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Resumo

A via oral de administracdo de farmacos € a mais utilizada devido a maior aceitacdo
pelo paciente e sua facil administracdo. Dentre as estratégias de sistema de
liberagdo de farmacos estdo os comprimidos revestidos com polimero pH-
dependente, da qual o Eudragit E-100 é um polimero de revestimento protetor
soluvel em pH <5, utilizado em formas farmacéuticas sdlidas para liberacdo do
farmaco no ambiente gastrico. Para que ocorra a liberacdo do farmaco é necessario
que o comprimido revestido passe por processos que antecedem a absorcgéo, tal
como a dissolucdo do revestimento e desintegracdo. Sendo assim, se ocorrer
mudancas no pH fisiologico o processo de dissolucdo do revestimento
gastrossoluvel pode ser comprometido e consequentemente alterar a
biodisponibilidade do farmaco. Diante deste cenario, € de grande importancia
realizar pesquisas que explorem a influencia do aumento do pH géstrico na
biodisponibilidade de um farmaco, contido em comprimido com revestimento pH-
dependente administrado concomitantemente. Nesta proposta consiste em empregar
a Magnetofarmacocinética (MgPK) para avaliar a influencia da alteracdo do pH
gastrico provocado pelo tratamento com omeprazol no processo de liberagdo de um
farmaco modelo administrado pela via oral em comprimidos revestidos com
Eudragit® E-100. Foi produzido um lote de comprimidos magnéticos revestidos com
Eudragit® E -100 contendo 500 mg de ferrita e 100 mg de metronidazol. O lote foi
avaliado através de testes farmacotécnicos e avaliados segundo o perfil de
dissolucdo. Para os experimentos in vivo, cada voluntario foi submetido a duas fases
de estudos (placebo e omeprazol), em dias distintos, para avaliar a
biodisponibilidade do metronidazol. Os sistemas BAC multissensor e monossensor
foram empregados para a avaliacdo em tempo real in vivo o processo de
desintegracdo do comprimido e avaliar os parametros de inicio da desintegracdo ou
tempo de retencdo. As curvas do perfil de dissolucdo do Metronidazol em funcgéo do
tempo demostram um deslocamento a direita no eixo do tempo, na medida em que o
pH da solucdo aumenta. Ao analisar os parametros farmacotécnicos observa-se que
em pH 4,5 e pH 6,0 ocorreu um atraso na dissolucdo do Metronidazol, mostrando
que o aumento do pH interfere nos processos de liberagcdo de comprimidos
revestidos com Eudragit® E-100. Nos ensaios in vitro com o sistema BAC, na

medida em que o pH do meio de dissolu¢do aumenta, 0 tempo necessario para
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dissolver o revestimento aumenta, confirmando que a dissolu¢do do polimero de
revestimento utilizado neste estudo é dependente do pH. Nas medidas magnéticas
realizadas nos voluntérios, foi possivel identificar dois perfis distintos: um grupo de
participantes (n = 5) nos quais ndo foi possivel caraterizar o processo de
desintegracdo no tratamento com omeprazol, e outro grupo (n = 7) nos quais o
processo foi quantificado. Para os participantes elencados no grupo | (n=5), 0s
parametros farmacocinéticos obtidos ap6s a administracdo do omeprazol foram
nulos, ou seja, ndo foi possivel obter o perfil de concentracdo plasmatica do
metronidazol. Por outro lado, nos participantes elencados no grupo 2 (n=7), foi
possivel obter valores de tig tmax € Inicio da Desintegracdo com diferengas
significativas, indicando um possivel atraso na liberacdo do farmaco. A abordagem
magnetofarmacocinética (MgPK) empregada neste estudo, de forma inédita,
contribui para avaliar criticamente o comportamento de uma forma farmacéutica

solida frente a um meio complexo como o TGI do homem.

Palavra-Chave: Biosusceptometria AC, Comprimido revestido, Eudragit E-100, Inibidor de Bomba

de Préton, Magnetofarmacocinética
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Abstract

The oral route of drug administration is the most used due to the greater acceptance by
the patient and its easy administration. Among the drug delivery system strategies are
tablets coated with pH-dependent polymer, which aim to improve the stability of the
drug, mask taste and odor. Eudragit E-100 is a protective coating polymer soluble at pH
<5, used in solid dosage forms to release the drug into the gastric environment. For the
drug to release, it is necessary that the coated tablet undergo processes that precede
absorption, such as the dissolution of the coating and disintegration. Therefore, if
changes in physiological pH occur, the dissolution process of the gas-soluble coating
may be compromised and consequently change the bioavailability of the drug. In view
of this scenario, it is of great importance to conduct research that explores the influence
of the increase in gastric pH on the bioavailability of a drug, contained in a tablet with a
pH-dependent coating administered concomitantly. In this proposal, it consists of using
Magnetopharmacokinetics (MgPK) to evaluate the influence of gastric pH changes
caused by treatment with omeprazole in the process of releasing a model drug
administered orally in tablets coated with Eudragit® E-100. Batch of magnetic tablets
coated with Eudragit® E-100 containing 100 mg of metronidazole was produced. The
batch was evaluated through pharmacotechnical tests and evaluated according to the
dissolution profile. For in vivo experiments, each volunteer underwent two phases of
study (placebo and omeprazole), on different days, to assess the bioavailability of
metronidazole. The multisensor and monosensor BAC systems were used for the real
time in vivo evaluation of the tablet disintegration process and to evaluate the
parameters of onset of disintegration or retention time. The batch of magnetic tablets
containing ferrite and Metronidazole was approved in all quality control tests. The
curves of the dissolution profile of Metronidazole as a function of time show a shift to
the right on the time axis, as the pH of the solution increases. When analyzing the
pharmacotechnical parameters, it is observed that at pH 4.5 and pH 6.0 there was a
delay in the dissolution of Metronidazole, showing that the pH increase interferes in the
release processes of the solid pharmaceutical form coated with Eudragit® E-100. In in
vitro tests with the BAC system, as the pH of the dissolution medium increases, the time
required to dissolve the coating increases, confirming that the dissolution of the coating
polymer used in this study is dependent on pH. In the magnetic measurements

performed on the volunteers, it was possible to identify two distinct profiles: a group of
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participants (n = 5) in whom it was not possible to characterize the disintegration
process in the treatment with omeprazole, and another group (n = 7) in which the
process has been quantified. For the participants listed in group | (n = 5), the
pharmacokinetic parameters obtained after the administration of omeprazole were null,
that, it was not possible to obtain the plasma concentration profile of metronidazole. On
the other hand, in the participants listed in group 2 (n = 7), it was possible to obtain
values of tlag, tmax and start of disintegration with significant differences, indicating a
possible delay in the release of the drug. The magnetopharmacokinetic approach
(MgPK) used in this study, in an unprecedented way, contributes to critically evaluate
the behavior of a solid pharmaceutical form in face of a complex environment such as
the human TGI.

Keyword: AC Biosusceptometry, Coated tablet, Eudragit E-100, Proton Pump Inhibitor,
Magnetopharmacokinetics
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1. Introducdo

A maxima atividade farmacoldgica, alinhada com o minimo efeito adverso, sdo
0s principais objetivos pretendidos durante o tratamento de uma doenca. Neste contexto,
o0 alvo da industria farmacéutica tem sido o desenvolvimento de novas formulagdes

visando a uma terapia efetiva (CHONG LI et. al., 2019).

Forma farmacéutica, excipientes e propriedades fisico-quimicas do farmaco séo
aspectos relevantes que precisam ser considerados durante o desenvolvimento da
formulacdo ou do sistema de liberacdo do farmaco (ALLEN JR et. al., 2007; DARJI,
2018), pois estes impactam diretamente na eficacia terapéutica. Além disso, a escolha
da via de administracdo é outro fator importante, uma vez que o farmaco deve ter

biodisponibilidade adequada para o efeito desejado.

Dentre as vias disponiveis, a via oral € a mais utilizada para administracédo de
farmacos, por ser um metodo geralmente mais seguro, conveniente e econdmico. Sendo
assim, € um alvo de grande interesse da industria farmacéutica, que se empenha
fortemente no desenvolvimento de formulagdes que objetivam otimizar a absorcdo de
farmacos no trato gastrintestinal (TGI) (PEIN, 2014; KOZAREWICZ, 2014;

KOZIOLEK et. al., 2016).

E se tratando da administracdo oral de farmacos, as formas farmacéuticas
solidas, principalmente os comprimidos e capsulas, sdo amplamente utilizadas devido a
comodidade, facilidade de estabelecer esquemas terapéuticos relativamente faceis para
0s pacientes, alta estabilidade, grande precisdo na administracdo de doses pequenas de
farmaco, menor custo e por ser uma via indolor (SASTRY et. al., 2000; DEBOTTON

et. al., 2017).
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Comprimidos séo formas farmacéuticas sélidas, obtidos por distintos processos,
com o0 objetivo de proporcionar a liberacdo imediata do farmaco ou promover a
liberacdo em locais especificos de acordo com variagGes de pH ao longo do TGlI, por
meio do revestimento com polimeros pH-dependentes (CORA et. al., 2008;

McCONNELL et. al., 2008; RONCHI, 2019; WEITSCHIES et al, 2019).

E reconhecido que o pH influencia, direta ou indiretamente, o processo de
dissolucdo de polimeros pH-dependentes. Assim, este parametro tem consequéncias na
liberacdo e absorcdo do farmaco, com implicacdes significativas na biodisponibilidade
de farmacos administrados pela via oral (NIRANJAN, 2017). Isto é particularmente
importante na farmacocinética, visto que a biodisponibilidade é um processo
fundamental para determinar a exposicdo sisttmica do farmaco administrado

(HUANBUTTA, 2019).

A concentracdo do farmaco no fluido gastrintestinal, bem como sua
permeabilidade pela mucosa, determina a velocidade e a extensdo de absorcdo do
farmaco administrado pela via oral (AUGUSTIJINS et. al., 2014). Portanto, é
fundamental avaliar os mecanismos de liberacdo do farmaco, bem como possiveis
alteracBes neste processo provocadas por alteracdes do pH meio gastrico, pois estes
processos influenciam a extensdo da absorcdo (SVITLANA, 2019; MADERUELO,

2019).

Sdo diversos os fatores que podem modificar o pH do ambiente gastrico,
especialmente aqueles relacionados a co-administracdo de farmacos tais como
inibidores da bomba de protons (IBPs). IBPs constituem uma classe de medicamentos
que atuam reduzindo a secrecdo acida por inibicdo irreversiva da H'K*-ATPase na

célula parietal gastrica (RONCHI, 2019), sendo o omeprazol o farmaco mais
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frequentemente prescrito (BELLIA, 2020). Neste contexto, possiveis interacfes entre
uma forma farmacéutica solida revestida e o ambiente géstrico alterado, devido a co-

admistragdo de omeprazol merecem ser exploradas (RONCHI, 2019).

Estudos demonstram que a co-administracdo de Omeprazol com outros farmacos
modifica os parametros farmacocinéticos, como absorcdo, biodisponibilidade,
distribuicdo e/ou metabolismo (PEPIN, 2019; DOROFEEVA, 2019; JONG, 2018;
TAO, 2018; ARMAS, 2018; ABDELHEDI, 2018). Estes estudos sdo importantes, ja
que o0 Omeprazol esta entre as classes mais prescritas de farmacos em todo o mundo,
com um uso excessivo, tanto a nivel comunitario quanto hospitalar (MULLIN et. al.,

2009; MELI et. al., 2015).

Este cenario evidencia a necessidade de investigar as consequéncias das
alteracdes do pH gastrico nos processos de liberacdo do farmaco. Ja que isto pode
interferir na biodisponibilidade de outro farmaco co-administrado, especialmente
quando formas farmacéuticas solidas com revestimento pH-dependente sdo utilizadas

(KOSTRZEWSKA, 2017).

Dentre os produtos disponiveis para o revestimento de formas farmacéuticas
solidas, destaque para os copolimeros do acido metacrilico, que sdo amplamente
utilizados pela industria. Eudragit® E-100 (Evonik, Alemanha) é um polimero que
apresenta algumas caracteristicas interessantes como gastrossolubilidade e  pH-
dependéncia, que sdo exploradas a fim de garantir a estabilidade da formulacdo e

permitir a liberacdo imediata do farmaco no meio gastrico (FAROOQ, 2017).

Diversos medicamentos comercializados sdo comprimidos revestidos com
Eudragit® E-100 como o Equitam®, Facyl® 500, Ulcoren®, Reforgan®, Claritromicina®,

Torval® CR, Furp-Metildopa®, Furp-Hioscina® e Neosaldor®. Este polimero na sua
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forma protonada, € solivel em solventes organicos e meios aquosos com valores de pH
até proximos de 5. Como o pH do estbmago humano, em jejum, apresenta valores entre
1,7 a 3,3, 0 Eudragit® E-100 é solGvel nos fluidos gastricos, promovendo assim a
liberagdo do farmaco. Porém se este medicamento revestido for co-administrado com o
Omeprazol, este pode ter a liberacdo do farmaco comprometida e, por consequéncia, ter

a biodisponibilidade alterada.

Apesar dos ensaios in vitro realizados durante o desenvolvimento da formulagdo
serem bastante efetivos, 0s ensaios in vivo sdo fundamentais para avaliar o
comportamento da forma farmacéutica em um meio tdo complexo quanto o trato
gastrintestinal humano. Neste contexto, métodos ndo invasivos podem contribuir
substancialmente na analise dos processos que envolvem desde a liberacdo do farmaco
até sua concentracdo plasmatica. Tais métodos devem néo interferir com a fisiologia do
Orgao e serem capazes de monitorar a forma farmacéutica durante seu trajeto ao longo
do TGI. Além de associar estes métodos a ensaios farmacocinéticos, que sdo necessarios

para quantificar a biodisponibilidade do farmaco.

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) é uma técnica biomagnética
que foi estabelecida como um método alternativo na pesquisa farmacéutica para avaliar
o comportamento de formas farmacéuticas solidas in vitro, como uma ferramenta
auxiliar ao controle da qualidade e, in vivo, como um método de monitoramento durante
o trajeto ao longo dos diferentes segmentos do TGl (CORA et al., 2008). Além disso,
foi possivel obter imagens magnéticas para caracterizar o processo de desintegracdo de
formas farmacéuticas sélidas, implementando um novo conceito em imagens dos

sistemas bioldgicos (CORA et. al., 2005b).
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Mais recentemente, a BAC foi proposta em associacdo com a farmacocinética,
em uma abordagem denominada Magnetofarmacocinética (MgPK), que consiste em
relacionar os pardmetros referentes ao monitoramento magnético da forma farmacéutica
com os parametros farmacocinéticos e biodisponibilidade do farmaco (FERRARI et al.,

2014; PIRES, 2016; GROSSKLAUS, 2016).

Diante do exposto, essa proposta consiste em empregar a
Magnetofarmacocinética (MgPK) para avaliar a influencia da alteracdo do pH gastrico
provocado pelo tratamento com omeprazol no processo de liberagdo de um farmaco

modelo administrado pela via oral em comprimidos revestidos com Eudragit® E-100.
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2. Objetivos

2.1.

Geral

Empregar a Biosusceptometria AC associada a métodos analiticos padréo para

avaliar in vitro e in vivo se a alteracdo do pH gastrico provocado pelo omeprazol

influencia a liberacdo e a biodisponilidade de um farmaco modelo (metronidazol)

administrado em comprimidos revestidos com Eudragit® E-100.

2.2.

pag. 19

Especificos

e Avaliar in vitro a influencia do pH do meio na dissolucdo do
revestimento e na liberacdo do metronidazol contido em comprimidos
revestidos com Eudragit® E-100;

e Avaliar in vitro, com o auxilio da Biosusceptometria de corrente
alternada (BAC), o tempo de dissolucdo do revestimento (TDR) de
comprimidos revestidos com Eudragit® E-100 em diferentes pH,
simulando a administracdo de Omeprazol.

e Obter em voluntarios higidos tratados com omeprazol, os parametros
farmacocinéticos para quantificar a biodisponibilidade do metronidazol;

e Avaliar em voluntarios higidos tratados com omeprazol, 0s processos de
desintegracdo e liberacdo do farmaco atraveés de monitoramento via
sistema BAC multissensor e monossensor;

e Realizar a Magnetofarmacocinética, correlacionando tempos de

desintegracédo e/ou dissolucdo do revestimento com absor¢édo sérica.




3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

= Acetonitrila (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil)

= Metanol (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil)

= Acido acético glacial (Sigma, Sdo Paulo, Brasil)

= Celulose microcristalina (Cruz Vermelha, S&o Paulo, Brasil)
= Estearato de magnésio (Cruz Vermelha, S&o Paulo, Brasil)

= Ferrita - MnZnFe;03; 53-75 um (Br4Science, Brasil)

= Explosol (Henrofarma, S&o Paulo, Brasil)

= Aerosil® Degussa GmbH (Evonik, Sdo Paulo, Brasil)

= Metronidazol (Audaz, Séo Paulo, Brasil)

= Metronidazol Padréo (Sigma, S&o Paulo, Brasil)

=  Omeprazol (Teuto, Goiais, Brasil)

= Polimero de revestimento Eudragit® E-100 (Evonik, S&o Paulo, Brasil)
= Alcool Etilico Absoluto (LS Chemicals, S&o Paulo, Brasil)

= Alcool Isopropilico (Dinamica, S&o Paulo, Brasil)

= Acetona (Dinamica, Séo Paulo, Brasil)

= Acido Cloridrico (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil)
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3.2. Equipamentos

= Biosusceptdmetro de Corrente Alternada (BAC) monosensor/multisensor 7
canais (Br4Science, Brasil)

= Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia — H-Class — UPLC Acquity®
(Waters, EUA)

= Liofilizador (Labconco, modelo FreeZone 2.5, EUA)

= Prensa Manual MA-90 (Marconi, S&o Paulo, Brasil)

= Durdmetro Dr. Schleuniger modelo 6D (Pharmatron, , EUA)

= Paquimetro Digital (Starrett, 799A-6, EUA)

= Balanca Analitica Modelo XP 204 (Mettler Toledo, Séo Paulo, Brasil)

= Dissolutor (Nova Etica, S3o Paulo, Brasil)

= Friabilometro (Nova Etica, S&o Paulo, Brasil)

= pHmetro Seven Multi (Mettler Toledo, Séo Paulo, Brasil)

= Centrifuga Hermle Z 326 K (Labnet, Alemanha)
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3.3. Comprimidos Magnéticos Revestidos
Os comprimidos magnéticos foram obtidos por compressao direta contendo
ferrita (marcador magnético), metronidazol (farmaco modelo) e excipientes em prensa
manual MA-90 (Marconi, Sdo Paulo, Brasil) com um conjunto de matriz e pungéo de 12
mm utilizando-se forca de compressdo de 30 KN (Anexo 1) e revestidos por solugéo de

polimero pH-dependente.

Todos os comprimidos produzidos foram armazenados em cartelas tipo blister e
mantidos em temperatura ambiente, livre de luz e umidade. Os comprimidos foram
submetidos as analises de caracteristicas fisicas por meio de ensaios farmacotécnicos
para determinar peso medio, dureza, friabilidade, desintegracéo e dissolucdo, de acordo

com os parametros preconizados pela Farmacopéia Brasileira (2019) (Anexo 2).

A Tabela 1 mostra a formulacdo utilizada na obtencdo dos comprimidos

magnéticos.

Tabela 1: Composi¢do dos comprimidos magnéticos.

Material Fornecedor (%)  g/dose
Ferrita (Fe2MnQO4. 90 < & < 125 pum) Imag 50,00 0,500
Metronidazol Audaz 10,00 0,100
Celulose Microcristalina Blanver 30,00 0,300
Estearato de Magnésio Henrifarma 1,00 0,010
Aerosil® Evonik Degussa GmbH 5,00 0,050
Explosol Blanver 4,00 0,040
TOTAL 100,00 1,000
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A ferrita em p6 é o material magnético que contem a caracteristica de marcador
magnético, pois possui uma alta resposta quando submetida a um campo magnético
aplicado externamente, ou seja, alta susceptibilidade magnética, além de ser inerte e ndo

ser absorvida pelo TGl (KUSHCHEVSKAYA, 1997).

Metronidazol é um farmaco derivado sintético do 5-nitromidazol e, de acordo
com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), pertence a classe I, ou seja,
farmaco com alta solubilidade e permeabilidade elevada (LIDENBERG et al., 2004).
Quando administrado por via oral na forma de comprimidos revestidos, sofre absorgéo
no estbmago e em segmentos proximais do intestino delgado, alcangando concentracoes
méaximas na circulacdo em torno de 1 a 2 horas apds a administracdo de uma dose de
500 mg (Farmacopeia Brasileira, vol. 2, 2019). Essas caracteristicas foram essenciais

para a escolha desse farmaco como marcador farmacocinético nesse trabalho.

Os comprimidos magnéticos foram revestidos por uma solucdo de com polimero
pH dependente (Eudragit® E-100, Evonik, Brasil), em uma Unica etapa, pela técnica
spray-drying sob condicGes padronizadas fornecidos pelo fabricante (Anexo 3),
considerando-se um ganho de peso de 6 %. A Tabela 2 mostra a formulacdo calculada

para um 1 kg de solu¢éo.
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Tabela 02: Formulacdo para a solugcdo de revestimento contendo polimero Eudragit® E-100. As
quantidades séo as proporcdes necessarias para a aplicagao da solugdo em 1 kg de comprimidos.

Funcéo Ingrediente Peso Total (g) Substancia seca (g)
Polimero Eudragit® E-100 62,50 62,50
- PEG 6000

Plastificante 33% aquoso 18,90 6,25
Anti-aderente Talco 31,30 31,25
Solvente Acetona 354,90 -
Solvente Alcool Isopropilico 532,40 -
TOTAL 1000,00 100,00

3.4. Ensaios in vitro

3.4.1. Desintegracao

O ensaio de desintegracédo foi realizado utilizando-se 6 comprimidos magneticos
em um aparato padrdo (Nova Etica, Sdo Paulo, Brasil), que consiste em um sistema de
cestas e tubos imersos em uma solucédo de meio acido simulado (HCI 0,1 N; pH =1,2)
em temperatura constante de 37°C (x+ 1°C). A desintegracdo do comprimido é definida
como o estado no qual nenhum residuo permanece na tela metélica dos tubos

(Farmacopeia Brasileira, 2019).

3.4.2. Dissolucao

O ensaio de dissolucao foi realizado em sextuplicata, em aparato USP Il (método
de pas), seguindo critérios estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (2019), sendo
realizado para obter o perfil de liberacdo do metronidazol no meio gastrico simulado
(pH=1,2; HCL 0,1N), sob velocidade de agitagcdo de 50 rpm em equipamento padréo

(Nova Etica, S3o Paulo, Brasil).
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Aliquotas de 1,0 mL foram coletadas nos intervalos: 0 (controle), 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21, 24, 27, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 minutos, com reposicdo do
meio, e analisados por espectroscopia UV em equipamento Ultrospec 2000 UV/Visible

da Pharmacia Biotech em comprimento de onda de 277 nm.

Foram realizados ensaios de dissolucdo em comprimidos revestidos, com o
objetivo de avaliar a influencia do pH do meio no processo. Para tanto, 0 mesmo
aparato descrito anteriormente foi utilizado e solugdes de pH com valores de 1,2; 2,0;
3,0; 4,5; e 6,0 foram utilizadas como meio simulado. O Anexo 4 mostra a composi¢do
dos meios utilizados nesta analise.

A concentragdo do farmaco nas amostras foi determinada pela
espectrofotometria UV  (Ultrospec 2000 UV/Visible, Pharmacia Biotech) com
comprimento de onda de absor¢cdo maxima, conforme detalhado abaixo (item 4.3.1). A
curva de calibracdo do metronidazol padrdo (M3761-5G, Sigma-Aldrich-Brasil) foi
obtida para todos os valores de pH das solucdes simuladas (a analise das curvas

detalhado no Anexo 5).

3.5. Medidas magnéticas

3.5.1. Ensaios in vitro

Os processos de dissolucdo do revestimento e desintegracdo dos comprimidos
magnéticos revestidos foram avaliados in vitro, empregando-se o sistema BAC
multissensores. As medidas foram realizadas em um recipiente retangular de vidro
contendo 900 ml de meios de dissolucdo padronizados, conforme descritos
anteriormente, com diferentes valores de pH e uma guia para inser¢do do comprimido

magnético revestido, para permitir o correto posicionamento no recipiente.
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O sistema BAC multisensores foi posicionado na face frontal do recipiente
(Figura 1). O comprimido revestido foi inserido e os sinais foram registrados pelos
sensores BAC continuamente, em tempo real, com frequéncia de aquisi¢do de 20 Hz

durante 30 minutos.

Figura 1: Aparato utilizado nas medidas magnéticas in vitro. Um comprimido magnético revestido foi
inserido por um guia no vidro recipiente colocado em frente do sistema BAC multissensores, sendo os
processos de dissolucdo do revestimento e desintegracdo monitorados em tempo real. Modificado de Cora
et. al., 2008.

3.5.2. Ensaios in vivo

3.5.2.1. Participantes e aspectos éticos

Participaram do estudo doze voluntarios higidos, com idade variando de 20 a 27
anos (24 = 3 anos), de ambos 0s géneros (6 feminino, 6 masculino), que assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme protocolo aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (CAAE:
41563015.3.0000.5411). Os participantes foram avaliados em 2 fases: |- controle
fisiolégico; I1- tratamento. O intervalo de wash-out entre as fases foi de 7 dias, para

assegurar a completa eliminagdo dos farmacos administrados (detalhes no Anexo 6).
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Os critérios de exclusdo incluiram uso regular de medicamentos que pudessem
interferir com a motilidade do TGI ou pH, tais como antieméticos, procinéticos,
antibiéticos macrolideos, opidides, laxativos, antidiarreicos, antiacidos ou farmacos
utilizados para prevencdo e tratamento de Ulceras pépticas. Também foi critério de
exclusdo qualquer contraindicacdo para o uso dos farmacos utilizados neste estudo,

seguindo avaliacdo prévia por médico gastroentrologista.

3.5.2.2. FASE I - controle fisiolégico

Para o controle fisiol6gico, foram utilizados placebos para mimetizar o
tratamento. Para tanto, capsulas de gelatina dura, com as mesmas caracteristicas do
produto comercial (Omeprazol, 20 mg, Teuto, Brasil) foram preenchidas com po inerte
e foram administradas aos voluntarios na noite anterior ao experimento. Na manh&
seguinte, apos jejum de 8 h, cada voluntario recebeu outro placebo, 30 minutos antes do
inicio das medidas magnéticas. Os voluntarios foram entdo posicionados no sistema
BAC multissensores (Figura 2) e ingeriram um comprimido magnético revestido com o
auxilio de 180 ml de agua. Os sinais foram adquiridos simultaneamente a ingestdo, em
tempo real, com frequéncia de aquisicdo de 20 Hz durante 30 minutos subsequentes a
degluticdo, empregando-se amplificadores Lock-in SR-830 (Stanford Research

Systems, Inc., Sunnyvale, CA, USA).

Amostras de sangue venoso (5 mL) foram coletadas nos seguintes intervalos: -30
(pré-dose); 3; 6; 9; 12; 15; 18; 21; 24; 27; 30; 45; 60; 90; 120; 150; 180; 210; 240 e 300
minutos apds a administracdo oral do comprimido magnético revestido. As amostras
foram imediatamente centrifugadas e o plasma foi coletado e armazenado em freezer -
80°C para posterior processamento e analise por Cromatografia Liquida de Ultra

Eficiéncia (CLUE).
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Figura 2: Posicionamento do sistema BAC multissensor sobre a regido de projecdo gastrica para
aquisicdo dos sinais magnéticos.

3.5.2.3. FASE II - tratamento

Nesta fase, os voluntarios receberam Omeprazol (20 mg, Teuto, Brasil) e os
comprimidos magnéticos revestidos. Os procedimentos seguiram o protocolo descrito

para a fase | (item 3.5.2.2).

3.5.2.4. Monitoramento do comprimido magnético revestido com sistema BAC
monossensor

ApoOs o registro continuo com o sistema BAC multissensores, foram tomados
registros magneéticos pontuais sobre a regido do estdmago e do colon proximal,
utilizando o sistema BAC monossensor, conforme o procedimento experimental
descrito com detalhes no Anexo 6, nos intervalos de 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210,
240 e 300 minutos. Esses registros permitiram calcular o Tempo de Retencdo Gastrico
para o comprimido magnético revestido intacto, ou o Tempo de Inicio da Desintegracédo

do comprimido magnético revestido.

3.5.3. Ensaios de biodisponibilidade
A quantificacdo do Metronidazol nas amostras de plasma foi realizada por meio
da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), utilizando o equipamento Waters®

Acquity HClass, equipado com detector UV-Vis Photodiode Array (Acquity UPLC®
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PDA). Os experimentos foram conduzidos em fase reversa usando uma coluna
Acquity® UPLC BEH CI8 (1,7 um 2,1 x 50 mm; Waters®, EUA), com injetor
automatico, mantida a 25°C + 1°C. A fase movel foi eluida por modo isocratico em um
fluxo de 0,5 mL/min, sendo composta por &gua:acetonitrila (90:10, v/v), seguindo

protocolo previamente determinado (KEES et. al.,1996 e PIROLA et. al., 1998).

A extragdo do Metronidazol das amostras coletadas dos voluntarios foi realizada,
seguindo protocolo previamente estabelecido por EI-Sayed (1988). Brevemente,
adicionou-se 2,0 mL de acetonitrila a 500 uL do plasma e, em seguida, agitado em
vortex por 2 minutos. As amostras foram centrifugadas a 4500 rpm a 4°C por 10
minutos e o sobrenadante foi transferido em tubo de 15 mL e posteriormente congelado
a -80°C e liofilizado em regime overnight. No dia seguinte, as amostras liofilizadas
foram reconstituidas com a solucdo agua:metanol (90:10, v/v), misturando em vortex
por 1 minuto e transferidos para tubos do tipo Eppendorf. Em seguida, centrifugadas a

14.000 rpm, 4°C, 10 minutos.

O método analitico foi validado de acordo com os parametros estabelecidos pela
Conferéncia Internacional de Harmonizacao (ICH, 2005) e pela ANVISA (2003), dentre
eles: linearidade, especificidade, precisdo, exatiddao, limite de deteccdo e limite de

quantificacdo (detalhes no Anexo 7).

3.6. Anadlise dos dados
A partir dos ensaios de dissolucdo, foram calculados a eficiéncia de dissolugédo
(ED%), como sendo a razdo entre a area sob a curva de dissolucdo do farmaco no
intervalo de tempo compreendido entre zero e 45 minutos (ASC 0-45) e a area total do
retdngulo (ASC+r) definido pela ordenada (100% de dissolugéo) e pela abcissa (KHAN,

1975; COSTA et al., 2001; POONGOTHAI et al., 2011). Fatores de diferenca (f1) e

pag. 29




similaridade (f,) foram calculados como sendo a diferenca existente entre dois perfis de

dissolucdo (MOORE & FLANNER, 1996).

Os sinais magnéticos obtidos nas medidas in vitro e in vivo foram processados
em ambiente MatLab® (Mathworks, Inc., Natick, MA, EUA) para obter as imagens
magnéticas em intervalos de tempo pré-determinados. Apds o processamento digital, foi
possivel determinar a variacdo da area magnética dos comprimidos em fungdo do
tempo, a fim de quantificar os seguintes parametros: (I) tempo de dissolu¢do do
revestimento (TDR), representado pela diferenca entre o instante da chegada do
comprimido no recipiente ou no estbmago e o inicio da desintegracdo (definido como
sendo o intervalo de tempo necessario para calcular o aumento de 10% no nimero de
pixels na area da imagem - tyo); (I1) fim da desintegracdo, definido como o intervalo de
tempo em que houve aumento de 90% no nimero de pixels da area imageada (tgo), €

(111) tempo de desintegracdo (TD), como a diferenca entre tgo € tio.

A partir da curva da concentracdo plasméatica em funcdo do tempo obtida dos
estudos de biodisponibilidade, foi determinado o perfil de absor¢do do farmaco em
funcéo do tempo por meio dos parametros farmacocinéticos: (1) ti,g, Sendo o tempo em
que ocorre a primeira deteccdo do farmaco nas amostras coletadas; (I11) Crax, definida
como a concentracdo plasmatica maxima que o farmaco atingiu apds administracéo;
(1) tmax, tempo necessario para alcancar a Cmax; (IV) AUC,., area sob a curva de
absorcdo plasmatica do farmaco no tempo t, que corresponde a medida da exposicédo do

organismo ao farmaco.

Os parametros magnéticos e farmacocinéticos sdo apresentados com valores
médios e desvio padrao, sendo analisados em ambiente OriginPro 8® (Origin Lab Corp.,

Northampton, USA). GraphPad Prism® 6 (2018, USA) foi utilizado para realizar as
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analises estatisticas para averiguar as diferencas entre 0s grupos analisados através de
analise de variancia de uma via (ANOVA), teste t-STUDENT ndo pareado em amostras

distintas. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).

pag. 31




4. Resultados e Discussao

4.1. Comprimidos Magnéticos e Ensaios Farmacotécnicos de Controle de
Qualidade
No total foram produzidos 150 comprimidos no lote e cada comprimido passou
por uma inspecdo visual para garantir que ndo existiam fissuras ou defeitos que

pudessem comprometer o processo de revestimento.

Os ensaios farmacotécnicos, preconizados pela Farmacopeia Brasileira (2019),
permitiram para avaliar as caracteristicas fisicas no que diz respeito as propriedades de
resisténcia mecanica, uniformidade e desempenho da liberacdo do farmaco, elementos

Uteis na avaliacdo da qualidade integral dos comprimidos.

A massa média (1,004 g £ 0,003 g), diametro médio (12,12 mm + 0,01 mm) e a
altura média (6,08 mm = 0,04 mm) mostraram-se dentro dos limites permitidos de
variacdo de 5%. Este ensaio, apesar de ser simples, é de grande importancia, pois
garante que o lote de comprimidos obtido estd uniforme quanto a quantidade de
excipientes ap6s procedimento de pesagem e mistura da formulacéo, e posteriormente

processo de compressao.

A friabilidade permite determinar qual a resisténcia dos comprimidos a abrasao,
sendo permitida uma variacdo menor que 1%. O resultado encontrado no ensaio de
friabilidade foi de em 0,18%, ou seja, uma perda de 0,18% de peso da amostra de 10
comprimidos depois de submetidos ao friabirdbmetro. Este teste de qualidade ¢é
importante porque, apds aprovado, 0s comprimidos magnéticos puderam ser revestidos.
Durante o processo de revestimento, os comprimidos sdo submetidos a uma constante

abrasdo e, desta forma, uma friabilidade alta poderia comprometer este processo,
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levando & perda de material por atrito e, por consequéncia, diminui¢cdo da dose do

farmaco contido no comprimido.

No ensaio de dureza, a forca média necesséria para romper os comprimidos foi
de 140,3 N = 0,2 N, sendo permitida dureza com valores maiores 45 N. Os comprimidos
devem ser duros o suficiente para atingir valores de friabilidade aceitavel, conforme
citado anteriormente, porém a dureza alta ndo pode comprometer o processo de

desintegracdo do comprimido.

O processo de desintegracdo foi avaliado em aparato apropriado, sendo o limite
aceitavel, como critério de controle de qualidade para comprimidos néo revestidos, 0
tempo maximo de 30 minutos. O resultado do ensaio de desintegracédo foi de 2,89 min £
0,57 min, na qual o lote foi aprovado no ensaio. O processo de desintegracdo é fruto da
interacdo entre fatores que resultam na fragmentacdo da forma farmacéutica sélida, na
qual o Explosol® (desintegrante) é o principal excipiente. Assim, o comprimido absorve
a solucdo com o qual esta em contato e o desintegrante promove o desenvolvimento de
uma forca responsavel pela sua expansdo. O processo de desintegracdo, uma vez
iniciado, ndo pode ser interrompido e culmina na completa fragmentacdo do
comprimido em particulas passiveis de serem dissolvidas no meio e absorvidas pela

mucosa do trato gastrintestinal (MELIA & DAVIS, 1989; PERIOLI, 2012).

O teste de dissolucdo em aparato USP Il tem como finalidade obter o perfil de
liberacdo do farmaco contido em uma forma farmacéutica sélida apos a desintegracéo.
O perfil de liberacdo possibilita determinar qual é a taxa e a quantidade de farmaco
liberado por um comprimido em funcdo do tempo. O lote é aprovado no teste quando

80% do farmaco contido no comprimido é liberado em até 60 minutos. O ensaio
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realizado com os comprimidos magnéticos mostrou que, em 60 minutos, houve a

liberacéo de 97,93 * 1,53% de Metronidazol.

O lote de comprimidos magnéticos contendo ferrita e Metronidazol foi aprovado
em todos os ensaios de controle de qualidade. Sendo assim, os comprimidos do lote
produzido foram considerados aptos para prosseguir para 0s proximos procedimentos,
sendo estes 0 processo de revestimento e avaliacdo do processo de liberagdo do farmaco
em diferentes valores de pH. A aprovacao do controle de qualidade do lote € necesséria
para garantir que, quando administrado, o comprimido magnético revestido ira liberar o
farmaco no meio gastrico. Neste sentido, caso ocorra uma falha na absorcéo do farmaco,
é possivel concluir que ocorreu alguma mudanga fisiologica que comprometeu o
processo de liberagdo do farmaco contido no comprimido; ou, se o farmaco foi liberado,

existe algum comprometimento no processo de absor¢do pela mucosa do TGI.

4.2. Processo de Revestimento dos Comprimidos Magnéticos
ApoOs a aprovacdo nos testes de qualidade farmacotécnicos, o lote de
comprimidos magnéticos foi submetido ao processo de revestimento em Unica etapa. A
solugdo de revestimento com o polimero Eudragit® E-100 (Evonik, Sdo Paulo) foi
preparado conforme orientacdes do fabricante. Apds o processo de aplicacdo da solucéo

de revestimento, os comprimidos tiveram um ganho de peso de 6,31% =* 0,35%.

Apo6s maturacdo da pelicula polimérica em estufa overnight a 40°C, uma amostra
de 10 comprimidos do lote foi submetida ao teste de qualidade do processo de
revestimento descrito no Anexo 3. Todos os comprimidos ficaram intactos, ou seja, 0
revestimento polimérico ndo se dissolveu, e por consequéncia, ndo ocorreu 0 Processo

de desintegracdo dos comprimidos, atestando a qualidade do processo de revestimento.
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4.3. Estudo do Perfil de Dissolugdo (Aparato USP II) em diferentes valores

de pH
O ensaio de dissolugdo do farmaco foi realizado para verificar o perfil de
liberagdo in vitro do Metronidazol contido em uma forma farmacéutica solida em

contato com o fluido géstrico simulado.

Cada experimento de dissolucéo foi realizado em pH diferentes, para avaliar a
influéncia do pH no perfil de liberacdo do Metronidazol em fungdo do tempo. Certos
ensaios farmacopeicos exigem o ajuste ou a manutencdo de pH e, para isso, foram
utilizadas solugdes denominadas tampdes, capazes de suportar variagdes na atividade de
jons hidrogénio. Todas as solu¢Bes foram obtidas conforme parametros descritos na
Farmacopeia Brasileira (2019), sendo: meio géastrico simulado HCI 0,1 N de pH 1,2;
solucéo tampéo HCI de pH 2,0; solucdo tampéo acetato pH 3,0; solucdo tampdo acetato

de sodio pH 4,5 e solugdo tampdo fosfato pH 6,0 (Anexo 4).

4.3.1. Pico de absor¢io maxima do Metronidazol na regiao do ultravioleta

A absorcdo maxima do Metronidazol foi avaliada através da espectroscopia UV
para cada um dos pHs, na qual foi mensurada a absorbancia de uma amostra com
concentracdo de 50 pug/mL de Metronidazol diluida na solucdo com o respectivo pH. As
curvas de absorbancia do Metronidazol em funcdo do comprimento de onda para cada

valor de pH estdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3: Perfil obtido das amostras de Metronidazol com concentracdo de 50 pug/mL em diferentes pHs
pela espectroscopia UV-Visivel, com comprimento de onda entre 200 nm a 400 nm.

As solugdes de Metronidazol com pH 1,2 e pH 2,0 tiveram absorbancia maxima
com comprimento de onde de 277 nm; ja as solu¢des com pH de 3,0, pH4,5 e pH 6,0

tiveram a absorbancia maxima com comprimento de onde de 318 nm.

4.3.2. Curva de Calibraciao do Metronidazol em solu¢des de diferentes pHs

Tendo os valores de absorbancia maxima registrados para cada valor de pH,
solucdes de Metronidazol com concentracbes conhecidas (5 pg/mL, 10 pg/mL, 15
pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL, 40 pg/mL e 50 pg/mL) foram analisadas para
cada pH, a fim de se obter a curva de calibracdo, a qual relaciona a absorbancia da
amostra em funcdo da concentracdo conhecida. A Figura 4 ilustra a curva de calibracédo

obtida para as concentra¢6es conhecidas do farmaco.
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Figura 4: Curva de calibracdo do Metronidazol obtida em solu¢des com diferentes valores pH.

Pelo método de regressao linear foi possivel determinar equacfes de reta, onde
na Tabela 3 é apresentado o coeficiente angular e constante linear para cada curva. O
coeficiente de correlacdo linear também é apresentado, tendo os valores proximo de
R?=1, indicando um perfil linear da absorbancia com relacdo & concentracdo de

Metronidazol.

Os parametros referentes ao coeficiente angular e constante linear sdo
respectivamente os valores “a” (angulacdo) e “b” (translocacdo vertical) de funcbes de
primeiro grau no perfil f(x) = a.x + b, sendo este modelo utilizado para determinar a

concentracdo de farmaco nas aliquotas coletadas durante o teste de solubilidade.
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Tabela 3: Parametros das curvas de calibracdo do MT em solucdes com diferentes valores de pH.

pH Coeficiente Angular COL?;';ZTG C%‘ﬁ‘:ggg;e(g%)
1,2 0,037822 0,027705 0,99972
2,0 0,036864 0,011307 0,999942
3,0 0,045032 0,009711 0,99992
4,5 0,055856 0,054879 0,999020
6,0 0,057833 0,110134 0,996871

4.3.3. Perfil de Dissolucao do Metronidazol em Solu¢des de Diferentes pH
A Figura 5A ilustra as curvas de liberacdo do Metronidazol em fungéo do tempo
para cada valor de pH e, na Figura 5B, um zoom das mesmas curvas obtido nos

primeiros 20 minutos do processo.

As curvas do perfil de dissolucdo do Metronidazol em funcdo do tempo
demostram um deslocamento a direita no eixo do tempo, na medida em que o pH da
solucdo aumenta. Na Figura 5B temos um zoom das mesmas curvas até o tempo de 20
min para melhor visualizar este deslocamento a direita no eixo do tempo. Para analisar
de forma objetiva as diferencas entre os perfis € necessario avaliar os paramentos
farmacotécnicos das curvas e comparar com o perfil padrdo de referéncia. Adotamos a
curva de liberacdo em meio gastrico simulacdo de pH 1,2 como perfil padrdo de
referéncia, pois este € o pH considerado o fisiologico em individuos saudaveis

(BERGSTROM et al., 2014).
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Figura 5 — (A) Perfis de liberacdo do Metronidazol contido em comprimidos revestidos com Eudragit E-
100 em meios de dissolucdo com diferentes valores de pH. E possivel notar a escala logaritmica no eixo
das abcissas, 0 que caracteriza os perfis sigmoides das curvas de liberacdo de farmaco. (B) Perfis de
liberagdo do farmaco nos primeiros 20 minutos do processo.

Os parametros para a caracterizacdo do perfil de dissolu¢cdo do farmaco em

relacdo a substancia quimica de referéncia (Metronidazol em solugdo gastrica simulado
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HCI1 0,1 N de pH 1,2) foram baseados nos fatores de diferenca (f;) e de similaridade (f2)
propostos por Moore e Flanner (1996), sendo estes calculados em cada intervalo de
tempo pré-estabelecido e apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Fatores de diferenca e similaridade para a comparacao entre o perfil de liberacdo em meio de

dissolucdo de referéncia (solucdo gastrica simulado HCI 0,1 N de pH 1,2) em relagdo aos meios com

diferentes valores de pH.

pH1,2-pH2,0 pH1,2-pH3,0 pH1,2-pH4,5 pHL12-pH6E,0

f; 9,23 7,96 17,80 42,80

1 99,98 99,97 100,00 100,00

Quando o parametro f; tem valores entre 0 até 15 e, concomitantemente, o f,
entre os valores de 50 até 100, caracteriza a equivaléncia entre dois perfis de dissolucéo,
com uma diferenca menor de 10% entre os perfis avaliados. Os perfis de liberacdo do
Metronidazol em solugdo de pH 4,5 e pH 6,0 sdo considerados diferentes em relacdo a
solucéo de referéncia de pH 1,2, ja que os valores de f; foram acima de 15. Ja os fatores
de similaridade entre todos os testes dissolucao resultaram em valores proximos e iguais
a 100, indicando que todos os perfis de liberacdo sdo similares. Com dois perfis
similares, observa-se que o modelo de liberacdo em solugdes com diferentes valores de
pH assemelha-se com o perfil de liberacdo em meio de referéncia, conforme ilustrado na

Figura 5A, na qual todas as curvas de dissolucdo tem perfil sigmdide de liberacéo.

Também foram calculados os parametros tj.g (tempo do inicio da liberacdo do
Metronidazol, em minutos), a eficiéncia de dissolucdo (ED%) da formulacdo e as areas
sob a curva (AUC) dos perfis de dissolucdo (KHAN, 1975; COSTA et al., 2001,

POONGOTHAI et al., 2011), além do tempo médio de dissolugdo (TMD, em minutos),
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determinado a partir das doses acumulativas do Metronidazol absorvida em fungdo do

tempo (AGUILAR et al., 2008). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros farmacotécnicos dos perfis de liberacdo do Metronidazol apos teste de dissolucao
em aparato USP 1. AUC ¢é a &rea sob a curva de % Liberagdo de MT em fung¢do do tempo (min). ED é
adimensional, e os parametros tj.,; € TMD séo apresentados em minutos (min).

pH 1,2 pH 2,0 pH 3,0 pH 4,5 pH 6,0
14538,76 ° 14807,54 ° 14286,67 © 13775,57 ¢ 10992,81 ®
AUC +175,03 +107,19 +65,97 +280,18 +391,67
ED30 16,70 +2,46 ' 16,29 +1,19 17,06 +0,64 14,35 +1,27 ¢ 6,26 +1,96 "
ED45 26,71 +3,00' 26,44 +1,28 ' 27,47 +0,75 ' 24,88 +1,37 15,72 +2,39 ¢
ED60 36,91 +2,99) 36,89 +1,17! 37,90 0,74/ 35,47 +1,42! 26,38 +2,31
tiag 1,33 £0,58 2,33 0,58 2,00 +0,00 ¥ 4,00 +0,00" 16,67 +2,89 ™
TMD 2,22 #1,75" 3,18 +0,77" 2,52 +0,67" 4,36 +0,68 ° 8,12 +0,82°

Sobrescrito nos valores com letras diferentes representam diferenca significativa com p < 0,05.

Os parametros de eficiéncia de dissolucdo (ED) nos intervalos de tempo
analisados apresentaram valores menores quando comparados ao teste com pH de
referéncia em relacdo aos testes de dissolu¢do com pH 6,0. Por outro lado, o tempo de
inicio de liberacdo (tig) € 0 tempo médio de dissolu¢do (TMD) apresentaram valores

maiores comparados ao teste de referéncia em relacdo aos de pH 4,5 e pH 6,0.

Ao analisar estes parametros observa-se que em pH 4,5 e pH 6,0 ocorreu um
atraso na dissolucdo do Metronidazol, mostrando que o aumento do pH interfere nos
processos de liberacdo da forma farmacéutica sélida revestida com Eudragit® E-100.
Neste sentido, foi avaliado os processos que antecedem a dissolucdo, sendo destes o

processo de dissolucdo do revestimento e o processo de desintegracdo do comprimido.

pag. 41




4.4. Medidas Magnéticas in vitro
Os processos de dissolucdo do revestimento e desintegracdo, que antecedem a
liberacdo e respectiva dissolucdo do farmaco, sdo processos tempo dependentes que
podem ser quantificados por meio da adicdo de um marcador magnético, empregando-se
a técnica de Biosusceptometria AC que permite identificar, em tempo real, o

espalhamento deste marcador.

A ferrita em p6 foi utilizada como marcador magnético por se tratar de um
material ferromagnético, insolivel em qualquer meio, material capaz de gerar alta
suceptibilidade magnética e, ndo ser absorvido pela mucosa do TGI sendo, portanto,
desprovido de qualquer efeito adverso ao organismo (BELIKOV e KUREGYAN,
2001). Diversos estudos foram realizados utilizando ferrita como marcador
demonstrando que ndo implica em alteracbes significativas nas propriedades
farmacotécnicas dos comprimidos (CORA et al., 2003, 2005a, 2005b, 2006, 2008,

2010, 2011; MIRANDA et al., 2003, 2010).

Os parametros de interesse para avaliar o processo de liberacdo do farmaco sao:
tempo de dissolucdo do revestimento (TDR) e tempo de desintegracdo (TD) do
comprimido, uma vez que antecedem a liberacdo do farmaco a forma farmacéutica. A
Figura 6 ilustra os sinais magnéticos obtidos com o sistema BAC multisensores para
caraterizar, em tempo real, 0s processos de dissolucdo do revestimento e desintegracdo
do comprimido magnético adicionado ao meio gastrico simulado. Na figura 7, no sinal
pos-processado com filtro passa-baixa, o processo de dissolucdo do revestimento
ocorreu no intervalo apontado pelas setas 1 e 2; e a desintegracdo ocorreu no intervalo

entre as setas 2 e 3.
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Figura 6: Sinal magnético em funcdo do tempo adquirido de um comprimido magnético revestido
avaliado no sistema BAC multissensor.
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Figura 7: Sinal p6s-processado por filtro passa-baixa na frequéncia de corte 0,03 Hz. As setas As setas 1
e 2 indicam, respectivamente, o inicio e o final do processo de dissolucdo do revestimento. A seta 3 indica
o fim da desintegracdo do comprimido magnético.
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O tempo da dissolucdo do revestimento (TDR) correspondeu no intervalo
definido entre as setas 1 e 2. Durante esse intervalo, o revestimento impede que a
solucgéo de dissolucdo entre em contato com o desintegrante, que promove 0 processo de
desintegragdo do comprimido (CORA et al, 2005b). Neste intervalo de tempo o

comprimido é uma fonte pontual de sinal.

A desintegracdo é representada pela abertura do espectro do sinal magnético e
seu espalhamento em todos os canais da BAC, até o final do processo de desintegracéo,
indicado pela seta 3. A diferenca entre os intervalos de tempo indicados pelas setas 2 e 3

permitiu quantificar o tempo de desintegracdo do comprimido (TD).

Os sinais magnéticos foram processados para gerar imagens gque representam a
evolucdo da area imageada em funcdo do tempo. A Figura 8 ilustra as imagens
magnéticas obtidas em diferentes intervalos de tempo, para retratar o espalhamento da

ferrita, caracteristico do processo de desintegragéo.

Tempo = 150s C

a

Tempo = 720s Tempo = 735s F

ana

Figura 8: Imagens in vitro do comprimido magnético revestido. O aumento da area magnética em fungéo
do tempo ilustra o processo de desintegracdo da forma farmacéutica.

Tempo = 20s Tempo = 550s

| |

05

Tempo = 835s

08
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Na figura 8(A), observa-se a auséncia de sinal, pois o comprimido ndo havia
sido inserido no recipiente. Em (B) e (C), observa-se que a imagem do comprimido
magnético ndo sofre alteracdo na area, caracterizando o periodo em que o revestimento
do comprimido estd sendo dissolvido, e por consequéncia, 0 comprimido permanece
como uma fonte pontual, com &rea constante. Nas imagens subsequentes (D) e (E), é
possivel verificar aumento da &rea magnética, indicando que neste periodo o
revestimento foi dissolvido e o processo de desintegracdo do comprimido esta
ocorrendo. Em (F), a diminuicdo na intensidade da imagem indica espalhamento do

material magnético em funcéo do término do processo de desintegracéo.

A Figura 9(A) representa a evolucao da area das imagens obtidas do comprimido
magnético em funcdo do tempo e a Figura 9(B) a derivada do aumento da area

magnética em funcdo do tempo (s).
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Figura 9: (A) Evolucéo da &rea das imagens magnéticas de um comprimido em meio acido simulado em

funcéo do tempo. (B) derivada no tempo da érea magnética.

Na figura 9(B) observam-se intervalos de tempo nos quais ocorre a variacdo da

area dos comprimidos a fim de identificar os momentos que ocorrem as transi¢des dos

eventos relacionados a liberagéo do farmaco.
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No intuito de avaliar com precisdo estas transi¢6es, foi obtido um gréafico de
marcador binério, a partir do qual foram determinados 0s momentos que ocorrem uma
variacdo maior que 10% na &rea das imagens. A Figura 10 ilustra o marcador binario,
no qual os intervalos em que ocorrem varia¢es maiores que 10% na area das imagens o
marcador apresenta o valor “1”; com variagdes menores que 10%, o marcador binario

apresenta o valor “0”.

| S o o 12 s

] [y N . UL Il ‘

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (s)

Figura 10: Marcador binario em funcdo do tempo. Quando a variacdo da area da imagem magnética é
maior que 10%, o marcador possui o valor 1 e para variacdes menores que 10%, o marcador retorna o
valor 0. As setas “1”, “2” e “3” indicam, respectivamente, o inicio e fim do processo de dissolugdo do
revestimento e final do processo de desintegragao.

Com o marcador binario foi possivel identificar os seguintes intervalos: (1)
momento em que o comprimido € inserido no aparato para as medidas com o sistema
BAC multissensores e inicio do processo de dissolugdo do revestimento; (2) final do
processo de dissolucdo do revestimento e inicio do processo de desintegracdo do
comprimido magnético; e (3) final do processo de desintegracdo do comprimido

magneético.
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Na tabela 6 estdo apresentados os valores calculados referentes ao tempo de
dissolucdo do revestimento (TDR) e tempo de desintegracdo (TD) dos comprimidos

magnéticos.

Tabela 6: Tempo de dissolucdo do revestimento (TDR) e tempo de desintegragdo (TD) quantificados por
meio das areas das imagens magnéticas obtidas nos ensaios in vitro com os sensores BAC em meios
simulados com diferentes valores de pH.

pH TDR (min) TD (min)

1.2 1,61° +0,09 0,56 +0,07
2.0 341° +0,13 0,59 +0,08
3.0 2,71°¢ +0,34 0,28f +0,12
4.5 5,79 ¢ +1,16 1,48° +0,13
6.0 8,39° +2,36 1,11" +0,51

Sobrescrito nos valores com letras diferentes representam diferenca significativa com p < 0,05.

Na medida em que o pH do meio de dissolu¢cdo aumenta, 0o tempo necessario
para dissolver o revestimento aumenta, confirmando que a dissolucdo do polimero de
revestimento utilizado neste estudo é dependente do pH. O Eudragit® E-100 é um
polimero hidrofilo, com grupos funcionais de amina terciarios e sdo a base de
metacrilato de dimetilaminoetilo e ésteres metacrilicos neutros (JUNG et al,1999). Este
polimero, na sua forma protonada, é solivel em solventes organicos e insolivel em éter
de petréleo e agua. E solivel em meios aquosos com pH até 5 e é usado principalmente
em tecnologia farmacéutica como excipiente de revestimento de comprimidos

gastrossoluveis (RIGO et al., 2014; QUINTEROS et al., 2008).

Os dados obtidos utilizando-se o aparato com o sistema BAC multisensores
corroboram com os dados obtidos no aparato de dissolugédo USP 11, indicando que o pH
do meio influéncia significativamente a liberagdo do farmaco contido no comprimido

revestido. A vantagem do aparato magnético consiste no fato de que a BAC foi capaz de
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avaliar em tempo real o exato momento que o comprimido inicia 0 processo de

desintegracédo, o que ndo pode ser observado pelo aparato oficial.

Nos proximos tépicos (item 4.6.1.), é apresentada a avaliagio com a BAC
multissenssor para identificar e quantificar o inicio do processo de desintegracdo dos

mesmos comprimidos magnético in vivo.

4.5. Ensaios in vivo - Efeito do Tratamento por Omeprazol na
Biodisponibilidade
Apos as medidas in vitro, da qual se confirmou a influencia do pH na liberagéo
do farmaco em comprimidos revestidos com Eudragit® E-100, foi avaliado se a
mudanca do pH intragastrico influencia na liberacdo do Metronidazol administrado pelo

mesmo comprimido magnético revestido, através de um estudo de biodisponibilidade.

O Metronidazol (MT) é um farmaco anti-microbiano que, de acordo com o
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), pertence a classe I, ou seja, farmacos
que apresentam alta solubilidade e permeabilidade elevada (LIDENBERG et al., 2004).
Quando administrado por via oral, sofre absorcdo no estbmago e em segmentos
proximais do intestino delgado. Essas caracteristicas foram essenciais para a escolha
desse farmaco como marcador farmacocinético nesse estudo, pois as avaliacbes foram
realizadas para comprimidos de liberacdo no estbmago. Além disso, ja foram
desenvolvidos estudos utilizando o Metronidazol como farmaco modelo em
comprimidos magnéticos, e os resultados demonstram que o farmaco é um bom
marcador farmacocinético, devido sua boa absorcdo e facil deteccdo na concentracao

sérica (Pires, D.W. 2016; Grossklaus, D. B. B. 2016).

Os mesmos comprimidos magnéticos com Metronidazol revestidos foram

administrados a voluntéarios saudaveis, seguindo o desenho experimental descrito no
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item 3.5.2. Foi avaliado o perfil da biodisponibilidade do Metronidazol frente aos
tratamentos com placebo e Omeprazol. As amostras de sangue coletadas dos voluntarios
foram processadas e analisadas seguindo protocolo descrito por Kees et al.,1996 e

Pirola et al., 1998.

O perfil da biodisponibilidade apresentado na Figura 11 descreve a concentragdo
de Metronidazol (em pg/mL) em funcdo do tempo para um dos voluntarios (voluntario
n® 3) antes (placebo) e apds o tratamento com omeprazol. O perfil da velocidade e a
extensdo de absorcdo de um principio ativo em uma forma de dosagem sdo

representados pelos parametros farmacocinéticos do perfil de biodisponibilidade.
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Figura 11: Perfil de concentracdo de Metronidazol em funcdo do tempo de um dos voluntarios
(voluntario n° 3). A curva em quadrados pretos apresenta o perfil de concentracdo do Metronidazol para o

ensaio feito com tratamento Placebo. A curva com os circulos vermelhos apresenta o perfil para o ensaio
com o mesmo voluntario sob tratamento com Omeprazol.
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Observa-se que a concentracdo do metronidazol foi alterada apds o tratamento
com omeprazol, indicando que o pH do meio interferiu com 0s processos que envolvem
a liberacdo do farmaco da forma farmacéutica solida. O perfil de concentracéo
plasmética de um farmaco é consequéncia dos processos farmacocinéticos - absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME). A extensdo e a velocidade da absorgéo
de um farmaco administrado pela via oral sdo representadas pelos parametros

farmacocinéticos, utilizados para quantificar a biodisponibilidade (MIAH et. al., 2018).

Esta quantificacdo é feita a partir do calculo de parametros farmacocinéticos da
curva de absor¢do do farmaco em funcdo do tempo, preconizados pela Farmacopeia
Brasileira e descritos no topico 3.6. Os parametros farmacocinéticos da
biodisponibilidade do Metronidazol para os voluntarios tratados com placebo s&o

apresentados na tabela 7.
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Tabela 7: Valores calculados a partir da curva do perfil de Biodisponibilidade do Metronidazol
frente aos tratamentos Placebo: Tempo para inicio da Absor¢do (tj,g) dado em minutos, Concentracéo
maxima (Cpax) dado em pg/ml, Tempo de Concentragdo maxima (tmsx) dado em minutos, e AUCy; é a
quantificacdo da area sob a curva no intervalo de tempo 0 até t em minutos.

Cmax  AUGCp30 AUCpe0 AUCo.300

Voluntério  tjag (min)  tmax (min)
(ug/mL)  (ug.min/mL) (pg.min/mL) (pg.min/mL)

1 18 90 1,99 10,11 38,76 500,91
2 15 150 1,69 10,58 37,28 420,08
3 18 120 2,49 14,24 57,59 556,34
4 18 150 2,42 4,65 18,90 535,65
5 30 90 2,57 3,00 55,35 531,90
6 15 90 2,80 17,36 83,36 506,36
7 15 120 3,10 17,57 62,49 718,44
8 24 120 1,55 3,12 27,712 345,12
9 24 90 1,91 3,20 26,52 545,47
10 18 120 2,20 7,25 40,62 484,92
11 18 120 1,80 5,81 27,86 353,96
12 18 120 1,52 9,30 36,68 363,83

Média 19,25 115,00 2,17 8,85 42,76 488,58

DP 4,52 21,53 0,51 5,31 18,55 106,26

“DP”, desvio padrao.

Os parametros farmacocinéticos permitem avaliar se alteracbes fisioldgicas
podem interferir na biodisponibilidade de um farmaco. Nos resultados ilustrados na
Tabela 7, observa-se que o placebo ndo interferiu com a absorcdo do farmaco modelo,
corroborando com os resultados obtidos em estudo previamente realizados pelo
laboratdrio, com a mesma metodologia (PIRES, 2016; GROSSKLAUS, 2016). Com o
placebo, ndo houve alteracdo do pH fisioldégico do conteudo géstrico e, desta forma, 0s

processos de dissolugdo de revestimento e desintegragdo ocorreram conforme o
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esperado a partir dos ensaios in vitro. Comparando-se 0s ensaios realizados previamente
pelo grupo, infere-se que a biodisponibilidade do metronidazol ndo foi afetada por

comprimidos com revestimentos distintos, mantendo-se o pH no valor fisiologico.

Estudos realizados para caracterizar os fluidos gastrico e intestinal no homem
descreveram diversas caracteristicas destes contetdos durante o jejum e no periodo pos-
prandial, tais como: pH, capacidade tampdo, osmolaridade e tensdo superficial
(DRESSMAN et al., 1990; LINDAHL et al., 1997; EFENTAKIS & DRESSMAN,
1998; PEDERSEN et al., 2000; KALANTZI et al., 2006; PEDERSEN et at., 2013;
BERGSTROM et al., 2014). Os resultados indicaram que os valores do pH géstrico no
homem, em jejum, compreendem uma faixa que varia de 1,7 até 3,3 (media de 2,5)
(DRESSMAN et al., 1990; LINDAHL et al., 1997; EFENTAKIS & DRESSMAN,
1998; PEDERSEN et al., 2000; KALANTZI et al., 2006; PEDERSEN et at., 2013;
BERGSTROM et al., 2014). Diante destes achados, ¢ possivel afirmar que, em nosso
estudo, o pH intragastrico dos voluntarios sob tratamento com placebo encontrava-se na
faixa acima descrita e, por esta razéo, o revestimento do comprimido foi dissolvido pelo

meio, possibilitando a desintegracdo e liberacdo do farmaco para absorcéo.

Na segunda etapa do experimento, da qual os mesmos voluntarios foram
submetidos ao tratamento com Omeprazol antes da administracdo do comprimido

magnético revestido, os parametros farmacocinéticos sdo apresentados na Tabela 8.

Podemos verificar que os parametros farmacocinéticos dos voluntarios 2, 3, 5, 8
e 11 apresentaram valores nulos, com um forte indicativo que o comprimido pode nao
ter passado pelo processo de desintegracédo, e por consequéncia o farmaco nao liberado.
Os demais voluntérios (1, 4, 6, 7, 9, 10 e 12) deram valores com grande diferenca nos

parametros tig € 0 tmax, do quais ficaram maiores, indicando um possivel atraso na
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liberacdo do farmaco. Além disso, os parametros Cmax € AUCq300 deram valores

menores, indicando que houve uma diminui¢do na extensdo de absorgéo.

Tabela 8: Valores calculados a partir da curva do perfil de Biodisponibilidade do Metronidazol frente aos
tratamentos Omeprazol: Tempo para inicio da Absorcéo (t,g) dado em minutos, Concentragdo maxima
(Cax) dado em pg/ml, Tempo de Concentragdo maxima (tns) dado em minutos, e AUCy; € a
quantificacdo da area sob a curva no intervalo de tempo 0 até t em minutos.

Cmax  AUGCp30 AUCpe0 AUCo.300

Voluntério  tjg (min)  tmax (min)
(ng/mL) (ug.min/mL) (pg.min/mL) (pg.min/mL)

1 12 120 1,88 7,64 32,99 527,69
2 0 0 0 0,00 0,00 0,00
3 0 0 0 0,00 0,00 0,00
4 45 180 2,48 1,83 18,86 512,21
5 0 0 0 0,00 0,00 0,00
6 150 240 2,09 2,68 531 305,61
7 21 120 3,48 5,42 54,39 773,49
8 0 0 0 0,00 0,00 0,00
9 45 150 2,20 3,09 21,09 507,09
10 45 90 2,03 2,46 14,09 452,09
11 0 0 0 0,00 0,00 0,00
12 15 90 1,84 9,55 35,58 441,03

Média 27,75 82,50 1,33 2,72 15,19 293,27

DP 42,79 83,03 1,25 3,25 18,01 279,03

Obs:“DP” ¢ o desvio padréo.

Estes resultados demonstram forte indicativo que o pH no ambiente intragastico
estava mais alcalino devido ao tratamento com omeprazol, causando uma influéncia na
dissolucéo do Eudragit® E-100. O tratamento diario com baixas doses de omeprazol (20

mg), por via oral, pode aumentar significativamente o pH intraluminal gastrico, que
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chega a pH 4,0 por mais de 8 horas, na maioria dos pacientes em estudos ja realizados.
De maneira geral, a supressdo crénica do &cido gastrico com uso de inibidores de
bomba de proétons é bem tolerada, com poucos efeitos colaterais clinicamente evidentes
(MULLIN et al., 2009). Como verificamos nos resultados dos testes de dissolu¢éo dos
comprimidos revestidos, o polimero pH-dependente Eudragit® E-100 tem dificuldades

de dissolucdo quando esta imerso em solugdo com pH préximo de 5.

4.6. Andlise Magnetofarmacocinético
Na anélise magnetofarmacocinético pretende-se correlacionar os resultados
obtidos com o estudo farmacocinético apresentado no item anterior (item 4.5) com as
medidas magnéticas realizadas com os sistemas BAC multissensor (itens 3.5.2.2 e
3.5.2.3) e monossensor (item 3.5.2.4). As medidas magnéticas in vivo foram realizadas
com o objetivo localizar e, posteriormente, monitorar 0s processos relacionados com a
liberacdo do farmaco contido nos comprimidos magnéticos revestidos administrados aos

voluntarios antes e apos o tratamento com o IBP, que altera o pH do estémago.

4.6.1. Monitoramento com Sistema BAC Multissenssor e Monossensor

O processo de desintegracdo do comprimido no estdmago € monitorado por
meio de sinais magnéticos adquiridos com o sistema BAC multisesnores e pela
quantificacdo da variacdo nos sinais e imagens, a exemplo daqueles observados nas
medidas in vitro. Além disso, com a BAC é possivel caracterizar possiveis
interferéncias neste processo, incluindo defeitos que resultam na ndo desintegracdo do
comprimido ou, ainda, o deslocamento do comprimido intacto para outros segmentos do
TGI. Neste caso, € possivel calcular o tempo de retencdo da forma farmacéutica nestes

segmentos.
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Quando o comprimido se desintegra no estbmago, a BAC conseguiu identificar
em qual tempo se deu inicio ao processo, devido & variacdo do sinal magnético

adquirido indicado pela seta na Figura 12.

Intensidade (V)

7
1

o 200 00 ) 0 1000 1200 1400 1600 1800
Tempo (s)

Figura 12: Intensidade do sinal magnético em funcdo do tempo. Sinal registrado do voluntario 3 sob
tratamento com Placebo.

O momento que ocorre uma intensa variagdo na intensidade do sinal de todos os
canais indica o inicio do espalhamento do material magnético (ferrita). Assim como foi
apresentado nos resultados da medida BAC multissensor no item 4.4, esta variacdo do
sinal € o exato momento que ocorre o inicio da desintegracdo do comprimido
magnético. O espalhamento ocorre quando o polimero de revestimento do comprimido
é dissolvido, permitindo assim que ocorra 0 processo de desintegracdo do comprimido.
Neste caso, o parametro adquirido pelo sistema BAC foi o tempo de inicio da

desintegracéo.

Entretanto, caso ndo exista uma variacdo na intensidade no sinal durante o
monitoramento com o sistema BAC multissensor (Figura 13), o material magnético fica
contido no interior do comprimido revestido, dando um forte indicativo que ndo ocorreu

0 processo de desintegracdo do comprimido.
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Figura 13: Intensidade do sinal magnético em funcdo do tempo. Sinal registrado do voluntario 3 sob
tratamento com Omeprazol.

Os voluntarios 2, 3, 5, 8 e 11 apresentaram este mesmo perfil de sinal, indicando
que o tratamento com Omeprazol interferiu no processo de dissolucdo do revestimento,

impedindo assim que o comprimido se desintegre.

Apo6s 0s 30 minutos de monitoramento com o sistema BAC multissensor, foi
dado inicio ao monitoramento do comprimido magnético com o sistema BAC
monossensor (descrito no item 3.5.2.4). Durante este periodo, a intensidade do sinal do
comprimido magnético na projecao gastrica é apresentada na Figura 14, na qual notou-
se que a intensidade do sinal magnético diminuiu a nivel basal repentinamente (entre 0s
tempos 60 minutos e 90 minutos), indicando assim que o comprimido passou pelo
esfincter pilorico, se deslocando para o duodeno. Neste caso, o parametro adquirido

pelo sistema BAC foi o tempo de retencéo.
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Figura 14: Intensidade do sinal magnético em funcdo do tempo adquirido pelo sistema BAC
monossensor. Sinal registrado do voluntario 3 sob tratamento com Omeprazol.

ApoOs o tratamento com omeprazol, ndo foi possivel identificar variacao
significativa na intensidade do sinal adquirido pelos sensores BAC, um indicativo de
que o comprimido ndo se desintegrou. O comprimido ndo desintegrado produz um sinal
com intensidade maior, visto que ndo ha espalhnamento do material no meio em que esta
sendo avaliado, sendo detectado em outros segmentos do TGI. Neste caso, 0 parametro
calculado € o tempo de retencdo, que se refere ao intervalo de tempo no qual o

comprimido magnético ficou retido no estdmago.

Por outro lado, com os voluntarios 1, 4, 6, 7, 9, 10 e 12 ocorreu 0 processo de
desintegracdo do comprimido magnético revestido para os tratamentos com placebo e
com Omeprazol. Na figura 15 é apresentado o sinal magnético do monitoramento com

o sistema BAC multissensor do voluntario 4, como exemplo.
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Figura 15: Intensidade do sinal magnético em funcdo do tempo adquirido pelo sistema BAC
monossensor. Sinal registrado do voluntario 4 sob tratamento com placebo.

A seta indica novamente 0 tempo que ocorre uma intensa variagdo do sinal
magnético, na qual o material magnético se espalha devido o processo de desintegracao
do comprimido magnético. Na figura 16, é apresentado o sinal magnético do mesmo

voluntario, sob tratamento com Omeprazol.

Intensidade (V)

(] 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tempo (s)

Figura 16: Intensidade do sinal magnético em funcdo do tempo adquirido pelo sistema BAC
monossensor. Sinal registrado do voluntario 4 sob tratamento com Omeprazol.

O perfil do sinal magnético do voluntario 4 sob tratamento com Omeprazol €

semelhante com a do voluntario 3 (Figura 13), na qual ndo apresenta variacdo
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expressiva da intensidade do sinal, indicando que o comprimido magnético revestido
ndo desintegrou. Porém, o perfil do sinal do sistema BAC monossensor, apresentado na
Figura 17, indica um decaimento progresso da intensidade do sinal. Este perfil sugere
que o comprimido se desintegrou ap6s 30 minutos, e o material magnético (ferrita) é
esvaziado do estdbmago. Neste caso, o parametro adquirido pelo sistema BAC foi o

tempo de inicio da desintegracéo.

0,25
0,20
0,15

0,10 4

sinal BAC (mV)

0,05

0,00

" I : | ' I : I , | ! I
20 40 60 80 100 120 140
Tempo (min.)

Figura 17: Intensidade do sinal magnético em funcdo do tempo adquirido pelo sistema BAC
monossensor. Sinal registrado do voluntario 4 sob tratamento com Omeprazol.

Nas medidas magnéticas realizadas nos voluntarios, foi possivel identificar dois
perfis distintos: um grupo de participantes (n = 5) nos quais ndo foi possivel caraterizar
0 processo de desintegracdo no tratamento com omeprazol, e outro grupo (n = 7) nos

quais o processo foi quantificado.

Para o primeiro grupo, a Tabela 9 mostra os valores do inicio da desintegracdo
de cada voluntario e os valores médios quando tratados com placebo, e o tempo de

retencdo quando tratados com omeprazol. E para o segundo grupo, a tabela 10 mostra os
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valores do inicio da desintegracdo para os dois tratamentos de cada voluntario e os

valores médios.

Tabela 9: Tempo do inicio da desintegracdo ou tempo de retencdo dos comprimidos magnéticos
revestidos avaliados pelos sistemas BAC. Resultados dos voluntarios referentes ao Grupo 1 de resultados.
Dados expressos como média = DP.

Voluntério 2 3 5 8 11 Média DP
Inicio da
desintegragdo 10,00 10,00 23,00 18,00 8,00 13,80 6,42
% (minutos)
8
& Tempo de Reteng¢ao
(minatos) NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA
minutos
Inicio da
S desintegracdo i i i i i i i
E (minutos)
&
g Tempo de Retencao
P ¢ 30,00 40,00 75,00 40,00 50,00 47,00 17,18

(minutos)

“NSA”, ndo se aplica; “i”, comprimido integro.

Tabela 10: Tempo do inicio da desintegracdo ou tempo de retencdo dos comprimidos magnéticos
revestidos avaliados pelos sistemas BAC. Resultados dos voluntéarios referentes ao Grupo 2 de resultados.
Dados expressos como média = DP.

Voluntario 1 4 6 7 9 10 12 Média DP
Inicio da
desintegragdo 700 800 12,00 10,00 1500 12,00 10,00 10,57% 2,70
% (minutos)
s
= Tempo de Retencao
( ) NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA
minutos
Inicio da
- desintegracdo 10,00 3500 120,00 10,00 3500 3500 10,00 36,43° 3891
E (minutos)
)
£
(@]

TempodeRetencdo \gn NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA

(minutos)

Sobrescrito nos valores com letras diferentes representam diferenca significativa com p < 0,05.
“NSA”, ndo se aplica.
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No grupo 1 de resultados (Tabela 9), podemos notar que ha uma diferenca entre
os resultados dos voluntérios tratados com placebo e com o Omeprazol. Na condicao
fisiolégica, o sistema BAC identificou o inicio do processo de desintegracdo, que em
contrapartida, ndo ocorreu nos voluntarios sob tratamento com Omeprazol, ja que as
medidas magnéticas ndo identificaram uma variacao do sinal magnéticos, indicando que

0 comprimido n&o se desintegrou.

Para os participantes elencados no grupo 2 (Tabela 10), observou-se que para
ambos as condicGes (antes e apds o tratamento com omeprazol), o comprimido se
desintegrou, porém, o tempo de desintegracdo foi significativamente diferente com um
atraso de quase o triplo do tempo em relagdo ao tratamento com placebo. E provavel
que esta diferenca para o inicio do processo de desintegracdo tenha ocorrido em funcéo
do tratamento com o omeprazol, um potente inibidor da secrecdo acida pela célula
parietal gastrica (MULLIN et al., 2009). Neste caso, a alteracdo do pH interferiu com o
tempo necessario para a dissolucéo do revestimento, atrasando o inicio da desintegracao

e, consequentemente, a liberagcdo do farmaco.
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4.6.2. Magnetofarmacocinética do Tratamento com Placebo
Nesta analise foi correlacionado o pardmetro farmacocinético ti,; com o
parametro de inicio da desintegracdo mensurado pelo sistema BAC multissenssor. Na

Figura 18 € apresentada esta correlacdo, através de uma regressao linear dos parametros.

7 Equation y=a+b'x
30 Weight No Weighting -
Residual Sum 5946577
i of Squares
28 Pearson's r 085722
T Adj. R-Square 0,70831
i Value  Standard Error
Intercept 9,12983 2,04732
26 - g Siope 0,83753 01591
24 u

22 ]
20 - /
18 E = /

14 4

Tempo desintegracdo — BAC (min.)

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo Ty - Farmacocinética (min.)

Figura 18: Regressdo Linear de correlacdo do parametro farmacocinético tlag com o parédmetro de
Tempo de Desintegracao adquirido pelo sistema BAC multissensor.

O valor do coeficiente de correlagdo da regressdo linear foi de R®> = 0,85722.
Este valor indica que existe uma relacdo direta entre os parametros. O processo que
antecede a liberacdo do farmaco é a desintegracdo do comprimido, que se fragmenta em
particulas menores, deixando assim o farmaco disponivel para se dissolver na solucao
gastrica, e posterior, absor¢do pela mucosa do TGIl. O processo de desintegracdo e
absorcdo sdo processos tempo-dependentes, cuja ordem s6 pode acontecer em um Unico
sentido. O sistema BAC multissensor foi capaz de identificar o comprimido magnético
revestido no interior do estdmago, e também o inicio do processo de desintegracdo in

Vivo.
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Sendo assim, com a analise magnetofarmacocinética foi possivel identificar que
o farmaco foi absorvido no sangue em média 7,31 minutos ap6s o comprimidos se
desintegrar. Uma forma de avaliar a concordancia destes dois parametros adquiridos por
metodos diferentes é através da analise de concordancia de Bland-Altman. Na Figura 19

é apresentado o resultado desta analise.

Bland-Altman
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0 10 20 30
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Figura 19: Analise de concordéncia de Bland-Altman para os parametros t,; € tempo do inicio da
desintegracao.

Ao analisar o grafico de Bland-Altman para os parametros de tj,q € tempo de
inicio da desintegracdo, podemos notar que somente 1 ponto esta deslocado para dois
desvios padrdo. Isso demostra uma forte correlagdo entre os parametros, tendo a analise
magnetofarmacocinética com a BAC e parametros farmacocinéticos em concordancia

com os eventos de liberacdo e absorcéo do farmaco.
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4.6.3. Magnetofarmacocinética do Tratamento com Omeprazol
Para a analise magnetofarmacocinético do tratamento com Omeprazol, 0s
resultados dos voluntarios foram separados em dois grupos, sendo o Grupo 1 0s
voluntarios cujos os parametros farmacocinéticos (Tabela 8) deram valores nulos. O
Grupo 2 séo os resultados dos voluntarios cujos os parametros farmacocinético (Tabela
8) deram valores diferente de zero. Esta separacdo dos grupos coincidiu com 0s
realizados no item 4.6.1., mostrando uma forte correlagdo entre os resultados

magnéticos realizados com os sistemas BAC e com os pardmetros farmacocinéticos.

Na tabela 12 sdo apresentados os resultados médios de todos os parametros
farmacocinéticos, juntos com os respectivos resultados obtidos com os sistemas BAC

para a analise magnetofarmacocinética.

Tabela 12: Parametros farmacocinéticos e parametros magnéticos obtidos para os voluntarios antes e
apos o tratamento com omeprazol. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao.

Cmax AUCO.30 AUCo.so AUC0_300 Inicio da

Desintegragao

Tratamentos

tiag (min)  tmax (min) Retengao

(ug/mL)  (pg.min/mL) (pg.min/mL) (pg.min/mL)

Placebo  21,00° 120,00¢ 2,02¢ 735° 41,16° 441,48' 13,80’ Nga

ng + 6,00 +21,21 +0,47 +4,92 +14,52 + 98,45 +6,42

>

&  omeprazol 0 0 0 000 000 0,00 i 1,00
. Placebo  1800° 111,43° 2289 992°¢ 43909 522,22' 11,14) pga
o + 3,00 +22,68 +0,54 +5,69 +22,06 +105,21 +2,48

Q

>

G

omeprazol 4757 141,00° 2,29°  467' 2604" 502,74' 3643% \ga
+47,51 +53,98 +0,57 +2,96 +16,29 + 140,99 +38,91

tlag, Tempo para inicio da Absor¢do; Cméx, Concentragdo méaxima; tméax, Tempo de Concentragdo méaxima; AUCO-t, a
quantificacdo da area sob a curva no intervalo de tempo 0 até t.

Sobrescrito nos valores com letras diferentes representam diferenca significativa com p < 0,05.

“NSA”, ndo se aplica; e “i”, comprimido integro.
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Para o0s participantes elencados no grupo | (n=5), o0s parametros
farmacocinéticos obtidos apds a administracdo do omeprazol foram nulos, ou seja, nao
foi possivel obter o perfil de concentracdo plasmatica do metronidazol. Esses achados
corroboram os dados magnéticos da qual o comprimido ndo desintegrou, fortalecendo a
hipotese que o tratamento com o omeprazol interferiu no processo de dissolucdo do
revestimento, impedindo que o comprimido se desintegrasse e liberasse o farmaco para

absorcéo.

Por outro lado, nos participantes elencados no grupo 2 (n=7), foi possivel obter
valores de tiag tmax € Inicio da Desintegracdo com diferencgas significativas, indicando
um possivel atraso na liberacdo do farmaco. Entretanto, os parametros tmax, Cmax €
AUC.300 ndo foram diferentes, indicando que, mesmo com o atraso na liberacdo do
farmaco, resultante da alteragdo do pH provocado pelo omeprazol, o comprimido
magnético liberou todo o metronidazol e este foi absorvido. Este achado € evidenciado
pela AUCy_300, que indica que ocorreu a absorgdo na mesma extenséo antes e apds 0 uso
do omeprazol. Comparando-se Crax € AUC.300 €ntre 0s grupos, nao verificou-se uma

diminuicdo na extensdo da absorcdo do farmaco.

Nossos achados apontam para um forte indicativo de que o pH no ambiente
intragastico estava menos acido em decorréncia do tratamento com o omeprazol. O
tratamento diario com baixas doses de omeprazol (20 mg), por via oral, pode aumentar
significativamente o pH intraluminal gastrico, chegando a atingir 4,0, por mais de 8
horas, na maioria dos pacientes avaliados em estudos desta natureza (MULLIN et al.,
2009). De maneira geral, a supressdo cronica do acido gastrico com uso de inibidores de
bomba de protons é bem tolerada, com poucos efeitos colaterais clinicamente evidentes

(SAVARINO et al., 2009).
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5. Conclusio

A abordagem magnetofarmacocinética (MgPK) empregada neste estudo, de
forma inédita, contribui para avaliar criticamente o comportamento de uma forma
farmacéutica sélida frente a um meio complexo como o TGI do homem. Muito embora
0S ensaios in vitro sejam bem estabelecidos e reconhecidos como ferramentas
indispensaveis para o controle de qualidade de uma formulacdo, nenhum teste é capaz
de simular, perfeitamente, as condi¢fes encontradas in vivo (McConel 2008). Falhas na
liberacdo do farmaco, decorrentes ou ndo da formulacdo, podem resultar em falhas

terapéuticas.

E importante destacar que o TGI é influenciado por uma série de fatores que
incluem desde o estado prandial, doencas e a co-administracdo de farmacos, que podem
alterar a fisiologia e, desta forma, interferir com os processos farmacéuticos (HATTON
et. al., 2018). Portanto, abordagens que permitem avaliar o comportamento da forma
farmacéutica, desde a localizacio em um determinado segmento, até as etapas
envolvidas na liberacdo do principio ativo da formulacdo associadas ao monitoramento
do perfil farmacocinético, podem contribuir para ampliar o conhecimento para melhorar
a farmacoterapia pela via oral. E neste contexto que a MgPK se destaca, especialmente
porque utiliza a BAC, uma técnica biomagnética nao invasiva, livre de radiacdo e que

ndo interfere na fisiologia do TGI.
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Anexos

Os anexos desta se¢do contem trechos da metodologia desenvolvida na presente
pesquisa, redigidos de forma independente com objetivo de apresentar uma descri¢ao
mais detalhada dos procedimentos descritos no topido 3 (Materiais e Métodos). Contém
informacdes no formato de Procedimento Operacional Padrdo (POP), além de detalhes

de operacdes e equipamentos .

A leitura dos anexos iram auxiliar ao leitor que deseja mais detalhes das
atividades desenvolvidas no trabalho de pesquisa, de modo que possibilite a producédo
de comprimidos magnéticos revestidos, além da reproducdo dos resulatdos

apresentados.
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Anexo 1

Comprimidos Magnéticos

Os comprimidos magnéticos foram produzidos através do método de fabricacao
de compressdo direta, na qual cada excipiente foi pesado individualmente em uma
balanca analitica e, em seguida, transferido em um cadinho para ser misturado
manualmente com pistilo para obter uma formulacdo homogénea. Na tabela 1 é descrito
com detalhes a quantidade de cada excipiente utilizado na formulagcdo do comprimido

magnético.

Tabela 01: Composicdo dos comprimidos magnéticos.

Material Fornecedor (%) g/dose
Ferrita (Fe2MnQO4. 90 <= < 125 pum) Imag 50,00 0,500
Metronidazol Audaz 10,00 0,100
Celulose Microcristalina Blanver 30,00 0,300
Estearato de Magnésio Henrifarma 1,00 0,010
Aerosil® Evonik Degussa GmbH 500 0,050
Explosol Blanver 4,00 0,040
TOTAL 100,00 1,000

A quantidade total de excipiente foi o equivalente para produzir 150
comprimidos magnéticos por lote. Apos o processo de homogeneizacdo dos excipientes,
foi pesado a quantidade de 1 g da mistura para, em seguida, ser colocado em um
conjunto de matriz e pun¢do de 12 mm para o processo de compressdo com forca de
compressdo de 30 kN através de uma prensa manual MA-90. Cada comprimido passa

por uma inspecdo visual para avaliar se a superficie dos comprimidos esta isentos de
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porosidade ou fissuras nas bordas. Na figura 1 é apresentado o comprimido obtido ap6s

0 processo de compressao.

Figura 01: Comprimido magnético apds processo de compressdo manual

Todos os comprimidos produzidos foram acomodados em cartelas tipo blister e
emblistados em uma maquina emblistadora (Tepron, S&o Paulo, Brasil) e armazenados

em local limpo com temperatura ambiente, livre de luz e humidade.

Caracteristicas dos excipientes

Ferrita

A busca por materiais particulados que tenham propriedades ferromagnéticas
para a aplicacdo em estudos de marcacdo magnetica € de grande interesse para
aplicacBes na medicina e na biologia, ja que possibilita investigar o deslocamento destes
materiais no organismo, bem como estudos relacionados a parametros do trato
gastrintestinal. Para que isso seja possivel, este material deve atender uma combinacao
de propriedades tais como: alto teor de ferro metélico, ndo piroférico, hidrofébico, alta

dispersdo, resistente a corrosdo, bactericida e alta superficie especifica.

Existem diversos formas de dosagem contendo estes materiais com propriedade

ferromagnética, da qual atente estas caracteristicas para emprego de estudos em
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sistemas biol6égicos, como por exemplo, fluidos magnéticos, suspensBes, pomadas,
microcépsulas, supositérios e adesivos. Portanto estas formas de dosagem contém
geralmente ferro metélico, 6xidos de ferro ou ferrita de vérias estruturas na forma solida

(p6 micro particulado) em suspensao em solucdes (nanoparticulas magnéticas).

Estudos na area de aplicacbes de formas de dosagem contendo particulas com
propriedades ferromagnéticas foram realizados visando suas aplicabilidades na
medicina, assim como para verificar sua confiabilidade ao aplicar em sistemas
bioldgicos. Nestes estudos verificou-se que a aplicacdo de composicdes a base de ferro
na forma de pd ou na forma de dispersdes liquidas e/ou pastosas em aplicagdes repetidas
ndo foi observado efeitos toxicos agudos, alergénicos ou irritacdo local e ndo houveram
efeitos negativos no funcionamento de 0Orgdos ou em sistemas vitais

(KUSHCHEVSKAYA, 1997).

A ferrita em po é o material magnético que contem a caracteristica de marcador
magnético, pois possui uma alta resposta quando submetida a um campo magnético, ou
seja, alta susceptibilidade magnética, além de ser inerte e ndo ser absorvida pelo TGI.
Portanto, tendo a ferrita caracteristicas de material com propriedade ferromagnética é
possivel investigar através de técnicas biomagnéticas o deslocamento deste material ao
longo de todo trato, podendo assim realizar estudos de parametros de transito destes
materiais e 0 tempo de retencdo nos segmentos do trato, bem como medir o tempo de

esvaziamento.

Tendo em vista estas caracteristicas, a utilizacdo de materiais com propriedade
ferromagnética associados a técnicas biomagnéticas de monitoramento tem sido alvo de
diversos estudos nas areas de pesquisas farmacéuticas, utilizando a ferrita como

excipiente na producdo de comprimidos, denominando assim como comprimidos
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magnéticos. Nestes diversos estudos realizados foi utilizado ferrita como marcador e
demonstraram que este material ndo implica em alteragcbes significativas nas
propriedades farmacotécnicas dos comprimidos (CORA et al., 2003, 2005a, 2005b,

2006, 2008, 2010, 2011; MIRANDA et al., 2003, 2010).

Metronidazol

O 1-(2 hidroximetil)-2-metil-5-nitroimidazol (estrutura molecular apresentada na
figura 2), conhecido como metronidazol é um farmaco derivado sintético do 5-
nitromidazol. Apresenta acdo anti-microbiano usado no tratamento de infecgdes por

bactérias anaerdbicas e protozoarios.

oL Pcr

N

OH

Figura 02: Estrutura molecular do Metronidazol

De acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), pertence a
classe I, ou seja, farmacos que apresentam alta solubilidade e permeabilidade elevada
(LIDENBERG et al., 2004). E apresentado como pé cristalino inodoro, com coloragéo
branca ou levemente amarelado, tendo ponto de fusdo na faixa de 159°C a 163°C e pKa
de 2,38. Possui estabilidade a temperatura ambiente e em condi¢cBes normais de
umidade do ar, porém sua estabilidade é comprometida quando exposto a luz do sol,

podendo ficar com aparéncia escurecida.
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Quando administrado por via oral na forma de comprimidos revestidos, sofre
absorcdo no estomago e em segmentos proximais do intestino delgado, alcangando
concentragdes na faixa de 8 a 13 pug/mL no plasma ap6s uma dose Unica de 500 mg,
chegando a concentragcbes maximas na circulacdo na faixa de 1 a 2 horas (Goodman &
Gilman, 2001). Essas caracteristicas foram essenciais para a escolha desse farmaco
como marcador farmacocinético nesse projeto, pois as avaliaces serdo realizadas para
comprimidos de liberacdo no estbmago. Além disso, ja foram desenvolvidos estudos
pelo grupo de pesquisa utilizando o metronidazol como farmaco modelo em
comprimidos magnéticos, e os resultados demonstram que o farmaco € um bom
marcador farmacocinético para a presente pesquisa pela sua boa absorcdo e facil

deteccdo na concentragéo sérica (PIRES, 2016; Grossklaus, 2016).

Quando administrado ao individuo em estado alimentado, a quantidade
absorvida de metronidazol ndo é afetada, porém, pode reduzir os parametros
farmacocinéticos de concentragdo maxima no plasma (Cnax) € retardar o inicio da

absorcdo, diminuindo assim o parametro de tempo para a concentragdo maxima (tmax).

O volume de distribuicdo do metronidazol é préximo ao volume de agua
corporal total, tendo pouca afinidade com as proteinas plasmaticas, estando presente de
forma predominante no plasma. Sendo um pré-farmaco, necessita de ativacdo através da
biotransformacdo pela reducdo do grupo nitro através de enzimas hepaticas
microssomais do sistema citocromo p 450. Apds biotransformacdo, o metabdlito ativo
1-(2-hidroxietil)-2-hidroximetil-5-nitroimidazol apresenta atividade antimicrobiana

clinicamente significativa (Lamp et al.,1999).

A eliminagdo é predominantemente pela urina na forma inalterada ou na forma

de metabdlito ativo, sendo a meia vida do metronidazol entre 6 a 12 horas e seus
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hidroximetabdlito entre 6 a 18 horas, indicando que a forma ativa tem maior tempo de

circulagdo no organismo antes de ser excretado (Hoffmann et al., 1995).
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Anexo 2

Testes Farmacotécnicos

Os comprimidos foram submetidos as analises de caracteristicas fisicas através
de ensaios farmacotécnicos de peso médio, dureza, friabilidade e desintegracdo, todos

de acordo com os parametros preconizados pela Farmacopéia Brasileira (2019).

Peso Médio

O teste se aplica a formas farmacéuticas sélidas que contem dose Unica, tendo
como objetivo verificar a uniformidade dos comprimidos apos processo de producéo.
Junto deste teste foi avaliada a uniformidade das dimensdes, através da medida do
didmetro e altura dos comprimidos. O peso médio foi calculado mediante a pesagem
individual de 12 comprimidos do lote em uma balanca analitica de resolucdo de 0,0001
g. O diametro e a altura foram medidas com paquimetro de resolucdo de 0,05 mm para
0s mesmos 12 comprimidos do lote. A uniformidade dos comprimidos do lote é
comprovada quando os valores de peso, didmetro e altura atingirem as diferencas
minimas, podendo-se tolerar ndo mais que duas unidades fora do limite de variacdo de

+5% em relacdo aos valores médios.

Dureza

Dureza ou resisténcia a quebra determina o quao duros sdo os comprimidos, de
modo a resistir a fratura durante processos de revestimento, embalagem, transporte,
armazenagem e manipulacdo. No entanto, devem ter caracteristicas suficientes para
desintegrar e liberar o farmaco. Este teste que verifica a resisténcia mecanica dos
comprimidos é considerado oficial dentro do contexto legal da Farmacopeia Brasileira,
Ja que este teste contém evidencias uteis na avaliagdo da qualidade integral dos

comprimidos.
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O teste se aplica a comprimidos ndo revestidos, j& que esta caracteristica de
qualidade deve ser garantida antes de submeter o lote de comprimidos as proximas
etapas, como por exemplo, a etapa de revestimento dos mesmos. O ensaio foi realizando
colocando o comprimido em uma base fixa isenta de qualquer residuo superficial e
submetendo-o0 a acdo de uma forca aplicada diametralmente através de um durdémetro de
pistdo Dr. Schleuniger-Pharmatron modelo 6D (EUA), até que a forca seja o suficiente
para esmaga-lo, sendo portanto considerado um teste destrutivo. A forga mensurada no
aparelho é dada em newtons (N) com resolucdo de 0,1N, sendo que a dureza minima
aceitavel é de 45 N ou 4,5 kgf. O teste foi realizado em 6 comprimidos e os resultados

apresentado como valor médio da dureza + desvio padréo.

Friabilidade

Teste destrutivo que possibilita avaliar a resisténcia mecanica dos comprimidos
a processos de abrasdo, sendo determinada ap6s submeter um conjunto de comprimidos
a acdo mecanica de aparelhagem especifica. Assim como no ensaio de dureza, a
friabilidade é realizada em comprimidos ndo revestidos para garantia da qualidade do

lote antes dos proximos processos de producao.

A aparelhagem especifica para o teste de friabilidade consiste de um cilindro de
polimero sintético com faces internas polidas e de baixa atividade estatica, com
dimensdes padronizadas de 287,0 + 4,0 mm de diametro e 38,0 £ 2,0 mm de espessura
(Figura 1). O cilindro rotaciona através do eixo central com velocidade que pode ser
ajusta, sendo a unidade dada em rotagdes por minuto (rpm), por durante um tempo
ajustado no temporizador. Uma das faces do cilindro é removivel, e internamente ao
cilindro contém uma projecéo curva com raio interno de 80,5 £ 5,0 mm que se estende
do centro até a parede externa do cilindro, possibilitando submeter o conjunto de

comprimidos a uma queda de 156,0 + 2,0 mm a cada ciclo de rotacé&o.
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10,0+ 0,1 mm
156,0 £ 2,0 mm didmetro

altura da queda

287,0+ 4,0 mm
diametro interno

80,5+50mm
raio interno

250+£0,5mm
didametro

Figura 01: Especifica¢cdes dimensionais do aparato para ensaio de friabilidade.

Para a realizagdo do teste de friabilidade foi pesado com exatiddo 10
comprimidos do lote produzido, para determinar o peso inicial da amostragem a ser
testada. Os comprimidos foram introduzidos na aparelhagem especifica para teste de
friabilidade, conforme ilustrada na Figura 1, e dado inicio ao teste, na qual o aparelho
foi ajusto para uma velocidade de 25 rpm por durante 4 minutos, submetendo assim 0s
comprimidos a 100 ciclos de estresse a abrasdo. Apds 0s 4 minutos, 0s comprimidos
foram retirados do aparelho e limpos de todo residuo de p6 que possa ter na superficie.
E realizada uma inspec&o visual nos comprimidos testado para verificar se existe algum
quebrado, lascado, rachado ou partido. Caso encontra-se algum comprimido nestas
condicdes, o lote seria reprovado no teste de qualidade de friabilidade. Caso contrario,
0s comprimidos sdo pesados novamente, e calculado a diferenca do peso inicial da
amostragem de comprimido em relacdo ao peso apds teste de friabilidade. E
considerado lote aprovado no teste de qualidade quando a perda de material for igual ou
inferior a 1,5% do peso. Para resultados duvidosos, ou valores superiores de perda de
peso, pode-se repetir o teste e o resultado da avaliagdo serd o valor médio de trés

ensaios.
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Desintegracao

O principio ativo contido em uma forma farmacéutica sélida sera liberado para
dissolucdo somente apds o processo de desintegracdo do comprimido, processo que

fragmenta o comprimido em particulas menores dentro de uma solucéo.

O teste de desintegracdo permite verificar se 0s comprimidos desintegram dentro
do limite de tempo especificado, quando seis unidades do lote sdo submetidas a acdo de
aparelhagem especifica. A desintegracdo deve ocorrer para que o farmaco se apresente

totalmente disponivel para dissolucdo e posterior absor¢do no trato gastrointestinal.

A aparelhagem especifica para o teste de desintegracdo consiste de um sistema
de cestas e tubos que se movimenta dentro de um recipiente apropriado com uma
solucdo gastrica/simulado de imersdo. Possui um termostato para controlar e manter o
liguido a temperatura constante de 37°C, simulando assim a temperatura do ambiente
gastrico, e um mecanismo de movimento vertical que movimenta o sistema de cestas e
tubos a uma frequéncia constante. O volume do liquido de imersdo devera ser suficiente
para gque, ao atingir o ponto mais alto do percurso, a parte inferior da cesta fique, no
minimo, a 25 mm abaixo da superficie do liquido, e que no ponto mais baixo fique, no
minimo, a 25 mm do fundo do béquer. Os movimentos ascendente e descendente

deverdo ter a mesma velocidade e a mudanca do sentido do movimento deve ser suave.

O sistema de cesta contém 6 tubos de vidro ou acrilico transparente de
comprimento de 77,5 £ 2,5 mm de comprimento e entre 20,7 mm a 23,00 mm de
didmetro interno e espessura de paredes de aproximadamente 2 mm. As extremidades
dos tubos sdo abertas sendo que na extremidade inferior do tubo contem uma tela de
arame de aco inoxidavel de 0,635 £ 0,030 mm, sendo a abertura da tela de arame tem

entre 1,8 a 2,2 mm. Na Figura 2 é ilustrado todos os detalhes descrito.
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Figura 02: Especificagdes dimensionais do aparato para ensaio de desintegragao.

O ensaio de desintegracdo foi realizado com seis comprimidos do lote
produzido, e a solucdo utilizada no teste foi meio gastrico simulado (HCI 0,1 N; pH =
1,2 a37°C % 1,0). Os comprimidos foram inseridos em cada tubo e posteriormente dado
inicio a0 movimento mecanico vertical do sistema. Para os fins do teste, a desintegracédo
do comprimido é definida como o estado no qual nenhum residuo dos comprimidos
permanece na tela metalica dos tubos. O limite de tempo estabelecido como critério
geral para a desintegracdo de comprimidos ndo revestidos € de 30 minutos, a menos que

indicado de maneira diferente na monografia individual.

Dissolucao

Apos as etapas que envolvem os processos de liberacdo do farmaco de um
comprimido, o ultimo processo antes da absorcédo € a dissolugdo do farmaco na solugéo
intragastrica. Diante deste cenario é de suma importante aplicar algum método que seja

capaz de determinar o perfil de dissolucdo do farmaco de forma discritiva.
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O teste de dissolucdo possibilita determinar a taxa e a quantidade de uma
substancia ativa dissolvida no meio de dissolugdo quando o comprimido é submetido a
um aparato especifico, sob condicBes experimentais controladas. O teste tem como
resultado final a porcentagem do total de farmaco dissolvido apos liberagdo em fungéo
do tempo. O teste de dissolugdo é considerado padrdo ouro como teste de controle de
qualidade, atendendo assim as exigéncias de monografias registadas por 6rgdos

regulatorios.

Existem diversos aparatos para teste de dissolucédo, e o aparato utilizado neste
estudo € o aparato USP Il (método de pés). Este aparato é constituido de 3 componentes

principais, sendo eles o recipiente, a haste e 0 motor.

O recipiente tem forma cilindrica e fundo hemisférico, também denominado de
cuba, de vidro boro silicato, podendo ter uma tampa de material transparente e que
possibilite aberturas para o eixo do agitador e para coletas. As dimensfes da cuba séo de
185 + 25 mm de altura e 102 + 4 mm de diametro, com capacidade de um volume de 1
litro. A haste é fabricada de aco inoxidavel, podendo ser revestida com material inerte,
com dimensdes especificadas conforme Figura 3. Tem como finalidade a agitacdo da
solucdo de dissolucdo de forma suave e sem desvio do eixo a uma velocidade especifica
e constante. O motor possibilita ajustar a velocidade de rotacdo da haste conforme é
especificado na monografia do farmaco a ser testado, mantendo um limite de variacao

de ndo mais que * 4%, para que ndo produza efeitos hidrodindmicos indesejaveis.

pag. 86




Eize de retacic

—dlb— %4mmald]lmm

D¢

Dfivel de mete S
de diszohupio 4\
1 Local

aprommado
Fmo 4, 3jeen T ' de coleta
; , 1 da ameostra
35,_S|r.mJ_
\ .._-"' |
| : ! N
283 | | 190 %05 mn
I_ 2 0 men _|
CI— T "apsi0mm
T

I_ T40 & 75,0 mem _|

Figura 03: Especificagdes dimensionais do aparato para ensaio de dissolugéo (pas).

Procedimento do teste de dissolucao

O ensaio de dissolucdo foi realizado para obter o perfil de liberacdo do
metronidazol in vitro em meio gastrico simulado (pH=1,2; HCL 0,1N). Os ensaios
foram realizados utilizando Estacéo de Dissolucdo da Nova Etica (Figura 4) de 3 cubas,
com a temperatura do banho mantida a 37°C + 0,5°C em aparato USP Il (pas), sob
velocidade de agitacdo de 50 rpm, utilizando solucéo acida. O ensaio foi realizado em
sextuplicata, adicionando o comprimido na cuba contendo o meio gastrico simulado
(900 mL) com a temperatura ja condicionada, e imediatamente dada o inicio da
contagem do tempo com um crondmetro digital. Durante o ensaio, aliquotas de 1,0 mL

foram coletadas nos periodos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 45, 60, 90, 120, 150,
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180, 210 e 240 minutos e depois da coleta foi reposto a quantia de 1,0 mL de solucdo de

meio acido simulado na mesma cuba.

Figura 04: Aparato USP Il para ensaio de dissolucdo desenvolvido pela Nova Etica

A concentracdo de Metronidazol nas amostras foi determinada através de
um método analitico com espectrofotometria na regido do UV com o equipamento
Ultrospec 2000 UV/Visible da Pharmacia Biotech em comprimento de onda de 277 nm.
No resultado final, espera-se que seja liberado no minimo 80% do metronidazol contido
no comprimido em até 60 minutos, podendo assim considerar que o lote de comprimido

atende os padrdes de qualidade exigidos.
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Anexo 3

Revestimento

Apos a aprovacdo dos testes farmacotécnicos os comprimidos magnéticos foram

revestidos com polimero de revestimento pH dependente Eudragit® E-100 (Evonik) em

uma Unica etapa utilizando uma maquina de revestimento (PCCA, Brazil) sob condi¢fes

padronizadas fornecidos pela Evonik do Brasil que em colaboragdo forneceu o polimero

de revestimento.

Procedimento de Revestimento

Na tabela 1 contem a formulagéo calculada para uma quantidade padréo de 1 kg

de solucdo como suspensao por pulverizagéo.

Tabela 01: Formulagdo da solucdo de revestimento para 1 kg de compridos.

Total a ser Substancia

Funcéo Ingrediente pesado (g)  seca (q)
Polimero Eudragit® E-100 62,50 62,50
Plastificante  PEG 6000 33% aquoso 18,90 6,25
Antiaderente  Talco 31,30 31,25
Solvente Acetona 354,90 -
Solvente Alcool Isopropilico 532,40 -
TOTAL 1000,00 100,00

O lote total dos comprimidos magnéticos foi pesado dando o total de 150 g, do

qual foi acrescido de 100 g de comprimidos placebo de diametro de 9 mm. Devido a

iss0, a quantidade de peso dos ingredientes para a solucdo de revestimento foi calculado

para 250 g de comprimidos, mais um acréscimo que seja o suficiente para que 0s

comprimidos obtenham um aumento de peso
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evaporacdo. O placebo é acrescendo ao lote neste procedimento de revestimento com o
objetivo de dar volume e auxiliar na dindmica de movimentagdo do conjunto na

drageadeira.

As etapas de preparo da formulagéo para o revestimento foi a seguinte:

e Pesagem dos ingredientes nas propor¢des indicadas na tabela 1;

e Em um Becker foi adicionado 50% do total dos solventes e acrescentado
lentamente o polimero Eudragit engquanto a solucdo é agitada na
velocidade lenta por um mixer por durante 60 minutos (Figura 2) ou até

que todo o polimero se dissolva;

Al Isoproprilico
+

Acetota

Figura 02: Esquema da primeira etapa para o preparo da solugdo de revestimento Eudragit E-100.

e Separadamente, em outro Becker, foi adicionado o PEG 6000 33%
aquoso e o talco nos outros 50% do total de solventes e agitado com alta
velocidade com o auxilio do Mixer por durante 10 minutos (Figura 3A);

e Imediatamente depois, é adicionado lentamente a solucdo de talco com
PEG na solucdo contendo o Eudragit dissolvido, agitando em velocidade
lenta até que se obtenha uma solucdo homogénea (Figura 3B);

e Em seguida, a solucéo final é filtrada em filtro de 0,5 mm (Figura 3C) e

armazenada no recipiente da pistola de pulverizagéo.
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Figura 03: Esquema da segunda etapa para o preparado da solugdo de revestimento Eudragit E-100.

Enquanto é feito o procedimento de preparo da solucdo de revestimento, 0s
comprimidos magnéticos junto com os placebos sdo colocados na drageadeira e pré-
aquecidos por um sistema de insuflador a temperatura de 35°C + 5°C. Apds o preparo da

solucdo, esta deve ser aplicada imediatamente nos comprimidos a serem revestidos.

O procedimento de aplicacdo da solucdo de revestimento foi realizado de forma

manual seguindo 0s seguintes passos:

e Ajustar a pressdo de atomizacao da pistola pulverizadora entre 1,5 a 2,0 bar;

e Aplicar a solucéo na superficie dos comprimidos a uma distancia entre 7 a 10 cm
enquanto a drageadeira estiver movimentando os comprimidos (Figura 4);

e A cada 15 minutos € retirado uma amostra de 5 comprimidos para pesagem;

e Retornar os comprimidos pesados na drageadeira e continuar a aplicacdo da
solucdo de revestimento;

e Finalizar o procedimento quando os comprimidos obtiverem um ganho de peso

de 6% do peso inicial.
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Figura 04: Posicdo da drageadeira e da pistola de atomizacdo da solucdo de revestimento durante o
processo de aplicacdo manual da pelicula de revestimento.

Durante o processo de revestimento foi medido a temperatura dos comprimidos
para garantir que os mesmo estdo aquecidos entre 30°C a 40°C com um termdmetro
digital a laser modelo ST600 da Mira Laser. Quando os comprimidos atingiram ganho
de 6% do peso inicial, estes foram alocados em uma estufa a temperatura de 40°C e

ficaram por 24 horas para secagem e maturagdo do polimero aplicado.

No dia anterior, os comprimidos foram avaliados visualmente quanto ao
acabamento, verificando se a camada de revestimento esta uniforme, com auséncia de
fissuras e/ou bolhas. Em seguida, estes passam por um teste simples de dissolucdo do
revestimento, que consistiu em colocar uma amostra de 10 comprimidos do lote
revestido em um Becker com agua destilada, mantida em banho-maria a temperatura de
37°C e pH 7,0. O objetivo do teste € verificar se o revestimento ficara intacto apos 48
horas imerso em agua. Passado as 48 horas, se 0 revestimento ndo for dissolvido e o
comprimido estiver intacto, o lote de comprimido magnético revestido é aprovado, e
emblistado para serem armazenado em ambiente fechado para prosseguir com a
pesquisa. Caso contrario, se o revestimento se dissolver e o comprimido desintegrar,

todo o lote é reprovado e descartado, e um novo lote de comprimido magnético é
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produzido, e passam por todos os procedimentos de teste farmacotécnico de qualidade e

revestimento.
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Anexo 4

Preparo das solu¢does tampao de dissolucao

Solucdo Padrio meio gastrico simulado HC1 0,1 N de pH 1,2

Em um Becker foi acrescentado aproximadamente 800 ml de agua deionizada.
Em seguida, foi pesado 2 g de cloreto de sédio (NaCl) na balanca analitica. O sal foi
dissolvido nos 800 ml de &gua com o auxilio de um agitador magnético. Na capela, foi
adicionado 7,250 mL de acido cloridrico (HCI) no Becker contendo a 4gua com o sal, e
medido o pH. Caso o pH ndo estivesse em 1,2, foi acertado acrescentado HCI. Com a
solugdo em pH 1,2, a mesma foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L e
completado o baldo com &gua deionizada. A produto final obtido € uma solucdo tampéo

de &cido cloridrico de pH 1,2.

Solucio Tampio Acido Cloridrico pH 2,0

Em um Becker foi acrescentado aproximadamente 800 ml de 4gua deionizada.
Em seguida, foi pesado 3,800 g de cloreto de potassio (KCI) na balanca analitica. O sal
foi dissolvido nos 800 ml de 4gua com o auxilio de um agitador magnético. Na capela,
foi adicionado 2,500 mL de &cido cloridrico (HCI) no Becker contendo a &gua com o
sal, e medido o pH. Caso o pH ndo estivesse em 2,0, foi acertado acrescentando HCI.
Com a solucdo em pH 2,0, a mesma foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L e
completado o baldo com agua deionizada. A produto final é uma solucdo tampdo de

acido cloridrico de pH 2,0.

Solucao Tampao Acetato pH 3,0
Em um Becker foi acrescentado aproximadamente 800 ml de dgua deionizada.
Em seguida, foi pesado 0,145 g de acetato de sodio (C,H3;NaO,) na balanca analitica. O

sal foi dissolvido nos 800 ml de 4gua com o auxilio de um agitador magnético. Na
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capela, foi adicionado 8 mL de &cido acético glacial (CH3COOH) no Becker contendo a
agua com o sal, e medido o pH. Caso o pH ndo estivesse em 3,0, foi acertado
acrescentando acido acético glacial. Com a solucdo em pH 3,0, a mesma foi transferida
para um baldo volumétrico de 1 L e completado o baldo com &gua deionizada. A

produto final é uma solucdo tampdo acetato de pH 3,0.

Solucdo Tampio Acetato de sédio pH 4,5

Em um Becker foi acrescentado aproximadamente 800 ml de agua deionizada.
Separadamente foi obtido uma solucdo de hidréxido de s6dio 50% (NaOH) pesando o
sal e a agua em uma balanca analitica nas mesmas propor¢des. Em seguida, foi
adicionado 2 mL de hidroxido de sddio 50% nos 800 ml de agua e homogeneizados
com o auxilio de um agitador magnético. Na capela, foi adicionado 2,400 mL de &cido
acetico glacial (CH3COOH) no Becker contendo a agua com o hidroxido de sodio, e
medido o pH. Caso o pH ndo estivesse em 4,5, foi acertado acrescentando acido acético
glacial para diminuir o pH ou o hidroxido de sédio 50% para aumentar o pH. Com a
solucdo em pH 4,5, a mesma foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L e foi
completado o baldo com agua deionizada. A produto final é uma solucdo tampdo de

acetato de sédio de pH 4,5.

Solucao Tampao Fosfato pH 6,0

Em um Becker foi acrescentado aproximadamente 800 ml de 4gua deionizada.
Separadamente foi pesado 1,183 g de hidroxido de sédio e dissolvido em 148 mL de
agua para obter uma solucdo de hidroxido de sddio de concentracdo 0,2 M (molar). Em
seguida, foi adicionado 40 mL de hidroxido de sodio 0,2 M nos 800 ml de &gua e
homogeneizados com o auxilio de um agitador magnético. Na capela, foi adicionado 6,8
g de fosfato de potassio (KH,PO,), agitado até se dissolver completamente, e medido o

pH. Caso o pH ndo estivesse em 6,0, foi acertado acrescentando acido fosforico para
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diminuir o pH ou acrescentado o hidroxido de sédio 50% para aumentar o pH. Com a
solucdo em pH 6,0, a mesma foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L e
completado o baldo com agua deionizada. A produto final é uma solugdo tampéo fosfato

de pH 6,0.
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Anexo 5

Método de Andlise das Curvas de Dissolugdo

O método utilizado para quantificar a diferenca existente entre dois perfis de
dissolucdo foi o método proposto por Moore e Flanner (1996), que sdo os fatores

diferenca (fy ou f;) e de similaridade (fs ou f).

O fator f; calcula a diferenga percentual entre os dois perfis de dissolucdo em
cada ponto e é medido o erro relativo entre os dois perfis (DIAZ et al., 2016). E
calculado de acordo com a formula abaixo:

fi = <—Z?=1|Rt _ Ttl) .100

n
t=1Rt

onde, n = nimero do tempo; Rt = valor de referéncia da dissolugdo do grupo de tempo
t; Tt = valor do teste de dissolucdo do grupo de tempo t.

O fator f, é aplicado quando se deseja comparar uma medida de semelhanca
entre as porcentagens dissolvidas de ambos os perfis, este fator é um logaritmo
reciproco da transformacao da raiz quadrada da soma do erro quadrado e indica a média
da similaridade da porcentagem de dissolugdo entre os dois perfis (DIAZ et al., 2016). E

calculado de acordo com a formula abaixo:

fo = 50.log/ ! \

.100
\ 1+ 2T )
n

onde, n = nimero do tempo; Rt = valor de referéncia da dissolu¢do do grupo de tempo

t; Tt = valor do teste de dissolucéo do grupo de tempo t.
No caso de o fator de diferenca “f;” registrar indices entre 0-15, diz-se que as

formulagdes ndo diferem entre si. O fator de similaridade “f,” registra quéo similares as
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amostras sdo. Essa forma de comparacédo é adotada pelos guias do FDA (Food and Drug
Administration, Estados Unidos) como critério de similaridade de perfil de dissolugdo
in vitro. Dessa forma, quando dois perfis sdo idénticos, f, = 100; uma variagdo média de
10% contribuira para um f, = 50. Assim, se o indice se situa entre 50-100, diz-se que 0s
produtos sdo similares (XIE et al, 2015).

Outro parametro utilizado para andlise do perfil de dissolucdo foi proposto por
Khan e Rhodes (1972) que propuseram a eficiéncia de dissolugdo (ED) para fazer a
comparacdo entre formulacGes, calculada a partir do perfil de dissolugdo, através do
método dos trapezoides (soma da area de todos os trapézios). Determinou-se a ED
através da razdo entre a area sob a curva de dissolu¢cdo do MT no intervalo de tempo
compreendido entre zero e 45 minutos (ASC 0-45) e a area total do retangulo (ASCTR)
definido pela ordenada (100% de dissolucéo) e pela abcissa. A ED foi expressa em
porcentagem e pode ser definida pela seguinte equacéo:

_ ASCy_ss

ED = ———.
ASCtotal

100

pag. 98




Anexo 6

Ensaios in vivo

As medidas foram realizadas em 12 voluntarios saudaveis, em jejum de 8 horas,
que ndo utilizem medicamentos que possam interferir com a motilidade do TGI e no pH
gastrico, e ainda, que ndo tenham restricdes quanto a administracdo dos farmacos

propostos (condicdes estas avaliadas pelo médico doutor acima citado).

Pré-medida magnético com monossensor BAC

Os voluntarios passaram por uma fase de teste, denominado pré-medida, com o
monossensor magnético BAC que visa avaliar se é possivel localizar o comprimido
magneético dentro do estdmago do voluntario, e registar a localizacdo anatémica do
estdbmago, tendo como referéncia a cicatriz umbilical. No dia da pré-medida, os
voluntarios se apresentaram no laboratorio as 8 horas da manhd, estando em regime de

jejum de 8 horas.

Comprimidos magnéticos da pré-medida

O comprimido utilizado nesta pré-medida foi produzido utilizando a mesma
formulacdo dos comprimidos magnéticos revestidos, porem ndo contendo o
metronidazol. Apos serem produzidos, os comprimidos passaram pelos mesmos testes
farmacotécnicos (exceto o teste de dissolucdo), e quando aprovado pelos testes de
controle de qualidade, foram emblistados e armazenados para posteriormente serem

utilizados na pré-medida.

Procedimento experimental da pré-medida

O sistema monossensor BAC estava configurado com uma frequéncia de
excitacdo de 10 kHz, e tensdo de 0,7 V. Uma medida foi realizada com o monossensor

BAC na regido de projecdo gastrica com o objetivo de obter o valor basal do sinal
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magnético. Posteriormente foi administrado ao voluntario um comprimido magnético
teste com o auxilio de 200 mL de agua, e imediatamente apds, realizado a medida com o

monossensor BAC.

Uma varredura em toda projecao gastrica com o monossensor BAC foi realizado
até encontrar um ponto que a intensidade de sinal magnético é maxima. Quando
encontrado o valor de sinal magnético maximo, este valor é registrado em ata, bem
como o valor da localizacdo deste ponto tendo como referéncia a cicatriz umbilical. O
valor maximo da intensidade do sinal magnético, dado em mV, deve ser no minimo
0,700 mV. Caso este valor seja maior ou igual a 0,700 mV, o voluntario € aprovado
para dar continuidade a pesquisa; caso contrario, o voluntario é dispensado e este
procedimento é repetido com outros voluntarios até que se tenha um numero de 12

voluntarios saudaveis aptos para as proximas etapas.

Fases experimental com os voluntarios

Cada voluntario foi submetido ao experimento em 2 etapas, denominadas de
fases | e Il. Na Fase | (Controle fisioldgico) foi analisado o comportamento individual
frente a intervencdo do procedimento experimental a partir da administracdo de placebo
como tratamento. Na Fase Il (Tratamento) o voluntario foi conduzido ao mesmo
procedimento experimental da Fase I, porém neste, ele foi submetido um regime de

tratamento com inibidor de bomba de prétons (Omeprazol, 80 mg) ao invés do placebo.

A Fase | e a Fase Il foram realizadas no mesmo voluntario em dias distintos, ja
que é necessario ter um periodo de eliminacdo dos farmacos administrados e da ferrita.
O periodo de eliminacdo, denominado wash out, pode ser definido como o tempo entre
0s tratamentos para o qual o efeito de uma formulagéo administrada em um tratamento

ndo interfere no outro. Este periodo deve ser de no minimo 10 tempos de meia-vida do
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farmaco administrado. O metronidazol tem um tempo de meia-vida na faixa de 6 horas

a 12 horas. Neste estudo, o periodo de wash out foi definido de no minimo uma semana.

Procedimento experimental

Os ensaios com os voluntéarios foram conduzidos de modo cego e randémico

seguindo o desenho experimental ilustrado na figura 1.

Il Tratamento

Registro de Atividade de Contragao
[__]Comprimido Teste

[ Coletas de Sangue

Z2%%] Escaneamento Magnético

[T Refeigoes

=
=|
=

T . I ! I ! I ! | ! | N I ! I ! | ! == L R SRR

T e e T
-30 24 -18 -12 -6 0 6 12 18 24 304560 90 120 150 180 210 240 270 300
Tempo (min)

Figura 1: Diagrama do desenho experimental para medidas com voluntarios. Nela consta as atividades
em cara tempo. Dentre elas: administracdo do comprimido tratamento e do comprimido magnético,
periodo de registro dos sinais magnéticos com o sistema BAC multissensor, tempos para 0s registros
magnético com a BAC monossensor e 0s tempos para as coletas de sangre para a analise farmacocinética
do metronidazol.

Fase I - Controle Fisiologico (Placebo)

Na Fase I, 0 voluntario recebeu um comprimido placebo para ser administrado
antes de dormir, um dia antes do procedimento experimental no laboratorio. No dia
seguinte, presente no laboratorio e em jejum de 8 horas, foi ofertado ao voluntario outro
comprimido placebo com auxilio de 180 ml de agua. Apo6s 30 minutos foi administrado
0 comprimido magnético revestido contendo metronidazol com auxilio de 180 ml de
agua e dado inicio o monitoramento com a BAC multissensor. O sistema de BAC
multissensores foi posicionado na regido de projecdo gastrica (Figura 2) conforme
coordenadas registradas no procedimento anterior e os sinais foram adquiridos durante
30 minutos (Figura 1). Os sinais magnéticos foram adquiridos em uma frequéncia de

aquisicdo de 20 Hz empregando-se amplificadores Lock-in SR-830 (Stanford Research
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Systems, Inc., Sunnyvale, CA, USA) a uma tensdo de excitacdo de 0,07 V a uma
frequéncia de 10 kHz. Esse monitoramento foi realizado para a obtencéo da distribuicéo
de intensidade do campo magnético em funcdo do tempo, promovido pela ferrita.
Assim, ap06s o processamento dos sinais magneticos, foram obtidas imagens magnéticas
correspondentes a area do comprimido nos intervalos de tempo definidos. Concomitante
as medidas magnéticas, para a analise farmacocinética, foram coletadas amostras de
sangue venoso (5 ml) nos seguintes intervalos: -30 (pré-dose); 3; 6; 9; 12; 15; 30; 60;
120; 180, 240 e 300 minutos apds a administracdo oral do comprimido magnético
revestido (Figura 13). As amostras foram imediatamente centrifugadas e o plasma foi
coletado e armazenado em freezer -80° C para posterior processamento e analise por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), seguindo protocolo descrito por

Kees et al.,1996 e Pirola et al., 1998.

Figura 2: Posicionamento do multissensor BAC sobre a regido de projecdo gastrica, para aquisi¢do da
distribuicdo do marcador magnético (ferrita) e atividade de Contragdo Gastrica.

Fase II - Tratamento (Omeprazol)

Os voluntarios receberam um comprimido de omeprazol (40mg) para ser
administrado antes de dormir, um dia antes do procedimento experimental no
laboratério. No dia seguinte, ao mesmo voluntario em jejum de 8 horas, foi
administrado o omeprazol (mais 40 mg) como inibidor de bomba de préton com auxilio

de 180 mL de &agua e, apdés um periodo de 30 minutos, receberam o comprimido
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magnético revestido contendo metronidazol. As medidas magnéticas seguiu 0 mesmo
protocolo adotado para a fase controle, ou seja, 30 minutos de registro com o sistema de
multi-sensores BAC na superficie abdominal do voluntéario, nas regies determinadas
anteriormente. Bem como, a analise farmacocinética seguiu 0 mesmo protocolo descrito
na Fase I, sendo as coletas realizadas concomitantemente a medida magnética com o

sistema BAC multissensor.

Monitoramento do comprimido magnético revestido com monossensor BAC

Apds o registro continuo com o sistema multissensor BAC, foram tomados
registros magneéticos pontuais sobre a regido do estdmago e do colon proximal,
utilizando o sistema monossensor BAC, conforme o procedimento experimental
4.14.2.1., nos tempos 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 300 minutos. Esses
registros permitiram calcular o Tempo de Esvaziamento Gastrico (TEG), Tempo de
Transito do Intestino Delgado (TTID) e Tempo de chegado Oro-Cecal (TTOC) da

ferrita contida no comprimido magnético revestido.
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Anexo 7

Estudo Farmacocinético da Biodisponibilidade do Metronidazol

A metodologia analitica desenvolvida para a quantificacdo do metronidazol nas
amostras do ensaio in vivo foi a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE),
utilizando o equipamento Waters® Acquity HClass, equipado com detector UV-Vis

Photodiode Array (Acquity UPLC® PDA).

Configuracdo do UPLE para as corridas de amostras para analise

Os experimentos foram conduzidos em fase reversa usando uma coluna Acquity
UPLC® BEH C18 (1,7 um 2,1 x 50 mm; Waters®, EUA), com injetor automatico,
mantida a 25°C = 1°C. A fase movel foi eluida por modo isocratico em um fluxo de 0,5

mL/min, sendo composta por agua:acetonitrila (90:10, v/v).

Obtencao da curva de calibra¢iao do metronidazol para CLUE

Solugdo padrdo de trabalho de metronidazol, ou solugédo mde

A solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 1 mg/mL, em que o 10 mg
de padrdo metronidazol M3761-5G da Sigma-Aldrich foi cuidadosamente pesado em

uma balanca analitica de resolugédo 0,0001 g e dissolvido em 10 mL &gua deionizada.

Solugdo de fortificacdo de metronidazol

Posteriormente, 100 pL desta solucdo estoque foi diluida em 9,900 mL agua
para obter uma solucdo de fortificacdo com concentra¢do de 10 pg/mL. Solugdes de
trabalho na faixa de concentracdo de 0,1 pg/mL a 10 pg/mL foram obtidas a partir de

diluicGes fracionarias da solucdo de fortificacdo.

Determinagdo do pico de absor¢do mdxima do metronidazol em UPLC

Para determinar o melhor comprimento de onda de absor¢éo do metronidazol no

UPLC, inicialmente fez-se uma varredura dos comprimentos de onda entre 210-390 nm
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de uma solugcdo de metronidazol na concentracdo de 10 pg/mL, a partir da solucdo de
fortificagdo. O comprimento de onda do detector fixou-se em 320 nm (comprimento de
absorcdo maximo detectado), sendo a area deste pico do cromatograma calculada e

analisada automaticamente pelo software Empower® 3.

Determinacdo do pico de absor¢do mdxima do metronidazol em plasma

O mesmo procedimento de analise foi realizado em uma amostra de plasma
humano fortificada com metronidazol com concentragéo final de 10 pg/mL para avaliar
se 0 pico de absorcdo maxima coincide com o da solucdo de metronidazol realizada no

item anterior.

Determinagdo da curva de calibragdo do metronidazol em plasma no UPLC

Em 8 tubos de 15 mL, devidamente identificados numericamente, foram
adicionados 500 pL de amostra de plasma humano de pré-dose (ou seja, amostra de
plasma que ndo contem metronidazol) e fortificados com o volume indicado na Tabela 1

com a solucdo fortificante.

Tabela 01: Volumes utilizados para a construgdo da curva de calibragdo do Metronidazol em plasma
humano.

Tubo Volume Plasma Concentracao
Fortificacdo  Pré-Dose Final

Tubo 1 0 500,00 pL 0

Tubo 2 5,00 uL 500,00 pL 0,1 pg/mL
Tubo 3 10,00 pL 500,00 pL 0,2 pg/mL
Tubo 4 25,00 pL 500,00 pL 0,5 pg/mL
Tubo 5 50,00 pL 500,00 pL 1,0 pg/mL
Tubo 6 125,00 uL 500,00 pL 2,5 pg/mL
Tubo 7 250,00 uL 500,00 pL 5,0 pg/mL
Tubo 8 500,00 uL 500,00 uL 10,0 ug/mL
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Em cada tubo foi adicionado 2 mL de acetonitrila e misturados em vortex por
2 minutos. As amostras foram centrifugadas a 4500 rpm a 4°C por 10 minutos e o
sobrenadante foram transferidos em outros tubos de 15 mL com a mesma identificacdo
e, posteriormente, congelados a -80°C e liofilizados em regime overnight. No dia
seguinte, as amostras liofilizadas foram reconstituidas com a solugdo agua:metanol
(90:10, v/v), misturando em vortex por 1 minuto e transferidos para tubos do tipo
Eppendorf com as mesmas identificacbes numéricas. Em seguida, centrifugadas a
14.000 rpm, 4°C, 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para o vial de analise e

injetado no equipamento de cromatografia.

Método de processamento das amostras de plasma para analise em UPLC

A extracdo do metronidazol das amostras coletadas dos voluntarios foi realizada,
seguindo protocolo previamente estabelecido por El-Sayed (1988). Brevemente,
adicionou-se 2,0 ml de acetonitrila a 500 pL do plasma e, em seguida, agitado em
vortex por 2 minutos. As amostras foram centrifugadas a 4500 rpm a 4°C por 10
minutos e o sobrenadante foi transferido em tubo de 15 mL e posteriormente congelado
a -80°C e liofilizado em regime overnight. No dia seguinte, a amostra liofilizada foi
reconstituida com a solucdo agua:metanol (90:10, v/v), misturando em vortex por 1
minuto e transferido para um tubo do tipo Eppendorf. Em seguida, centrifugadas a
14.000 rpm, 4°C, 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para o vial de anélise e

injetado no equipamento de cromatografia.
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Anexo 8

Principios Bdsicos da Suceptibilidade Magnética

Dentre as diversas propriedades que existe nos materiais, a suceptibilidade
magnética € uma grandeza fisica de grande importancia, j& que quando medida
experimentalmente, esta propriedade, que é intrinseca do material, daré resultados que é
especifico do material. Podemos medir a suceptibilidade magnética de um material
utilizando uma técnica magnética de corrente alternada (AC). A vantagem de se aplicar
esta técnica é que, para materiais que tem respostas ndo-lineares, podemos obter a

resposta em frequéncia para uma determinada intensidade de campo magnético.

Basicamente, a técnica de corrente alternada consiste em aplicar um campo
magnético alternado em um material e posteriormente registar a resposta dada pelo
material. No intuito de descrever de forma sucinta as bases teoricas em torno da
resposta que um material tem quando submetido ao campo magnético alternado, é

necessario ser apresentado alguns conceitos fisicos basicos do magnetismo classico.

Quanto é aplicado um campo magnético externo de intensidade H em um
material, este adquire uma magnetizacdo de intensidade M, que pode ser expresso pela

seguinte equacao (1):

= Alvmoﬁz m@ (D

onde 7 (7) é o momento de dipolo magnético de uma particula i localizada em uma

posicdo 7; de um elemento de volume AV. A resposta deste material devido a aplicacéo

de um campo magnético H é dada pelo vetor indugcdo magnética B. A relacdo entre os
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vetores inducdo magnética B e intensidade de campo magnético H podem ser descrita,

no sistema internacional, pela equagéo (2):
B = o (H + M) (2)
onde u, é a permeabilidade magnética no vacuo.

A relacédo entre o vetor inducdo magnética B com 0 campo magnético externo H

e a relacdo da intensidade da magnetizacdo M com 0 mesmo campo magnético H sao

dadas pelas equacdes:

B

I
=
T

(3)

T

M

X (4)

onde Y é a permeabilidade magnética no ambiente que o0 campo magnético H esta sendo

aplicado, e y ¢ a suceptibilidade magnética do material, que € caracteristico de cada
material magnético, submetido ao campo magnético H. Para materiais com resposta

linear a intensidade do campo magnético H, temos que x ¢ independente de H,

entretanto, para materiais com resposta ndo-linear quando sujeitos a um campo

magnético H,a suceptibilidade magnética y ¢ dependente de H.
Quando combinamos a equacéo (2) com as equacdes (3) e (4), iremos obter:
p=u-I+x) (5

A permeabilidade magnética do meio U e a suceptibilidade magnética y devem

ser definidos em funcéo de H quando os efeitos do material sujeito ao campo magnéetico

é ndo-linear, podendo serem calculados por:
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p=u) === ©
oM
x=xt =2 O

A resposta de um material magnético quando submetido a campo magnético H
externo pode ser classificada pelas suas fases magnéticas. Os principais tipos de fases

magnéticas sdo: diamagnetismo, paramagnetismo e ferromagnetismo.

Os materiais diamagnéticos sdo 0s que tém menor resposta magnética,
apresentando uma suceptibilidade magnética negativa, tendo como efeito resultante uma
diminuicdo do modulo do campo externo aplicado no interior do material. Ja os
materiais paramagnéticos tem valores de suceptibilidade y positivo, sendo estes valores
menores que 1, tendo como resultado um pequeno aumento no modulo do campo
magneético externo na presenca desses materiais. J& 0s materiais ferromagneticos sdo 0s
materiais que tem a maior resposta magnética, tendo valores de suceptibilidade

magnética y positivos, maiores que 1.

A permeabilidade magnética | para 0s materiais com propriedades

ferromagnéticas é definida como:

(8)

=

Il
Q|Q~
|| Sy

sendo a permeabilidade magnética | dependente do campo aplicado, para

respostas ndo-lineares.

Materiais com caracteristicas ferromagnéticas possuem alta magnetizacdo
porque esta propriedade relaciona-se ao fato de possuirem na sua estrutura dipolos

magnéticos intrinsecos com alta possibilidade de interagdo, do qual os dipolos
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alinhando-se paralelamente entre si. Ao realizar uma analise microscopica, podemos
classificar estes materiais ferromagnéicos em 3 classes: ferromagnéticos,

antiferromagnéticos e ferrimagnéticos (ou ferrita).

Esta classificacdo é dada devido a teoria do ferromagnetismo de Heisenberg, da
qual diz que o sentido dos momentos magnéticos atbmicos de um material podem
existir em 3 estados de energia diferentes. A estrutura dos momentos de dipolo
magnético de um material ferromagnético sdo todos ordenados paralelamente no mesmo
sentido. J& os materiais antiferromagnéticos, 0 momento magnético total é nulo, pois
seus momentos de dipolo magneético estdo organizados de modo antiparalelos.
Finalmente, a classe ferrimagnética, ou ferrita, apresenta uma alternancia na disposi¢édo
de seus momentos de dipolo magnético na estrutura, tendo “spin para cima” e “spin para

baixo” resultando um momento magnético total nao nulo.

As ferritas sdo0 compostas basicamente de 6xido de ferro, possuindo uma alta
permeabilidade magnética e baixa condutividade elétrica. Motivos que sdo considerados
para a sua escolha na utilizacdo de técnicas biomagnéticas de deteccdo, tornando assim
o material de escolha neste estudo farmacotécnico para avaliar as caracteristicas fisicas
que envolve os processos que antecedem a liberacdo do farmaco em um comprimido

magnético revestido.

Fundamentos da Biosusceptometria AC (BAC)

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) consiste em um sistema de
bobinas de inducdo magnética que aplicam um campo magnético de corrente alternada
em um meio bioldgico e, através de bobinas de deteccdo mede-se 0 campo magnético
proveniente da resposta da interagcdo entre o campo induzido e o meio (MIRANDA et

al., 2003; CORA et al., 2008).
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O sistema funciona como um transformador duplo de fluxo magnético com
nacleo de ar, sendo que o par (excitagdo/deteccdo) proximo ao material magnético atua
como bobinas de medida e, o outro, como boninas de referéncia (Figura 1)(AMERICO
et al., 2009). A presenca de um material magnético causa um desbalanceamento no
fluxo magnético que é monitorado por meio de amplificadores lock-in (Stanford
Research Systems, Inc., USA); digitalizados por uma placa A/D de 16 bits (PCIMIO-
16XE-10, National Instruments Inc., Austin, TX, USA) e armazenados como ASCII

para analise (CORA et al., 2008).

Sistema de Referéncia

Sistema de Medida

Bobina
Detectora

Material Magnético

Figura 1: Diagrama da configuracdo de um sistema BAC.

O registro dos sinais magnéticos adquiridos através das bobinas detectoras na
presenca de um comprimido marcado com ferrita é diretamente proporcional a
concentracdo do material magnético e diminui com a distancia do comprimido com o
sistema BAC, ou seja, € possivel identificar a posicdo e quantidade de material

magnético contido no sistema.

Um dispositivo Monossensor BAC é constituido por dois pares de bobinas de
inducdo separadas por uma linha de base fixa, sendo cada par de bobinas composto por

uma bobina de excitagdo e uma bobina de deteccdo. As bobinas de detecgdo estdo
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arranjadas em uma configuracdo gradiométrica de primeira-ordem e dispostas em um
arranjo coaxial, ou seja, a bobina de excitacdo é externa, enquanto a bobina de detec¢do

é interna (Figura 2A).

Figura 2: (A) Monossensor BAC (A: Bobina excitadora; B: Bobina detectora). (B) Sistema de
Biosusceptometria AC com multisensores mostrando o par de bobinas de excitacdo (a) e os sete pares de
bobinas de detecgdo (b).

Esta concepcdo foi utilizada no desenvolvimento de um sistema de BAC com
multisensores, cuja finalidade foi aumentar a resolucdo espacial e a sensibilidade para
aplicacBes farmacéuticas (CORA et al., 2003, 2006, 2011). A diferenca entre o sistema
multisensores (Figura 2B) e o citado anteriormente (Figura 2A) € que 0 novo arranjo
utiliza apenas um par de bobinas de excitacdo e sete pares de bobinas de deteccdo

utilizadas para aquisicio dos sinais em pontos distintos (CORA et al., 2003).

O constante aperfeicoamento dessa instrumentacdo permitiu o desenvolvimento
de diversos estudos aplicados a fisiologia basica do TGI, tanto em humanos
(ROMEIRO et al., 2006; AMERICO et al., 2007, 2009), quanto em animais (MORAES
et al., 2003; ANDREIS et al., 2008) e em pesquisas envolvendo a tecnologia

farmacéutica (CORA et al., 2003; 2005a,b; 2006; 2008; 2010; MIRANDA et al., 2010).
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Na pesquisa farmacéutica, esse método oferece uma oportunidade Unica para
monitorar as formas farmacéuticas, bem como outros processos relacionados com a
liberacdo de farmacos em tempo real. Nos Ultimos anos, estudos utilizando particulas
magnéticas em detrimento de radiois6topos em formas farmacéuticas solidas,
culminaram na aplicacdo desses métodos na investigacdo dos processos de liberacdo do
farmaco em conjunto com estudos de parametros fisiolégicos que influenciam a

biodisponibilidade de farmacos administrados em formas farmacéuticas solidas orais.
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