liberacdo de farmaco em meio gastrico, liberando menos que 20%
em meio entérico simulado durante 6 horas de ensaio (OLIVEIRA, 2005).

Muito embora os testes de dissolucdo in vitro, como dito anteriormente,
simulem as propriedades relativas ao transito gastrintestinal (TG), contribuindo,
assim, para caracterizar o comportamento destes sistemas nos fluidos
gastrintestinais, devido a complexidade do TGl e as variaveis fisiolégicas torna-se
necessario a realizagdo de estudos in vivo, para que estes sistemas sejam
avaliados em uma situagao bioldgica real.

O sistema multiparticulado proposto para liberagdo colénica € complexo e
esta sujeito a mudangas graduais e progressivas a partir do estdmago até o ileo
terminal. Por outro lado, a técnica BAC mostra-se adequada para avaliar o
comportamento de formas farmacéuticas sélidas no TGl humano. Assim, a
proposta deste trabalho foi o desenvolvimento de um sistema multiparticulado
magnético célon especifico que teve seu TG avaliado in vivo através da técnica
de BAC, no estado de jejum (J) e pds-prandial (PP), associado ao monitoramento

do perfil de liberag&o in vivo da triancinolona (TC).
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Il. FUNDAMENTOS TEORICOS

1. O TRATO GASTRINTESTINAL (TGl)

O TGI consiste em um tubo muscular, com aproximadamente 6 m de
comprimento e de didmetro variavel. Estende-se da boca até o anus e apresenta
quatro regides anatdbmicas principais: eso6fago, estébmago, intestino delgado e

intestino grosso ou célon. (Figura 01).

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

A liberagdo, absorcao e biodisponibilidade dos farmacos, a partir de formas
farmacéuticas solidas sao influenciados pela motilidade do TGl nas formas
farmacéuticas sélidas tem importantes conseqiéncias na liberacdo, absorcao e
biodisponibilidade dos farmacos. Por isso, o conhecimento dos parametros e das

variaveis fisiologicas que podem influenciar o desempenho de uma forma
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farmacéutica in vivo é fundamental para o desenvolvimento de produtos com

maior eficacia terapéutica e menor incidéncia de efeitos colaterais.

1.1. Esvaziamento gastrico

O estbmago é a regido mais dilatada do TGl e esta situado entre a parte
terminal do es6fago e o intestino delgado. Tem capacidade de cerca de 1,5 L,
apesar de, em jejum, nao conter mais do que 50 mL de fluido, e é dividido em
quatro regides anatébmicas: fundo; corpo; antro e piloro (QUIGLEY, 2000).

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

84 a 112 min (HASLER, 1995; GIELKENS et al., 1998) (Fig. 2).
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Fase ll
30 - 60 min 20 — 40 min

it

Fase IV Fase 11l
0 -5 min 10 = 20 min

i)

Contracho

Figura 2. Motilidade gastrintestinal no periodo interdigestivo — Complexo Motor

Migratério (CMM) (Modificado de Chawla et al., 2003).

Apoés a ingestdo de alimentos (periodo pés-prandial), sdo observados dois
padroes de atividade diferenciados: as por¢des proximais do estdbmago relaxam
para receber o alimento e as contragdes graduais dessa regido movimentam o
conteldo gastrico para as regides mais distais. A peristalse, contragcées do
estdbmago distal, serve para fazer a mistura e a desagregacao das particulas dos
alimentos, bem como movimentar o conteddo na direcao do esfincter pilérico
(QUIGLEY, 2000).

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

seu esvaziamento (COUPE et al., 1991).
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O esfincter pilérico, portanto, é uma estrutura capaz de dificultar a
passagem de grandes particulas sélidas (HASLER, 1995; QUIGLEY, 2000).
Geralmente, 0 que se observa é que estas particulas, incluindo-se as formas
farmacéuticas sélidas convencionais, ndo sao esvaziadas do estémago durante o
periodo de atividade digestiva (COUPE et al., 1991).

A fase |, conforme ilustrado na figura 2 € um periodo de 30 a 60 min de
relativa inatividade, durante o qual ocorrem apenas contracdes esporadicas. O
aumento no nimero de contragdes acontece na Fase Il, a qual tem um periodo de
duragao similar ao da fase I. A Fase Ill apresenta um periodo de 10 a 20 minutos
de contragbes intensas, ritmicas e oclusivas, que se propagam do antro gastrico
até o piloro, fazendo com que o piloro se abra na base, removendo assim
qualquer material residual presente no estébmago (RAO; SHULZE-DELRIEU,
1993).

Durante esta fase ocorre o esvaziamento gastrico de grandes particulas
sélidas e dos restos alimentares ndo digeridos. A fase IV consiste em um periodo
de transicdo entre a atividade vigorosa da fase lll e a inatividade da fase I. As
ondas contrateis do CMM propagam-se distalmente, a partir do estdmago até o
ileo terminal, e sdo interrompidas com a ingestdo de alimento (GIELKENS et al.,
1998).

Portanto, o estado prandial é um dos fatores que podem influenciar a
motilidade e o esvaziamento do conteddo gastrico, devendo ser considerado na
administracdo oral de farmacos contidos em formas farmacéuticas sdlidas
(COUPE et al., 1991; EWE et al., 1991; CECIL et al., 1999; SINGH, 1999).

Além disso, como parte do processo fisiolégico da digestdo, o contetudo

gastrico recebe uma forga maxima do movimento peristaltico, especialmente na
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regido distal. Isto significa que uma forma farmacéutica sélida estard submetida a
acao mecanica da parede gastrica que podera provocar sua ruptura (KAMBA et
al.,, 2003). A forca mecanica destrutiva que a parede gastrica aplica sobre as
formas farmacéuticas sélidas interfere com a desintegracdo e,

conseqlientemente, com a dissolucao do farmaco.

1.2 Motilidade Intestinal e colonica

Estudos verificaram que o tempo de transito de uma forma farmacéutica é
um parametro importante para a liberacado de farmacos e constataram que o
tempo de transito de uma forma farmacéutica sélida através do intestino delgado
€ mais consistente, isto é, varia menos do que em relagdo ao tempo de
esvaziamento gastrico (COUPE et al., 1991; DAVIS et al., 1986a; DAVIS; HARDY;
FARA, 1986b; KHOSLA; FEELY; DAVIS, 1989).

Assim como ocorre no estdbmago, a motilidade intestinal exibe padroes
distintos durante o jejum e o periodo pés-prandial. No jejum, a atividade motora é
ciclica e definida pelo CMM, sendo interrompida com a ingestdo do alimento
(BASILISCO; PHILLIPS, 1993; THOMSON et al., 2003).

Entretanto, geralmente, o transito da maioria das formas farmacéuticas
através do intestino delgado é relativamente constante, até mesmo quando sao
administradas com alimento. O tempo de transito médio, tanto de pellets como de
comprimidos, € de 3 a 4h (FRIEND, 1998; RUBINSTEIN, 1995).

Similarmente ao que acontece em outros segmentos do TGl, a motilidade
colénica também é modulada pelo estado prandial (O’'BRIEN; PHILLIPS, 1996).

No que concerne a motilidade, o colon apresenta uma motilidade propulsiva forte
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e prolongada, além de um potencial de forcas destrutivas que aumentam da
regido proximal para a distal (CHOURASIA; JAIN, 2003; SHAMEEN et al., 1995).
O transito colbnico mostra-se significativamente variavel, sendo
influenciado por fatores, como a dieta e determinadas doencas (FREXINOS;
DELVAUX, 1993), além do tipo de forma farmacéutica. Em relagdo a forma
farmacéutica, é vantajoso formular sistemas multiparticulados em detrimento de
comprimidos, quando o alvo para liberacdo de farmacos for o célon, devido a
lentiddo de transito destes sistemas (ASGHAR; CHANDRAN, 2006; FREIRE et

al., 2006B WILDING et al., 2001).

1.3. Valores de pH nas diferentes regioes do TGl

O pH dos fluidos varia consideravelmente ao longo do TGl. O fluido
gastrico € muito acido, apresentando, normalmente, pH na faixa de 1 a 3,5 em
pessoas saudaveis e em jejum. Apds a ingestdo de alimentos, 0 suco gastrico €
tamponado para um pH menos &cido, dependendo da composi¢gdo do alimento.
Os valores usuais de pH géstrico, observados apds a ingestdo de alimentos,
encontram-se na faixa de 3 a 7. Dependendo da quantidade de alimento ingerido,
0 pH gastrico retorna aos valores de acidez, préprios do estado em jejum, apés 2
a 3 h. Dessa maneira, somente as formas farmacéuticas ingeridas com, ou
imediatamente apds, os alimentos é que encontram esses valores elevados de pH
(EVANS, 2000).

O pH intestinal apresenta valores maiores que o pH gastrico, devido a
neutralizagdo do acido gastrico pelo bicarbonato secretado pelo pancreas dentro

do intestino delgado. Observa-se um aumento gradual do pH ao longo do intestino
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delgado, do duodeno até o ileo. A tabela 1 resume alguns valores relatados na
literatura para o pH do intestino no estado de jejum e apds a ingestao de

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

Tabela 1. Valores de pH do intestino delgado de seres humanos sadios, nos

estados de jejum e ap6s alimentacao (Fonte: GRAY; DRESSMAN, 1996).

Local pH em jejum pH apds alimentagao
Duodeno médio e distal 49-64 51-5,4
Jejuno 44-6,6 52-6,2
fleo 6,5—7,4 6,8-7,5~8,0

O pH diminui novamente no célon, a medida que as enzimas bacterianas,
as quais estao localizadas na regido colbnica, desdobram os carboidratos nao
digeridos em &cidos graxos de cadeias curtas, os quais levam o pH do cdlon para,

aproximadamente, 6,5 (CORA, 2004).

1.4. Volume de Fluido

Gotch e colaboradores (1957) mediram o volume de fluido pos mortem
(Tabela 2) e o total de 4gua presente no cdélon foi medido por Cummings e
colaboradores (1990). Estes autores relatam valores médios de 118 mL no

estbmago, 212 mL no intestino delgado e 187 mL no intestino grosso
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(CUMMINGS et al., 1990; GOTCH et al., 1957). Embora os fluidos gastrintestinais
sejam essenciais para os processos de desintegracdo, dispersao, dissolugdo e
absor¢cdo das formas farmacéuticas orais, na maior parte das vezes sao
ignorados pela literatura, ndo sendo levados em conta em analises in vitro em
projetos de desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada.

Nos ultimos anos, Schiller e colaboradores quantificaram o liquido livre, isto
€, quantidade de agua nao vinculada a digestao, na regido intestinal, usando
ressonancia magnética, e constataram que o teor de agua livre no limen intestinal
nao estd homogeneamente distribuido e que, na verdade, existem bolsées de
liquidos (SCHILLER et al., 2005).

Baseado nesta informacao, o processo de desintegracao de um sistema de
liberagao estaria relacionado ao fato da forma farmacéutica estar ou ndo em um
destes bolsées. Uma grande variacao foi demonstrada, como, por exemplo, que
um sistema de liberacdo modificada pode ser exposto a qualquer volume entre 1

a 100 mL de agua livre na regiao colénica (SCHILLER et al., 2005).
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1.5. Composicao dos fluidos

O volume total de fluido ndo é o Unico fator influente no processo de
dissolugao; deve-se considerar também a composi¢éo do fluido em questéao.

A composicao dos fluidos gastrintestinais € complexa, dindmica e flutuante
(Tabela 2), o que contrasta com as simples solugdes acidas e solugbes tampao
fosfato preconizadas pelas farmacopéias para as analises in vitro de liberagao de
farmacos.

Tem sido documentado que as taxas de dissolucdo para farmacos
ionizaveis, (AUNINS et al., 1985; MOONEY et al.,, 1981; OZTURK et al., 1988;
RAMTOOLA; CORRIGAN, 1989) veiculados em formas farmacéuticas com
revestimentos entéricos (OZTURK et al., 1988) sao influenciadas pela

composicao e capacidade tampéao dos fluidos.

Tabela 2. Composicao dos fluidos do TGl
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Intestino :
R Intestino
Estémago Delgado Grosso
Duodeno Jejuno ileo Célon proximal g?sltoarll
Volume c:zil;udo total PM 118 + 82" 212+ 110" 1872
. . PP 54 +41* 11+26
Volume ‘z;ﬂ;"“ livre J 45+ 18 105 + 72* 13112
7
Tensio superficial (MNM™) 333;'t4;gs 32,3° 287417
8+0,1
Concentragio de sais PP 0.06° 11,2° 2+0,27 5-10°
biliares (mM) J 0,2+0,2"° 1,57-5,1" 29+29"
0,8-5,5"
Taxa de fl=1xo 1B1|I2|ar(|.le|n 15-15
Producéo de acido BM 61»-450
(mEq/h)*
Fosfolipideos (mM)® PJP oeéi;%?n
pH™ 1,0-25 66205 7,5+05 6,4+0.6 7,0+0,7
— — 5
N"’e('glfl‘j/;;ﬁ?'as 1x10° 1x10% 1 "12)9 T 1x1011-10%
Potencial redox (mV)™® 65,6897 oo 415+73 9g0
619,20 40|é 0
Bicarbonato (mM) 67" 8.0? 30?" 30%

Fosfato (mM)

Potassio (mM) 13,4£3,0" 54x21° (7 o
Sédio (mM) 68 +29' 142 +13° 140 +6? P
Cloro (mM) 102 + 28" 126 + 19" 11252‘i g’?ﬁ
Calcio (mM) 0,6 +0,2" 0,5+0,3" 4,2% 21 +52%

Magnésio (mM) 2,8 741,17

Forga i6nica (mM) 00(’)125110 (()) :)?i%
Capacidade tamponante PP 14 -28° 18 - 30° 2,4-28°

(mmol/L/unid. pH) J 7-186 5,6';4-13" 2,97
Acidos graxos de cadeia

curta (mmol)zs PM 13+6 131 +9 80 £ 11
Inter —
digestivo 100 — 1502627 2-565 U/g
. Pés prandial 27-29, material fecal
Amilasa (U/mL) L 150 - 300 :
inicial 150 — 3002729 (amilase
Pés prandial bacterial)®'
tardio
Inter — 100 —
digestivo 400772830«
. Pés prandial 400 -
Lipase (U/mL) inicial 150022630+
Pés prandial 400 -
tardio 1000772830+
Inter — 27-29
digestivo %%:?%Oze,
Tripsina (U/mL) Pés prandial 20,32
inicial 500 —
Pés prandial 1500272932«
tardio
Volume de gas (mL)® 36+ 12 43 182 + 26~

Notas: PM = p6s morte, BM = basal maximo; PP = p6s prandial; - indica que o dado ndo foi encontrado; * valor que representa todo o intestino delgado, Ou

nenhuma diferenciagdo foi feita no estudo; ~ indica os valores para todo o c6lon; # representa os valores para o duodeno e jejuno; + este cilculo foi relatado

em relagdo a uma referéncia de 206 mL, mas os resultados dos cdlculos mostram um média de 212 m.

'Gotch et al. (1957); Cummings et al. (1990); *Schiller et al. (2005); *Efentakis and Dressman (1998); *Pedersen et al. (2000); ®Kalantzi et al.

(2006a);"Persson et al. (2005); *Rhodes et al. (1969); *Northfield and McColl (1973).; '°Lindahl et al. (1997); ''Perez de la Cruz Moreno et al.

(2006); ®Martinez et al (2002); "*Selen (1991); "“Evans et al. (1988); '°Simon and Gorbach (1984); "®Bernhardt and Knoke (1997).""Stirrup et

al. (1990); ®Repishti et al. (2001); "°Phillips and Summerskill (1966); Phillips and Summerskill (1967); #'Banwell et al. (1971); 2Wrong et al.

(1965); **Phillips and Giller (1973); *Fadda and Basit (2007); 2Cummings et al. (1987); *Holtmann et al. (1996); “’Keller and Layer (2005);

2Bozkurt et al. (1988); **Braganza et al. (1978); PKeller et al. (1997); *'MacFarlane and Englyst (1986); *DiMagno et al. (1977); *Mearin

et al. (2006).
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2. DIRECIONAMENTO DE FARMACOS PARA O COLON

Atualmente, a liberacdo especifica de farmacos no célon é considerada
uma importante alternativa para o tratamento de graves doencas col6nicas, como
a doenga de Crohn, colite ulcerativa, carcinomas e infecgbes. Por este motivo,
sistemas que levem a absorgdo especifica na regido colbnica oferecem
interessantes possibilidades para o tratamento ndo somente destas doencgas
cronicas do célon, mas também de doengas susceptiveis ao ritmo diurno, tais
como asma, artrite, inflamagéo (ASFHORD; FELL, 1994).

A liberacdo colbnica de farmacos, historicamente, esta associada a
administracao local de derivados salicilados no intestino grosso para o tratamento
de doencas intestinais inflamatérias, principalmente da colite ulcerativa.

Em contraposicao a liberacao no intestino delgado, a liberacéao direcionada
para o intestino grosso parece, a principio, sem sentido, quando se pensa na
pequena area de absorcdo a disposicdo e nas fortes propriedades de barreira
desse compartimento inferior do intestino.

Entretanto, o célon é rico em vasta microbiota, cuja atividade enzimatica
pode ser utilizada como ferramenta para a hidrélise da matriz polimérica liberando
desta maneira o farmaco. A atividade enzimatica proteolitica € menor do que a do
estbmago ou do intestino delgado, evitando desta maneira a hidrélise de farmacos
peptidicos nessa regido. A lentiddo do transito colénico prolonga o tempo de
retencao das formas farmacéuticas, propiciando uma excelente oportunidade para
a absorcao de farmacos com acéo sistémica ou especifica na mucosa (KINGET et

al., 1998; CORA et al., 2005).
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Segundo Kinget e colaboradores (1998), alguns fatores que afetam a

absorgao de farmaco no célon sao:

a) caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, como o pKa e o grau de ionizacao;
b) tempo de residéncia colbnica;

c) degradacao pelas enzimas bacterianas;

d) ligagao seletiva ou ndo-seletiva a mucosa;

e) acao fisiol6gica local do farmaco;

f) presenca ou ndo de enfermidade no célon e

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

bioadesivos.

O desenvolvimento de formas farmacéuticas especificas para o intestino
grosso deve ser visto como um desafio tecnoldgico, ja que estes sistemas de
liberacdo si&o complexos e estdo submetidos as mudangas graduais e
progressivas a partir do estbmago até o ileo terminal, porque o medicamento deve
passar intacto pelo estdbmago e pelo intestino delgado, liberando o farmaco
somente no intestino grosso (CHOURASIA; JAIN, 2003).

Para a liberagdo colénica de farmacos, além de se levar em conta a
composicao dos fluidos, o volume dos fluidos e a variacdo de pH ao longo do TG,
devem ser considerados, também, o tempo de esvaziamento gastrico, o tempo de
trAnsito no intestino delgado e quais os fatores que podem modificar estes
parametros (CORA et al., 2005).

Antes de alcancar o colon, as formas farmacéuticas devem passar pelo

estdbmago e por mais de 6m do intestino delgado. O pH do trato gastrintestinal
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aumenta gradativamente do estémago (pH 1,5-3,0) ao ileo (pH 7,0-8,0) (Tabela
3).

Em virtude da localizagao distante do c6lon no TGl, o sistema de liberagéo
cblon especifico deve evitar a liberacdo do farmaco no estbmago e intestino
delgado e permitir a liberagcdo na regido colbnica. Isso requer um elemento
desencadeante no sistema capaz de responder as mudancas fisiologicas do
célon.

De uma maneira geral, as mudancas fisioldgicas ao longo do TGl podem
ser caracterizadas pela reducao na atividade enzimatica, motilidade, conteudo
fluido e aumento do pH. Essas mudangas graduais nos parametros fisiol6gicos
nao sao suficientes para que os elementos desencadeantes promovam uma
mudanca repentina no desempenho de um sistema de liberagdo culminando na
liberagdo célon especifica. No entanto, a presenca da microbiota especifica do
cbélon e um aumento do pH sdo as excecdes exploradas como componentes

desencadeantes dessa liberacdo (YANG et al., 2002).

35



Fundamentos Tedricos

Tabela 3. Caracteristicas anatdémicas e fisiologicas do TGl

Caracteristica das diferentes regides do trato gastrintestinal

Regiao comprimento (cm)
Trato gastrintestinal inteiro 500-700
Intestino delgado:

Duodeno 20-30
Jejuno 150-250
ileo 200-350
Intestino grosso:

Cécum 6-7
Colon ascendente 20
Célon transverso 45
Colon descendente 30
Célon sigmoide 40

Reto 12
Canal anal 3

Diametro interno (cm)

Intestino delgado 3-4
Intestino grosso 6

pH
Estdbmago:
Em jejum 1,5-3,9
Pés-prandial 2,0-5,0
Intestino delgado:
Duodeno (em jejum) ~6,1
Duodeno (alimentado) ~5,4
lleo ~7,0-8,0
Intestino grosso:
Cécum e célon 5,5-7,0
Reto ~7,0

Fonte: VANDAMME et al., 2002.

Cinco estratégias tém sido propostas para direcionar a liberagdo para o

célon: pro-farmacos, sistemas pH e tempo dependentes, sistemas baseados na
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pressdo intraluminal e sistemas ativados pela microflora (LEOPOLD, 1999;
GUPTA et al., 2001a; SINHA; KUMRIA, 2001; SINHA; KUMRIA, 2002; SINHA et
al., 2004). Um resumo dessas estratégias, do mecanismo desencadeante da
liberacdo correspondente e das caracteristicas inerentes esta descrito no Quadro

1 (YANG et al., 2002).

Quadro 1. Resumo das estratégias de liberacao célon especifica

o Mecanismo desencadeante da .
Estratégia _ B Comentarios
liberagéao

Quebra da ligagdo entre o | Pré-farmaco possui especificidade
farmaco e o carreador via | local. Entretanto, serd considerado
reducdo e hidrolise efetuadas | como nova entidade quimica no
Pro-farmacos por enzimas oriundas das | aspecto regulatério. Até agora essa
bactérias do coélon. Enzimas | abordagem tem sido principalmente
tipicas incluem: azoredutase, | voltada para o tratamento de

glicosidade e glucuronidase. doengas inflamatérias do célon.

Combinagdo de polimeros de | A liberagdo do farmaco em local

) solubilidade dependente do pH | especifico é imprevisivel, devido a
Sistemas pH ) i o . o
capaz de liberar o farmaco | variagdo inter e intra individual e a
dependentes o ) )
devido as mudangas de pH ao | semelhanca do pH entre o intestino

longo do trato gastrintestinal. delgado e o colon.

O inicio da liberagcdo do | Embora o tempo de transito no
farmaco esta alinhado com o | intestino  delgado seja  mais
posicionamento do sistema no | constante, a alta variagdo do tempo
célon, o qual foi formulado | de retencdo gastrica torna dificil a
baseado na simulacdo do | previsdo do local exato de liberagao
) tempo de transito pelo TGI | do farmaco por esse sistema. Deve-
Sistemas Tempo ) ) )
superior. se considerar ainda que seu
dependentes
desempenho possa ser
significativamente  afetado  por
condigbes fisiopatolégicas
associadas ao trato gastrintestinal,
as quais alteram o tempo de

transito.
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Sistemas ativados pela

microflora

Fermentagéo de
polissacarideos pelas bactérias
anaerdbicas do cdélon. Os
polissacarideos  tém  sido
incorporados no revestimento
ou utilizados como
componentes dos sistemas de
liberagéo

Essa estratégia ¢é altamente
promissora porque 0s
polissacarideos nao amilaceos
somente podem ser degradados no
colon. Deve ser destacado que a
degradagao enzimatica de matrizes
polissacaridicas € um processo
lento. Geralmente sdo necessérias
mais de 12h para que ocorra a
degradagao completa.

Sistemas baseados na
pressdo intraluminal da

regido colodnica

Baseia-se na presenga de
ondas peristélticas vigorosas
gque ai ocorrem e que
conduzem a um aumento da
pressao intraluminal. As
formulagbes designadas de
PCDCP® (“Pressure control colon
delivery capsule”), consistem
em capsulas cuja liberagao
especifica no  colon é
controlada pela pressao.

O conhecimento sobre esta fase de
pressdo aumentada é muito
limitado, no que respeita a sua
reprodutibilidade e duragdo. Na
realidade, pensa-se que as maiores
ondas peristalticas surgem, apenas,
uma a duas vezes por dia de
acordo com um ritmo circadiano
pelo que a reprodutibilidade destes
sistemas pode constituir uma séria
limitagdo ao seu uso (Yang, Chu,
Fix, 2001).

Fonte: Adaptado de YANG et al., 2002.

A microbiota € cada vez mais reconhecida como principal desencadeante

da liberagdo do farmaco de sistemas célon especificos, uma vez que o aumento

repentino da populagéo bacteriana e das correspondentes atividades enzimaticas

no colon representa um evento nao continuo, independente do tempo de transito,

no TGIl. Da mesma forma, esses sistemas degradaveis pela microflora nao

apresentam os mesmos inconvenientes que o sistema pH dependente e, assim,

exibem um maior grau de especificidade em relagdo ao célon (SINHA; KUMRIA,

2001; YANG et al., 2002).

As enzimas colbnicas sdo capazes de decompor uma variedade de

polissacarideos presentes na dieta, que nao sao afetados pelo estémago ou pelo
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intestino delgado. Estes polissacarideos atéxicos e biodegradaveis tém a
capacidade de carrear farmacos especificamente para o célon (KUMRIA, 2001;
SEMDE et al., 2000).

Rubinstein e colaboradores. (1993) demonstraram a eficacia da PC, do
pectinato de calcio e do sulfato de condroitina como carreadores para vetorizacao
de farmacos para o coélon. Formulagdes contendo PC foram analisadas, usando-
se enzimas pectinoliticas e estudos de gama cintilografia in vivo, sendo
constatado que, ao alcancarem o célon ascendente, estas formas farmacéuticas
tiveram seu revestimento degradado por acao enzimética (KRISHNAIAH et al.,
1998; SEMDE et al., 2000; MACLEOD; FELL; COLLET, 1999).

Uma das formas de se desenvolver um sistema coélon especifico, cujo
mecanismo desencadeante da liberagdo seja a microbiota, estd baseada no uso
de polissacarideos (VANDAMME et al., 2002). Polissacarideos naturais
permanecem indigestos no estbmago e no intestino delgado e s6 sdo degradados
pela vasta microflora anaerébica do célon (SINHA et al., 2004). Formas
farmacéuticas baseadas no uso desses polimeros parecem ser promissoras.
Primeiramente, pela sua auséncia de toxicidade e de seus produtos de
degradacdo. Depois, a microbiota ndo apresenta muitas modificacbes e
permanece qualitativamente similar de um individuo para o outro.

Varios materiais de revestimento, objetivando a liberacdo colbnica, vém
sendo desenvolvidos, devido a necessidade de novos polimeros para uso
farmacéutico. Polimeros acrilicos apresentando intumescimento e propriedades
de dissolucdo pH-dependentes, como o Eudragit® S, sdo comuns no

delineamento de sistemas de liberagcado de farmacos para o célon. Polimeros que
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formam uma barreira protetora fina de hidrogel, como a hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), também podem ser usados para essa finalidade (RUBINSTEIN, 1995).

Os sistemas com revestimentos gastrorresistentes sdo os mais utilizados
para a liberagdo coldnica e constituem a maioria das formulagbes comerciais
disponiveis. Entretanto, a grande desvantagem destes sistemas é que uma
grande quantidade de farmaco pode ser liberada no intestino delgado antes de
alcancar o colon, isto porque a diferenca de pH entre o intestino delgado e o colon
nao é muito pronunciada, sendo, portanto, estes sistemas de liberacao incapazes
de, sozinhos, terem controle sobre a liberacdo do farmaco (SINHA; KUMRIA,
2003).

Sistemas multiparticulados sao os que apresentam melhor distribuicao no
célon, em razdo do menor tamanho de suas particulas, levando a uma melhor
absorcao do farmaco e, portanto, maior eficiéncia no tratamento da doenca
(FERNANDEZ-HERVAS; FELL, 1998). Devido a maior superficie de contato
destes sistemas a degradacido enzimatica bacteriana, a liberacdo do farmaco
ocorrera mais rapidamente. Tais sistemas atravessam a jungado ileo-cecal de
forma mais reprodutivel do que as formas unitarias, como os comprimidos. Uma
vez que o transito colénico de particulas pequenas € mais lento, a administragéo
oral de farmacos em sistemas multiparticulados pode aumentar seu tempo de

residéncia no colon (KAKOULIDES; SMART; TSIBOUKLIS, 1998).

3. POLISSACARIDEOS BIODEGRADAVEIS

Os polimeros degradaveis por bactérias utilizados nos sistemas de

liberagéo célon especificos protegem o farmaco de ambientes como o estémago e
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o0 intestino delgado e sdo capazes de carrea-lo até o célon. Ao alcangar o célon
esses polimeros sdo assimilados pelos microrganismos ou degradados por
enzimas ou tém sua cadeia polimérica hidrolisada, fatos que os conduzem a
reducao do peso molecular e, assim, perda da forca mecanica. Desse modo,
tornam-se incapazes de reter o farmaco por mais tempo (SINHA, KUMRIA, 2001).

Tais polimeros biodegradaveis tém sido empregados (a) como uma
conexao para formar pro-farmacos, (b) como material de revestimento ou (c)
como um meio para envolver o farmaco em suas matrizes ou hidrogéis (SINHA,
KUMRIA, 2001; VANDAMME et al., 2002).

Polimeros naturais, isto €, polissacarideos, das mais diversas origens: de
alga (ex.: alginatos), de planta (ex.: pectina, goma guar), de microrganismos (ex.:
dextrana, goma xantana), de animais (quitosana, condroitina), sdo considerados
bons carreadores de farmacos para o célon, pois atuam como substratos para
bactérias ali presentes, além de apresentarem propriedades de intumescimento,
formacao de filme, biocompatibilidade e biodegradacao (SINHA, KUMRIA, 2001).

A sugestdo do uso de polissacarideos no direcionamento de sistemas de
liberacdo de farmacos esta baseada na abundancia dos mesmos, por ser
facilmente encontrados, terem custo baixo e serem disponiveis em uma ampla
variedade de estruturas e, consequentemente, de propriedades. Podem ser
facilmente modificados quimica e bioquimicamente, sido altamente estaveis,
seguros, nao toxicos, hidrofilicos, formam gel, além de serem biodegradaveis
(BHARDWAJ et al., 2000; SINHA, KUMRIA, 2001; SINHA et al., 2004).

Problema relacionado ao uso dos polissacarideos corresponde a sua

elevada hidrossolubilidade, a qual pode ser modificada. No entanto, ndo deve ser
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esquecido que a biodegradacao desses polimeros deve ser mantida (SINHA
KUMRIA, 2001).

Entre os polissacarideos que apresentam potencial para liberagéo col6nica
citados na literatura estdo: a quitosana, a pectina, a ciclodextrina, a dextrana, a
goma guar, a inulina e a amilose. (BHARDWAJ et al., 2000; SEMDE et al., 2000;
et al., 2000; SINHA, KUMRIA, 2001).

Polimeros produzidos naturalmente, como celulose, amido, QS, PC e AL,
representam materiais biodegradaveis, com baixa toxicidade e de baixo custo.
Eles vém sendo muito usados como excipientes em muitas formulagbes
farmacéuticas ha varias décadas (BERNKOP-SCHNURCH, 2000).

A possibilidade de decomposi¢do enzimatica destes polimeros por acao
das enzimas colbnicas, principalmente pelas glicosidases, torna possivel a sua
aplicagdo como suporte para formas farmacéuticas de liberacao colénica de

farmacos (CHOURASIA; JAIN, 2003; SINHA; KUMRIA, 2003).
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3.1. Quitosana (QS)

A QS (Figura 03) é um polissacarideo obtido da reagdo de desacetilagdo
da quitina em solugdes alcalinas (DENKBAS et al., 2002; CHANG; LIN, 2000).
Durante a reagao de desacetilacédo, os grupamentos acetamido (-NHCOCHS3) da
QN sao transformados, em graus variados, em grupos amina (—-NH2), dando
origem a QS (KIMURA, 2001).

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

da quitosana em muitas de suas aplicagdes (CANELLA; GARCIA, 2001).

CH OH CH
0 Q Q /
OH HO HO
e '

Figura 3. Estrutura molecular da Quitosana.

A QN é praticamente insoliuvel em &gua, acidos diluidos, alcalis
concentrados e na maioria dos solventes organicos (KIMURA, 2001; SANTOS et
al., 2003).

A QS é insoluvel em agua e sollvel na maior parte dos acidos organicos,

como &cido acético, férmico, citrico, além de &cidos inorganicos, como acido
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cloridrico diluido, resultando solugdes viscosas (MATHUR; NARANG, 1990;
SANTOS et al., 2003).

A solubilidade da QS esta relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados (-NH3+) na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade destes
grupos, maior a repulsdo eletrostatica entre as cadeias e também maior a
solvatacdao em agua (SANTOS et al., 2003).

A QS comporta-se como um polieletrélito catibnico moderadamente basico
(pKa = 6,3), formando sal com &cidos (PETER, 1995), propriedade que a torna
mais adequada que a celulose, a qual, para exibir propriedades de troca ibnica,
precisa ser convertida em derivados contendo grupamentos quimicos
apropriados. Além disso, a presenga de grupos amino primarios na QS oferece
maiores possibilidades de modificagbes, tais como N-acilagcdo e N-alquilagao
(RATHKE; HUDSON, 1994; ZHAO et al.,, 2003) e complexagdo com outros
polieletrélitos, como alginato, pectina (PC), dextrana e outros (GAMZAZADE;
NASIBOV, 2002).

E um polimero hidrofilico ndo téxico (DL: dose letal em ratos 16g/kg),
biodegradavel, biocompativel, bioativo e possui propriedades bactericidas
(DENKBAS et al.,2002; KAS, 1997; CHANG; LIN, 2000; PINEDO; DELGADO;
DELLAMARY, 2001; KHOR; LIM, 2003; CERVERA et al., 2004)

Algumas propriedades biolégicas tais como atividades antimicrobianas e
cicatrizantes, tém sido atribuidas aos fragmentos (oligossacarideos) resultantes
da degradacao enzimatica da QS.

Atualmente a QS esta despertando muito interesse para aplicacoes
médicas e farmacéuticas. As principais razdes para esta atengado crescente sao

certamente  suas interessantes  propriedades intrinsecas, como a
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biocompatibilidade, que permite seu uso em vérias aplicagdes médicas. Além
disso, a QS é metabolizada por certas enzimas, especialmente a lisozima, sendo,
por isso, considerada biodegradavel (BERGER et al., 2004).

Algumas das aplicagbes da QS na area de biomateriais sdo: manufatura de
lentes de contato, membranas artificiais, pele artificial, engenharia de tecidos,
aplicacdes ortopédicas e periodontais e veiculacdo de farmacos e DNA.

A QS tem se mostrado promissora na preparacao de sistemas carreadores
para liberacado colénica de farmacos (SHIMONO et al., 2002), sendo degradada
pelas enzimas glicosidicas presentes no colon. Essas enzimas sao responsaveis
pela hidrélise de di-, oligo- e polissacarideos e sao secretadas por bactérias
anaerobicas no célon humano, predominantemente Bacteroides e Bifidobacteria.

Zhang e Neau (2002) estudaram a degradacao enzimatica de amostras de
QS através de testes com enzima comercial e enzimas presentes no contetdo
fecal de ratos. Os resultados mostraram que as amostras de QS foram
degradadas pelos dois tipos de meios enzimaticos utilizados e que a degradagao
€ dependente da massa molecular e do grau de desacetilacdo do polimero.

Particulas de QS, incluindo ndo s6 microparticulas e microesferas, mas
também os chamados beads, podem ser preparadas por diversos métodos, tais
como geleificacao ionotrdpica, extrusdo-esferonizacdo, evaporacdo de solvente,
emulsdo multipla, spray-drying e coacervacao-precipitacdo, podendo ser usadas
também para o revestimento de microcapsulas (LUCINDA-SILVA, 2003).

Estudos avaliando a liberacao coldnica in vitro de uma proteina-modelo,
albumina de soro bovino-isotiocianato de fluoresceina, incorporada em sistemas
multiparticulados de QS preparados por geleificagao ionotropica com tripolifosfato,

mostraram que as particulas foram completamente degradadas por enzimas
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presentes no conteudo cecal de ratos, resultando na liberagdo rapida da proteina

(ZHANG; NEAU, 2002).

3.2. Pectina (PC)

A pectina € o componente mais importante na unido das paredes celulares
das plantas e frutas. E um polissacarideo natural extraido da parede celular de
plantas superiores. Sua principal fonte é o0 bagagco da magéa e as cascas de frutas
citricas. A composicao varia com a fonte e condicées de extracao, localizacao e
outros fatores ambientais. Sao polimeros predominantemente lineares, formados
principalmente por residuos de acido a-(1,4)-d-galacturénico interrompidos por
residuos 1,2 I-raminose (Figura 4) (RUBINSTEIN et al., 1993; THAKUR; SINGH;
HANDA, 1997; AHRABI, et al., 2000; CHOURASIA; JAIN, 2003).

O grau de esterificacdo (DE), que € expresso como porcentagem dos
grupos carboxilicos esterificados, € um importante dado para classificar a PC. A
PC com baixo grau de metoxilagdo (com DE < 50%) forma géis rigidos pela
interagcdo com ions calcio ou cations bivalentes, que reticulam as cadeias do 4cido
galacturénico (Figura 05) (SRIAMORNSAK; NUNTHANID, 1999; FRIEND, 2005).

Estudos in vitro demonstraram que o uso da pectina com alto grau de
metoxilas, quando aplicada como camada de revestimento de comprimidos
destinados a liberagdo col6nica, foi capaz de proteger a forma farmacéutica
durante ensaios simulando o meio gastrintestinal, permanecendo susceptivel ao

ataque enzimético (CHOURASIA; JAIN, 2003).
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Figura 4. Estrutura quimica de unidades da PC

Entretanto, estudos in vivo demonstraram que era preciso a formagéao de
uma camada de revestimento espessa para proteger a forma farmacéutica. Por
isso, houve a necessidade do desenvolvimento de alguns derivados de PC menos
soluveis em agua, mas que permanecessem com a capacidade de serem
degradados pela flora colénica (CHOURASIA; JAIN, 2003).

Na PC obtida de fontes naturais a metoxilacdo dos grupos carboxilicos
pode chegar a 60%, sendo conhecida como PC de alto grau de metoxilacdo. A
PC de baixo grau de metoxilacdo € obtida por desesterificacdo parcial via
métodos enzimaticos ou quimicos, este Ultimo empregando solugdes acidas ou
alcalinas (THAKUR; SINGH; HANDA, 1997).

A desesterificacdo alcalina, utilizando solugéo alcodlica de ambnia, leva a
formagédo de PC de baixo teor de metoxilas contendo grupos amidicos e séo
denominadas PC amidadas, sendo preferencialmente utilizadas quando se deseja

a formagao de gel com ion célcio ou poliions (LUCINDA-SILVA, 2003)
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As PCs amidadas sao mais tolerantes a variagées de pH e a niveis de
calcio do que as PCs convencionais, tornando-as, assim, mais interessantes para
serem utilizadas em sistemas de liberagéo col6nica (SINHA; KUMRIA, 2003).

O pH basico favorece a geleificacdo de PCs de baixo grau de metoxilacao,
visto que os grupos carboxilicos livres foram complexados com ions calcio
presentes no meio (Figura 5). A caracteristica fisica do gel & conseqiiéncia da
formacdo de uma estrutura tridimensional, resultante da reticulagdo (DEBON;

TESTER, 2001; THAKUR; SINGH; HANDA, 1997).

OH
OH COO"

Figura 5. Representacao da ligacao de calcio as seqiéncias de poligalacturonato

da cadeia da PC (DEBON; TESTER, 2001).

Por causa de suas propriedades de formacao de filme, os derivados da PC
pouco soluveis em agua, tais como pectinato de calcio ou PC amidada, sao
usados para revestimento por compressao. A penetragdo do fluido intestinal no
revestimento de PC modificada pode ser alcancada por geleificacdo e a
degradacao polimérica depende do seu grau de hidratacdo (LUCINDA-SILVA,

2003).
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Leopold (1999), visando obter menor espessura de revestimento,
descreveu um complexo interpolimérico, consistindo de PC:QS (1:10) com uma
solubilidade muito baixa em agua.

Hidrogéis de pectinato de célcio sao estaveis em pH baixo, porém
intumescem em solugcdes levemente basicas. O pectinato de calcio tem sido
avaliado como revestimento hidrofilico insolavel para liberacdo sustentada pelo
processo de geleificacao ionotropica. Testes realizados com beads de gel de
pectinato de célcio utilizados como carreadores para indometacina e preparados
pelo método de gelificagdo ionotrépica mostraram que a liberagdo do fa&rmaco foi
influenciada pelo tipo de PC, pelo agente reticulante usado e pelo teor de farmaco
(SRIAMORNSAK; NUNTHANID, 1999).

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

que o revestimento contendo somente PC.

4. POLIMEROS GASTRORRESISTENTES

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

alcalino da juncgéao ileocecal (CHOURASIA, JAIN, 2003).
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Os sistemas pH-dependentes aproveitam-se do aumento progressivo de
pH do trato gastrintestinal a partir do estébmago, intestino delgado, local da
digestdo, aumentado no ileo distal e possibilitam retardamento da liberagéo e
maior protecao do principio ativo dos fluidos gastricos (FRIEND, 2005). Os

limiares de pH de polimeros gastrorresistentes estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2. Limiares de pH de polimeros gastrorresistentes mais usados

Polimeros Limiar de pH
EudragitR L100 6,0
EudragitR S100 7,0
EudragitR L-30D 5,6
EudragitR FS 30D 6,8
EudragitR L100-55 55
Polivinilacetato ftalato 5,0
Ftalato de hidroxipropilmetil celulose 4,5-4.8
Ftalato de hidroxipropilmetil celulose 50 5,2
Ftalato de hidroxipropilmetil celulose 55 5,4
Acetotrimeliato de celulose 4,8
Acetoftalato de celulose 6,0

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

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

delgado, dissolvendo-se totalmente no célon (CIFTCIl; GROVES, 1996).
4.1. Acetoftalato de celulose (CAP)

O CAP é um derivado da celulose no qual metade dos grupos hidroxila esta
acetilada e 25% deles estéo esterificados com um de dois grupos &cidos, sendo
um deles o acido ftélico. O outro grupo acido ¢ livre (Figura 6).

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

DOELKER, 1993; ROWE et al., 2003).
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Figura 6. Estrutura molecular do acetoftalato de celulose (CAP)

O CAP também é um derivado de celulose, muito usado como
revestimento gastrorresistente de matrizes, comprimidos ou cépsulas, formando

filme resistente ao contato prolongado com o meio muito &cido do fluido gastrico,
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mas solubilizando no intestino. Sua complexagdo com outros polimeros torna-o
mais efetivo do que quando aplicado sozinho (ROWE et al., 2003).

O CAP é muito utilizado pela industria farmacéutica para formulagoes
destinadas a via oral, por ndo causar efeitos colaterais e por ndo ser téxico
(DOELKER, 1993).

A adicao de plastificantes aumenta sua resisténcia a agua e, dessa
maneira, torna-o mais eficiente do que quando usado sozinho (ROWE et al.,
2003).

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

(NEURATH et al., 2001).

5. SISTEMAS MULTIPARTICULADOS COMO FORMAS

FARMACEUTICAS ORAIS DE LIBERAGAO MODIFICADA

Os sistemas de liberacao controlada de farmacos para uso oral podem ser
divididos, basicamente, em dois grandes grupos: formas farmacéuticas unitéarias,
onde a dose nao esta dividida (ex.: comprimidos ou cdapsulas) ou formas
farmacéuticas multiparticuladas, em que a dose esta dividida em varias
subunidades de liberacao (pellets, granulos ou microparticulas/nanoparticulas)
(BODMEIER, 1987; GANDHI et al., 1999).

Resumidamente, os sistemas multiparticulados podem ser definidos como
formas farmacéuticas sélidas de uso oral constituidas de uma multiplicidade de

pequenas e discretas unidades, cada uma exibindo caracteristicas
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farmacotécnicas planejadas para propiciar a liberacao controlada do farmaco
(GANDHI et al., 1999).

Essas subunidades, por sua vez, podem ser veiculadas em capsulas
gelatinosas duras ou em comprimidos (nesse caso, geralmente associadas a
excipientes e submetidas a compressao), que desintegram rapidamente apés a
administracao, liberando as subunidades no TGl (COLLET; MORETON, 2005; DE
BRABANDER et al., 2000; EFENTAKIS et al., 2000, GANDHI et al., 1999).

Embora perfis de liberacdo similares possam ser alcancados a partir de
formas farmacéuticas unitarias ou multiparticuladas, essas Ultimas tém
despertado grande interesse por oferecem vdrias vantagens, principalmente
devido as melhorias na biodisponibilidade e na seguranca da liberagcdao do
farmaco (BODMEIER, 1997; CHARMAN; CHARMAN, 2002; GANDHI et al., 1999;
KRATZ et al., 2001; TORRADO; AUGSBURGUER, 1994; WAGNER et al., 1999).

Na verdade, os sistemas multiparticulados apresentam uma série de
vantagens tecnoldgicas e biofarmacotécnicas sobre as formas farmacéuticas
unitarias (CHARMAN; CHARMAN, 2002). Dentre as vantagens tecnolégicas,
pode-se citar a possibilidade de revestimento de cada uma destas subunidades,
por apresentarem a forma ideal para tal (GANDHI et al., 1999), possibilidade de
incorporacao de substancias incompativeis em uma mesma forma farmacéutica
(EFENTAKIS et al., 2000) e maior facilidade na obtengéo de diferentes dosagens,
ja que podem ser constituidos por associagbes de subunidades contendo o
farmaco e subunidades inertes (PEZZINI et al., 2007).

Embora as vantagens tecnoldgicas sejam atraentes, o maior destaque é
dado aos sistemas multiparticulados devido aos beneficios biofarmacéuticos que

apresentam, como, por exemplo, menor risco de irritacdo da mucosa do TGl, ja
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que, apds a administragcao, esses sistemas se dispersam ao longo de uma regiao
mais ampla, evitando a liberacdo elevada do fa&rmaco em uma area reduzida,
como ocorre com os sistemas unitarios. Esse comportamento reduz o risco de
lesdo da mucosa por farmacos irritantes (GANDHI et al., 1999; SANTOS et al.,
2004).

O esvaziamento gastrico mais previsivel e a menor variagdo na absorcao
sao outras vantagens, ja que o perfil de biodisponibilidade de farmacos a partir de
formas farmacéuticas de liberacao prolongada é influenciado pelo tempo de
transito no TGl, que, por sua vez, pode sofrer modificagées de acordo com tempo
de esvaziamento gastrico (KRAMER; BLUME, 1994).

O transito dos sistemas multiparticulados do estdmago para o intestino
delgado é mais previsivel e menos dependente do tempo de esvaziamento
gastrico, pois 0o tamanho reduzido das particulas permite a passagem pelo piloro,
sem retencao no estdbmago em decorréncia do processo digestivo, como acontece
com as formas farmacéuticas unitarias. Como consequéncia, variacoes intra e
inter individual na absorcdo do farmaco sdao menos frequentemente observadas
(ASGHAR; CHANDRAN, 2006; GANDHI et al., 1999; KRAMER; BLUME, 1994).

Os sistemas multiparticulados apresentam ainda, menores riscos de “dose
dumping”, ou seja, a probabilidade de ocorréncia de liberagéo rapida do farmaco a
partir de um sistema de liberacdo prolongada, em funcdo de uma falha na
estrutura do produto. Como, nestes sistemas, a dose se encontra dividida em
muitas subunidades, é bastante improvavel que o problema ocorra em todas elas,
causando uma liberacao significativamente maior que a desejada (GANDHI et al.,

1999).
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As vantagens apresentadas colaboram, também, para que os sistemas
multiparticulados sejam utilizados preferencialmente para obtengédo de sistemas
cblon-especificos, ja que, além de atingirem essa regido mais rapidamente,
devem ficar ai retidas por maior periodo de tempo (ASGHAR; CHANDRAN,

2006).

6. BIOSUSCEPTOMETRIA AC

O desenvolvimento de métodos nao invasivos, capazes de caracterizar o
comportamento de formas farmacéuticas in vivo é fundamental, j& que nenhum
dos diferentes métodos farmacopéicos descritos, sdo capazes de simular um
meio tdo complexo quanto o TGl humano.

A técnica considerada como padrdo para o monitoramento de formas
farmacéutico sélidas no TGI humano é a Cintilografia (WILDING et al., 2001). Ela
nos fornece informagdes sobre o transito gastrintestinal de comprimidos,
capsulas, sistemas de liberagdo controlada de farmacos sendo, também,
associada a farmacocinética para avaliar o perfil de liberagdo de farmacos
(BRUNNER et al., 2003; KENYON et al., 1997; WILDING et al., 2000).

Resumidamente, essa técnica envolve a marcacao da forma farmacéutica
com um radionuclideo que emite radiacdo gama, sendo seu acompanhamento
realizado pela gama-camara (WILDING et al., 2001). Além da radiagao ionizante,
outras desvantagens da Cintilografia incluem a complicada preparacédo e o custo
dos radiofarmacos utilizados nessas formulacdes e a impossibilidade de fornecer

a localizagao anatémica precisa da forma farmacéutica.
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A implementacdo de métodos fundamentados no Biomagnetismo para
monitorar de maneira nao invasiva formas farmacéuticas soélidas constitui,
atualmente, uma alternativa a medicina nuclear para a pesquisa farmacéutica
(CORA et al., 2008a). Esses sensores magnéticos sdo capazes de medir os
campos magnéticos resultantes da atividade elétrica associada aos movimentos
dos ions ou dos materiais magnéticos em resposta a um campo magnético
aplicado externamente (WILLIAMSON; KAUFMAN, 1981). Os materiais
magnéticos, quando empregados em medidas biomédicas, sdo agrupados em
tracadores ou marcadores magnéticos, de acordo com a sua forma de
apresentacao.

Os tragcadores magnéticos sao definidos como particulas do material
magnético dispersas em um meio, enquanto nos marcadores as particulas estdo
contidas em uma forma farmacéutica sélida (AMERICO et al., 2008). Geralmente,
as ferritas e magnetitas sdo materiais magnéticos muito utilizados por serem
inertes e inécuos ao individuo (BAHADUR ;GIRI, 2003).

Dentre as técnicas que utilizam esses principios, destacam-se: os
Dispositivos Supercondutores de Interferéncia Quantica (SQUID), os Sensores
Anisotropicos Magneto-resistivos (AMR) e a Biosusceptometria de Corrente
Alternada (BAC).

A BAC é constituida por um conjunto de sensores que apresentam dois
pares de bobinas de indugdo separadas por uma linha de base fixa, sendo cada
par de bobinas composto por uma bobina de excitacdo € uma bobina de detecgéo
(Fig. 7).

Esse sistema constituido por um Unico sensor foi utilizado para monitorar

tragadores magnéticos no trato gastrintestinal e determinar o tempo de transito
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orocecal (BAFFA et al., 1995), o esvaziamento géastrico (MIRANDA et al., 1992), a
atividade de contragéo gastrica em humanos (MIRANDA et al., 1997) e em caes
(MORAES et al., 2003), o tempo de transito esofagico (DAGHASTANLI et al.,

1998) e faringiano (MIQUELIN et al., 2001).

Figura 7. Sensor magnético constituido por dois pares de bobinas de inducéao. (1)

bobina de excitagdo externa e (2) bobina de detecgéo interna.

O sensor € montado como um transformador duplo de fluxo magnético,
com nucleo de ar, sendo que o par de bobinas (excitacao/ detec¢ao) localizado
mais distante do material magnético atua como transformador de referéncia e o

par mais préximo do material como transformador de medida (Fig. 8).
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Figura 8. Esquema de funcionamento do sensor magnético. A bobina de
excitacado induz fluxo magnético na bobina de deteccdo que ao ser aproximada do
material magnético promove um desbalanceamento no fluxo magnético entre as

bobinas, permitindo seu monitoramento.

A bobina de excitacdo induz fluxo magnético na bobina de deteccéo e, ao
aproximar esse par do material magnético, ocorre um desbalanceamento na
voltagem. Desse modo, a diferenca de fluxo magnético entre as bobinas de
deteccao pode ser monitorada. O sinal detectado depende da area das bobinas
de detecc¢ao, do numero de voltas, da freqténcia de excitacdo, da intensidade do
campo magnético aplicado, da quantidade de material magnético e da distancia

entre o sensor e o material.
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O constante aperfeicoamento desse método permitiu desenvolver também
um sistema com multisensores, cuja finalidade foi aumentar a resolugéo espacial
e a sensibilidade para aplicagdes farmacéuticas (CORA, 2008b). Esse sistema
possui um par de bobinas de excitacdo e sete pares de bobinas de deteccao para
aquisicdo dos sinais em pontos distintos (CORA et al., 2005) e foi fundamental
para avaliar diferentes processos farmacéuticos em comprimidos e capsulas
(CORA et al., 2003, 2006a, 2006b, 2008c), além de possibilitar uma analise mais
acurada dos parametros motores do trato gastrintestinal humano (ROMEIRO et
al., 2006; AMERICO et al., 2007).

Os sinais registrados pela BAC séo representados por matrizes temporais
e utilizando-se ferramentas mateméticas, € possivel obter imagens sequenciais
provenientes de intervalos de tempo predefinidos (3 segundos cada um). Uma vez
calculadas, essas sequUéncias de imagens sao submetidas ao processamento
digital para subtracdo de background, ajustes de brilho e contraste e
segmentagado. Por meio da segmentacao das imagens é possivel quantificar, em
namero de pixels, a variacao temporal da area da imagem magnética no decorrer
do processo, possibilitando a andlise de processos como a desintegracdo e o

espalhamento de material magnético em uma determinada regido do TGl.
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7. FARMACO MODELO TRIANCINOLONA (TC)

Independente da via de administracdo utilizada, todo farmaco, para ter
acao terapéutica eficaz, deve apresentar solubilidade em &agua, mesmo que
limitada. Por este motivo, substancias relativamente insolUveis em agua podem
apresentar uma absorgdo incompleta, tornando recomendavel o uso de sais
soluveis ou de outros derivados quimicos. Alternativas que podem ser utilizadas
sa0 a micronizagao, complexacao ou técnicas de dispersao sélida. A solubilidade
e, especialmente, o grau de saturacao no veiculo, também podem ser importantes
na absorcao do farmaco ja dissolvido em uma forma farmacéutica, uma vez que
pode ocorrer a precipitacao do farmaco no TGl, alterando a sua biodisponibilidade
(AULTON, 1988).

A solubilidade de farmacos no TGl também pode ser melhorada por meio
da dissolugdo micelar. A capacidade dos sais biliares de aumentar a solubilidade
de farmacos depende, especialmente, da lipofilia do farmaco (NAYLOR, 1995).

Uma caracteristica comum entre os corticoesteroides é a baixa solubilidade
em agua. Este fator limita o uso destes farmacos apesar de sua comprovada
eficacia. Os corticoesterbides exercem efeitos sobre todas as células,
influenciando o metabolismo protéico, lipidico e glucidico, o balango
hidroeletrolitico, as fung¢des cardiovascular, renal, da musculatura esquelética, do
sistema nervoso e de praticamente todos os tecidos e érgaos. Desempenham um
papel importante na homeostasia dos estimulos noéxicos internos e externos
(BOSCH et al., 2004).

Os glicocorticoides possuem a propriedade terapéutica de diminuir

significativamente a resposta inflamatéria e suprimir a imunidade. O mecanismo
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exato é complexo e nao totalmente compreendido. Contudo sabe-se que a
diminuicdo e a inibigdo dos linfécitos e macrofagos periféricos tém participagéo no
processo (HARPER, 1997).

Os glicocorticéides podem ser administrados com outros farmacos para
prevenir rejeicao de érgaos transplantados e para o tratamento de certos tipos de
neoplasias, como leucemias e linfomas (BOSCH et al., 2004).

A triancinolona (TC) € um glicocorticéide (Fig. 9) que pode ser utilizado
como um alcool livre ou esterificado, geralmente na posicdo C17. Apresenta-se
como um p6 branco ou quase branco, praticamente insolivel em agua, solluvel em
metanol, praticamente insolivel em diclorometano, apresentando faixa de fusdo
entre 269-271 °C e Amax 238 nm (MERCK INDEX, 2001).

A TC e seus derivados, tais como acetonida (TCA), acetato (TA),
hexacetonida (THC), diacetato (TD), benetonida (TB) de triancinolona sao
corticosterdides, derivados naturalmente da prednisona e da prednisolona
(DAMIANI et al., 2001). Estes sao antiinflamatérios e imunossupressores muito
utilizados para o tratamento de varias enfermidades, tais como artrites,
osteoartrites, dermatites de contato e atopica, inflamacgdes orais, lesdes e Ulceras,
bursites, quelbides, desordens da pele, tais como psoriase e eczema, doengas
relacionadas aos rins, olhos, anemia hemolitica, desordens intestinais, como

colite ulcerativa e doenga de Crohn, asma e alergias (BOSCH et al., 2004).
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Figura 9. Estrutura molecular da TC.

As propriedades antiinflamatérias de doses farmacolégicas de
glicocorticoides foram testadas na colite ulcerativa logo ap6s o uso de
sulfasalazina. Inicialmente, a aplicacao retal de cortisona foi tida como benéfica e
a poténcia dos esterdides superou a sulfasalazina na colite ativa, incluindo
melhora clinica, endoscépica e patoldgica, quando administrada por via tépica,
oral ou parenteral (HANAUER, 1993).

A dose terapéutica da TC é praticamente desprovida da agéo
mineralocorticéide, ndo provoca disturbios psiquicos e nem os outros efeitos
colaterais da hidrocortisona, porém estas agbes variam conforme o paciente
(MARTINDALE, 1999).

Quantos aos efeitos colaterais, estes sado semelhantes aos dos
glicocorticoides. Dentre os componentes da acao intermediaria, € o que possui

meia vida mais longa (cerca de 5 horas) (DAMIANI et al., 2001).
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A TC apresenta solubilidade de 80 mg/L em agua. Seu metabolismo ocorre
nas células hepéticas e em outras células, com excreg¢ao pela urina. Quase todos
0s metabdlitos sdo excretados em 72 horas (MORENO; MATOS; FEVEREIRO,
2001).

Quando administrada pela via oral, como qualquer outro glicocorticéide, a
TC é rapida e completamente absorvida pelo TGl e liga-se as globulinas e a
albumina sérica, em forma inativa. Pertence na classificacdo farmacol6gica a
classe I, ou seja, farmaco de baixa solubilidade e alta permeabilidade. E
rapidamente convertida no figado. Por ser uma molécula lipofilica pequena,
penetra nas células por difusdo simples. Atinge o efeito maximo apds

administragdo oral em 1 a 2 horas e sua agao dura 1,25 a 1,5 dias.
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lll. OBJETIVOS

Objetivos especificos:

Desenvolvimento de sistema multiparticulado magnético a base de
quitosana:pectina:acetoftalato de celulose e avaliagdo in vivo através da técnica

de biossusceptometria de corrente alternada.

Estratégias para obtencao dos objetivos:

= Obtencao de sistema multiparticulado magnético a partir da complexagcao
de quitosana:pectina:acetoftalato de celulose:ferrita, através da técnica de
coacervagao complexa.

» Caracterizagao das particulas;

= Determinacéao das propriedades granulométricas e morfolégicas;

= Determinacao de possiveis interferéncias do material magnético (ferrita) na
complexagdo das particulas obtidas realizadas por espectroscopia de

absorgao na regido do infravermelho;
= Determinacéao do teor e da eficiéncia de encapsulacao dos sistemas

= Avaliagao in vivo do perfil de transito do sistema multiparticulado magnético
utilizando a técnica de biosusceptometria AC em jejum;

= Avaliagao in vivo do perfil de transito do sistema multiparticulado magnético
utilizando a técnica de biosusceptometria AC no estado pos-prandial

= Determinagéao do perfil de liberagao do farmaco in vivo.
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IV MATERIAIS

1. MATERIAS-PRIMAS

Quitosana — Galena;

Acetoftalato de celulose — Sigma;

Pectina amidada (baixo teor de metoxilas)- CPkelco ;
Triancinolona — Galena;

Acido acético glacial p.a — SYNTH;

Acido cloridrico p.a — MERCK;

Cloreto de calcio anidro para dessecador — SYNTH;
Hidréxido de sodio — SYNTH;

Fosfato de potassio monobasico p.a — MERCK;
Acetonitrila grau HPLC - MERCK;

Metanol grau HPLC — MERCK;

Ferrita (MeFe2Oy)

Demais reagentes de grau analitico.
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2. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Agitador magnético -SELECTA Multimatic® 9S;

Balanga analitica -OHAUS® - mod. AS 200S e AP250D;

Espectrofotdmetro de Infravermelho — Shimadzu® 8300;

Espectrofotdmetro de UV/VIS — HITACH® - mod. U-2000;

Estereoscépio — LEICA - mod. MZ APO;

Liofilizador - EDWARDS® - mod. Modulyo Pirani 10;

Microscopio eletronico de varredura — JEOL JSM-T330A;

pH-metro - QUIMIS®, mod. Q-400M;

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

Ultrassom — SONICLEAN®, mod. SNC 5036 D.M.C.

HPLC Waters® modelo alliance 2695;

Detector UV Waters® modelo 2487;

Coluna analitica SYMETRY®C18 150 x 4,0 mm e 5 pm de tamanho de particulas;
Pré-coluna SYMETRY® C18 10 x 4,0 mm e 5 pm de tamanho de particulas;
Filtro de teflon 0,45 pm MILLEX®;

Filtro de acetato de celulose 0,45 um MILLEX®;

Vidraria e outros acessorios.
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V METODOS

1. PREPARACAO DO SISTEMA MULTIPARTICULADO

MAGNETICO

As microparticulas magnéticas foram obtidas pelo método de coacervagao
complexa, em que coléides de cargas opostas se neutralizam, formando um
precipitado insoluvel (PETRAK, 1986). Para tanto, foram utilizadas dispersbes de
PC (polianion) e QS (polication), com as respectivas composicoes:

Dispersdo de PC: PC (1,5%), CAP (0,5%), TC (200mg), FERRITA (1g), AGUA
(pH 5,0).

Dispersdo de QS: QS (0,5%), CLORETO DE CALCIO (2%), SOL. ACIDO
ACETICO 0,1mol/L (pH 4,8).

Em seguida, a dispersdao de PC, contendo TC, CAP e ferrita (F), como
material magnético, foi gotejada sobre a dispersdo de QS, com o auxilio de
seringa e agulha, as particulas formadas foram mantidas sob agitacdo, em
agitador mecanico, durante 2h. Apds este periodo as particulas foram lavadas
trés vezes com agua purificada (para retirada dos polieletrélitos em excesso),

filtradas, congeladas com nitrogénio liquido e liofilizadas.

2. CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS MAGNETICAS

As particulas obtidas foram caracterizadas quanto a granulometria e a

morfologia.
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2.1. Analise granulométrica

A andlise de distribuicado granulométrica foi realizada em do estereoscopio
Leica MZ APO. O didmetro de Feret a 0° de 250 particulas foi determinado a partir
da deteccdo da imagem das particulas em programa Leica Qwin Image Analysis
Systems. As particulas foram colocadas em placa de Petri e as imagens captadas

com aumento de 10x.

2.2. Analise morfolégica

A morfologia da superficie das particulas obtidas foi avaliada por
microscopia eletrbnica de varredura. Nesta andlise, as particulas foram fixadas
em fita de carbono dupla face sobre suporte metdlico e revestidas com ouro
coloidal, sob vacuo. Em seguida as fotomicrografias foram obtidas em

microscopio eletrénico JEOL JSM-T330A.

3. ANALISE QUANTITATIVA DA TRIANCINOLONA (TC)

Para a analise quantitativa do farmaco foi necesséario o desenvolvimento
de uma metodologia de extracdo e quantificagcdo de TC para a determinagao do
nivel de concentragdo de farmaco no plasma in vivo, apdés a administracao oral
das particulas. Esta andlise foi realizada através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando cromatografo Waters®, modelo alliance 2695 com

injecdo eletrbnica, equipado com detector UV Waters® modelo 2485. A fase
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mével utilizada consistiu em uma mistura volumétrica de agua (a) e acetonitrila
(b), na proporgao de 75:25 (a:b), com vazdo isocratica de 0,7 mL.min™". A coluna
analitica utilizada foi C18 (150mm x 4,0mm) com didmetro de particula de 5 um
protegida com pré-coluna, SYMETRY WATERS®. O volume de injecdo utilizado
durante os ensaios foi de 100 uL no sistema equilibrado a temperatura de 25 +
2°C e o comprimento de onda selecionado para a integracdo dos picos
cromatograficos foi de 242 nm.

A metodologia CLAE utilizada foi validada quanto aos parametros de
especificidade e seletividade, linearidade e alcance, precisado, exatidao e limites
de detecgéo (LD) e de quantificagdo (LQ). Todos os ensaios foram realizados de
acordo com os critérios estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria — ANVISA (ANVISA, 2003a).

3.1. Validacao da metodologia analitica quantitativa para TC

A validagdo de métodos quantitativos de analise constitui uma etapa
essencial na pesquisa, desenvolvimento e produgéo de farmacos e medicamentos
e envolve uma série de estudos experimentais e determinagdo de alguns
importantes parametros de analise (ICH, 1996; ANVISA, 2003a; ANVISA, 2003b;

USP 28, 2005).

Entre os pardmetros analiticos a serem determinados em um processo de

validagao estao:

e Especificidade;
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e Seletividade;

e Linearidade;

e Alcance;

e Precisao;

e Exatidao;

e Limite de deteccdo (LD);

¢ Limite de quantificacéo (LQ);

e Robustez

3.1.1. Especificidade e Seletividade

Capacidade que um método analitico possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes, como impurezas, produtos de
degradacao e componentes da matriz (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a;

ANVISA, 2003b; USP 28, 2005).

3.1.2. Linearidade e Alcance

A linearidade é a capacidade de uma metodologia demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado.

O alcance é o intervalo entre os limites de quantificagao superior e inferior
do método de analise, que apresenta precisao, exatidao e linearidade (ICH, 1996;

BP, 2001; ANVISA, 2003a; ANVISA, 2003b; USP 28, 2005).
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3.1.3. Precisao

Precisdo é a avaliacao da proximidade das respostas obtidas, quando uma
série de medidas é realizada para uma mesma amostra, em idénticas condicbes
de teste. Esta é considerada em trés niveis, verificada por, no minimo, nove
determinagbes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés
concentragdes (baixa, média e alta) em triplicata ou minimo de seis
determinagbes com 100% da concentracdo do teste (ICH, 1996; BP, 2001;

ANVISA, 2003a; ANVISA, 2003b; USP 28, 2005).

3.1.4. Exatidao

Para a analise quantitativa do farmaco em medicamentos, a exatiddo pode
ser determinada pelo método da recuperacdo. A recuperagao esta relacionada
com a exatidao, pois determina a quantidade de farmaco recuperado no processo
de preparagao da amostra (ANVISA, 2003). O ensaio de recuperagao constitui o
método mais utilizado para validacao de processos analiticos.

A recuperacdo foi calculada como porcentagem de recuperacdo da
quantidade conhecida de farmaco adicionada a amostra, acrescida dos intervalos
de confianca, ou seja, trés concentracoes, baixa, média e alta em triplicata cada e
pode ser expressa pela Equacdo 1 (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a;

ANVISA, 2003b; USP 28, 2005).
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R(%) = £><100 Equacéo 1.
Co

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

Co = concentragao tedrica inicial
3.1.5. Limite de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

O limite de deteccado (LD) é determinado pela menor quantidade de
farmaco presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao
necessariamente quantificado, sob as condicées experimentais estabelecidas
(ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; ANVISA, 2003b; USP 28, 2005).

O LD (Equagéao 2) foi calculado baseando-se no desvio padrdo (s) e na

inclinacdo da curva analitica () e expresso como:

ID=5x3 Equacéo 2.

Onde:
S = Desvio padrao

o = inclinacao da curva analitica

O limite de quantificagdo (LQ) € determinado pela menor quantidade de
farmaco em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao

aceitaveis sob as condigées experimentais estabelecidas (ICH, 1996; BP, 2001;
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ANVISA, 2003a; ANVISA, 2003b; USP 28, 2005). O LQ (Equagéo 3.) foi calculado

baseando-se no desvio padrao (s) e na inclinagdo da curva analitica ().

L0 =2x10 Equacéo 3.
a

Onde:
S = desvio padrao

a = inclinagdo da curva analitica

3.1.6. Robustez

A robustez determina a resisténcia do método de analise quantitativa e
consiste em verificar o efeito da variacdo de parametros operacionais, como a
temperatura, pH e vazao da fase moével, entre outros (ICH, 1996; BP, 2001;

ANVISA, 2003a; ANVISA, 2003b; USP 28, 2005).

3.2. Preparacao da curva analitica da TC

Para as analises das amostras de plasma, preparou-se uma solugédo
estoque de TC (80 pug/mL) em metanol e a partir dela adicionou-se 500 pL desta
solugdo de farmaco a 250 pyL de plasma branco contidos em frascos de
Eppendorf obtendo desta maneira diluicdes nas concentragdes de 0,5; 1,0; 3,0;

5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0; 40,0 pg/mL.
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As solugbes obtidas foram agitadas em vértex por 2 minutos, para
completa reconstituicdo e homogeneizagdo, centrifugadas a 4000 rpm e o
sobrenadante (100 pL) injetado no cromatdgrafo.

Foi realizada também a curva analitica do farmaco em metanol nas
mesmas concentracdes utilizadas na curva em plasma (0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 7,5;

10,0; 15,0; 20,0; 40,0 pg/mL).

3.3. Preparacao das amostras de plasma para a quantificacao de

TC

A extracdao da TC das amostras de plasma foi realizada com metanol.
Adicionou-se a 250 pL de plasma 500 pL de metanol, homogeneizando-se
manualmente e, em seguida, em vortex por 1minuto. As amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante (100 pL) injetado no

cromatégrafo. As etapas desse procedimento estao ilustradas na figura 10.

Plasma 250 pL

1. Metanol (500 pL);
2. Vértex (1 min);

3. Centrifugagéo (4000 rpm — 10 min)

Sobrenadante Precipitado

100 pL
CLAE

Figura 10. Etapas do procedimento analitico para TC
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3.4. Analise do teor e eficiéncia de encapsulacao

O teor de encapsulacao do farmaco corresponde a porcentagem que este

representa na particula.

Para determinagdo do teor de encapsulagdo 5 mg de particulas foram
pesados e adicionados a 100mL de solugdo tampao 50 mM pH 7,4, e deixadas
sob agitacdo constante em agitador magnético por 4 horas até completo

rompimento das particulas.

Apés agitacdo, a amostra foi filirada em papel de filtro para retirada de
eventuais residuos e a quantificagdo do farmaco foi realizada em

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

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

particulas contendo farmaco-modelo (TC).

As andlises das amostras foram realizadas em triplicata nas condicoes
especificadas e a concentracdo do farmaco foi determinada utilizando
metodologia analitica validada em estudos anteriores (OLIVEIRA, 2005)

O teor de encapsulacao do farmaco corresponde a porcentagem que este
representa na particula. Ele foi calculado de acordo com a seguinte expressao

(Eq. 4):

TE(%) = (%J -100 Equacéo 4.

am
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Onde:
TE = Teor de encapsulagao;
mrc = massa de TC quantificada na amostra;

Mam = Massa de particulas usada na amostra.

A eficiéncia de encapsulacao corresponde a quantidade de farmaco que foi
incorporado pelo sistema. A eficiéncia de encapsulacao foi calculada a partir do

teor e da massa do lote das particulas analisadas (Eqg. 5).

Equacéo 5.

EE(%) :[HJ&OO

mtotal

Onde:

EE = eficiéncia de encapsulacao;

TE = teor de encapsulacao;

R = massa do lote que esta sendo analisado

Mrciotal = Massa total de farmaco usado na preparacao do lote que esta sendo

analisado.
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4. ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO

DO INFRAVERMELHO

Para andlise dos complexos polieltroliticos formados entre os polimeros,
foram obtidos espectros na regidao do infravermelho, de cada componente
isoladamente PC, QS, CAP, FERRITA (F) e do farmaco TC, da mistura fisica
QS:PC, QS:PC:CAP:TC e F:CAP:TC e dos complexos polieltroliticos de cada uma
destas misturas.

Foram preparadas pastilhas de KBr, com cerca de 10mg de cada
substancia seca, que foram triturados e mecanicamente compactados com 100mg
de KBr. Os discos de KBr contendo as substancias isoladas, a mistura dos pés e

os complexos foram, entdo, submetidos & analise, no intervalo de 400-2500 cm™.

5. ANALISE /N VIVO PELA TECNICA DE BIOSUSCEPTOMETRIA AC (BAC)

Este estudo foi realizado no Laboratério de Biomagnetismo, Departamento
de Fisica e Biofisica — Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB)-
Universidade Estadual Paulista (UNESP) Of. 558/08-CEP.

Participaram deste estudo 4 voluntarios sadios, (3 mulheres, 1 homem,
com idade entre 25 - 35 anos e peso variando de 55 - 75 kg), que nao haviam
feito uso recente de qualquer medicamento que pudesse afetar, direta ou
indiretamente, a motilidade gastrintestinal ou interferir na quantificagdo do

farmaco no plasma.

77



Métodos

5.1. Mapeamento in vivo das multiparticulas magnéticas

O estudo foi realizado em duas fases: na primeira fase, o sistema
multiparticulado foi administrado em voluntarios com estado prandial controlado
(jejum de 12 horas) e, na segunda fase do estudo o sistema multiparticulado foi
administrado ap6s os voluntdrios tomarem um café da manhd padrdo
(aproximadamente 500 calorias). Estas duas fases do estudo foram realizadas
com no minimo dois meses de intervalo entre elas.

Tanto na fase em jejum quanto na fase pds prandial, antes da ingestao das
capsulas, a aquisicdo e o registro do sinal basal foram realizados. Neste
procedimento de aquisicdo do sinal basal, os voluntarios permaneceram em
posicao ortostatica no sistema de medidas e o sensor foi posicionado na regiao
abdominal.

Apds a aquisicao do sinal basal, em ambas as fases do estudo, o sistema
multiparticulado magnético foi monitorado, durante 8 horas, através de registros
magnéticos realizados a cada 15 minutos, com o intuito de gerar a distribuicao de
intensidade do campo magnético proveniente do sistema multiparticulado
magneético. Estes registros tinham como objetivo detectar o momento da saida
das particulas do estbmago, o tempo de retencao gastrica (TRG), o tempo de
transito intestinal (TTI) e a chegada a regiao colénica, tempo de chegada ao célon
(TCC).

Durante todo o estudo, foi utilizado um sensor Unico do sistema BAC para
mapear, ponto a ponto, uma grade 5x5 de pontos com distancia de 1,00 cm entre

cada ponto, desenhada na regido correspondente a projecao gastrica e na regiao
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colénica dos voluntérios (Figura 11), observando referéncias anatémicas como a

cicatriz umbilical e o processo xiféide.

_____Jl*-"\-,._.e

Figural1. Esquema da grade de pontos em torno da projecdo géastrica e regiao

colOnica.

5.2. Analise dos dados da BAC

Os dados obtidos pela BAC sao basicamente matrizes numéricas
temporais, isto €, registros temporais magnéticos, amostrados na freqiéncia de
aquisicao de 10 Hz. Os sinais anal6gicos adquiridos foram digitalizados por uma
placa A/D e arquivados em formato ASCII. A analise qualitativa e quantitativa
destes sinais digitalizados foram realizadas totalmente em ambiente MatlLab

(MATHWORK INC.), que é uma ferramenta valiosa no processamento de sinais e
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imagens. Uma imagem € composta por uma matriz, na qual cada elemento, ou
pixel, é representado por um valor numérico.

As matrizes que compdem uma imagem meédica geralmente s&o
quadradas, caracterizadas por 64x64, 128x128, 256x256 ou 1024x1024 pontos. O
tamanho da matriz é importante, pois quanto maior, menores serao os pixels e,
consequentemente, a imagem resultante apresentara melhor resolugdo (CORA,
2004).

Conforme descrito anteriormente, as imagens magnéticas sdo formadas a
partir da aquisicao de sinais representados por matrizes numéricas espaciais.

Esta matriz deve conter um numero suficiente de pontos que possibilite a
geragdo da imagem e para isso € necessario que se realize um tratamento
matematico e a utilizagdo de rotinas especificas para o processamento digital de
imagens.

Para a obtencdo das imagens primitivas do sistema multiparticulado
magnético neste trabalho, duas abordagens foram necessarias: O método de
interpolacdo dos dados coletados, que consiste na estimativa de valores da
matriz, computando uma média entre os pontos fornecidos e aplicacao de filtros
especiais.

A partir da interpolacdo desses dados, o processo de formagdo das
imagens ocorreu através da aplicacdao de fungdes especificas, incluindo uma
filtragem para atenuar o ruido e realgar os contrastes. Este procedimentos séao
conhecidos por Processamento Digital de Imagens (PDI), sendo todas as rotinas

realizadas em ambiente MatLab.
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Sao consideradas neste tipo de analise como “imagens primitivas” aquelas
geradas por processamento digital simples ou com pouca interferéncia logica

sobre a matriz de dados.

6. MAGNETOFARMACOCINETICA

O objetivo deste trabalho era, num primeiro momento, monitorar o transito
do sistema multiparticulado desenvolvido em nossos laboratérios, através da
BAC, a fim de verificar o comportamento in vivo das particulas, quando sujeitas a
todo o ambiente do TGl, e compara-lo ao comportamento obtido nos ensaios de
liberagdo in vitro com o mesmo sistema multiparticulado realizado em trabalho
anterior (OLIVEIRA, 2005).

Com o intuito de estabelecer uma melhor correlagao in vitro-in vivo (CIVIV)
para o farmaco-modelo (TC) utilizado, caracterizando melhor assim o sistema de
liberagéo coldnico de farmacos proposto, houve a necessidade de associar a BAC
com analises farmacocinéticas (“magnetofarmacocinética”).

Para tal andlise, amostras de sangue seriadas, foram coletadas através de
puncdo venosa, antes da ingestdo das particulas e a cada 30 minutos durante
todo o tempo de mapeamento das particulas magnéticas.

Para isso, os voluntarios tiveram a veia puncionada e mantida através de
cateter Gelko® heparinizado, tendo sido o protocolo deste estudo aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB)-
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Of. 558/08-CEP.

As amostras de sangue coletadas foram transferidas para tubo plastico

contendo, como anticoagulante, sal sédico do acido etileno-diaminotetracético
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(EDTA; 1 gota/5 mL sangue), centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos, sendo
entdo o plasma armazenado a -20°C até andlise por CLAE, conforme descrito no

item 3.1.
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VI. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. PREPARACAO DAS PARTICULAS

A Tabela 4 apresenta a composigao dos lotes do sistema multiparticulado
preparados sem a incorporacado de ferrita (F) e do sistema multiparticulado
magnético contendo ferrita (F). Foram preparados também lotes contendo 100 mg
e 200 mg de TC. Esta variacao na quantidade de farmaco incorporado ao sistema
multiparticulado foi realizada a fim de verificar a alteragcdo na granulometria e

morfologia das particulas.

Tabela 4. Composicao dos lotes preparados (n=3).

PC Qs CAP Ferrita
CaCl, TC
Lotes 1,5% | 0,5% | 0,5% (F)
(%) (mg)

(ml) (ml) (ml) (9)
CAPTC100 2 15 40 5 100 1,0
CAPTC200 2 15 40 5 200 1,0
FCAPTC100 2 15 40 5 100 1,0
FCAPTC200 2 15 40 5 200 1,5
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As particulas preparadas apresentaram-se esféricas (Fig. 12), com
coloragao marrom escuro, devido a incorporagéo da ferrita (F), e maiores do que

as particulas preparadas sem Ferrita (F).

(b)

Figura 12. Particulas com F (a) e sem F (b) antes do processo de liofilizagao.

2. CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

2.1 Caracteristicas morfologicas

As particulas foram preparadas pelo método de gotejamento, utilizando
seringa e agulha, conforme descrito em métodos item 1

MATSUMOTO; KOBAYASHI; TAKASHIMA, (1986), também utilizaram um
método de gotejamento para a obtencao de particulas e observaram, inicialmente,
que as particulas obtidas apresentavam formato oval e que, através de alteracoes
da distancia de gotejamento, ocorria um pequeno intervalo (denominado distancia
critica), que era dependente da velocidade de gotejamento e da vibragcado

aplicada, dentro do qual as particulas tornavam-se esféricas.

84



Resultados e Discussdo

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

A Figura 13 apresenta fotomicrografias das particulas com e sem o

marcador magnético (F).

Figura 13. Fotomicrografia do sistema multiparticulado (a): antes da incorporacao
de F e (b) ap6s a incorporacao de F, respectivamente, lotes CAPTC e FCAPTC,

sob aumento de 10x.

A figura 14 apresenta as fotomicrografias obtidas através da microscopia
eletrénica de varredura, nas quais é possivel observar a forma praticamente
esférica das particulas, tornando-se mais evidente o aspecto rugoso da superficie
e a diferenca granulométrica entre as particulas analisadas (CAPTC200 e

FCAPTC200).
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No maior aumento (500x), foi possivel observar que tanto as particulas sem
ferrita como aquelas contendo ferrita apresentaram superficie densa, sem
espacos intersticiais aparentes, o que sugere que ambos o0s lotes néao
apresentaram alteracbes visuais, mostrando a formag¢do de uma estrutura bem
coesa.

A porosidade da superficie de uma particula aumenta os espacos
intersticiais, formando assim canaliculos, os quais poderao permitir a entrada dos
fluidos bioldgicos, facilitando a liberacéo do farmaco.

Numa primeira andlise, este aspecto denso das particulas sugere que elas
tornem-se mais resistentes aos meios aceptores, promovendo assim um maior

controle na liberagao do farmaco.
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ZOKU HSae =10 avizez

Figura 14. Fotomicrografias do sistema multiparticulado: A: CAPTC200, aumento
50x; B: FCAPTC200, aumento 50x, C: CAPTC200 e D: FCAPTC200 aumento de

500x.
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2.2. Andlise granulométrica

A andlise granulométrica foi realizada com o intuito de verificar a

interferéncia da incorporacdo de F no sistema multiparticulado. A Figura 15
apresenta a distribuicao do tamanho de particulas dos sistemas multiparticulados.

O parametro utilizado para a determinagédo do tamanho das particulas foi o
didmetro de Feret, o qual corresponde a distancia entre duas linhas paralelas
imaginarias, tangentes a uma particula randomicamente orientada (BARBER,

1993; STANIFORTH, 1988).
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Figura 15. Distribuicdo do tamanho de particulas (a) CAPTC100 e (b) CAPTC200,
(n=220).
A Figura 16 apresenta o resultado da analise granulométrica das

formulacbes contendo F.

Frequéncia Acumulada (%)
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Figura 16. Distribuicao do tamanho de particulas dos lotes (a): FCAPTC100 e (b):

FCAPTC200, respectivamente.

A analise do tamanho de particulas (Fig. 15 e 16) revelou que o perfil de
distribuicdo normal ndo foi modificado e que a incorporacao de ferrita no sistema
multiparticulado alterou o tamanho das particulas obtidas quando comparadas
com as particulas sem ferrita (Fig.15).

Estes resultados podem ser observados melhor, através das medidas de

tendéncia central calculadas para as particulas com e sem ferrita (Tabela 5).

Tabela 5 - Efeito da adicdo de ferrita e do aumento de TC no tamanho das particulas.

Frequéncia Acumulada (%)

Diametro médio Diametro mediano Diametro modal
Amostras
(mm) (mm) (mm)
CAPTC100 1,88 + 0,24 1,88 1,84
CAPTC200 2,12+ 1,84 1,57 0,52
FCAPTC100 4,40 +1,15 3,00 3,67
FCAPTC200 3,46 + 0,99 3,37 3,47
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Além da forma e da distribuicdo de tamanho das particulas, as diferentes
amostras apresentaram valores de didmetro médio, mediano e modal muito
semelhantes, quando se faz a comparagado entre as amostras CAPTC100 e
CAPTC200, e entre as amostras FCAPTC100 e FCAPTC200 entre si.

Apdés os dados serem submetidos a analise de variancia (ANOVA),
observou-se diferencas estatisticas (p<0,05) entre os valores de diametro de
Feret 0° para as amostras com e sem material magnético (ferrita), confirmando
que as particulas magnéticas tornaram-se significativamente maiores do que as
particulas sem a incorporagao de ferrita.

Apods o teste ANOVA, os dados foram submetidos ao teste de Tukey, que é
um procedimento complementar a ANOVA e visa identificar quais as médias que,
tomadas duas a duas, diferem significativamente entre si.

Para melhor visualizagdo da diferenga granulométrica entre as diferentes

formulagdes, a Figura 17 apresenta a dispersao dos valores dos diametros.
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Figura 17. Dispersao dos didametros das particulas obtidas.

Apo6s este procedimento estatistico, constatou-se que nao ha qualquer
correlagao entre a quantidade de farmaco incorporado ao sistema multiparticulado
e a variacao do diametro médio das particulas, ou seja, as médias nao diferiram
estatisticamente entre as amostras CAPTC100 e CAPTC200 e entre FCAPTC100
e FCAPTC200.

Ja quando as amostras sem o material magnético foram comparadas com
as amostras contendo ferrita, as médias diferiram, o que evidencia que a
incorporacao de ferrita e ndo a concentragdo do fa&rmaco é que esté relacionada

com o aumento do didmetro médio das particulas.
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3. ANALISE QUANTITATIVA DA TRIANCINOLONA (TC)

3.1. Validacao da metodologia analitica quantitativa para TC

As Figuras 18 e 19 apresentam as curvas analiticas de TC em metanol e
em plasma, respectivamente, realizadas pelo método de CLAE conforme descrito

em métodos itens 3.1 e 3.2.
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Figura 18. Curva analitica de TC em metanol, obtida por CLAE em 242 nm.

A equacao linear representativa obtida para a curva analitica de TC em

metanol foi y=490858x — 34483, o coeficiente de correlagao linear foi 0,996.
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Figura 19. Curva analitica de TC em plasma, obtida por CLAE em 242 nm.

A equacao linear representativa obtida para a curva analitica de TC em
plasma foi y=65773x — 41022, o coeficiente de correlagdo linear foi 0,994. Ambas
as curvas apresentaram valores para o coeficiente de correlagdo superiores a
0,99, indicando a linearidade do método para a analise quantitativa do farmaco
em metanol e no plasma na faixa de concentragao investigada.

A figura 20 apresenta os cromatogramas obtidos antes e depois da adicao

do farmaco.
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Figura 20. Cromatogramas: (a) plasma antes da adicdo de TC e (b) plasma

contendo 10 ug.mL™" de TC.

O farmaco apresentou tempo de retencdo de aproximadamente 7,5
minutos e nao foi identificada qualquer impureza ou componente, tanto do
metanol quanto da matriz biolégica, que apresentasse sinal proximo desta faixa
de tempo, indicando que o método de CLAE pode ser considerado especifico e
seletivo para a andlise quantitativa de TC nas particulas.

Nao houve diferencas estatisticas (p<0,005) entre os tempos de retencao
identificados na analise de farmaco em metanol, daqueles observados na analise
em plasma, o que indica que o método pode ser considerado, quanto a este
aspecto, especifico e seletivo para a analise quantitativa da TC nas amostras de
plasma.

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de exatidao e

precisao realizados ho mesmo dia.
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Tabela 6. Resultados do teste de precisdao (CV) e exatidao (recuperacédo) do
método CLAE para a determinagéo de TC em plasma.

Concentracao Concentracao Exatidao Precisao

tedrica (ug/mL) analitica (ug/mL) R (%) CV (%)
5 5,14 £ 0,09 102,8 1,93
20 19,43 + 0,40 97,16 2,07
40 39,11 £ 0,62 97,78 1,61

CV = coeficiente de variagdo; R= recuperacao.

Foram realizados também ensaios de precisdo e exatiddo intra e

interensaios, que estao apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Resultados de analises intra e interensaios para os testes de precisao

(repetibilidade) e exatidao (recuperagao) da TC em plasma.

Concentracao Intraensaio Intraensaio (3 dias)
(ng/mL) Precisdo (CV%) Exatiddo (R%) Preciséo Exatid&o
(CV%) (R%)
5 11,74 84,66 14,65 81,22
20 2,74 96,18 7,30 90,18
40 0,88 101,25 1,57 102,25

CV = Coeficiente de variacdo; R = recuperagao.
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Os resultados obtidos no ensaio de precisdo e exatiddo estdo de acordo

com os estabelecidos pela ANVISA, sendo que o coeficiente de variagao (CV) é

menor do que 15% e a recuperagado esta entre 80 a 120 %. A andlise das

amostras em dias diferentes confirmou a precisdo da metodologia empregada

para a analise quantitativa de TC em plasma.

Os resultados obtidos para os limites de quantificagéo (LQ) e deteccéo (LD)

da TC em plasma estao representados na tabela 8.

Tabela 8. Resultados obtidos para os limites de deteccdo e quantificagcdo da TC

em plasma.

Parametros Resultados
Concentracdo 1,25 45837,33 pV.s™
empregada * 1,50 58222,00 pV.s™
(ng/mL) 1,75 75625,33 pV.s™

Desvio padrao médio (DP)

Inclinacao da curva analitica (a)

Limite de deteccéao (LD)

Limite de quantificacao (LQ)

2651,11 pV.s™
65773
0,12 pg/ mL

0,40 pg/ mL

Os estudos de validacdo apresentados comprovam a especificidade,

linearidade, precisdo e exatidao da metodologia analitica utilizada para a

quantificagdo da TC no plasma.
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3.2. Analise quantitativa do teor e eficiéncia de encapsulacao do

farmaco

A analise quantitativa do teor de TC incorporada nas particulas magnéticas
foi realizada utilizando a metodologia especifica e validada, conforme descrito no
capitulo IV item 3.3. A Tabela 9 apresenta os resultados do teor e eficiéncia de

encapsulacao obtidos.

Tabela 9. Teor e eficiéncia de encapsulacao dos lotes.

Eficiéncia de Teor de Farmaco
Lotes
encapsulacao (%) (%)
CAPTC100 88,77 £ 1,07 28,14 + 2,55
CAPTC200 89,12 £ 6,88 31,57+1,35
FCAPTC100 108,41 £ 9,26 37,27 £ 2,27
FCAPTC200 80,00 + 6,80 23,57 £ 1,66

Os resultados do teor e da eficiéncia de encapsulagéo foram satisfatorios
para todas as formulagées analisadas, mostrando uma alta eficiéncia de
incorporacao do farmaco na matriz polimérica. Os resultados obtidos mostram
que a incorporagado do farmaco, de maneira geral, ocorreu de forma reprodutiva,

independente da incorporagéo de ferrita ao sistema multiparticulado.

97



Resultados e Discussdo

4. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO

INFRAVERMELHO

Com o intuito de verificar possiveis interagdes formadas entre os polimeros
PC, QS e CAP com o marcador magnético incorporado (ferrita), foram realizadas
a andlise dos espectros vibracionais das amostras na regido do infravermelho.
Para tal analise foram obtidos espectros da mistura fisica de PC:QS:CAP:TC e
dos complexos polieltroliticos PC:QS:CAP:TC e PC:QS:CAP:TC:F, segundo
métodos descritos no item 4.

A QS apresenta bandas caracteristicas relacionadas ao estiramento C=0
dos grupos acetamida, em 1654 cm™, devido & desacetilagao parcial ocorrida em
seu processo de purificacdo (GD é de 78%), e na regido de 1610-1560 cm™,
atribuidas a deformagdo axial dos grupos amino no plano (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000).

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

A Figura 21 mostra os espectros obtidos para a mistura fisica e dos
complexos polieletroliticos na regido do infravermelho.

Quando se compara o espectro da mistura fisica de PC:QS:CAP:TC (Fig.
14 a) com o do complexo formado por eles (Figura 21 b), diferengas significativas
podem ser observadas. Verifica-se que o espectro do complexo ndo apresenta

bandas na regido de 1650 e 1350 cm™, que s&o caracteristicas dos grupamentos
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da QS, o que sugere a neutralizacdo dos grupos amino com a formagédo do

complexo (OLIVEIRA, 2005).
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Figura 21. Espectro na regido do infravermelho de (a): mistura fisica
PC:QS:CAP:TC, (b): complexo polieletrolitico PC:QS:CAP:TC e (c) complexo
polieletrolitico PC:QS:CAP:TC:F, respectivamente.
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Entretanto, a alteragdo que mais se destaca é na regiao entre 1200-1000
cm’™, regido que praticamente desaparece de todos os espectros do complexo
polieletrolitico.

Esta regido apresenta bandas no espectro da mistura fisica (PC:QS), no
espectro da PC, com intensidade média e no espectro da QS com baixa
intensidade. Essas bandas referem-se as chamadas “vibracbes de deformacao
axial de C-O” dos ésteres ocorrendo entre 1300 e 1000 cm™ (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000) e estdao presentes na molécula de PC. O desaparecimento
destas bandas pode estar relacionado com a complexac¢ao da PC com o célcio na
chamada estrutura de “caixa de ovo”.

Os espectros do complexo polieletrolitico formado por PC:QS:CAP:TC,
apresentado na Figura 21-b, apresenta um pico pronunciado em 2364 cm™, fato
este ndo ocorrido no espectros da mistura fisica (Fig.21-a). Esse pico foi atribuido
a formacdo de sais de aminas primarias (-NH3"), que sdo representados na
regido do infravermelho por bandas multiplas de combinagéo de intensidade
apreciavel na regido de 2800 e 2200 cm’', sendo mais intensa a banda de
freqliéncia mais baixa (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

E importante ressaltar que o grupamento amina da QS encontra-se
protonado (-NH**) na faixa de pH utilizado para a preparagao das particulas (pH
4,8), ou seja, ja se encontra na forma de sais de amina primaria e, portanto, a
intensificacdo desta banda néo esta relacionada a formagao de sais de amina,
mas, provavelmente, a mudanca no eixo de simetria da ligacdo. Isto pode ter
ocorrido devido & ligacdo de alguns grupamentos -NH**, da QS, aos grupamentos

—COOQO" do polimero gastrorresistente adicionado.
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O espectro obtido com o complexo polieletrolitico formado pelas particulas
contendo ferrita (Fig. 21-c) ndo foi conclusivo em relagdo a qualquer alteragéo
significativa que pudesse estar relacionada com a interferéncia da ferrita na
complexagao dos polimeros PC:QS:CAP. O material magnético ndo apresenta
bandas caracteristicas pois nao absorve na regido do infravermelho. Os metais
absorvem a partir de 400 cm™.

A diminuigdo da intensidade das bandas em 2364 cm™ e entre 1300 e 1000
cm” pode estar relacionada com uma possivel diminuicdo da complexacdo dos
polimeros, mas a andlise de infravermelho sozinha n&o € suficiente para atestar
esta alteracdo. Por este motivo, analises de calorimetria exploratéria diferencial
estdo sendo efetuadas, na tentativa de elucidar uma possivel interferéncia do
material magnético na estrutura do sistema multiparticulado para liberagao

colbnica de farmacos desenvolvido.
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5. ANALISES IN VIVO POR BIOSUSCEPTOMETRIA AC

A motilidade do TGl é caracterizada pela presenca de dois padroes de
atividade distintos, identificados durante o jejum e durante o periodo pos-prandial.
No jejum, a atividade motora € ciclica e recorrente, com ondas contrateis intensas
e de alta amplitude, enquanto que no periodo pds-prandial caracteriza-se por uma
atividade contratil de frequéncia variavel de acordo com a regiao do TGl
(QUIGLEY, 1996).

Por esse motivo, caracterizar os parametros relacionados ao transito
gastrintestinal de formas farmacéuticas sélidas é de extrema importancia para a
compreensdo dos processos envolvidos na liberacdo do farmaco e para uma
melhor correlag&o in vitro/in vivo.

Neste item serdo apresentados os resultados que caracterizam o
comportamento do sistema multiparticulado magnético estudado no TGI humano.

As sessbes de mapeamento permitiram o monitoramento e a aquisi¢cdo dos
sinais magnéticos que caracterizaram a chegada das particulas ao célon.

As particulas foram acondicionadas em cépsulas de gelatina duras n° 0.
Cada voluntario ingeriu quatro capsulas com aproximadamente 600 mg de
particulas, contendo o equivalente a 80 mg de TC, com 200 mL de agua.

Com os mapeamentos realizados através da técnica BAC com sensor

Unico foram avaliados:

a) Tempo de retencao gastrica (TRG):
Define-se o intervalo de tempo durante o qual as formas farmacéuticas

permanecem retidas no estémago, até serem liberadas para o duodeno, como o
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Tempo de Retencdo Gastrica (TRG). O TRG é extremamente influenciado por
parametros fisiol6gicos e pelas caracteristicas das formas farmacéuticas. O TRG
foi calculado no intervalo de tempo entre a chegada e a saida destas formulagées

no estbmago.

b) Tempo de transito intestinal (TTI):
O Tempo de Transito Intestinal (TTI) é o tempo compreendido entre a saida
da formulacédo do estémago até a chegada na regiao coldnica, ou seja, assinala o

tempo necessario para que as particulas magnéticas alcancem a regiao col6nica.

c) Tempo de chegada ao colon (TCC):
O tempo de chegada a regiao colonica € a soma do tempo de retencéo

gastrica (TRG) com o tempo de transito intestinal (TTI).

O estudo, conforme descrito em métodos no item 5.5.1, foi realizado em
duas fases distintas, sendo na primeira fase avaliado o TGI no estado prandial
controlado, ou seja, jejum de 12 horas, e na segunda fase o TGl foi avaliado no

estado pés-prandial.

5.1. Avaliacao do TGl em estado prandial controlado (jejum)

Participaram desta fase quatro voluntarios submetidos a jejum de 12 horas,

que foi mantido durante todo o tempo da analise, perfazendo um tempo de jejum

de aproximadamente 20 horas.
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Os voluntarios ingeriram as capsulas ap6s a aquisicao do sinal basal,
conforme descrito em métodos item 5.5. A figura 22 apresenta a sequéncia das

imagens magnéticas na regiao gastrica de um dos voluntarios.

Figura 22. Imagens magnéticas das capsulas no estbmago de um voluntério. O

ponto vermelho representa a localizagao da cicatriz umbilical.

Conforme representado na figura 22, foram realizadas 13 medidas até o
inicio do esvaziamento gastrico. Apés 150 minutos de mapeamento nao foi
localizado mais nenhum sinal magnético. Foram 150 minutos de tempo de
retencao gastrica (TRG).

No mapeamento do transito do sistema multiparticulado magnético foram
quantificados o tempo de retencao gastrica (TRG) e o tempo de transito intestinal

(TTI) até a chegada a regiao colénica (TCC).
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A figura 23 apresenta a representacao grafica do TRG, TTl e TCC em uma

medida com voluntario.

2500 -
e
- TCC /
N\ TRG \,
| \ |
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Tempo (min)
Figura 23. Perfil do TGl do sistema multiparticulado magnético obtido através de

mapeamento com voluntario em jejum de 12h.

A tabela 10 apresenta os resultados do tempo de retencao gastrica (TRG),
tempo de transito intestinal (TTl) e tempo de chegada ao célon (TCC) de
voluntarios que tiveram o transito gastrintestinal mapeado durante
aproximadamente 8 horas.

O valor médio do TRG do sistema multiparticulado magnético foi de 107,5

min + 43,37 min (n=4), mostrando uma significativa variabilidade entre os
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voluntarios analisados. O TTl mostrou-se mais constante entre os voluntarios,
sendo que o valor médio para o TTI foi de 61,66 min £14,33 min (n=4).

Tabela 10. Tempo de Tréansito Gastrintestinal do sistema multiparticulado

magnético
Tempo (min)
Voluntarios
TRG TTI TCC
1 75 80 155
2 60 45 105
3 170 60 230
4 125 — 125
Média 107,50 61,66 153,75
DP 43,37 14,33 47,50

Mediante os resultados apresentados, comprova-se que o0 esvaziamento
gastrico é um fator determinante para o tempo de chegada das particulas ao
célon, j& que o TTI mostrou-se mais constante, com pouca variabilidade
interindividual.

As caracteristicas fisicas da forma farmacéutica, como a densidade e o
tamanho, a ingestdo de alimentos ou a administragdo concomitante de fa&rmacos
que afetem a motilidade, além de fatores biolégicos, como idade, postura, indice

de massa corporal, atividade fisica e algumas doencas, constituem os principais
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fatores que alteram o esvaziamento gastrico (DAVIS et al., 1986; DRESSMAN et
al., 1993; KUO et al., 2008).

E importante lembrar que, durante a atividade interdigestiva, a atividade
motora gastrica apresenta “ondas de limpeza” que sao caracterizadas por intensa
atividade de contracdo gastrica. Esta atividade pode ser considerada uma das
possiveis causas da variacdo dos TRG interindividuais, considerando-se que
poderia estar ocorrendo no momento do mapeamento, particularmente nos
voluntarios 1 e 2.

A figura 24 apresenta a variagdo do tempo de retencdo gastrica entre os

voluntarios analisados.
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Figura 24. Tempo de retengao gastrica (TRG) dos voluntarios em jejum (12h).
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Estudos mostram que particulas grandes, incluindo formas farmacéuticas
sélidas convencionais, ndo sao esvaziadas do estdbmago durante o periodo de
atividade digestiva. Terminado o periodo digestivo, tem inicio um periodo regido
por um padrdo de motilidade interdigestiva, denominado Complexo Mielétrico
Migratério (CMM), que é caracterizado por uma atividade mecanica intensa e
irregular, com trés fases consecutivas (Fase |, Il e lll) e duracdo média de 84 a
112 minutos (COUPE et al., 1991; HASLER, 1995; MCCONNELL et al., 2008).

Um comprimido com revestimento gastrorresistente pode permanecer
retido no estbmago durante todo o periodo digestivo, sendo que seu
esvaziamento ocorrera apenas durante a fase Ill do CMM. Por outro lado,
sistemas multiparticulados podem ser esvaziados do estdmago gradualmente,
independente do CMM (QUIGLEY, 2000).

A fim de verificar a variabilidade intraindividual, um mesmo voluntario
submeteu-se a mais dois mapeamentos do sistema multiparticulado magnético e

os resultados do tempo de retengao gastrica sdo apresentados na figura 25.
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Figura 25. Tempo de retencdo gastrica em diferentes dias de analises em um

mesmo voluntario.

Pode-se verificar que existe variabilidade no TRG nao s6 interindividual,
mas também intraindividual. Os mapeamentos foram realizados com no minimo
um més de diferenca entre cada um, para assegurar que nao houvesse
interferéncia entre eles.

Esta variacdo, mesmo que em um mesmo individuo, pode ocorrer devido
as diferencas entre o padrao de motilidade durante o jejum ou da fase do CMM no
momento do estudo, o que indica que nao ha qualquer interferéncia da técnica de
mapeamento utilizada (CORA et al., 2008). Qualquer particula sélida ingerida

deixa o estbmago pela acao das contragdes da fase Ill do CMM.
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A figura 26 apresenta imagens do sistema multiparticulado magnético na
regido colbénica de um voluntario.

Durante os mapeamentos, o monitoramento e a aquisicdo dos sinais
magnéticos permitiu caracterizar a chegada do sistema multiparticulado
magnético a regiao colbnica.

Na sequéncia de imagens, o instante t = 0 min mostra a chegada do
sistema multiparticulado ao coélon e a partir do instante t» = 30 min ocorre o
aumento da intensidade do sinal, sendo que, aparentemente, nenhum processo
de desintegracdo foi observado, ja que ndao ha& espalhamento do material

magnético.
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Figura 26. Imagens magnéticas das capsulas no célon humano.

5.2. Avaliacao do TGI no estado pds-prandial

Como o estado prandial € um dos fatores que podem influenciar a
motilidade e o esvaziamento do conteddo gastrico, é importante considera-lo na
administracdo oral de sistemas de liberacdo modificada de farmacos, uma vez
que, este parametro pode ser responsavel por diferencas entre as correlacoes in
vitro/in vivo do perfil de liberacdo de farmacos. Portanto, a fim de verificar as
alteragbes no perfil de transito gastrintestinal, o sistema multiparticulado em
estudo foi analisado também no estado pos-prandial.

A principal fungéo da atividade motora gastrica € promover o esvaziamento
do conteudo estomacal. Entretanto, a motilidade apresenta dois padrées distintos,
identificados segundo o estado prandial (QUIGLEY, 1996). No estado pos-

prandial, a atividade de contragdo é ritmica e possui uma frequéncia dominante
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em torno de 3 contragdes por minuto. Essa atividade mecanica é responséavel
pelos estagios que antecedem a digestdo do alimento ingerido, ou seja, promove
a fragmentagao das particulas, a mistura com as secrec¢oes e a propulséo, a partir
da regiao antro-pilérica, até o duodeno (GIELKENS et al., 1998).

A figura 27 apresenta o perfil de transito do sistema multiparticulado

magnético em um voluntario no estado pds-prandial.
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Figura 27. Perfil de transito do sistema multiparticulado magnético de um

voluntario no estado pds-prandial.

Fica evidente, pela interpretacdo da figura 27, que o estado po6s-prandial
altera o comportamento de transito do sistema multiparticulado e que algumas

particulas chegam ao colon antes do conjunto de particulas ser totalmente
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esvaziado da regido gastrica. Nos estudos em jejum, a aquisicdo de sinal
magnético na regido colénica foi registrada apdés o esvaziamento total do
conteudo gastrico. O parametro que sofreu maior influéncia do estado prandial foi,
certamente, o tempo de retengao gastrica.

A figura 28 apresenta as diferencas no tempo de retencdo gastrica no

estado de jejum e pds-prandial nos voluntarios analisados.

1 Jejum
5 - I Pos prandial

Tempo de retengado gastrica
(23]

Voluntarios

Figura 28. Diferencas entre o tempo de retencdo gastrica nos voluntarios em

jejum e no pés-prandial .

A tabela 11 apresenta os valores do tempo de retengcédo gastrica (TRG),

tempo de transito intestinal (TTI) e tempo de chegada a regido colénica (TCC).
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Tabela 11. Valores de TRG, TTl e TCC no p6s-prandial de cada voluntério.

Voluntarios TRG (min) TTI (min) TCC (min)
1 330 ND 330
2 255 ND 255
3 195 15 210
Média 260 15 265
DP 67,64 60,62

*ND = nao detectado.

O tempo médio obtido para o esvaziamento gastrico do sistema
multiparticulado magnético nas andlises no estado pés-prandial foi de 260 min *
67,64 min (n=3), o que mostra uma grande variabilidade entre os voluntarios nas

mesmas condicdes de estudo.

6. MAGNETOFARMACOCINETICA

Para melhor caracterizar e confirmar os resultados obtidos com os
mapeamentos do sistema multiparticulado magnético in vivo, que sugerem a
chegada das particulas intactas a regiao coldnica, o perfil de liberagdo do farmaco
foi avaliado. Para tal, amostras de sangue dos voluntarios foram coletadas a cada

30 minutos durante todo o mapeamento, seguindo metodologia descrita no item 6.
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6.1. Determinacao da farmacocinética da TC livre

Com o intuito de estabelecer uma comparagao entre o perfil de liberagao in
vivo da TC a partir do sistema multiparticulado magnético desenvolvido e o perfil
de liberacao in vivo do farmaco livre, a farmacocinética da TC foi investigada,
baseada na relagdo concentragdo plasmatica x tempo, construida a partir de
amostras de sangue coletadas em 6 tempos diferentes (1, 2, 3, 4, 6 e 12h). Para
este procedimento, foram pesados 80 mg de TC base que foram acondicionados
em uma capsula gelatinosa dura n° 0. O voluntario, em jejum, ingeriu a capsula
com o auxilio de 200 mL de agua.

A figura 29 apresenta a relagao concentracao plasmatica da TC em funcao

do tempo em um voluntario que recebeu 80 mg do farmaco em dose Unica.
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Figura 29. Curva de concentracdo plasmatica versus tempo de TC apéds

administracao de dose Unica do farmaco livre.
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Este estudo permitiu a aquisicio de uma série de parametros
farmacocinéticos, tais como Cpax (concentragdo plasmatica maxima), tmax (tempo
para a ocorréncia de Cpay), ASC (area sob a curva), k, (constante de absorgao),
Kei (constante de eliminacao) e ti2 (meia-vida).

O nivel plasmatico de TC livre apés a administragdo oral em dose Unica
ficou acima do limite de detec¢do do método analitico, que é de 0,12 ug/mL. Isto
demonstra que o farmaco livre & absorvido, resultando em concentracoes

superiores a 0,12 pg/mL.

Tabela 12. Concentragédo de TC livre em fun¢do do tempo

Tempo (h) Concentracao Plasmatica (ug/mL)
1 ND
2 0,812
4 ND
6 0,395
12 0,335

ND= nio determinado.

A tabela 13 apresenta os parametros farmacocinéticos da TC livre

administrada por via oral em dose Unica de 80 mg.
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Tabela 13. Parametros cinéticos da TC livre administrada por via oral em dose

Unica de 80 mg.

Parametro Valor
Cinax (Mg /mL) 0,812
tmax (h) 2
ASC*y.ni(g.h.mL™) 8,221
Vd (L/kg) 2,80
Clr(L/kg.h) 0,23
Ti2 B (h) 8,280
B(h7) 0,0837

Cmax. concentracdo plasmética maxima; fmax. Tempo em que a concentracao
plasmatica é maxima, ASC: area sob a curva; Vd: volume de distribuicao; CI.

clearance, t;2: meia vida; £: constante de eliminagao.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 13, nota-se que a TC
tem um alto volume de distribuicdo (Vd = 145,6 L), o que indica uma ampla
distribuicdo tecidual. O volume de distribuicdo (Vd) descreve a relagdo entre a
quantidade de farmaco existente em todo o organismo e a quantidade existente
no plasma. Altos valores de Vd indicam uma ampla distribuicdo para os tecidos.
Como a TC tem caracteristica lipofilica, a captagao tecidual é extensa e, portanto,
grandes volumes de distribuicdo sdo comuns.

A concentracao plasmatica maxima foi de 0,812 ug /mL, encontrada apos 2

horas da administragéo.
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Os resultados mostram que a metodologia analitica desenvolvida para a

quantificagéo de TC em plasma foi capaz de quantificar a TC nas analises in vivo.

6.2. Perfil de liberacao in vivoda TC

Nas andlises in vitro do sistema multiparticulado para liberagao colénica de
farmacos, realizadas por nosso grupo de pesquisa em trabalhos anteriores, as
particulas mostraram-se resistentes ao meio gastrico e liberaram menos que 20%
de TC em meio entérico simulado durante 6 horas de ensaio, liberando o restante
de farmaco somente na regido colénica (OLIVEIRA, 2005).

Os resultados obtidos nas analises in vivo sugerem que as particulas,
assim como nas analises in vitro, mantém-se inalteradas durante seu percurso
pela parte superior do TGl e alcancam a regido colénica aparentemente intactas.
Nao houve liberacdo de farmaco nas amostras de sangue analisadas dos
voluntarios em jejum. No estudo relativo a segunda fase, ou seja, com os
voluntarios alimentados (pds-prandial), somente em um voluntario pdde ser
detectada liberacdo da TC apds 6,5 horas de ensaio e apds duas horas da

chegada das particulas ao colon.

Fallinborg e colaboradores (1939) realizaram um estudo com 39 voluntarios
saudaveis e demonstraram uma enorme variabilidade nos valores de pH
interindividuais, que pode chegar a mais de duas unidades de pH para um mesmo

local. Além disto, o pH do intestino delgado proximal, cujo valor é geralmente
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estabelecido como 6,8, mostrou um valor médio de pH de 5,5 no duodeno

(BRATTEN, JONES, 2006).
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Figura 30. Perfil de liberagcao de TC a partir do sistema multiparticulado magnético
em dois diferentes voluntarios no estado p6s-prandial .

A figura 31 apresenta o perfil de transito dos sistemas multiparticulados no
estado po6s-prandial correlacionado com a liberagdo da triancinolona obtida neste

voluntario
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Figura 31. Perfil de transito no estado pés-prandial correlacionado com o perfil de

liberacdo de TC de um voluntario em uma mesma analise.

Com a interpolacdo dos resultados obtidos de perfil de transito e da
liberacao da TC (figura 31) na andlise de mapeamento do sistema
multiparticulado no estado pés-prandial, observa-se que ndo houve esvaziamento
gastrico total das particulas. Tal fato fica evidente, pois quando ja havia sinal
magnético sendo detectado na regiao col6nica (em torno de 240 min), ainda havia
sinal sendo detectado na regido gastrica.

Portanto, o estado poés-prandial aumenta o tempo de residéncia das
particulas na regido gastrica, o0 que promoveu seu maior contato 0 meio gastrico.

Esta mudanga no comportamento de esvaziamento gastrico, observado
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nas analises em jejum e nas realizadas no estado poés-prandial, com certeza
influencia diretamente o processo de liberagdo do farmaco a partir do sistema
multiparticulado em estudo.

Além da alteracdo significativa no tempo de retencdo gastrica nos
diferentes estados prandiais, alguns estudos relataram importantes diferencas
intraindividuais em valores de pH medidos com uma semana de intervalo em um
mesmo voluntario mantido sob as mesmas condigbes (MCCONNELL et. al,
2008).

O volume de fluido também é um fator importante e essencial para os
processos de desintegragao, dissolucdo e absor¢cdo de farmacos administrados
por via oral. Schiller e colaboradores (2005) quantificaram o fluido livre no
intestino, isto é, agua ndo vinculada a digestdo, utilizando imagens de
ressonancia magnética, e verificaram que a quantidade de agua no Iumen
intestinal ndo esta homogeneamente distribuida e, de fato, existem “bolsas” de
fluido. Por este motivo, a desintegracéao de um sistema de liberacao colbénica esta
condicionada ao fato da forma farmacéutica encontrar ou ndo uma destas “bolsas”
de fluido. Neste estudo, verificou-se encontraram grande variabilidade
interindividual e constatou-se que um sistema de liberacdo modificado pode ser
exposto a cerca de 1 a 100 mL de agua livre ao chegar a regiao colénica.

Além dos fatores fisioldgicos ja discutidos, o fato de ndo ter sido detectada
liberagdo de TC na maioria dos voluntarios pode estar relacionado também com o
tipo de sistema de liberacdo desenvolvido, que alia a liberagdo por degradacao
enzimatica a liberacao pH-dependente.

O sistema para liberagdo colbnica proposto € um sistema intumescivel,

com intumescimento pH-dependente, que envolve a protonagdo dos grupos
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amina da quitosana (QS) em baixos valores de pH e a desprotonagédo dos grupos
carboxilicos da pectina (PC) em valores de pH alto.

Em pH 1,2, que € o valor de pH utilizado para a simulagdo do meio gastrico
nos ensaios de dissolugcdo in vitro, os grupos amina da QS e 0s grupos
carboxilicos da PC estao protonados. Devido ao efeito dominante da protonacéao
dos grupos carboxilicos da PC, a rede polimérica ndo intumesce e as particulas
apresentam baixa taxa de intumescimento (YU et al., 2009).

A interacao entre PC e QS é pH-dependente e o complexo formado entre
os polimeros torna-se mais resistente em valores de pH na faixa de 4,5-5,0.

A incorporacdo do polimero gastrorresistente, acetoftalato de celulose
(CAP), aumenta a resisténcia do sistema multiparticulado. Isso se deve as
caracteristicas de solubilidade deste polimero, que se torna desprotonado em
pH>6, dificultando, assim, a difusdo do meio de dissolugcao para o interior da
particula. Tal comportamento limita a ionizagdo, habitual neste pH, tanto dos
grupos amino da QS quanto dos grupos carboxilicos da PC, favorecendo o
intumescimento da particula (OLIVEIRA, 2005).

O que rege a liberacao do farmaco neste tipo de sistema é o processo de
difusdo, resultado da difusdo do penetrante (fluidos biologicos) e da difusdo do
farmaco. E importante salientar que a quantidade de agua absorvida pelo
polimero € fungéo de sua hidrofilia, da estrutura de rede formada e do numero de
grupos ionizaveis presentes na estrutura polimérica (GEHRKE; LEE, 1990).

Os resultados obtidos para o perfil de liberacdo da TC, tanto na fase 1
como na fase 2 deste estudo, vém comprovar que a variabilidade interindividual,
nao somente em relagdo ao tempo de transito de uma forma farmacéutica, deve

ser levada em consideraga@o no desenvolvimento de uma forma farmacéutica para
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liberagdo modificada. Outros fatores fisiol6gicos, como composicao e quantidade
dos fluidos, motilidade, valores de pH, diferengas anatémicas, etc., que em um
estudo in vitro sédo geralmente menosprezados, devem também ser avaliados.
Isso mostra que estudos in vivo sdo fundamentais para a melhor
compreensao dos mecanismos que podem interferir na liberacao de um farmaco a
partir de um sistema de liberacdo, garantindo, assim, que seu desempenho seja

adequado.
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VII. CONCLUSAO

v' Foi possivel a obtencdo de sistema multiparticulado magnético para a
liberagao colénica de farmacos

v As particulas produzidas apresentaram alta eficiéncia de encapsulagao. As
andlises granulométricas e morfolégicas mostraram que o método de
coacervagao complexa produziu particulas uniformes e praticamente
esféricas, mesmo apds a adigdo do material magnético.

v O estudo de validagdo mostrou que a metodologia de CLAE proposta para
a andlise quantitativa de triancinolona em plasma é simples, rapida, precisa
e exata para os objetivos pretendidos.

v O sistema multiparticulado magnético desenvolvido foi capaz de gerar
imagens magnéticas que permitiram acompanhar o transito das particulas
até a chegada ao célon.

v A metodologia de BAC com sensor unico foi eficiente para o
monitoramento do sistema multiparticulado no trato gastrintestinal. Foi
possivel determinar o TRG, o TTl e o TCC do sistema multiparticulado
magnético.

v" Os resultados confirmaram a importancia da utilizagdo de técnicas nao
invasivas como a BAC para a caracterizacdo do comportamento in vivo de
sistemas de liberacdo desenvolvidos.

v' Através das andlises in vivo ficou comprovada a influéncia do estado
prandial no transito do sistema multiparticulado, sendo que a maior
alteragédo foi no TRG das particulas nas analises realizados com o0s

voluntarios no estado pds prandial.
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v' Os estudos in vivo realizados comprovaram a complexidade do trato
gastrintestinal, que apresenta inumeras variabilidades fisiologicas, e a
grande variagdo interindividual, mostrando a falta de correlagdo dos

resultados de liberacao in vitro com os obtidos in vivo.
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