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RESUMO

A via de administracdo oral é amplamente utilizada devido a sua comodidade, facilidade
no estabelecimento de terapéuticas e a possibilidade de aplicacdo de sistemas
gastrorretentivos para a liberacéo controlada de farmacos. 1sso promove vantagens como
menor frequéncia de ingestdo de comprimidos e baixa flutuacdo nas concentracfes
sanguineas. Dentre os comprimidos de liberacdo prolongada, destacam-se as matrizes
hidrofilicas, que funcionam por meio do intumescimento da matriz, formando uma
camada de gel onde a liberacao ocorre por difusdo. Diante da necessidade de investigar a
liberacdo, foram realizados testes in vitro e in vivo de controle de qualidade e
monitoramento, incluindo friabilidade, dissolucdo e uptake. Além dos métodos
farmacocinéticos padrao, este estudo se destaca pela implementacdo de uma metodologia
biomagnética denominada biosusceptometria de corrente alternada (BAC). Essa técnica
¢ capaz de detectar oscilagdes no campo magnético induzido, sendo aplicada tanto in vivo
como in vitro (no TGl humano) para o monitoramento online dos mecanismos de
intumescimento e localizagdo da matriz, além de possibilitar a realizacdo da
farmacomagnetografia, associando analises farmocinéticas e biomagnéticas. Ao analisar
a performance das trés formulacGes propostas (F1, F2 e F3) em termos de dissolu¢éo,
uptake e monitoramento com BAC, a formulagdo F3 se destaca por apresentar um
aumento de area e perfil de liberacdo desejaveis. No protocolo in vivo, realizado com
participantes humanos em dois estados prandiais diferentes (jejum e alimentado), foi
possivel confirmar que o estado prandial interfere na motilidade e biodisponibilidade,
com aumento significativo nos parametros de tempo de retencdo gastrica (TRG - jejum:
65 + 7,75 min; alimentado: 112,5 = 15,73 min) e tempo de transito orocecal (TTOC -
jejum: 1825 £ 22,8 min; alimentado: 269,17 + 53,14 min) além de um pico de
concentracdo sérica maximo mais acentuado e precoce para o jejum (3,74 pg/mL — 2
horas) em relacdo ao alimentado (2,71 pg/mL — 4 horas). Portanto, a biosusceptometria
de corrente alternada se mostra eficiente e eficaz no monitoramento online de matrizes
hidrofilicas magnéticas pelo TGI humano, destacando-se como uma valiosa metodologia

na analise e caracterizacdo de formas farmacéuticas solidas.

Palavras-chave: matrizes hidrofilicas, biosusceptometria de corrente alternada, tempo

de retencdo géstrica, tempo de trénsito orocecal.



ABSTRACT

Currently, the oral route is widely used, due to its convenience, easy therapeutic
establishment and the possibility of applying gastroretentive systems, enabling prolonged
release of drugs. Among the advantages are reduced tablet ingestion frequency and low
fluctuation in blood concentrations. Among the prolonged release tablets, hydrophilic
matrices stand out. In terms of their functioning, this occurs due to the swelling of the
matrix, then forming a gel layer where the release will occur by diffusion. Due to the need
of investigation on these matrices’ liberation, in vitro and in vivo quality control and
monitoring tests were conducted, including friability, dissolution, and uptake. In addition
to standard pharmacokinetic methods, this study highlights the implementation of a
biomagnetic methodology called alternate current biosusceptometry (ACB). This method
can detect oscillations in the induced magnetic field and can be applied both in vivo and
in vitro (in the human Gl tract) for online monitoring of swelling mechanisms and matrix
identification, in addition, ACB system allows the application of the
pharmacomagnetography, by allying biomagnetic and pharmacokinect analysis.
Analyzing the performance of the three proposed formulations (F1, F2, and F3) regarding
dissolution, uptake, and ACB monitoring, formulation F3 stands out by presenting
desirable area increase and dissolution profile. In relation to the in vivo protocol,
conducted with human participants in two different prandial states, fasting and fed, the
study  confirmed that the  prandial state affects  motility and
bioavailability by the identification of an increase in the gastric retention time (GRT)
(TRG - fasting: 65 + 7,75 min; fed: 112,5 + 15,73 min) and orocaecal transit time (OCTT)
(TTOC - fasting: 182,5 = 22,8 min; fed: 269,17 + 53,14 min), in addition, a more
pronounced and earlier peak in maximum serum concentration was observed for the
fasting state (3,74 pg/mL — 2 hours) compared to the fed state (2,71 pg/mL — 4 hours).
Therefore, alternate current biosusceptometry proves itself efficient and effective in
online monitoring of magnetic hydrophilic matrices through the human Gl tract, standing

out as a valuable methodology for the analysis and characterization of solid dosage forms.

Keywords: hydrophilic matrices, alternate current biosusceptometry, gastric retention

time, orocaecal transit time.
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1. INTRODUCAO
Dentre as vias de administracdo de medicamentos, a via oral se destaca pela

facilidade de ingestdo, ndo-invasividade e mais comodidade em relacéo a vias parenterais
como intramuscular e intravenosa (1,2). Nesse ambito, as formas farmacéuticas solidas
(FFS), especialmente os comprimidos, s&o o0s mais frequentemente prescritos,
apresentando vantagens como: portabilidade, insipidez e possibilidade de implementagéo

de sistemas de liberacéo prolongada (3).

A capacidade de promover a liberacdo do farmaco ao longo do tempo é o que
define um sistema de liberacdo prolongada, mantendo os niveis terapéuticos por mais
tempo no plasma sanguineo (4). Sistemas gastrorretentivos sdo um dos tipos de sistemas
de liberacdo prolongada, cujo principal objetivo € a retencdo da FFS no estdmago,
ocasionando em um aumento do tempo de retengdo gastrica (TRG) e progressivamente
liberando o farmaco, mantendo controle sob a absorcéo (5,6).

Entre os principais sistemas gastrorretentivos estdo: Sistemas flutuantes,
caracterizados pela acdo de flutuar no suco gastrico, sistemas de bioadesdo na mucosa
gastrica, promovendo adesdo na parede gastrica e sistemas expansiveis, caracterizando-
se pelo aumento de area do comprimido, dificultando sua passagem piloro (5,7). Matrizes
hidrofilicas fazem parte dos sistemas expansiveis, e seu desempenho é dependente de
parametros fisicos e fisiolégicos como forca de compressdo dos comprimidos, pH e
motilidade (8-10).

Quanto ao mecanismo de liberacdo do fArmaco em sistemas matriciais, esse é dado
pelo intumescimento, ou seja, aumento de tamanho, processo que ocorre devido a
presenca de polimeros  sintéticos derivados de celulose, como a
hidroxiproprilmetilcelulose (HPMC), diversos tipos sdo apresentados no mercado,
variando em porosidade e viscosidade do polimero (11,12). Conforme o comprimido
intumesce, uma camada de gel € formada pela absor¢éo do meio, o comprimido apresenta
um aumento gradativo de volume, e a liberacdo ocorre via difusdo pela camada de gel. O
aumento de volume causado pelo processo de intumescimento faz com que a matriz ndo
consiga passar pelo piloro, caracterizando as matrizes hidrofilicas como sistemas de

liberacdo prolongada (gastroretentivos) (13-15).
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Em estudos in vivo, o maior desafio relacionado a eficiéncia de sistemas
gastrorretentivos, além de parametros biofarmacéuticos, sdo os parametros do trato

gastrointestinal (TGI), entre eles a motilidade géstrica (16).

O complexo migratério motor (CMM), € um ciclo recorrente no estdmago,
composto de quatro fases consecutivas que ocorrem em um periodo médio de 1,5 a 2
horas (17). A Fase | (45 a 60 minutos), ou fase de quiescéncia, se caracteriza por um
periodo de inatividade motora, apresentando pouca ou nenhuma contracdo do TGI. A
Fase Il (30 — 45 minutos) é caracterizada por um aumento gradual na frequéncia e
intensidade de contragdo, porém sem a formacdo de ondas peristalticas. A Fase Il (5 —
15 minutos) é caracterizada por alta incidéncia de contracbes e formacdo de ondas
peristalticas (“housekeeper waves ), durante essa fase solidos indigestos sdo removidos.
Estudos demonstram que a somatostatina e serotonina podem inibir a ocorréncia da Fase
Il na porg¢do antral do estbmago (18-20). J& a Fase IV representa o periodo de transicéo,
apresentando uma diminui¢do gradativa da ocorréncia de contragdes intensas até o inicio
da fase de quiescéncia. As fases do CMM podem alterar parametros significativos do TGl

como o TRG e consequentemente o tempo de transito orocecal (TTOC) (5,21,22).

Nesse contexto de definicdo de perfis bioldgicos torna-se de suma importancia a
implementacdo de métodos eficazes em monitorar o comportamento de FFS nas mais

diversas situacdes, tanto in vitro como in vitro.

Antes de um lote de comprimidos ser disponibilizado para uso, é crucial garantir
que esse atenda aos rigorosos padrbes de qualidade estabelecidos elas normas
farmacéuticas, no caso do Brasil, as normas séo descritas na Farmacopeia Brasileira,
disponibilizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Diversos
testes sdo conduzidos para que seja garantida a qualidade das FFS, tais como massa
média, friabilidade (resisténcia a abrasdo) e dissolucdo para obtencdo do perfil de
liberacdo in vitro do farmaco modelo. Esses procedimentos sdo fundamentais para a

validag&o de um lote antes de sua comercializagéo (23-27).

Quanto a avalicdo das FFS ao longo do TGlI, diversas técnicas sdo propostas,
porém a considerada padrédo ouro para tal préatica é cintilografia. Esse método envolve a
marcacio da FFS com um radionuclideo, normalmente o Tc %™ (Tecnécio 99
metaestavel), emitindo radiacdo gama que é monitorada através de uma gama camara

(28,29). Além do envolvimento da radiacéo ionizante, outras complicagcbes como preparo
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complexo, utilizacéo de radiofarmacos, necessidade de um ambiente blindado e alto custo

(dificuldade de acesso) acabam por limitar essa metodologia (30,31).

Uma alternativa aos métodos dependentes de radiacdo ionizante, sdo 0s métodos
biomagnéticos capazes de monitorar de maneira ndo-invasiva as FFS ao longo do TGl
tanto em humanos quanto animais. Essas metodologias séo capazes de aferir campos
magnéticos remanescentes ou resultantes de atividade elétrica ou presenca de materiais
magnéticos que gerem sinais quando expostos a campos magnéticos aplicados

externamente (32,33).

Dentre os métodos biomagnéticos se destacam os dispositivos supercondutores de
interferéncia quantica (SQUID — do inglés Superconducting Quantum Interference
Device), ressonancia magnética (RM) e a biosuscpetometria de corrente alternada (BAC).
Quanto aos SQUID, estes sdo capazes de aferir campos remanescentes, ou seja, a amostra
alvo necessita de magnetizacdo externa. Sua alta sensibilidade de deteccdo acaba por
dificultar o arranjo instrumental, sendo o aparato altamente influenciado pelo campo
magnético da Terra, necessitando entdo de um ambiente magneticamente blindado, se

tornando uma metodologia de alta complexidade de operacéo e alto custo (29,34-36).

Apesar da alta sensibilidade e alta resolucdo espacial da RM, sua utilizacéo se
torna complexa em termos operacionais, sendo necessaria uma adequacao a rotina clinica
ou a necessidade de um equipamento dedicado somente a pesquisa. Além do alto custo e
demanda de mao de obra especifica para realizacdo desse procedimento, sendo necessario

também a utilizacdo de contrastes na visualizacdo das FFS (37-39).

Diante das metodologias apresentadas, a biosusceptometria de corrente alternada
(BAC) se apresenta com uma série de vantagens como: ndo dependéncia de ambiente
blindado, capacidade de aferi¢do de suscetibilidade magnética do material eliminando a
necessidade de magnetizacao externa, portabilidade, facilidade na elaboragéo de arranjos
instrumentais e confecgdo mais simples de sensores. Esse sistema apresenta alta resolucao
temporal, limitado apenas pela capacidade da placa de aquisi¢do de dados, combinando a

possibilidade de monitoramento online, ndo-invasividade e baixo custo.(8,40,41)

Para que uma FFS seja avaliada utilizando o sistema BAC, é necessario a
utilizacdo de um tragador magnético, nesse caso a ferrita de manganés, para que a FFS
gere aumento de sinal captado pelo sensor BAC. Portanto as matrizes hidrofilicas

manufaturadas sdo denominadas matrizes hidrofilicas magnéticas. Vale ressaltar que
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estudos prévios mostram que a ferrita € um material inerte, ndo sendo nocivo a saude de

humanos ou animais e totalmente eliminada nas fezes (42—44).

O Laboratério de Biomagnetismo da Universidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita Filho”, conduzido pelo Prof. Titular José Ricardo de Arruda Miranda, tem
utilizado a BAC em diversas areas de pesquisa como motilidade gastrointestinal de cées,
ratos e humanos, também em nanotecnologia (utilizando nanoparticulas de oxido de
ferro) e instrumentacdo. No que se diz respeito as FFS, o sistema BAC ja foi utilizado
para avaliar comprimidos desintegrantes, influéncia de forcas de compressdo na
desiuntegragéo, comprimidos desintegrantes revestidos, matrizes flutuantes, admistragéo
concomitante de farmacos utilizando inibidor de bomba de prétons e procinéticos além
de ser utilizado para a construcdo de abordagens multinstrumentais como a

farmacomagnetografia (42-50).

O termo farmacomagnetografia comecou a ser utilizado em 2010 por Weitschies,
e se refere a associacao de metodologias de monitoramento de marcadores magnéticos,
no caso desse estudo, a BAC, com metodologias farmacocinéticas padrdo como a
quantificacdo sérica do farmaco. Seguindo a mesma l6gica do termo farmacocintilografia,
onde a metodologia utilizada é a cintilografia, surge entdo a terminologia
farmacomagnetografia. Essa abordagem multinstrumental vem sendo utilizada
amplamente para 0 monitoramento das mais diversas formas farmacéuticas sélidas in vivo
(29,51-54).

O presente estudo tem como objetivo a avaliacdo de mais uma FFS utilizando a
BAC, dessa vez as matrizes hidrofilicas. Para tanto serdo avaliadas diferentes
formulacGes envolvendo diferentes tipos de HPMC (K15M e K100LV) e suas
combinagbes na composicdo de matrizes hidrofilicas magnéticas (MHM), com foco no
perfil de dissolu¢cdo e no mecanismo de intumescimento. Além disso, também foi
proposta a realizacdo de avalia¢Ges in vivo afim de investigar a performance e monitorar
essas FFS ao longo do TGI humano, além de avaliar a biodisponibilidade do farmaco por

meio da elaboragdo de um conceito de prova baseado em farmacomagnetografia.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
O sistema BAC opera como um transformador duplo de fluxo magnético

composto por dois pares de bobinas, sendo o par mais distante da amostra atuando como
sistema de referéncia e o par mais proximo da amostra como sistema de medida, estando
as bobinas detectoras arranjadas na forma gradiométrica de primeira ordem (40,57-59).
Quando um material magnético € aproximado do sistema de medida ocorre um
desbalanceamento do fluxo magnético e é possivel observar um aumento de sinal elétrico.
Tal sinal pode ser aferido, digitalizado e registrado com o auxilio de um amplificador
lock-in, uma placa de conversdo A/D (analdgico/digital) e um computador conforme

apresentado pela Figura 1 abaixo.

Cada par de bobinas de detec¢do tem Ng espiras, area Aq, e cada bobina de indugéo
com N espiras e uma area A, separadas por uma distancia denominada linha de base, a
fim de diminuir a interferéncia mdtua entre elas. As caracteristicas especificas como
bitola do fio, nimero de espiras, linha de base e demais informacdes estdo contidas no
ANEXO 1 - Confecgdo de Sensores BAC.

Bobinas de /’\ Material

Medicao \_/ Magnético
|Computador
O—> f
= g
Amplificador|| & S Placa A/D
=3 = l
i 7 !
=) E Amplificador
g‘ o _— Lock-In
- o T
=t =
o =
Bobinas de /\
Referéncia \.—/

Figura 1. Diagrama de funcionamento de sensor BAC. Fonte: adaptado de Rodrigues et. al (2024)(41).

A resposta do biosusceptébmetro a presenca de material magnético no par de
bobinas de medicédo pode ser descrita pela variacao de fluxo magnético (¢q), cuja equagéo

encontra-se abaixo:
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Equacdo 1. Variagio de Fluxo Magnético

1
bq = i fX(r)Ba-Bd dav

Holg

Sendo po a permeabilidade magnética no vacuo, lqa corrente induzida nas bobinas
detectoras, y a susceptibilidade magnética do tracador, B_a) 0 campo magnetico induzido,

e B, 0 campo reciproco da bobina detectora, de acordo com o teorema da reciprocidade.

O sinal elétrico captado na bobina detectora pode ser descrito pela de Lei da

Inducdo de Faraday expressa abaixo:
Equacdo 2. Lei da Indugdo de Faraday

V= dba _ d fo(?)E.B_d’ dV]
dt dt Lpely
Os monitoramentos realizados com sensores BAC podem ser armazenados e
representados por matrizes temporais e espaciais, possibilitando sua manipulacdo para
obtengdo de, respectivamente, sinais e imagens sequenciais em intervalos de tempo
definidos. Essas imagens sdo submetidas ao processamento em ambientes de

programacdo como Python® a fim de aumentar sua qualidade.

3. OBJETIVO
Avaliar a influéncia de diferentes tipos e combina¢des de HPMC in vitro, quanto

ao perfil de dissolucdo, intumescimento e monitoramento in vivo das MHM ao longo do

TGI humano empregando a BAC. Quanto aos objetivos especificos, se apresentam:

e Obter trés diferentes formulacdes de MHM;

¢ Realizar o controle de qualidade dos comprimidos confeccionados (massa média,
friabilidade, perfil de dissolucéo, uptake);

e Auvaliar o processo de intumescimento in vitro utilizando sensor BAC;

e Otimizar e obter a melhor formulacdo para aplicagdo em protocolo in vivo;

e Estabelecer protocolo in vivo, para monitoramento, utilizando sensor BAC, das
matrizes hidrofilicas ao longo do TGI humano.

e Avaliar a biodisponibilidade do farmaco modelo por meio da aplicacdo da
farmacomagnetografia (conceito de prova).
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais
Os materiais utilizados para confeccdo e analises das MHM: Metronidazol (Sigma

Aldrich, S&o Paulo, Brasil); Metronidazol (Audaz, Séo Paulo, Brasil);

Hidroxiproprilmetilcelulose (Methocel®, gentilmente cedido por Colorcon,
Cotia, Brasil); Ferrita de Manganés — MnFe»0a4, 75<@<95 um (Br4Science, Botucatu,
Brasil); Lactose (Henrifarma, Sao Paulo, Brasil); Estearato de Magnésio (Henrifarma,
Sdo Paulo, Brasil); Coluna Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 um 2,1 x 50 mm; Waters®,
EUA); Acetonitrila (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil); Metanol (Tedia, Rio de Janeiro,
Brasil); Acido acético glacial (Sigma, Sao Paulo, Brasil).

4.2 Equipamentos
Os equipamentos utilizados para confeccdo e analises das MHM: Prensa

hidraulica MA-90 (Marconi, Sdo Paulo, Brasil); Matriz e puncéo de 12 mm (Erweka EKO
™). Balanca analitica XP 204 (Mettler Toledo, S&o Paulo, Brasil); pHmétro Seven Multi
(Mettler Toledo, S&o Paulo, Brasil); Spectrofotometro UV — Nanodrop 2000
(ThermoFisher, Waltham, USA); Biosusceptdometro de Corrente Alternada — Monocanal
(Br4Science, Botucatu, Brasil); Friabildbmetro modelo 300-1 (Nova Etica, S&o Paulo,
Brasil); Dissolutor modelo 299 — Aparato USP 11 (Nova Etica, S&o Paulo, Brasil);
Waters® Acquity HClass, equipado com detector UV-Vis Photodiode Array (Acquity
UPLC® PDA); Liofilizador (Labconco, modelo FreeZone 2.5, EUA); Centrifuga Hermle
Z 326 K (Labnet, Alemanha).

4.3 Confecgdo de matrizes hidrofilicas magnéticas
MHM de 1,1g contendo 100 mg de metronidazol (MNZ) como farmaco modelo

foram obtidas a partir do método de compressao direta com matriz e puncédo de 12 mm,
sendo utilizada forca de compressdo de 30 kN e ferrita de manganés como tragador
magnético (75<@<95 um). Além da ferrita e do farmaco modelo foram utilizados os
excipientes estearato de magnesio (lubrificante), lactose (diluente) e HPMC K100LV e
K15M (polimero hidrofilico) responsavel pelo intumescimento e formagdo da camada de

gel no comprimido.

Foram desenvolvidas trés formulagfes de matrizes hidrofilicas magnéticas,

variando a proporgéo e o tipo de HPMC, para posterior realizacdo de testes de uptake,
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perfil de dissolucdo e escaneamento BAC. As composi¢des das formulagdes F1, F2 e F3

estéo apresentadas na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Composi¢ao das formulagdes F1, F2 e F3.

Excipientes Formulagao
F1(%) | F2 (%) | F3 (%)

Methocel® K100LV 0 6.25 12.5
Methocel® K15M 25 18.75 12.5
Metronidazol 10 10 10
Ferrita de Manganés 50 50 50
Estearato de Magnésio 0.5 0.5 0.5
Lactose 14.5 14.5 14.5
Total 100 100 100

4.4 Controle de Qualidade de Comprimidos
Os testes de controle de qualidade conduzidos foram teste de massa, altura e

diametro médios e teste de friabilidade. Todos os testes foram realizados de acordo com

as especificacdes da Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (2019) (23).

Logo ap6s a confecgdo dos comprimidos foram mensurados massa, didmetro e
altura de cada comprimido do lote com auxilio de balanca analitica e paquimetro. Assim
sdo determinados os parametros massa, altura e didmetro médios que serdo utilizados

posteriormente nos testes de friabilidade, uptake e para o célculo de aumento de area.

4.4.1. Teste de Friabilidade
Esse teste tem por objetivo a determinacdo da resisténcia dos comprimidos a

abrasdo, quando submetidos a estresse mecanico. Os comprimidos foram alocados em um

friabildmetro, e expostos a rotagdes (25 rpm) durante 4 minutos.

Ap0s a remocéo do residuo de p6 dos comprimidos, a massa € aferida novamente,
a friabilidade seré a diferenca entre a massa inicial e final expressa em porcentagem. O
lote de comprimidos € considerado aprovado no teste mediante perda de até 1,5% da

massa original, e ndo apresentando quebra, rachaduras ou lascas
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4.5 Curva Padréo — Metronidazol (pH 1,2) in vitro
Para obtencdo da curva padrédo, concentragdes conhecidas de metronidazol foram

preparadas (0; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL) utilizando meio acido,
simulando o pH gastrico (HCI 0,1 N corrigido para pH 1,2). As amostras entdo foram
levadas e analisadas via espectrofotometria UV/Vis em comprimento de onda de 277 nm.
O comprimento de onda de 277 nm foi estabelecido realizando varredura num intervalo

de 200 — 400 nm e com base na literatura (55).

A partir das analises foi obtida uma curva de absorbancia em fungdo da
concentracdo, utilizando o método de regressao linear € possivel obter a equacédo de reta
da curva. O coeficiente linear e angular da curva foi posteriormente utilizado para

quantificacdo da concentracdo das amostras do teste de dissolucéo.

4.6 Teste de Dissolucao
O teste de dissolucéo foi realizado em quintuplicata, utilizando de um Dissolutor

Aparato USP Il (método de pas) conforme Figura 2 de acordo com a metodologia predita
na Farmacopeia Brasileira (2019) (23). O objetivo do teste é a obtencdo do perfil de

dissolucdo e liberacdo do metronidazol em cada uma das formulacGes propostas.

Aparato USP Il - Método de Pas

Recipiente e Fixo Rotziivo

Tampa

|

[l ™y

Comprimido

Figura 2. Diagrama esquematico representando um aparato USP II, método de pas.
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Os comprimidos sdo posicionados no dissolutor contendo 900 mL de meio
gastrico simulado (HCI 0,1N corrigido para pH 1,2) e submetidos a agitacao (75 rpm).
Aliquotas de 1 mL foram coletadas (com reposicdo do meio) em intervalos de: 0 (branco),
30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 e 260 minutos. Posteriormente as
amostras foram submetidas a espectrofotometria UV/Vis, cada amostra foi mensurada
trés vezes (triplicata) em comprimento de onda de 277 nm, para obtenc¢do dos valores de
absorbancia, para posterior processamento de dados utilizando o método descrito na se¢éo

Curva Padrao — Metronidazol (pH 1,2).

4.7 Anélises de Perfil de Dissolugéo
Com o intuito de analisar o perfil de dissolucao das diferentes formulacdes foram

utilizados os modelos independentes: fator de similaridade (f2) e eficiéncia de dissolugédo
(ED) e o modelo dependente de Korsmeyer-Peppas. Para aquisi¢do de tais fatores foi
utilizado o suplemento DDSolver no Microsoft Excel.

4.7.1 Fator de Similaridade (f2)
Esse fator é empregado quando se deseja comparar a titulo de semelhanca as

fracdes de farmaco dissolvidas de diferentes amostras. O fator f2 é expresso pela férmula

abaixo:

Equacdo 3. Fator de similaridade 2.

n -0,5
1
1+ (H) Z(Rt - Tt)zl . 100
t=1

Onde R: é o valor de dissolucdo da amostra referéncia, Tt € o valor de dissolugédo

f2 =50.log

da amostra teste e n € o nimero de pontos (intervalos temporais). Se o valor de f2 estiver
entre 50 e 100 os perfis de dissolucdo sdo considerados similares.

Nesse estudo a amostra considerada referéncia foi o perfil de dissolugdo da

formulacéo F1.

4.7.2 Eficiéncia de Dissolucéo (ED %)
Para cada amostra a eficiéncia de dissolucdo é calculada como a raz&o percentual

da area sob a curva (ASC) até determinado intervalo de tempo t e pela area total sob a
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curve de retangulo (ASCTR) definido pela ordenada (100%) e abcissa (56). A eficiéncia
de dissolugdo é calculada utilizando a equagao abaixo:

Equacdo 4. Eficiéncia de dissolu¢do ED %.

[5y(®) dt

ED (%) =
Y100 -t

.100

Onde y é a porcentagem de farmaco liberado no tempo t, y100 € 0 valor méximo
de liberagdo e t é o tempo.

4.7.3 Modelo de Korsmeyer-Peppas
O perfil de liberacéo foi analisado utilizando 0 modelo matematico de Korsmeyer-

Peppas, € um método semiempirico, relacionando exponencialmente a liberacdo do

farmaco com o tempo, conforme descrito na equacéao abaixo:

Equacdo 5. Modelo de Korsmeyer-Peppas

£=Me _pgpn
™ M

o

Onde kKP é uma constante de caracteristicas estruturais da forma farmacéutica, n

é 0 expoente de liberacdo e M ¢ a funcdo de liberacdo fracional do farmaco.

4.8 Teste de Uptake
Visando avaliar o processo de intumescimento dos comprimidos, foi realizado

teste de uptake em quintuplicata para cada formulacéo. O teste consistiu em posicionar
as matrizes em béqueres contendo 900 mL de meio gastrico simulado (HCI 0,1N corrigido
para pH 1,2), e foram retirados para mensuracdo de massa, altura e diametro com auxilio
de paquimetro e balanca analitica em intervalos determinados: 0, 30, 60, 90, 120, 150,
180, 210, 240, 270 e 300 minutos.

O uptake, é uma grandeza de diferenca de massa, e é calculado através da
diferenca entre massa inicial e final expressa em termos de porcentagem. A partir dos
dados obtidos é possivel avaliar o processo de intumescimentos das diferentes

formulagGes propostas.
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4.9 Escaneamento BAC in vitro
Os comprimidos foram posicionados em recipiente de vidro contendo 900 mL de

meio gastrico simulado (HCI 0,1N corrigido para pH 1,2). O escaneamento magnetico foi
realizado utilizando um sensor BAC, acoplado a uma maquina CNC (do inglés -
Computer Numeric Control) que automatizou 0 movimento em uma grade de 81 pontos
(9x9). Dessa maneira, utilizando o software LabVIEW® foi possivel armazenar o valor
do sinal elétrico médio registrado em cada um dos 81 pontos em dois intervalos de tempo

pré-definidos: 0 e 360 minutos.

O sinal elétrico obtido entdo é processado em ambiente Python® para aquisicao
de imagens magnéticas capazes de demonstrar o processo de intumescimento das

matrizes hidrofilicas.

4.10 Protocolo in vivo
Participaram do estudo seis voluntérios higidos com idade entre 19 e 21 anos, que

ndo apresentavam qualquer disfungdo motora ou uso regular de medicamentos que

pudessem vir a interferir no transito gastrointestinal.

Todos os participantes foram devidamente informados sobre os procedimentos
realizados e o0s objetivos da pesquisa. Além disso, todos assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme os termos estabelecidos pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (CEP-FMB) sob o
protocolo CAAE: 74344923.8.0000.5411.

Ao aderir ao protocolo de pesquisa, 0s participantes, comprometeram-se a
comparecer ao Laboratério de Biomagnetismo em datas e horarios previamente

estabelecidos, sendo convidados a comparecer duas vezes, ambas em jejum.

4.10.1 Fase | — Monitoramento BAC: Estado Prandial — Jejum
De acordo com o protocolo estabelecido, nesse primeiro momento, 0s

participantes foram instruidos a comparecer em jejum de oito horas. Uma grade de pontos
13x13 foi desenhada na regido de projecdo gastrica tendo como referéncia a cicatriz

umbilical e outra grade na regido cecal, tendo como referéncia o ponto de McBurney.

No inicio do procedimento, foi oferecido um comprimido magnético com auxilio
de 200 mL de agua a cada participante. Com auxilio do sensor BAC é determinada a

regido de intensidade maxima de sinal sobre a projecdo gastrica; este ponto € anotado
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utilizando sistema de coordenadas x e y com referéncia na cicatriz umbilical. Quinze
minutos apds ingestdo do comprimido deu-se inicio ao monitoramento BAC sendo

realizados em intervalos de tempo de 15 minutos.

Apos a passagem do comprido do estbmago para o duodeno, foi oferecido ao
participante uma refei¢do padrdo, consistindo em uma lasanha Perdigédo ® de 600g e suco

de laranja Del Vale®.

As informagdes nutricionais dos alimentos ofertados estdo contidas no ANEXO

2 — Informacé&o Nutricional de Alimentos Ofertados.

Os escaneamentos continuaram sendo realizados até a detec¢do do comprimido

no ceco do participante.

4.10.2 Fase Il — Monitoramento BAC: Estado Prandial - Alimentado
Semelhante a Fase I, os participantes foram instruidos a comparecer em jejum de

oito horas. No entanto, ao chegarem ao local do procedimento, foi oferecido um lanche
composto por pdo de forma Seven Boys® com presunto suino Perdigdo e queijo
mussarela Sadia®. O comprimido foi ingerido com 200 mL de suco de laranja Del
Valle®. Apds a ingestdo do comprimido, iniciou-se 0 monitoramento BAC em intervalos
de 15 minutos. Assim como na Fase |, apds a deteccdo do esvaziamento gastrico, foi
oferecida ao participante uma refeicdo padrédo, consistindo em uma lasanha Perdigdo® de

600g e suco de laranja Del Valle®.

As informacdes nutricionais dos alimentos ofertados estdo contidas no ANEXO

2 — Informacdo Nutricional de Alimentos Ofertados.

Os escaneamentos continuaram sendo realizados até a identificacdo do
comprimido no ceco do participante.

4.11 Ensaios Farmacocinéticos
A metodologia analitica utilizada para quantificacdo do metronidazol sérico,

durante as analises in vivo foi a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE).

4.11.1 Curva Padréo — Metronidazol (plasma)
Para obtencdo da curva padréo, concentragdes conhecidas de metronidazol foram

preparadas (0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 pg/mL) a partir de diluigdes fracionérias de
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uma solucdo de fortificacdo (Metronidazol 10 pg/mL) em 500 pL de plasma.
Posteriormente foram adicionados 2 mL de acetonitrila em cada amostra e centrifugadas
a 4500 rpm e 4°C por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para novos tubos falcon

de 15 mL, congelados a -80 °C e submetidos a liofilizacdo em regime overnight.

No dia seguinte as amostras foram reconstituidas utilizando uma solugéo
agua:metanol (90:10, v/v), transferidas para tubos eppendorf, centrifugadas a 14000 rpm,
4° C por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para o vial de analise e injetado no

equipamento de cromatografia.

4.11.2 Processamento das Amostras de Plasma para Anélise CLUE
A extracdo do metronidazol das amostras de plasma dos voluntarios foi realizada

seguindo o protocolo estabelecido por Pires (2020) (60).

Adicionou-se 2 mL de acetonitrila em 500uL do plasma, as amostras foram
centrifugadas a 4500 rpm, 4 °C por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para tubos
falcon de 15 mL, posteriormente as amostras foram congeladas a -80 °C e submetidas a

liofilizag&o em regime overnight.

No dia seguinte as amostras liofilizadas foram reconstruidas com solugdo
agua:metanol (90:10, v/v) e transferidas para tubos eppendorf e centrifugadas a 14000
rpm, 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para o vial de andlise e injetado

no equipamento de cromatografia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva Padréao — Metronidazol (pH 1,2)
A Figura 3 apresenta a curva analitica do metronidazol para meio gastrico

simulado (pH 1,2). A partir da curva obtida e da aplicacdo da regresséo linear, foram
determinados os parametros coeficiente linear e coeficiente angular da reta, que séo
posteriormente utilizados para o célculo da liberacdo (%) do farmaco nos testes de
dissolucao (61,62).

A Figura 3 mostra que o coeficiente angular € 0,003908 ou seja indica a inclinacéo
da reta ou a taxa de variacdo de y em relacdo a x, e o coeficiente linear € 0,005354
representando o valor de y quando x=0. Além disso, o coeficiente de correlacdo linear
(R?) obtido foi de 0,9923 indicando a qualidade de ajuste da reta, ou seja 99,23% da
variabilidade da variavel dependente y pode ser explicada pela variavel independente x,
indicando alta confiabilidade na curva obtida.

Curva Padrao Metronidazol (pH 1,2)

Absorbancia

Y =0,003908*X + 0,0056354

1 T | 1 1
0 30 100 150 200 250

Concentragao (ng/ml)

Figura 3. Curva analitica do metronidazol para meio gastrico simulado (pH 1,2).

5.2 Uptake e Dissolugéo
A Figura 4 demonstra as curvas de liberagcdo do farmaco (a esquerda) e aumento

de massa (a direita) ao longo do tempo das diferentes formulacdes utilizadas (F1, F2 e
F3). Considerando que os comprimidos utilizados no estudo sé@o matrizes hidrofilicas, ou
seja, uma FFS de liberagdo prolongada, é esperado um aumento de massa

(intumescimento) e liberacdo farmacoldgica estendida.
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Ao observar os dados obtidos a partir da curva do perfil de liberacdo (Figura 4,
esquerda), a formulacdo F2 se destaca, atingindo 71,63 % de liberacdo enquanto as
formulacGes F1 e F3 apresentaram, respectivamente, 61,56 % e 65,99% de liberacdo. Em
relacdo aos resultados de teste de uptake (aumento de massa), a formulacdo F1 se destaca
atingindo 1,93g (0,83g ou 73,45% de aumento) enquanto as formulacGes F2 e F3
apresentaram 1,64 e 1,879 (0,54 e 0,77g ou 49,09% e 70% de aumento), respectivamente.
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Figura 4. Curvas de Liberagdo (esquerda) e Aumento de massa (direita) das formulagdes F1, F2 e F3.

Considerando as caracteristicas descritas pela literatura que definem uma matriz
hidrofilica (intumescimento e liberacdo prolongada), é possivel afirmar, pela observacao
dos graficos apresentados na Figura 4, que a formulacdo F1 apresenta a melhor
performance no teste de uptake, porém apresenta a pior performance no teste de
dissolucdo. A formulacdo F2, essa apresentou a melhor performance no teste de
dissolucdo, porém a pior performance no teste de uptake. As diferencas nos perfis de
dissolucgdo se devem principalmente a diferenca de viscosidade entre os polimeros HPMC
utilizados sendo o K15M mais viscoso que o K100LV, alterando o perfil de

intumescimento e liberacéo.

Com base nos dados apresentados, fica claro que, ao analisar os testes de
dissolucdo e uptake, a formulacdo F3 é a melhor escolha para o estabelecimento de um
protocolo in vivo, pois mantém ambas as caracteristicas (intumescimento e boa
performance de liberagdo) dentro de intervalos desejaveis. Nota-se ainda que a tendéncia
de saturacdo ocorre primeiramente para o uptake, ou seja, 0 aumento da variavel
independente (tempo) ndo resulta em crescimento significativo da variavel dependente
(aumento de massa ou liberacdo). No caso do uptake a tendéncia de saturacdo indica que
0s mecanismos envolvidos na absor¢do do meio atingiram ou se aproximam a saturagéo

ou que existe um numero limitado de captadores disponiveis. Para a liberacéo, a tendéncia
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de saturacdo indica que a liberacdo atingiu seu ponto maximo, onde o aumento na

concentracdo do farmaco nao implica em aumento da liberacéo (63,64).

5.3 Analise das Curvas de Dissoluc¢éo (F1, F2 e F3)

5.3.1 Fator Similaridade (f2)
O fator de similaridade corresponde a uma quantificacdo da semelhanca entre as

porcentagens dissolvidas em diferentes perfis. A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos
utilizando o add-on DDSolver no Microsoft Excel, um complemento para o software com
foco em andlise de dados de dissolugédo de farmacos. Esse add-on dispde de ferramentas
estatisticas e modelos matematicos para avaliagdo e comparacéao de perfis de dissolucdo
(65).

Tabela 2. Fator de similaridade (2) para todos os perfis de dissolugdo.

Comparacédo (R-T) Fator de Similaridade (f2) Similaridade entre Re T

F1-F2 56,23 Né&o
F1-F3 66,89 Sim
F2-F3 73,58 Sim

Os valores de f2 obtidos indicam que existe semelhanca entre os perfis F1 e F3, e
F2 e F3. Ao observar a Figura 4 (esquerda) observa-se que F2 apresenta uma maior taxa
de liberacdo que F1, principalmente apds os 180 minutos, corroborando com a ndo
similaridade expressa pelo calculo de f2. Quanto a F1 e F3, é possivel observar
semelhanca no gréafico, demonstrando diferencas acentuadas que F1 — F2. Por fim F2 e
F3 apresentam perfis semelhantes, com F2 superior. Essas diferencas podem ser
associadas a composicao das formulacdes, onde existem polimeros HPMC com maior e

menor viscosidade e diferentes proporcdes (66,67).

5.3.2 Eficiéncia de Dissolucéo (ED %)
A Tabela 3 apresenta os dados obtidos de Eficiéncia de Dissolugdo (ED %), um

importante fator para o desenvolvimento de formulagfes, atuando como garantia da
liberacdo controla e habilitando a previsao do perfil de liberagdo in vivo em intervalos de
tempo t definidos (30, 60, 120, 240, 300 e 360 min).
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Os principais fatores que podem influenciar a eficiéncia de dissolucdo séo as
propriedades do farmaco e a composicao da formulagdo. Também vale a pena ressaltar
que o tamanho das particulas, pH do meio e temperatura podem influenciar na ED.

Tabela 3. Eficiéncia de Dissolugdo dos diferentes perfis (F1, F2 e F3) em intervalos de tempo definidos.

Eficiéncia de Dissolucéo (ED %)
ED (t) F1(%) F2 (%) F3 (%)
ED (30) 701 849 824
ED (60) 10,89 12,83 12,24
ED (120) 16,56 19,62 19,05
ED (180) 20,64 2457 2315
ED (240) 24,89 2877 27,33
ED (300) 27,62 31,96 30,27
ED (360) 30,78 3581 32,99

Observando os dados apresentados na Tabela 3 e corroborando com a curva de
liberacdo da Figura 4 (a esquerda), a formulacdo F2 apresenta melhor eficiéncia de
dissolucdo, seguida pelas formulacdes F3 e F1. Ao se comparar as informacfes das
Tabelas 2 e 3, os valores préximos da ED (360) de F1 e F3 corroboram com a similaridade
entre eles, ja a ED (360) de F1 e F2 apresenta uma diferenca de 5,03% também

corroborando com o perfil de ndo similaridade entre F1 e F2 (68,69).

5.3.3 Modelo de Korsmeyer-Peppas
A Tabela 4 a seguir demonstra os resultados da aplicagdo do modelo de

Korsmeyer-Peppas para as trés formulacbes propostas, destacando os parametros KKP e
n. O parametro n determina o tipo de transporte do farmaco (sendo 0,45<n<0,89: ndo
fickiano) (70,71).

Tabela 4. Modelo de Korsmeyer-Peppas para as formulagdes F1, F2 e F3.

Korsmeyer-Peppas

kKP n Transporte
F1 1,98 0,58 Né&o Fickiano
F2 2,42 0,58 Na&o Fickiano
F3 2,65 0,55 Na&o Fickiano
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Portanto, o transporte de farmacos das trés formulacGes propostas é definido como
Transporte Ndo Fickiano Tipo Il ou transporte andémalo, ou seja, apresenta um
comportamento de maior complexidade do que o descrito pela Lei de Fick. Em sistemas
matriciais poliméricos, a liberacdo é influenciada pela reestruturacdo do material da
matriz, o que corrobora com o retorno do modelo de Korsmeyer-Peppas como nao

fickiano, onde a curva de liberacdo nédo segue padrdes lineares (63,72,73).

5.4 Ensaios BAC in vitro
A figura 5 apresenta o escaneamento magnético das 3 diferentes formulages

propostas, sendo realizado em dois momentos: 0 e 360 minutos.

Formulagdo 1 - 0 min

Formulacéo 2 - 0 min

0 5 100 150 200 250 300 350

o oFormulacéo 1 - 360 min

Figura 5. Escaneamentos magnéticos das formulagdes F1, F2 e F3 nos tempos 0 e 360 minutos.

No tempo 0, a imagem magnética apresenta intensidade de sinal maxima e uma
area menor, devido ao tracador magnético concentrado no tamanho padrdo do
comprimido. Ja no tempo final (360 minutos) a imagem apresenta maior area e menor
intensidade de sinal indicando a dispersdo do tracador magnético indicando o

intumescimento do sistema.

Utilizando um algoritmo de quantificagdo de aumento de area baseado em
mascaras binarias e conversdo de pixels para milimetros quadrados, adotando um corte
de 30% de intensidade maxima de sinal, foi possivel quantificar o aumento de area obtido
por imagens magnéticas para as formulacdes propostas: 0,803 cm?, 0,622 cm? e 0,745

cm? para F1, F2 e F3 respectivamente.
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A Tabela 5 apresenta a comparacédo entre o0 aumento de area fisica (obtido a partir
dos dados adquiridos no teste de uptake) e 0 aumento de &rea magnética obtido pelos
escaneamentos BAC.

Tabela 5. Correlagdo do aumento de area fisica e magnética.

Aumento de area  Aumento de area

Formulacao ) ) Diferenca (%)
fisica (cm?) magnética (cm?)
F1 0,725 0,803 11,901
F2 0,640 0,622 2,802
F3 0,547 0,745 36,183

A diferenca acentuada entre 0 aumento de &rea fisica e magnética, principalmente
nas formulagdes F1 e F3 pode ser explicado pela perda de material para 0 meio, uma vez
gue a matriz necessitava de manipulacdo para ser retirada do meio para aferir massa,
didametro e altura. Além da perda de material, o algoritmo de quantificacdo no que diz
respeito as interpolacdes e métodos de cortes de sinal (threshold) necessitam de maiores
investigacdes. Isso na necessidade de realizacdo de novas abordagens, com menor
manipulacdo da FFS com intuito de avaliar o aumento de area, reforcando a utilizacao

das metodologias magnéticas.

5.5 Avaliacdo Comparativa das Formulacoes
Em relacdo aos resultados referentes ao perfil de liberacdo, uptake e

escaneamentos magnéticos in vitro, embora a formulacdo F2 tenha apresentado melhor
perfil de dissolucdo (71,63%), apresentou 0 menor aumento de &rea magnética (0,622
cm?) e menor desempenho no teste de uptake (49,09%). Em contraste a formulagio F1,
essa apresentou o melhor desempenho no teste de uptake (73,45%), maior aumento de

area magnética (0,803 cm?) e a menor liberacio (61,56%).

Diante dessa perspectiva, a formulagdo escolhida para implementagdo no
protocolo in vivo foi a formulagdo F3, pois apresenta boa performance tanto para o uptake
(70%, proximo a melhor formulacéo F1: 73,45%) quanto dissolucéo (65,99%, semelhante
a melhor formulagio F2: 71,63%) e aumento de area magnética (0,745 cm?, semelhante

a melhor formulagdo F1: 0,803 cm?).
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5.6 Protocolo BAC in vivo
Foram realizadas as analises in vivo dos parametros de transito gastrointestinal,

especificamente o tempo de retencédo gastrica (TRG) e tempo de transito orocecal (TTOC)
de seis participantes de ambos os sexos, em dois diferentes estados prandiais: jejum e
alimentado, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 6. Parametros de transito gastrointestinal (TRG e TTOC). *** p=0,0001, ** p=0,0042

Estado Prandial: jejum Estado prandial: alimentado
Participante TRG (min) TTOC (min) TRG (min) TTOC (min)
1 60 165 105 180
2 60 180 120 270
3 60 150 90 240
4 75 195 120 295
5 75 210 105 300
6 60 195 135 330
Média B5*** 182,5** 112 5%** 269,17**
Desvio Padréo 7,75 22,8 15,73 53,14

Comparando-se os parametros TRG e TTOC entre os grupos jejum e alimentado,
utilizando teste t de Student com significancia de p<0,05 adotada, nota-se diferenca
significativa entre 0s grupos para ambos 0s parametros, sendo encontrado valor p de
0,0001 (altamente significativo - ***) e 0,0042 (muito significativo - **) para TRG e

TTOC, respectivamente.

Apesar do nimero amostral reduzido, as diferencas significativas encontradas
sugerem que a alimentacdo prévia modifica significativamente nos parametros TRG e
TTOC. O aumento de variabilidade encontrada no TTOC indica maior heterogeneidade
na resposta fisioldgica dos individuos, isto é a refeicdo modifica a dindmica do bolo

alimentar de maneiras em diferentes intensidades, variando de acordo com o participante.

Foram também obtidas imagens magneéticas do monitoramento de matrizes
hidrofilicas pelo TGI do participante 1, conforme mostra a Figura 6, corroborando com

0s dados apresentados na Tabela 5.

A Figura 6 apresenta as imagens magnéticas da matriz hidrofilica no TGI do
participante 1 (Tabela 6), em 12 diferentes momentos (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 135,
150, 165 e 180 minutos) de acordo com o protocolo de escaneamento em intervalos de

15 minutos descrito previamente, e em dois estados prandiais diferentes: jejum (acima) e
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alimentado (abaixo). A cruz vermelha indica o local da cicatriz umbilical, o ponto de
intensidade maxima de sinal em coordenadas x (cm) e y (cm), adotando a cicatriz como
origem, foi de x= 2,5 e y=9 e o sinal registrado pelo amplificador lock-in como basal

(proveniente das correntes de Foucalt da pele) foi de 0,8 mV para o participante 1.

Participante 1 - Jejum

Omin 15min 30min 45min
Intensidade
de Sinal {mv)
0.7
0.6
0.5
60min 75min 90min 105min
0.4
0.3
135min 150min 165min 180min 0.2
0.1
0.0
.. .
Participante 1 - Alimentado
0min 15min 30min 45min
Intensidade
de Sinal {mV)

0.7

0.6

60min 75min 90min 105min 05

0.3

135min 150min 165min 180min 0.2

0.1

0.0

Figura 6. Monitoramento magnético in vivo do participante 1 em jejum e alimentado
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No tempo 0, o mapeamento de intensidade de sinal identifica a presenca da FFS
no estdmago em ambos os estados prandiais. Em t=60 min, observa-se que, em jejum, a
FFS ja havia passado do estdmago para o duodeno, enquanto no estado alimentado o
mapeamento ainda indica a presenca da FFS no estdbmago. Em t=165 min no estado
prandial jejum, o sensor detectou a presenca da FFS no ceco do participante, enquanto no
estado prandial alimentado a FFS ainda estava em transito. Finalmente, em t=180 minutos
em estado prandial alimentado, o sensor detectou a presenca da FFS no ceco, enquanto

no mesmo momento em estado prandial jejum ja havia uma queda de sinal magnético.

Esses achados sdo consistentes aos prévios realizados utilizando marcadores
magnéticos e radioisotopicos, afirmando que em estado prandial jejum a motilidade é
regulada pelo complexo migrat6rio motor, facilitando a passagem da FFS para o duodeno,
explicando o menor TRG em jejum. No entanto em estado alimentado, a motilidade é
influenciada por diversos fatores que promovem a digestdo, retardando o esvaziamento
gastrico, alguns desses fatores sdo hormdénios gastrointestinais como a colecistoquinina
(CCK) e um peptideo proximo ao glucagon-1 (GLP-1) que acabam por inibir o
esvaziamento o prolongar o TRG (52-54,74-77).

Portanto, a Figura 6 e a Tabela 5 evidenciam uma diferenca clara no padrdo motor
em diferentes estados prandiais, sendo a FFS retida por mais tempo no estado alimentado
e atingindo o ceco mais tardiamente quando comparado ao estado de jejum.

5.7 Farmacomagnetografia — Conceito de Prova
A abordagem multinstrumental (quantificacdo sérica do metronidazol associada a

escaneamentos BAC) foi empregada utilizando os dados provenientes do participante 5.

5.7.1 Curva Padréo — Metronidazol (plasma)
A Figura 3 mostra que o coeficiente angular é 1473,6533 ou seja indica a

inclinacdo da reta ou a taxa de variacdo de y em relagdo a X, e o coeficiente linear é
1499,8184 representando o valor de y quando x=0. Além disso, o coeficiente de
correlagéo linear (R?) obtido foi de 0,9841 indicando a qualidade de ajuste da reta, ou seja
98,41% da variabilidade da variavel dependente y pode ser explicada pela variavel

independente X, indicando alta confiabilidade na curva obtida.
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Figura 7. Curva analitica do metronidazol para plasma sanguineo.

5.7.2 Anélises Magnéticas e Séricas
A Figura 8 apresenta as imagens magnéticas da matriz hidrofilica no TGI do

participante 5 (Tabela 6), em 20 diferentes momentos (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120,
135, 150, 165, 195, 210, 225, 240, 255, 270, 285 e 300 minutos) para o estado alimentado
(Figura 8, abaixo) e 15 diferentes momentos (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150,
165, 195 e 210 minutos) para o estado jejum (Figura 8, acima), de acordo com o protocolo
de escaneamento em intervalos de 15 minutos descrito previamente. A Figura 9 apresenta
exemplos para melhor visualizacdo da grade de pontos e identificacdo da FFS em relagéo

a cicatriz umbilical, sendo cada voxel da grade de tamanho 2 x 2 cm.

A cruz vermelha indica o local da cicatriz umbilical, o ponto de intensidade
méaxima de sinal em coordenadas x (cm) e y (cm), adotando a cicatriz como origem, foi
de x=0e y=12 e o sinal registrado pelo amplificador lock-in como basal (proveniente das

correntes de Foucalt da pele) foi de 0,6 mV para o participante 5.

A Figura 9 apresenta os Graficos A (cima), B (centro) e C (embaixo)
apresentando, respectivamente analises magnéticas e séricas, somente magnéticas e

somente séricas.
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Participante 5 - Jejum

Omin 15min 30min 45min 60min
Intensidade
de Sinal (mV)
1.0

75min 90min 105min 135min 150min
0.8
0.6

165min 180min 195min 210min 225min
0.2

240min 255min 270min 285min 300min

Participante 5 - Alimentado

Omin 15min 30min 4smin 60min
Intensidade
de Sinal (mV)
1.2
1.0

75min 90min 105min 135min 150min
165min 180min 195min 210min 225min 0.6
240min 255min 270min 285min 300min 0.2
0.0

Figura 8. Monitoramento magnético in vivo do participante 5 em jejum e alimentado
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Figura 9. Exemplos do participante 5 em estado jejum e alimentado no tempo de 45 minutos. Escaneamentos BAC

utilizando sensor mono sob a regido de proje¢do gastrica
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A Figura 8 apresenta diferencas relevantes na dispersdo e intensidade do sinal
magnético ao longo do TGI nos estados de jejum e alimentado. No estado jejum, o
comportamento heterogéneo da intensidade de sinal sugere uma eliminacdo mais
acelarada da FFS, devido a influéncia da motilidade e movimentacao da FFS dentro do
estdmago. Estudos prévios demonstram gue a taxa de esvaziamento gastrico é em media
de 1,5 a2 vezes mais rapida em jejum que no estado alimentado, acabando por reduzir o
TRG e consequentemente , podendo afetar a absorgdo. No estado alimentado o sinal
magnético apresenta um perfil de intensidade mais homogéneo entre 0s escaneamentos,
sugerindo uma melhor acomodacdo da FFS, observando um prolongamento do TRG
nesse estado. Esses achados reforgam a importancia do estado nutricional na dindmica de
esvaziamento gastrico e no impacto da motilidade sobre a biodisponibilidade da FFS (78—
80).

A Figura 10 (Gréficos A, B e C) correlaciona os niveis séricos do farmaco e a
posicdo da matriz no TGI, em ambos estados apresentando pico maximo de concentracao
apos 0 esvaziamento gastrico, sugerindo que o prolongamento do TRG impacta na
absorcdo do farmaco, nesse caso apresentando maior pico de concentracdo no estado
jejum (3,74 pg/mL — 2 horas) que no alimentado (2,71 pg/mL — 4 horas) apresentando
um atraso de 2 horas na identificacdo da concentracdo sérica maxima em relacdo ao
jejum.

Os farmacos da Classe I, como o Metronidazol, geralmente ndo apresentam
alteracdes significativas na extensdo de sua absorcdo quando administrados com
alimentos. No entanto, a reducao do esvaziamento gastrico no estado pés-prandial pode

retardar a velocidade de absorc¢éo. (81,82).

Em uma revisdo conduzida por Deng et al. (2017) incluindo 229 medicamentos,
divididos de acordo com a sua classificacdo BCS, observou-se o comportamento dos
farmacos no ambiente pds-prandial quanto a velocidade de absorcdo e a extensdo da
absorcéo, para farmacos de Classe | a velocidade de absorcéo pode ser atrasada (44% de
chance), sem efeito (52% de chance) ou acelerada (4% de chance), quanto a extensdo da
absorcdo, esta, pode ser diminuida (17% de chance), sem efeito (64% de chance) ou

aumentada (17% de chance) corroborando com os achados no presente estudo (83).

Os dados magnéticos e sericos confirmam que o estado prandial do

participante (jejum vs. alimentado) influencia diretamente o transito da matriz hidrofilica
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ao longo do TGl e na absorcdo do metronidazol. Em condicdes alimentadas, a retencédo
gastrica prolongada favorece uma liberagdo mais sustentada do farmaco, enquanto no
jejum ocorre um esvaziamento mais rapido e absor¢do potencialmente mais precoce.
Essas observacOes ressaltam a importancia de considerar o estado alimentar na

administracdo do metronidazol, focando a otimizacao de sua biodisponibilidade.
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6. CONCLUSAO
A abordagem multinstrumental empregada neste estudo (Farmacomagnetografia),

que associa analises farmacocinéticas e biomagnéticas, demonstrou ser altamente eficaz
na caracterizacdo e monitoramento de formas farmacéuticas sélidas em ensaios in vivo e

in vitro.

Embora os ensaios in vitro sejam bem estabelecidos e fundamentais para o
controle de qualidade de formulagdes, ndo é possivel simular perfeitamente as condicoes
fisiologicas encontradas in vivo. Considerando os diversos fatores que podem alterar a
funcdo motora do trato gastrointestinal (TGI), como estado prandial (evidenciado nesse
estudo), patologias ou outros mecanismos que interferem nos processos farmacéuticos,
torna-se necesséria a utilizacdo de abordagens eficazes para 0 monitoramento dos
mecanismos de liberacdo, concomitante a informacdo de localizacdo da FFS. Estudos
futuros visam a implementacdo da farmacomagnetografia na avaliacdo de farmacos que
ndo apresentam absorcdo gastrica, ou seja, testando formulacdes de comprimidos

entéricos.

Nesse contexto, a biosusceptometria de corrente alternada se destaca como uma
metodologia biomagnética livre de radiacdo, que néo interfere na fisiologia do TGI, sendo
uma excelente alternativa para avaliar os mecanismos de intumescimento. Essa técnica
ndo sO auxilia no desenvolvimento de formulagdes e controle de qualidade de formas
farmacéuticas solidas, mas também é capaz de monitorar matrizes hidrofilicas ao longo

do trato gastrointestinal humano.

A associacdo de analises farmacocinéticas e magnéticas se apresenta como uma
interessante metodologia tanto em anélises in vitro quanto in vivo, fornecendo
informacdes importante e possibilitando a realizagdo de correlagdes capazes de extrair

informacgdes que ndo seriam possiveis de obter isoladamente.
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ANEXO 1 - CONFECCAO DE SENSORES BAC
Chassi e Gradiébmetros BAC Mono
A Figura 1 a seguir identifica os parametros de didmetro externo, diametro interno
e linha de base. A Figura 2 mostra um chassi de nylon utilizado para construcdo de
biosusceptdmetros.
CHASSI BAC MONOSSENSOR

Visao Lateral

Diametro Interno

Visao Frontal

aseg ap eyui

| |
|
Diadmetro Externo

Diédmetro Externo

Figura 1. Esquema de demonstragéo de chassi de sensor BAC.

Figura 2. Chassi de nylon.

A Figura 3 apresenta os gradidbmetros BAC Mono para utilizados para
escaneamento in vivo (esquerda) e in vitro (direita).

Figura 3. Gradidmetros BAC Mono.
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Gradiémetro BAC Mono para escaneamento in vitro

Utilizacdo de chassi de nylon com linha de base de 15,5 cm, didmetro interno de
1,5 cm e didmetro externo de 4 cm. A tabela a seguir apresenta as especificacGes de bitola
e nimero de espiras das bobinas. O off-set registrado em amplificador lock-in utilizando
corrente de 500 mA e frequéncia de 10 KHz foi de 4,12 mV.

Tabela 2. Especifica¢des - Sensor BAC mono para escaneamento in vitro

Bobina N° de espiras Bitola Resisténcia () Indutancia
(mH)
Detectoras 800 AWG 34 77,1 17,9
Indutoras 400 AWG 26 10,9 7,8

Gradiémetro BAC Mono para escaneamento in vivo

Utilizag&o de chassi de nylon com linha de base de 12,5 cm, didmetro interno de
4 cm e diametro externo de 6,5 cm. A tabela a seguir apresenta as especificacdes de bitola
e nimero de espiras das bobinas. O off-set registrado em amplificador lock-in utilizando
corrente de 500 mA foi de 15,8 mV e o acoplamento aproximado em pele de 0,6 mV.

Tabela 3. Especifica¢des - Sensor BAC mono para escaneamento in vivo

Bobina N° de espiras Bitola Resisténcia () Indutéancia
(mH)
Detectoras 1200 AWG 34 13,7 10,6

Indutoras 400 AWG 26 70,8 53,3




ANEXO 2 — INFORMAGCAO NUTRICIONAL DE ALIMENTOS OFERTADOS

Suco de Laranja Del Valle® (200 mL)

Tabela 4. Informacdo Nutricional do Suco de Laranja

Valor Energético (Kcal) 84

Carboidratos (g) 21
Acucares Totais (g) 21
Acucares Adcionados () 14
Sodio (mg) 6,2
Vitamina C (mg) 38

Lasanha Perdigdo® Bolonhesa (600g)

Tabela 5. Informagdo Nutricional da Lasanha

Valor Energético (Kcal) 684

Carboidratos (g) 72
Acucares Totais (g) 8,4
Agucares Adcionados () 0
Proteinas (Q) 22,2
Gorduras totais (g) 34,2
Gorduras saturadas (g) 13,2
Gorduras trans (g) 0
Fibras Alimentares (g) 5,4
Sodio (g) 1,68

Presunto Suino Perdigdo® (40g — 2 fatias)

Tabela 6. Informagéo Nutricional do Presunto

Valor Energético (Kcal) 41

Carboidratos (g) 0,6
Acucares Totais (g) 0,4
Acucares Adcionados (g) 0,1
Proteinas (g) 6,4
Gorduras totais (g) 1,2
Gorduras saturadas (Q) 0,4
Gorduras trans (g) 0

Fibras Alimentares (Q) 0

Sodio (mg) 451
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Pao de Forma Seven Boys® (50g — 2 fatias)

Tabela 7. Informagdo Nutricional do Pdo de Forma

Valor Energético (Kcal) 127
Carboidratos (g) 25
Acucares Totais (Q) 26
Acucares Adcionados (g) 1,4
Proteinas (g) 4,7
Gorduras totais (g) 0,9
Gorduras saturadas (g) 0,2
Gorduras trans (g) 0
Gorduras Monoinsaturadas (g) 0,2
Gorduras Polinsaturadas (g) 0,5
Colesterol (g) 0
Fibras Alimentares (g) 1,6
Sodio (mg) 194

Queijo Mussarela Sadia® (30g — 2 fatias)

Tabela 8. Informacdo Nutricional Queijo Mussarela

Valor Energético (Kcal) 96
Carboidratos (g) 0,6
Acucares Totais (g) 0,6
Proteinas (Q) 7,2
Gorduras totais (g) 7,2
Gorduras saturadas (Q) 4
Sodio (mg) 128
Célcio (mg) 221




