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Lab. Biomagnetismo -

RESUMO

A via oral de administracao de farmacos é seguramente a mais empregada, nao apenas pela
facilidade de administracdao, mas também pela adesao do paciente ao tratamento. Dentre as
formas de apresentagdo oral, os comprimidos sdo os mais utilizados, uma vez que sao
apresentacdes bastante seguras e estaveis. Para o desenvolvimento de novas formulacdes é
essencial o conhecimento de parametros fisioldgicos que possam influenciar no
desempenho da forma farmacéutica. E possivel supor que pardmetros da atividade motora
do trato gastrintestinal podem trazer implicacGes significativas na biodisponibilidade de
farmacos administrados por via oral. A Prucaloprida é um agonista do receptor 4-serotonina
com conhecidos efeitos colocinéticos e possiveis efeitos procinéticos, acelerando a
propulsdo do conteddo lumial. Assim, estudar o efeito da Prucaloprida no transito
gastrintestinal se torna importante, ja que pode influenciar no processo de desintegracdo de
comprimidos e na biodisponibilidade de um farmaco. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito da Prucaloprida no Transito Gastrintestinal e como esse efeito influi nos processos de
desintegracdo de um comprimido e na biodisponibilidade do Metronidazol (marcador
farmacocinético). Foram produzidos lotes de comprimidos contendo 100 mg de
metronidazol, com e sem adicdo de ferrita na formulacdao, para estudar os fatores de
correlacdo entre os perfis de dissolucdo, in vitro, e verificar a influéncia da ferrita no
processo de dissolu¢ao do farmaco. Cada 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, em dias distintos, para avaliar a biodisponibilidade do
metronidazol. Os dispositivos BAC multissensor e monossensor foram empregados para a
avaliacdo em tempo real do processo de desintegracio do comprimido e avaliar os
parametros de transito no trato gastrintestinal. Os lotes de comprimidos com e sem ferrita
tiveram perfis de dissolucdo significativamente diferentes para concentracdo dissolvida e
eficiéncia de dissolucdo, mas apresentaram similaridade segundo o fator f2 proposto por
Moore & Flaner, 1996, com variacdao maxima de 10% entre elas. Nos ensaios in vivo, o efeito
do tratamento por prucaloprida provocou significativa reducdo no TEG e na
biodisponibilidade do metronidazol sérico. A Prucaloprida, em dose de 1 mg, apresentou
efeitos significativos no Transito Gastrintestinal e em pardmetros da biodisponibilidade do
Metronidazol (MT), devido a rapida exposi¢cdo do conteldo gastrico ao intestino delgado e,

dessa forma, alterando significativamente a taxa de absor¢do do MT.

Palavras-chave: Prucaloprida, Transito Gastrintestinal, Biodisponibilidade, Dissolu¢ao, Fator
de Similaridade.
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ABSTRACT

The oral route of drugs administration is surely the most used, not only for being easily
employed, but also due to the patient adhesion. Among them, tablets are the most
common, since they present safe and stable features. In order to develop new formulations,
it is essential to acknowledge some physiological parameters and their influence on the
pharmaceutical form performance. It is possible to speculate that motor activity parameters
of the gastrointestinal tract might interfere in the drug availability after oral administration.
Prucalopride is a 4-serotonine receptor agonist with known colonkinetic and possible
prokinetic effects, which accelerates the luminal content propulsion. Therefore, it is
important to study its effects on the gastrointestinal transit, since it might influence the
tablet disintegration process and bioavailability. The objective of this study was to assess the
Prucalopride effect on the gastrointestinal transit and how it affects the tablet disintegration
process and the Metronidazol (pharmacokinetic marker) bioavailability. Tablet batches were
produced, 100 mg of Metronidazol, with and without ferrite, in order to study correlation
factors between the in vitro dissolution process for each batch. The influence of the ferrite in
the drug dissolution process was also evaluated. Each batch was assessed by
pharmacokinetic tests and by their dissolution profile. On regards to the in vivo experiment,
each volunteer was submitted to a two phase study, in distinct days, in order to assess the
metronidazol bioavailability. Both monossensor and multissensor ACB systems were
employed in the real time evaluation of the tablet disintegration process and in the
assessment on the gastrointestinal transit parameters. Both tablet batches (with and
without ferrite) showed different dissolution profiles for dissolved concentration and
dissolution efficiency, although some similarities were found in the f2 factor, proposed by
Moore & Flaner, 1996, with maximum variation of 10% between them. Regarding the in vivo
study, the prucalopride treatment demonstrated a significant reduction effect in the gastric
emptying time and in the serum metronidazol bioavailability. The prucalopride, at 1 mg,
produced significant effects in the gastrointestinal transit and in the metronidazol
bioavailability due to the fast exposure of the gastric content to the small bowel and,

therefore, modifying significantly, the metronidazol absorption rate.

Keyword: Prucalopride, Gastrointestinal Transit, Bioavailability, Dissolution, Similarity
Factor.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tém-se estudado diversas vias de administra¢ao de farmacos,
mas a via oral ainda continua sendo preferencial. Isto ocorre devido a sua conveniéncia,
baixo custo e maior adesdo do paciente ao tratamento (SOUZA et al., 2007). O
desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas mais efetivas esta associado ao
conhecimento dos parametros fisioldgicos que influenciam o seu desempenho no Trato
Gastrintestinal (TGI) (DRESSMAN et al., 1998; McCONNEL et al., 2008; VARUM et al., 2010).

Considerando a atividade motora do TGI, é possivel supor que esse parametro tem
implicagOes significativas na biodisponibilidade de farmacos administrados pela via oral. Isto
é particularmente importante para a farmacocinética, visto que a biodisponibilidade é
influenciada pela interagdo entre a fisiologia do TGl e as propriedades do farmaco, tais como
a solubilidade nos fluidos e sua permeabilidade através das membranas (DRESSMAN et al.,
2007; KORTEJARVI et al., 2007). Além disso, os mecanismos de liberagdo do farmaco devem
ser considerados, uma vez que refletem a dinamica da taxa e extensao da absorgao.

Ademais, uma série de doencgas que afetam a fun¢dao motora do TGl também pode
influenciar a absor¢ao de farmacos. Por isso, a coadministracdao de medicamentos é um fator
relevante visto que pode alterar a biodisponibilidade (BERGSTRAND et al., 2009).

Procinéticos sdo agentes que estimulam a atividade contratil da musculatura lisa
gastrintestinal, aumentando a propulsio e, consequentemente, promovendo o
deslocamento aboral do conteddo luminal. Estes sdo considerados os farmacos de escolha
para tratamento de disfungcdes motoras do TGI superior, principalmente aquelas associadas
a doenca do refluxo gastroesofagico, dispepsia funcional, gastroparesia diabética e

prevencao de nausea e vomito (TONINI et al., 1996, 2004).
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A Prucaloprida é um agonista do receptor 4-serotonina altamente seletivo e potente
que facilita a neurotransmissdo colinérgica e excitatéria ndo adrenérgica, ndo colinérgica. O
farmaco é altamente absorvido e tem possiveis efeitos procinéticos pois age por meio de um
sistematico mecanismo para iniciar o peristaltismo, aumentando a ocorréncia de contracdes
migratdrias gigantes e acelerando a propulsdo (PRIEM et al., 2012). Estudos em voluntarios
saudaveis confirmaram que a prucaloprida diminui o tempo de esvaziamento gdstrico e de
transito do intestino delgado, sugerindo que podem também melhorar a fun¢do do intestino
superior e sintomas associados, bem como apresentar propriedades colocinéticas
(EMMANUEL, 2002; QUIGLEY, 2012; KESSING et al., 2014).

Nesse contexto, avaliar a fungdao motora do TGl torna-se relevante na medida em que
os parametros fisioldgicos tais como o transito gastrintestinal, o estado prandial, o
esvaziamento gastrico, o transito intestinal e a variagdo do pH ao longo do TGI, podem
interferir significativamente na absorcdo dos farmacos (MARTINEZ & AMIDON, 2002;
McCONNEL et al., 2008; VARUM et al., 2010).

Diversas técnicas foram propostas para avaliar a atividade motora do TGl, sendo
algumas consideradas o “padrdo-ouro”, como a cintilografia (SMOUT & MUNDT, 2009). No
entanto, a exposicdo a radiacdo ionizante, como nas radiografias contrastadas empregando
marcadores radio-opacos, ou na cintilografia, ou ainda o fato de serem métodos invasivos,
como a manometria, implica em limitacGes e desconforto ao paciente.

Como opgdes as dificuldades técnicas ou em virtude de minimizar o desconforto e a
exposicao dos pacientes, métodos alternativos com base na deteccdo de campo magnético
foram desenvolvidos (WEITSCHIES et al., 2005; CORA et al., 2005a).

Dessa maneira, a Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) surgiu como uma

técnica inovadora para avaliar o transito gastrintestinal (BAFFA et al., 1995; MIRANDA et al.,
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1997). Trata-se de um método ndo invasivo e livre de radiacdo ionizante, que ndo requer
ambiente controlado, magneticamente blindado, e possui baixo custo de implantacao,
guando comparada as técnicas ja estabelecidas.

Essa técnica utiliza bobinas de deteccdo para registrar a variacdao temporal do fluxo
magnético, sendo essa variacdo causada pela presenca de um material ferromagnético
guando imerso no campo magnético de inducdo gerado pelo sistema. Esse material tem
como principal caracteristica uma alta susceptibilidade magnética e, por isso, produz uma
resposta intensa quando excitado por um campo magnético alternado aplicado (CORA et al.,
2010).

O constante aperfeicoamento dessa instrumentacao 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).

Na pesquisa farmacéutica, esse método oferece uma oportunidade Unica para
monitorar as formas farmacéuticas, bem como outros processos relacionados com a
liberacdo de farmacos. Nos ultimos anos, estudos utilizando particulas magnéticas em
detrimento de radioisétopos em formas farmacéuticas sélidas, culminaram na aplicacdo
desses métodos na investigacdo dos processos farmacéuticos bem como dos parametros
fisioldgicos que influenciam a biodisponibilidade de farmacos administrados em formas
farmacéuticas sélidas orais.

Dentro deste contexto exposto, esse trabalho consistiu em avaliar os efeitos da
Prucaloprida no Transito do TGl e nos parametros farmacotécnicos da desintegragao de um

comprimido e da biodisponibilidade de um farmaco modelo.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar o efeito da Prucaloprida no Transito Gastrintestinal e como esse efeito influi

nos processos de desintegracao de um comprimido e na biodisponibilidade do Metronidazol.

2.2.ESPECIFICOS

e Produzir e caracterizar comprimidos contendo ferrita (marcador magnético) e
metronidazol (farmaco modelo), revestidos com uma preparagdao gastrossollvel
(Opadry® TM) para liberagdo imediata;

e Estudar os fatores de correlacdo do perfil de dissolucdo, in vitro, para comprimidos
com e sem nucleo de ferrita;

e Avaliar o processo de desintegracdo dos comprimidos, in vivo, utilizando um
dispositivo de Biosuceptometria AC (BAC);

e Estudar o efeito da Prucaloprida no Transito Gastrintestinal e na desintegracao do

comprimido teste, bem como na biodisponibilidade do Metronidazol.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. PRINCIPAIS MATERIAS-PRIMAS
= Acetonitrila (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil)
= Celulose microcristalina (Henrifarma, Sdo Paulo, Brasil)
= Estearato de magnésio (Henrifarma, S3o Paulo, Brasil)
= Ferrita - MnZnFe;,03; 53-75 um (Br4Science, Brasil)
= Metanol (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil)
= Metronidazol (Audaz, Sdo Paulo, Brasil)
= Metronidazol Padrdo (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil)
*  Prucaloprida (Jansen)

= Polimero de revestimento Opadry® TM (Colorcon, Sdo Paulo, Brasil)

3.1.2. PRINCIPAIS EQUIPAMENTOS
= Biosusceptdmetro de Corrente Alternada (BAC) monosensor/multisensor 7 canais
(Br4Science, Brasil)
= Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia — H-Class — UPLC Acquity®, Waters (EUA)
= Dur6metro Dr. Schleuniger-Pharmatron modelo 6D (EUA)
= Liofilizador Labconco modelo FreeZone 2.5 (EUA)
= Paquimetro Digital Starrett 799A-6 (EUA)

=  Prensa Manual MA-90 (Marconi)
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3.2. COMPRIMIDOS E TESTES IN VITRO

Foram produzidos 3 lotes de comprimidos. Todos os lotes foram produzidos por

compressdo direta, em uma prensa manual (MA-098/1CPE, Marconi Ltda., Brasil).

3.2.1. PRODUGAO DE COMPRIMIDOS MAGNETICOS (TESTE)

Um lote de comprimidos magnéticos (Lote 01), com nucleo de ferrita, foi produzido
conforme as proporc¢des de excipientes, tabela 01, utilizando matriz e puncdo de 12 mm de
diametro, sob uma forca de 30 kN. Esse, portanto, se trata do lote de comprimidos a serem
testados nos experimentos in vivo.

Tabela 01: Lote 01 (comprimido teste): composi¢cdo dos comprimidos magnéticos.

Material Fornecedor (%) g/dose
Ferrita (Fe;Mn0,4,90 < & < 125 um) 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

A ferrita em pd é um material insollvel e inerte, que ndo é absorvido pela mucosa do
TGI, sendo desprovido de qualquer efeito adverso ao organismo (BELIKOV & KUREGYAN,
2001). Diversos estudos ja foram realizados utilizando ferrita como marcador e
demonstrando que ndo implica em alteracGes significativas nas propriedades
farmacotécnicas dos comprimidos (CORA et al., 2003, 2005a, 2005b, 2006, 2008, 2010, 2011;

MIRANDA et al., 2003, 2010).
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3.2.2. PRODUGAO DE COMPRIMIDOS NAO MAGNETICOS
Foram produzidos dois lotes de comprimidos ndo magnéticos, sem adicao de ferrita
na formulacdo. O Lote 02 (tabela 02) foi produzido utilizando uma matriz e puncéo de 12
mm de didmetro, com excipientes em quantidade suficiente para apresentar o mesmo
volume do comprimido magnético (Lote 01), sob uma forca de 30 kN. O lote 02 foi produzido
em conformidade com as medidas externas, didametro e altura, do lote 01. A ferrita utilizada
no Lote 01 apresenta alta densidade e, dessa forma, a mesma massa de excipientes

extrapolaria o volume maximo da camara de compressao.

Tabela 02: Lote 02, composicdo dos comprimidos ndo magnéticos simulando o mesmo volume dos
comprimidos do Lote 01.

Material Fornecedor (%) g/dose
Metronidazol Audaz 14,29 0,100
Celulose Microcristalina Blanver 71,43 0,500
Estearato de Magnésio Henrifarma 1,43 0,010
Aerosil® Evonik Degussa GmbH 7,14 0,050
Explosol Blanver 5,71 0,040
TOTAL 100,00 0,700

O Lote 03 (tabela 03) foi produzido com massa de 300 mg, sendo esse um valor
frequente de massa total de comprimidos comerciais, que contém uma dose de farmaco
equivalente a 100 mg. Esses comprimidos, foram produzidos utilizando matriz e pung¢do de 9
mm de didmetro e 20 kN de forca de compressao. Esta forca de compressao foi diferente,
pois o comprimido tem volume menor e comprimi-lo com 30 kN deixaria o comprimido com

dureza muito elevada.
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Tabela 03: Lote 03, composi¢ao dos comprimidos ndo magnéticos simulando comprimidos de ordem
de grandeza comercial.

Material Fornecedor (%) g/dose
Metronidazol Audaz 33,33 0,100
Celulose Microcristalina Blanver 56,67 0,170
Estearato de Magnésio Henrifarma 1,00 0,003
Aerosil® Evonik Degussa GmbH 5,00 0,015
Explosol Blanver 4,00 0,012
TOTAL 100,00 0,300

3.2.3. REVESTIMENTO
Os comprimidos foram revestidos por polimero de revestimento gastrossoluvel
Opadry® TM (Colorcon), conforme orientacdo do fabricante, em uma Unica etapa, utilizando
uma maquina de revestimento (PCCA, Brazil) mantendo a temperatura controlada entre 40-
60°C. O revestimento dos trés lotes foi previsto de forma idéntica, ajustados para massa e

area do comprimido, de tal forma que cada lote tenha 3,5% de ganho de massa absoluta.

3.2.4. ENSAIOS FARMACOTECNICOS
Os comprimidos foram submetidos as analises de caracteristicas fisicas,
de acordo com os parametros preconizados pela Farmacopéia Brasileira (2010):
3.2.4.1.Peso Médio
O peso médio foi calculado mediante a pesagem individual de 12
comprimidos de cada lote (01, 02 e 03). Esse teste foi realizado para verificar a uniformidade
dos comprimidos de cada formulac¢do, podendo-se tolerar ndo mais que duas unidades fora

do limite de variagdo de + 5%.

22

Deivid William Pires



ﬁ Mig”l(l (J Dissertacdo de Mestrado

3.2.4.2. Dureza

Dureza ou resisténcia a quebra determina o qudo 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. A dureza minima aceitavel é de 45 N ou 4,5 Kgf, sendo
0s ensaios realizados em sextuplicata utilizando durémetro Dr. Schleuniger-Pharmatron
modelo 6D (EUA).

3.2.4.3. Friabilidade
O teste de friabilidade permite determinar a resisténcia dos comprimidos a
abrasdo, quando submetidos a acdo mecanica de aparelhagem especifica. A friabilidade dos
comprimidos foi determinada utilizando um sistema automatizado, Friabilometro EF-2
(Electrolab, Brasil) em 25 rpm durante 4 minutos e, logo apds, pesados e a perda de peso (%)
foi calculada.
3.2.4.4. Desintegragdo
O teste de desintegracdo permite verificar se os 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 absorcdo no trato gastrointestinal.
O teste de desintegracao in vitro foi realizado num aparelho que consiste num
sistema de cestas e tubos onde os comprimidos foram inseridos e movimentados
verticalmente com frequéncia constante e percurso especifico dentro de um recipiente

contendo o meio géstrico simulado (pH =1,2; HCI 0,1 N) a37°C+ 1,0.
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3.2.4.5. Dissolugdo

O ensaio de dissolugdo do farmaco foi realizado para verificacdo do perfil de
liberacdo in vitro em meio gastrico simulado (pH = 1,2; HCL 0,1 N). Os ensaios foram realizados
utilizando um aparato USP Il (pas), sob velocidade de agitacdo de 50 rpm, temperatura do banho
mantida a 37£0,5°C. Durante o ensaio, aliquotas de 1,0 ml foram coletadas nos periodos O, 3, 6, 9,
12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 300 minutos para analise em
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), utilizando um detector UV ajustado para leitura de

comprimento de onda em 320 nm, seguindo o protocolo descrito no item 3.5.

3.3. BIOSUSCEPTOMETRIA DE CORRENTE ALTERNADA - BAC

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) consiste em bobinas de inducao
gue aplicam um campo magnético de corrente alternada em um meio bioldgico e, através de
bobinas de deteccdo mede-se o campo magnético proveniente da interacdo entre o primeiro
campo induzido e o material ferromagnético, ferrita (Feo,MnQ,), imerso no meio (MIRANDA
etal.,, 1992, 1997, 2003, 2010).

A figura 01 ilustra o diagrama de funcionamento de um dispositivo BAC. Nela,
podemos notar que a aproximacdo de um material ferromagnético causa um
desbalanceamento de fluxo magnético no sistema de medida, o qual é medido pela

subtracdo com o sistema de referéncia.
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Sistema de Referéncia

Sistema de Medida

Bobina
== Detectora

Material Magnético

Figura 1: Diagrama funcional da Biosusceptometria AC. A aproximag¢do de um material magnético no
sistema de medidas causa um desbalanceamento de fluxo magnético e a resposta é monitorada.

Um dispositivo Monossensor BAC é constituido por dois pares de bobinas de indugao
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 deteccdo estdo 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 deteccdo é interna (figura 2-i).

(i) (ii)
Figura 2: (i) Monossensor BAC (A: Bobina excitadora; B: Bobina detectora). (ii) Multisensor BAC
mostrando o par de bobinas de excitagdo (A) e os sete pares de bobinas de detecgdo (B).
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Esta concepcdo foi utilizada no desenvolvimento de um sistema Multissensor BAC,
cuja finalidade foi aumentar a resolucdo espacial e a sensibilidade para aplicacdes
farmacéuticas. A diferenca entre o sistema BAC multissensores (Figura 2-ii) e o citado
anteriormente é que o novo arranjo utiliza apenas um par de bobinas de excitacdo e sete
pares de bobinas de deteccdo, utilizados para aquisicdo dos sinais em pontos distintos

(CORA et al., 2003).

3.4.ESTUDO DO TRANSITO GASTRINTESTINAL E DA BIODISPONIBILIDADE DO
METRONIDAZOL

Participaram do estudo 5 voluntdrios, sendo homens com idades entre 19 e 26
(média de 2213 anos), que ndo apresentavam qualquer disfuncdo motora e que ndo estavam
utilizando medicamentos que pudessem interferir com o transito no TGl e, ainda, que nao
tinham restricbes quanto a administracdo dos farmacos propostos (Metronidazol e
Prucaloprida). Todos os participantes foram devidamente informados sobre as
caracteristicas da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), conforme protocolo aprovado na Comissdo de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu (CAAE: 41563015.3.0000.5411).

O voluntario, ao aderir a participacdo na pesquisa, comprometeu-se em comparecer
ao local as 8 horas da manh3, nas datas propostas e combinadas, em jejum minimo de 8
horas e abstencdo alcodlica nas ultimas 24 horas. Cada voluntdrio foi convidado a 3

comparecimentos ao laboratério de pesquisa.
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Figura 03: Linha temporal dos procedimentos experimentais.

No primeiro, foi fornecido um comprimido magnético, sem adi¢cdao de Metronidazol,
com o proposito de averiguar a eficiéncia na leitura magnética. O principio de
funcionamento da técnica é baseado na suscetibilidade do material magnético e sua
intensidade é inversamente proporcional a distancia. Dessa forma, em voluntdrios que
apresentem espessa camada de gordura abdominal, o dispositivo ndo é capaz de adquirir o
sinal magnético. Em caso de boa leitura, foi entdo anotado o posicionamento do comprimido
no estbmago, com base nas distancias de referéncias anatébmicas externas, como a cicatriz
umbilical, o processo xifoide e o gradil costal.

Nos outros dois comparecimentos, os voluntarios foram avaliados para o tratamento,
em 2 etapas, denominadas de fases | e Il. Os ensaios foram conduzidos de modo cego e
randomico. Durante a realizacdo do estudo, foi mantida moderada atividade e fornecido
lanche e almoco padronizados. Entre cada comparecimento, houve um periodo de

eliminacdo (wash out), correspondente a no minimo 7 dias.
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' /.' | Figura 04: Posicionamento do BAC-Multissensor sobre a regido de
| \ e projecdo gastrica, para aquisicdio da Atividade de Contragdo
| | Py ' Gastrica.
i A

(

Em conformidade com o protocolo proposto, ilustrado na figura 03, 30 minutos apés
o tratamento, com o voluntario em posicdo ortostatica, um sistema BAC Multissensor foi
posicionado sobre a regido do estbmago, com base nas referéncias prévias de escaneamento
magnético da primeira visita, para aquisicdo do registro de sinais e demonstracdo da
desintegracao do comprimido magnético (figura 04).

Apds o registro continuo, foram tomados registros magnéticos pontuais sobre a
regido do estdbmago e do cdlon proximal, utilizando um BAC Monossensor, conforme o
procedimento experimental, 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 Transito Oro-Cecal (TTOC).

Durante todo o procedimento experimental, foram tomadas amostras de sangue,
através de uma puncdo venosa utilizando um cateter BD Intima® heparinizado, nos tempos 0
(pré-dose), 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 300
minutos, com o propdsito de mensurar a curva de concentracao sérica do Metronidazol.

As amostras foram imediatamente centrifugadas e o soro foi coletado e armazenado

em freezer -80°C para posterior processamento e analise.

28

Deivid William Pires



B iO{T‘T 190 Dissertagéo de Mestrado

Lab. Biomagnetismo - Unesp,

3.4.1. FASE | - PLACEBO
Nesta etapa, conforme descrito no procedimento experimental e ilustrado na figura
03, o voluntario recebeu um placebo, ingerido com 100 ml de dgua, e, apds 30 min, recebeu
o comprimido teste (lote 01), ingerido com 200 ml de agua. Em seguida, conforme descrito

acima, foram tomados os sinais magnéticos e coletas de sangue.

3.4.2. FASE Il — PRUCALOPRIDA
Nesta etapa, seguindo o procedimento experimental, o voluntario foi tratado com

um comprimido de Prucaloprida (Resolor® 1 mg, JANSSEN-CILAG), em vez de um placebo.

3.5. DETERMINACAO DO METRONIDAZOL SERICO
Para a analise farmacocinética do Metronidazol, amostras de sangue seriadas foram
coletadas e analisadas por cromatografia, conforme método adaptado por Ferrari, 2012

(dados ndo publicados).

3.5.1. PROTOCOLO DE ANALISE POR CLUE

3.5.1.1. Determinagéo do pico de absor¢do mdxima do farmaco na regiéio do
ultravioleta (UV)

Foram realizadas analises do metronidazol (MT) por espectrofotometria na regido do
UV em pH 4cido, simulando o fluido gastrico, para determinacdo do pico de absorcdo
maxima do farmaco. Para tanto, uma solucdo diluida de MT em HCI 0,1 N pH 1,2 foi obtida e

analisada na regido do UV (200 e 400 nm) e o pico de absor¢do maxima foi registrado.
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3.5.1.2. Desenvolvimento e valida¢Go da metodologia analitica para quantificagdo do
farmaco por CLUE

As amostras foram coletadas em tubo seco (BD® Vacutainer Serum, Clot Activator),
centrifugadas a 4500 rpm, 10 minutos, 4°C, e o soro sobrenadante aliquotado em amostras
de 500 ul em tubos de 1,5 ml e armazenadas em freezer -80°C até o processo de extracdo e
analise por CLUE.

A extragao 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 pul de soro homogeneizando manualmente e, em seguida, em
vortex por 2 minutos. As amostras foram centrifugadas a 4500 rpm a 4°C por 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido, congelado a -80°C e liofilizado. Posteriormente, reconstituido
com a fase mével, misturado em vértex 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 andlise e injetado no cromatégrafo.

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE),
utilizando o equipamento Waters® Acquity HClass, equipado com detector UV-Vis e
Photodiode Array (Acquity UPLC® PDA). Para determinar o melhor comprimento de onda de
absorcdo do metronidazol, inicialmente fez-se uma varredura entre 210-390 nm. O
comprimento de onda do detector foi fixado em 320 nm e a drea do pico foi analisada
automaticamente. 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+1°C. A fase modvel foi eluida por modo isocratico em um fluxo de 0,5 ml.min™?,
sendo composta por agua:acetonitrila (90:10, v/v). A solucdo estoque foi preparada na

concentragdo de 1,0 mg.ml?, em que o metronidazol foi cuidadosamente pesado e
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dissolvido em dgua deionizada. Esta solucdo foi diluida em dgua, 100 vezes, para obter a
solucdo de fortificagdo na concentracdo de 10 ng.ml™.

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

conforme descrito abaixo:

3.5.1.2.1 Linearidade
A linearidade do método, na faixa de concentracdo testada, foi avaliada pela analise
da regressao linear. Foram construidas trés curvas analiticas com solu¢des de metronidazol
em agua deionizada em diferentes concentragées: C; = 0,25 ng/ul; C, = 0,50 ng/ul; C3 = 1,25
ng/ul; C4 = 2,50 ng/ul; Cs = 5,00 ng/ul e Cg =10,00 ng/ul. As solugdes foram injetadas no
cromatégrafo para obter a curva de concentracdo do metronidazol em funcdo da area de

pico.

3.5.1.2.2 Precisao

A precisdo foi avaliada através de ensaios de precisdo instrumental, repetibilidade e precisdo
intermedidria. No ensaio de precisdo instrumental, foram feitas seis inje¢des consecutivas da solugao
padrdo de metronidazol em trés diferentes concentra¢des. Foram calculados a média, o desvio
padrdo (DP) e o desvio padrao relativo (DPR). A repetibilidade foi avaliada através da analise de trés
injecdes consecutivas da solugdo padrao do farmaco em seis diferentes concentragdes em um
mesmo dia. A precisdo intermediaria, por sua vez, foi determinada pela andlise de trés injecGes
consecutivas da solugcdo padrdo do metronidazol em seis diferentes concentracdes em trés dias

distintos.
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3.5.1.2.3 Exatidao
A exatiddo foi calculada como sendo a porcentagem de recuperacdao de quantidade
conhecida do fdrmaco adicionado a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o
valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca. A exatiddo do método foi
determinada por 9 injecdes contemplando seis concentragcdes, com 3 réplicas cada. A exatidao foi
expressa pela relacdo entre a concentracdio média determinada experimentalmente e a

concentracdo tedrica. As porcentagens de recuperacdo foram calculadas conforme a Equacao 1:

R% = Ci 100 (Ea. 1)

em que R% = % de recuperacao; C = concentragao recuperada; Cy = concentracdo tedrica inicial.

3.5.1.2.4 Especificidade
Amostras de sangue provenientes de um ensaio com comprimidos sem farmaco foram
processadas e injetadas no cromatégrafo a fim de garantir que os componentes das formulagées ndo
interfiram na detec¢do e quantificacdo do metronidazol. A especificidade foi demonstrada pela
comparagdo entre os cromatogramas de uma amostra contendo concentracdo conhecida do
farmaco, de um cromatograma de amostra de sangue proveniente de ensaio com comprimido
contendo metronidazol (Fase Il) e de amostra de sangue proveniente do ensaio com o comprimido

sem o farmaco.

3.5.1.2.5 Seletividade
Para ser possivel selecionar o farmaco entre os componentes que poderiam estar presentes
no ensaio de liberagdo, foi comparado um cromatograma de um resultado positivo (comprimido
contendo metronidazol em meio gastrico simulado) com um cromatograma de um resultado

negativo (comprimido sem o farmaco em meio gastrico simulado).
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3.5.1.2.6 Limite de deteccdo e limite de quantificacdo
Os limites de deteccdo (LD) e quantificagao (LQ) foram calculados utilizando valores de DP e
inclinacdo das curvas analiticas obtidas. Os LD e LQ tedricos puderam ser calculados pelas Equacdes 2

e 3, respectivamente:

DP.3

LD = N7 (Eq. 2)
DP.10

LQ = C (Eq.3)

em que DP = desvio padrao do intercepto com o eixo y e IC = inclinag¢do da curva analitica.

3.5.2. PREPARAGCAO DA CURVA ANALITICA DE METRONIDAZOL EM SORO

Para as analises das amostras de soro, preparou-se uma solu¢do estoque de metronidazol de
1,0 mg/ml em &4gua e a partir dela obteve-se uma solugdo a 10 ng/ul. Adicionou-se diferentes
volumes desta solugdo de farmaco a 500 pl de soro pré-dose em tubos tipo Falcon obtendo desta

maneira diluicdes nas concentragées de 0,25 a 25 ng/pl.

As analises das amostras ocorreram de acordo com o item 3.5.1.2.1. Na preparagdo das
amostras de soro para quantificacdo do Metronidazol, a extra¢do do metronidazol das amostras

coletadas dos voluntarios foi realizada conforme descrito na preparagdo analitica.

3.6. ANALISE DOS DADOS

3.6.1. PERFIL DA DISSOLUCAO IN VITRO
Os fatores de diferenca (f1) e similaridade (f2) foram calculados para avaliar a

semelhanca entre as curvas de dissolucdo (MOORE & FLANNER, 1996). Os perfis de
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dissolucdo podem ser considerados semelhantes em virtude de: (1) similaridade em cada
ponto de tempo de dissolucdo das amostras; (2) similaridade do perfil global (DIAZ et al.,

2016).

O fator f1 calcula a diferenga percentual entre os dois perfis de dissolu¢do em cada

ponto de tempo e é uma medida do erro relativo entre os dois perfis (DIAZ, et al., 2016):

n n
1= ZlRt—Ttl/ZRt 1100
t=1 t=1

onde n é o numero de pontos de tempo, Rt é o valor de dissolu¢gdo média para o produto de
referéncia no tempo t, e Tt é o valor de dissolucdo média para o produto de teste em que
mesmo ponto de tempo. O valor f1 é igual a zero quando os perfis de teste e de referéncia
sdo idénticos e aumenta a medida que os dois perfis de se tornar menos semelhante (DIAZ

etal., 2016).

O fator de f2 é uma transformacdo logaritmica e indica a medida da semelhanca

percentual de dissolucdo entre os dois perfis (DIAZ et al., 2016):

n ~0,5
£2=50.log{|1 + 1/n.Z(Rt —t92|  .100
t—1

Khan e Rhodes (1972) proposuseram a eficiéncia de dissolugdo (ED) como outro parametro
utilizado para fazer a comparagdo entre formulagbes, calculada a partir do perfil de dissolugao,

através do método dos trapezdides (soma da drea de todos os trapézios) (KHAN & RHODES, 1997).

AUC,_,

ED = —.
AUCtotal

100
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3.6.2. TRANSITO GASTRINTESTINAL
Os tempos de transito do Trato Gastrintestinal foram determinados a partir dos
registros de sinais magnéticos adquiridos nas regides de interesse, utilizando um dispositivo
BAC monossensor. Assim, nas duas fases experimentais, o TEG (tempo que existe sinal
magnético no estbmago monitorado pelo dispositivo BAC monossensor), TTID (TTOC
subtraido de TEG) e TTOC (tempo de inicio de registro de sinal magnético no cdlon

monitorado pelo dispositivo BAC monossensor) foram mensurados em cada voluntdrio.

3.6.3. DESINTEGRACAO DO COMPRIMIDO TESTE IN VIVO

Para essa determinacdo, os sinais magnéticos obtidos pelo dispositivo BAC
multissensor foram adquiridos por 15 minutos, utilizando um sistema BAC multissensor,
programado com frequéncia de aquisicdo de 20 Hz/canal. Os dados foram armazenados em
formato ASCII e analisados em ambiente MatLab (Mathworks, Inc.).

O Tempo de Inicio da Desintegracdo (TID) foi obtido através da inspecdo visual do
registro de sinais magnéticos do voluntario, sendo este considerado como o tempo em
segundos onde ocorre a variagdao do sinal, pelo espalhamento do material magnético em

todos os canais (conversao de marcador para tracador magnético).

3.6.4. BIODISPONIBILIDADE DO METRONIDAZOL
A partir da curva de concentracdo sérica, obtida das analises de amostras de sangue,
foi determinado o perfil de absorcdo do farmaco em funcdo do tempo por meio dos
parametros farmacocinéticos: tj,g, tempo de primeira mensuragdao do metronidazol sérico,

Cmax, definida como a concentragdo sérica maxima que o farmaco atinge apds administracao;
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tmax, temMpo necessario para alcancar a Ciax; AUCo, drea sob a curva de concentracao sérica

no tempo t, correspondente a medida da exposicdo do organismo ao farmaco.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

O perfil de dissolucdo in vitro foi avaliado ponto a ponto (Concentracdo X Tempo),
sextuplicata por lote, Andlise de Variancia de Duas Vias Ordindria, seguido de pods teste de
Tukey. O mesmo teste foi realizado para Eficiéncia de Dissolucdo nos tempos 30, 45 e 60
minutos.

Para os parametros de Transito Gastrintestinal (TEG, TTID, TTOC, TID) e
farmacocinéticos (tiag, tmax» Cmax» AUCo), foi realizada estatistica descritiva e os resultados
expressos como média + desvio padrao. As médias foram comparadas utilizando o teste t de
Student pareado (controle X prucaloprida, mesmo voluntdrio).

Os dados foram considerados significativamente diferentes se p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ENSAIOS IN VITRO

4.1.1. CARACTERIZAGAO, ENSAIOS DE DUREZA E FRIABILIDADE.

A comparacdo em 3 lotes foi realizada para mensurar diferencas na caracterizacao
fisica ao comparar comprimidos com dimensdes e massas diferentes, como também, para
mensurar o efeito do marcador magnético presente na formulacdo. Em todos os ensaios,
verificou-se que os lotes apresentaram valores de acordo com os preconizados pela
Farmacopeia (tabela 4).

Tabela 04: Valores médios obtidos para os parametros Farmacotécnicos de produgdo.

Lote Massa Diametro Altura Dureza Friabilidade Revestimento
g mm mm N % %
01 1,004+0,003 12,12+0,01 6,08+0,04 140,3%0,2 0,18 3,5
02 0,705+0,002 12,14+0,01 6,37+0,06 139,8+0,4 0,17 3,5
03 0,303+0,003 9,08+0,01 4,89+0,03 140,710,3 0,11 3,5

Os ensaios com diferentes lotes foram conduzidos de modo a apresentar que as
variagdes dimensionais, de massa e da adicao do marcador magnético na formulacao nao
produzem alteragdes entre os fatores fisicos mensurados. O lote 02 apresenta comprimidos
com massa e dimensdes bastantes diferentes das encontradas em um comprimido comercial
com 100 mg de ativo. Ainda assim, os parametros de dureza e friabilidade se mantiveram
dentro dos limites de especificacdo determinados pela farmacopeia e em comparacdo aos
parametros mensurados para o lote 03 (massa e dimensdes similares a comprimidos
comerciais).

Da mesma forma, a observacdo dos parametros mensurados para o lote 01, com

adicdo de ferrita em sua formulagdo, se apresenta dentro dos limites de especificacdo.
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Contudo, estudos considerando lotes com comprimidos de mesma massa, com
formulacdo contendo ferrita e sem ferrita ndo foram possiveis de realizar, uma vez que a
ferrita é densa e formulagcdes com massa de excipientes equivalente extrapolava o volume
maximo da matriz (cdmara de compressao utilizada). Ademais, a utilizacdo de uma matriz
com camara de maior capacidade, exigiria maior forca de compressdo para produzir
comprimidos com as mesmas dimensdes de diametro e altura.

Assim, os ensaios de caracterizagao corroboram a equivaléncia entre os parametros
avaliados para os comprimidos produzidos com adicdo de marcador magnético e as

formulagbes de padrao comercial.

4.1.2. ESTUDO DO PERFIL DE DISSOLUGCAO (APARATO II)

Os 3 lotes de comprimidos estudados receberam a mesma solucdo de revestimento,
preparados conforme orientacdo do fabricante e com atencdo aos parametros e limites de
especificacdo constantes da farmacopeia. O revestimento consistiu de uma preparacdo de
Opadry® TM, para 3,5% de ganho de peso real, sendo cada lote revestido separadamente,
de forma a normalizar o ganho de peso. Os ensaios foram realizados conforme descrito no
item 3.2.4.5.

As figuras 05, 06 e 07 apresentam os perfis de dissolu¢ao das amostras dos lotes 01,
02 e 03, respectivamente. As curvas de concentracdao foram avaliadas ponto a ponto
(Concentragdao X Tempo), nas seis amostras de cada grupo, comparando os grupos entre si. A
comparacdao entre os lotes 01 e 02 e entre os lotes 01 e 03 apresentou diferenca
significativa, ponto a ponto, com p < 0,0001. A comparacdao entre os lotes 02 e 03 nao
apresentou diferenca significativa para mesma avaliacdo. O tempo para concentracdo

maxima foi o mesmo entre os lotes (t = 6 min).

38

Deivid William Pires



Dissertagdo de Mestrado

Biomag

magnetismo

Metronidazol Liberado (%)

)

o 3 6 9 12 15 18 21 24 21 B

—0O— amostra (1)
—O— amostra (2)
amostra (3)
amostra (4)

= amostra (5)

+  amostra (6)
¢ Média + DP

T T T T T T T T T T T

120 150 180

Tempo (min)

210

50
45 -
40 :
- } 1 I
= 354 4
=
9 30 ~0—
© J
8 25
= b 404
8 20— 354 . + s
g _] 30 op— o—8-—f—0—0—F——p—0-
g 15 S 25
% 41 20
S 104{®
e 104 ‘f‘
5 54 .‘"
| ol<

240 270 300

0— amostra (1
—O— amostra (2

amostra (3

amostra (4

+~— amostra (5)

+ amostra (6)

—&— Média + DP

vvvv

= 1T % 1 & I & . * {5 T ¢
120 150 180

Tempo (min)

Metronidazol Liberado (%)

210

. T
0 o 3 6 o 12 15 18 21 24 27

T & I * I & 1
240 270 300

—0O— amostra (1)
—O— amostra (2)
amostra (3)
amostra (4)

~ amostra (5)
—<— amostra (6)
—&— Média + DP

T X T A T ¥ T ! T ! 1) K T E

120 150 180

Tempo (min)

210

240 270 300

Figura 05: Perfil de dissolucdo e
curva média para o conjunto de
de
produzidos com nucleo de ferrita,
correspondente ao Lote 01.
apresenta em detalhe os primeiros

amostras comprimidos

Inset:

30 minutos de ensaio.

Figura 06: Perfil de dissolugdo e
curva média para o conjunto de
amostras de comprimidos
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apresenta em detalhe os primeiros
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Figura 07: Perfil de dissolugdo e
curva média para o conjunto de
amostras de comprimidos
produzidos sem nucleo de ferrita,
correspondente ao Lote 03. Inset:
apresenta em detalhe os primeiros
30 minutos de ensaio.
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Os resultados das avaliacGes estdo apresentados na tabela 5. As médias foram
comparadas para cada lote, em cada tempo. Médias com letras diferentes em linha
representam diferenca significativa com p < 0,05.

Tabela 05: Perfil de dissolugdo dos lotes de comprimidos. As médias entre os lotes foram
comparadas ponto a ponto (tempo). Lote 01, comprimidos de 12 mm de diametro, massa de 1.000
mg com ferrita na formulagdo; Lote 02, comprimidos de 12 mm de diametro, massa de 700 mg, sem

ferrita na formulagdo; Lote 03, comprimidos de 9 mm de diametro, massa de 300 mg, sem ferrita na
formulagdo. DP = Desvio Padrdo da Média.

Perfil de Dissolugdo in vitro (% Metronidazol liberado)

Tempo Lote 01 Lote 02 Lote 03
(min) Média + DP Média + DP Média +DP
3 6,05 ° 7,56 10,73 ° 11,08 9,91° 11,77
6 21,24 ° 7,88 35,75° 5,07 36,78 ° 3,54
9 22,90 ° 5,81 35,90 ° 4,78 38,65 ° 4,22
12 24,11 ° 4,11 35,81° 4,57 38,43° 4,12
15 25,22 ° 2,68 35,73° 4,77 38,31° 3,97
18 26,15 ° 1,79 35,92° 4,65 38,07° 3,95
21 26,81° 1,58 35,42° 4,24 38,01° 3,66
24 27,08° 1,53 35,18 ° 4,18 37,77° 3,57
27 27,232 1,42 35,21° 4,08 37,51° 3,22
30 27,32° 1,30 35,33° 4,03 37,27° 3,06
45 27,69 ° 1,15 35,26 ° 3,92 37,17° 2,86
60 27,85° 1,06 35,08 ° 3,39 37,01° 2,65
90 27,97 ° 1,08 35,02 ° 3,75 36,89 ° 2,54
120 28,06 ° 1,01 35,12° 4,13 36,69 ° 2,25
150 28,08 ° 0,92 35,43° 3,45 36,67 ° 2,21
180 28,26° 1,13 35,16 ° 3,66 36,51° 2,13
210 28,66 ° 1,33 35,23° 3,53 36,37° 1,86
240 27,95 ° 0,94 34,87° 3,43 36,40° 1,64
300 28,08 ° 0,71 34,50° 3,24 36,20° 1,75

Letras diferentes em linha representam diferenca significativa com p < 0,05.

4.1.2.1.FATORES DE CORRELACAO DO PERFIL DE DISSOLUCAQ

A caracterizacdo de uma forma farmacéutica sélida com base nos parametros
farmacopeicos esta baseada em formula¢des equilibradas em propor¢cdo de farmaco e

excipientes, considerando as necessidades de fluxo, coesdo, adesdo e estabilidade. Dessa
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forma, uma formulag¢do de 1.000 mg, contendo 50% de um marcador magnético de alta
densidade, desperta a necessidade de investigar suas possiveis diferencas ou similaridades
com as formulag¢des convencionais.

Dessa forma, avaliamos os parametros de dissolucdo in vitro segundo os fatores de
diferenca (f1) e de similaridade (f2) proposto por Moore e Flanner (1996), conforme descrito
no item 3.6.1.

A tabela 6 sumariza os valores de f1 e f2 nas comparacdes entre os lotes. Em cada
comparac¢do, os fatores sdo calculados apresentando uma formulagdo como teste (Tt) e
outra como referéncia (Rt).

Tabela 6: Fatores de diferenca e similaridade em comparacdo aos lotes 01, 02 e 03. As siglas Tt e Rt
indicam lote teste e lote de referéncia respectivamente. Lote 01, comprimidos de 12 mm de
diametro, massa de 1.000 mg com ferrita na formulacdo; Lote 02, comprimidos de 12 mm de
diametro, massa de 700 mg, sem ferrita na formulacdo; Lote 03, comprimidos de 9 mm de didametro,
massa de 300 mg, sem ferrita na formulagdo.

Tt Rt fi f2
Lote 01 Lote 02 24 53
Lote 01 Lote 03 28 49
Lote 02 Lote 03 5 84

De acordo com as orientacdes emitidas pelas 14 autoridades reguladoras
apresentadas no estudo de Diaz et al., 2016, os valores f1 até 15 (0 - 15) e f2 valores
superiores a 50 (50 - 100) garantem a igualdade ou equivaléncia dos dois perfis.

O estudo expde que ha fatores de diferenca, f1 > 15, nas comparacdes entre os lotes
01 X 02 e 01 X 03 e de ndo existir diferenca entre os lotes 02 X 03, f1 < 15. Esse resultado
presume que a adicdo de ferrita na formulacdao pode promover diferencas na dissolucdo do
comprimido teste, uma vez que as variacbes de massa e dimensdao nao registraram

diferencas (lote 02 X 03).
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A andlise do fator f2, contudo, constata f2 > 50 entre os lotes 01 X 02, fator que
caracteriza que os perfis de dissolu¢ao sdo similares. Assim, essa analise permite dizer que a
adicdo de ferrita ndo traduz diferenca no perfil de dissolucao.

Para comparacao entre os lotes 02 X 03 os fatores f1 e f2 ndo apresentam diferenca
(f1 < 15) e apresentam similaridade (f2 > 50), caracterizando que o perfil de dissolucdo ndo
difere entre esses lotes.

Corrobora a diferenca entre os lotes, as concentragcdes mdaximas de dissolucao entre
formulagdo com e sem ferrita. Contudo, o fator f2 > 50, indica uma semelhanca global entre
os perfis de liberagdo do metronidazol.

Além das analises pelos fatores de diferenca e de similaridade propostos por Moore e
Flanner (1996), uma forma alternativa de avaliar o perfil de dissolucao foi proposta por Khan
e Rhodes (1972), denominada como Eficiéncia de Dissolugdo. O método estd descrito no
item 3.6.1.

A tabela 7 apresenta as médias avaliadas em 3 tempos diferentes, entre o inicio da
dissolucdo até um tempo ap6s a concentracdao maxima obtida. Notadamente, a eficiéncia de
dissolucdo para os tempos analisados apresentou significativa diferenca entre os lotes com e
sem ferrita na formulacdo, corroborando as analises anteriores de que a adicdo de ferrita na

formulacgdo alterou o perfil de dissolugdo.
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Tabela 7: Quantificacdo das médias no parametro de eficiéncia de dissolugdo para cada lote de
comprimidos. As compara¢des foram feitas nos tempos 30, 45 e 60 minutos, entre o inicio da
dissolucdo e apds o registro da concentracdo maxima. Lote 01, comprimidos de 12 mm de diametro,
massa de 1.000 mg com ferrita na formulacdo; Lote 02, comprimidos de 12 mm de diametro, massa
de 700 mg, sem ferrita na formulacao; Lote 03, comprimidos de 9 mm de diametro, massa de 300
mg, sem ferrita na formulagdo. DP = Desvio Padrdao da Média.

Eficiéncia de Dissolucdo (%)

Lote 01 Lote 02 Lote 03
Tempo (min)
Média +DP Média +DP Média +DP
30 7,99 ° 0,88 8,96 ° 0,34 9,09 ° 0,49
45 12,99 ° 0,88 14,05 ° 0,37 14,22° 0,51
60 18,03 ° 0,86 19,12° 0,38 19,34 ° 0,54

Letras diferentes em linha representam diferenca significativa com p < 0,05.

Os ensaios in vitro realizados tiveram por motivacdo demonstrar a equivaléncia entre
os comprimidos teste (com adicdo de ferrita na formulagdo) utilizados e comprimidos
convencionais, uma vez que o marcador magnético deve ser incorporado a formulacao para
possibilitar seu mapeamento no Trato Gastrintestinal.

Embora as avaliacdes tenham demonstrado diferencas significativas entre os perfis
dos lotes estudados, através de avaliagOes estatisticas, o fator de similaridade, ainda que
préximo do limite inferior, caracterizou os lotes como similares. E importante resgatar, que
f2 = 50, limite inferior, esta vinculado a uma variagdo maxima de 10% entre os lotes.

Essas variacOes, especialmente aquelas em relacdo a concentracdo maxima de
metronidazol dissolvido ser menor no lote 01, podem estar associadas a um arraste de
material aderido aos granulos de ferrita. Duas ocorréncias experimentais chamaram atencao
durante o estudo: 1, ainda que com agitacdo no aparato Il, uma pequena quantidade de
precipitado se formou na base do vaso de dissolugdo; 2, todas as amostras coletadas (lotes

01, 02 e 03) foram centrifugadas antes de serem filtradas para andlise por cromatografia,
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uma vez que a ferrita causava entupimento do filtro e impedia o processo. Assim, em todas
amostras do lote 01 foi possivel observar um pequeno pélete no fundo do tubo.

Dessa forma, é importante atentar para possibilidade de alguma porcdo de
Metronidazol ndo ter sido dissolvida por estar aderida a ferrita. Assim, novos estudos
modificando parametros nessas etapas, poderiam apresentar novos fatos sobre esses
fatores ndo controlados e, eventualmente, ensaios in vivo de equivaléncia poderiam

demonstrar variagdes sobre isso.

4.2.ENSAIOS IN VIVO

Considerando os efeitos colocinéticos e possiveis efeitos procinéticos conhecidos da
Prucaloprida (PRIEM et al., 2012; QUIGLEY et al., 2012; KESSING et al.,2014) na regido proximal
do tubo digestério, foram investigados os efeitos fisioldgicos do tratamento e suas relagdes
de interferéncia na Biodisponibilidade do Metronidazol, farmaco utilizado como marcador

farmacocinético neste estudo.

4.2.1. EFEITO DO TRATAMENTO POR PRUCALOPRIDA NO TRANSITO
GASTRINTESTINAL
Utilizando um BAC monossensor, foram tomados registros de sinal magnético nas
regides de projecdo gastrica e do célon proximal, para determinar os parametros de Tempo
de Esvaziamento Gastrico (TEG) e de Tempo de Transito Oro-Cecal (TTOC), sendo assim, por
consequéncia, determinado o tempo de transito segmentar (TTID, Tempo de Transito do

Intestino Delgado). A figura 08 apresenta as médias dos tempos de transito mensurados em
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cada ensaio, onde se pode notar diferenca significativamente pronunciada no efeito do

tratamento sobre o TEG. As quantificacdes estdo apresentadas na tabela 8.
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Figura 08: Tempo de transito do material ferromagnético em diversos seguimentos do Trato
Gastrintestinal mensurados a partir do BAC Monosensor. A - Tempo de Transito gastrica (TEG). B -

Tempo de Transito no intestino delgado (TTID). C - Tempo de Transito Oro-Cecal (TTOC).
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Tabela 8: Quantificagdo das médias para os parametros de Transito Gastrintestinal. TEG = Tempo de
Esvaziamento Gastrico; TTID = Tempo de Transito do Intestino Delgado; TTOC = Tempo de Transito
Oro-Cecal; DP = Desvio Padrao da Média. Valores expressos em minutos.

Voluntério Placebo Prucaloprida

TEG TTID TTOC TEG TTID TTOC

1 90 90 180 60 60 120

2 105 45 150 75 45 120

3 75 135 210 45 45 90

4 90 150 240 60 30 90

5 90 90 180 75 75 150
Média 90° 102° 192° 63° 51° 114°
DpP 11 42 34 13 17 25

Letras diferentes em cada parametro representam diferenca significativa com p < 0,05.

Os registros de TEG demonstram o forte efeito da prucaloprida na fisiologia do TGl e,
embora ainda ndo existam claras referéncias de sua a¢cdo no estbmago, pode-se presumir
uma possivel coordenacdo antro-piloro-duodenal, capaz de propelir mais rapidamente o
material ingerido no sentido aboral. Registros de efeitos pronunciados ja foram
apresentados anteriormente por Bouras et al., 2001, com significativa reducdo sobre o TEG
em pacientes com constipagao crénica.

Consequentemente, a redugdo no TEG se sobrep®e a mensuragao do TTOC, que
também apresentou significativa reducdo sob efeito de Prucaloprida. Contudo, ao
observarmos o TTID, podemos notar que nado ocorreu variacao significativa sob efeito do
tratamento. Assim, ndo foi registrado nenhum efeito da Prucaloprida sobre o transito
segmentar (intestino delgado).

A figura 09 apresenta o estudo de transito do comprimido marcado para o voluntario
02. Pode-se visualizar na apresentacdo as indicacdes do TEG e TTOC nas duas fases do

ensaio.
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Figura 09: Perfil de Transito Gastrintestinal para o voluntario 02. A curva cinza apresenta o ensaio
sob tratamento com o Placebo. A curva em verde, o ensaio sob tratamento com Prucaloprida. TEG
(Tempo de Esvaziamento Gastrico); TTOC (Tempo de Transito Oro-Cecal).

A luz dessas informacdes, pode-se, portanto, presumir que os efeitos mais
significativos da Prucaloprida ocorrem no estdmago e no célon e, por conseguinte, outros
trabalhos que mensurem de maneira mais abrangente efeitos dose-dependente sobre a
atividade de contracdo nesses segmentos, podem colaborar no entendimento dos

mecanismos que regulam sua a¢do no estdbmago.

4.2.2. DESINTEGRACAO DE COMPRIMIDOS IN VIVO (BAC)
Utilizando um BAC Multissensor, foi monitorado o Tempo de Inicio da Desintegracao
(TID), caracterizado pelo tempo em segundos para que ocorra o inicio da desintegracdo do
comprimido, através da inspecdo visual da aquisicdo de sinais magnéticos do voluntdrio,
conforme ilustrado na figura 10. A tabela 9 sumariza os valores obtidos para cada voluntario,

nas duas etapas, e suas respectivas médias e desvio padrao.
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Figura 10: Aquisicdo de sinal magnético do voluntario 02, sob tratamento com Prucaloprida. A seta
indica o0 momento em que ocorre a Desintegracdo do comprimido magnético, determinada por
inspegao visual da abertura do espectro de sinal em virtude do espalhamento da ferrita no limen
gastrico.

Tabela 9: Quantificacdo das médias no parametro de Tempo de Inicio de Dissolucdo para cada
tratamento. DP = Desvio Padrdao da Média.

Tempo de Inicio da Desintegracao (TID, minutos)

Voluntarios Placebo Prucaloprida
1 12,3 10,2
2 14,7 7,3
3 9,6 7,3
4 8,5 9,5
5 9,0 9,6
Média + DP 11+26° 8,8+14°

Letras diferentes em linha representam diferenca significativa com p < 0,05.

A comparacdo entre as médias dos grupos demonstra que ndao houve diferenca
significativa no TID dos comprimidos revestidos (p > 0,05). Isso sugere que a administracdo
da prucaloprida ndo interferiu nos processos de desintegracdo do comprimido.
Supostamente, os efeitos do fdrmaco no estdmago que levaram a diminuicdo do TEG podem
ndo ter gerado modificacdes na frequéncia e forca de contracao, uma vez que poderiamos

supOs que o aumento desses pardametros poderia influéncia mais efetivamente sobre o TID.
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Dessa forma, conforme jd mencionado anteriormente, este registro aponta a necessidade de
realizacdo de outros experimentos que possam ilustrar indicios dos mecanismos modificados

pelo efeito da Prucaloprida no estémago.

4.2.3. INFLUENCIA DA PRUCALOPRIDA NA BIODISPONIBILIDADE DO
METRONIDAZOL

A biodisponibilidade é um parametro que expressa a quantidade de farmaco
absorvido, ou seja, a extensdao da absor¢do atingida apds administracdo da dose, que esta
relacionada a velocidade do processo de absorcdo (BRASIL, 2010).

Notadamente, a biodisponibilidade pode ser modificada por variagcdes na motilidade
do trato gastrintestinal, uma vez que esses parametros influenciam diretamente o tempo de
residéncia segmentar e, por conseguinte, a exposicdo a superficie de absor¢do com
diferentes valores de pH (QUIGLEY et al., 2012). Assim, conforme jd determinado neste
trabalho, uma variacdo significativa no TEG ou no TTID podem causar variac¢oes significantes
na biodisponibilidade de um farmaco.

A figura 11 apresenta o perfil de concentracao em fungdo do tempo para o voluntario
01. Note que ao receber o tratamento por prucaloprida, ocorreu uma diminuicdao no tempo

de inicio da absorgdo (ti,g) € no tempo para Concentragdo Maxima (tmax)-
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Figura 11: Perfil de concentragdo de Metronidazol para o voluntdrio 01. A curva com circulos abertos
apresenta o perfil de concentragdo para o ensaio feito com Placebo. A curva com o quadrado aberto
apresenta o perfil para o ensaio sob tratamento com Prucaloprida. Insert: apresenta em detalhe os
primeiros 30 minutos de ensaio.

A diminuicdo significativa nos parametros de tempo de inicio da absorgao (tj,g, figura
12, painel [A]) e o tempo de concentracdo maxima (tmay, figura 12, painel [B]), no tratamento
com Prucaloprida, pode ser explicada pela significativa diminuicdo no TEG e consequente
vantagem na exposicao a superficie de absorcdo intestinal mais precoce. Entretanto, o
parametro de concentracdo maxima (Cmax, figura 12, painel [F]) ndo apresentou aumento
significativo no tratamento com Prucaloprida, uma vez que a quantidade de farmaco

ofertada foi idéntica.
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Ao avaliar o pardmetro de Area Sob a Curva (AUC), em diferentes intervalos, foi
possivel observar que ocorreram modificagcdes significativas na quantidade de farmaco
absorvido para AUCy 3 (figura 12, painel [C]), AUCq.¢o (figura 12, painel [D]) e AUCq.3qo (figura
12, painel [E]). O tratamento com Prucaloprida influenciou significativamente a taxa de
farmaco absorvido. Esse fato, pode estar envolvido ao rdpido esvaziamento gdstrico e
exposicdo a ampla superficie de absorgdo intestinal. A tabela 10 sumariza a distribuigdo e

médias para os parametros farmacocinéticos.

Tabela 10: Tempos do inicio da Desintegra¢cdo do comprimido (TID) e transito da ferrita no Trato
Gastrintestinal (TTOC) e Tempo para inicio da Absor¢do (t,,) e Concentragdo maxima do farmaco
Metronidazol (t,..,x). Todos os dados estdo expressos em minutos.

Voluntério 1 2 3 4 5 Média oP

tiag 18 18 21 12 15 17° 3

tmax 120 120 90 90 90 102° 16
% Crnax 2,13 2,13 2,19 2,15 2,17 2,15° 0,24
é AUCy.30 5,70 1,24 4,91 4,05 3,77 3,93° 1,69
AUCyg 37,33 29,77 43,20 38,12 35,64 36,81° 4,84

AUCo3q0 | 467,37 | 473,41 | 441,49 | 447,52 | 470,02 | 459,96° | 14,43

b

tiag 15 9 9 12 9 11 3

© tmax 60 15 30 45 60 42" 20
il
— a
s Crnax 2,15 3,28 2,12 2,11 2,05 2,34 0,52
o
§ AUCo3 | 15,02 48,04 18,89 23,68 29,47 27,02° 12,93
—
a

AUCoqo = 74,87 86,54 90,44 87,74 79,94 83,91° 6,36

AUC.300 571,77 519,43 511,49 540,24 529,07 534,40 ° 23,49

Letras diferentes em cada parametro representam diferenca significativa com p < 0,05.
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Figura 12: Quantificacgdo do parametros farmacocinéticos da curva de concentragdo sérica de
metronidazol, Placebo X Prucaloprida. [A] t,; (tempo que ocorre o inicio da absor¢do); [B] tmax
(tempo que ocorre a concentracio maxima); [C] AUC,3, (Area sob a curva da concentracdo no
intervalo de 0 a 30 minutos); [D] AUCy. (Area sob a curva da concentragdo no intervalo de 0 a 60
minutos); [E] AUCy300 (Area sob a curva da concentracdo no intervalo de 0 a 300 minutos); [F] Crax
(Concentracdo maxima registrada.
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Na figura 13 estdo ilustradas as curvas médias da liberagdo durante o ensaio de
dissolucdo (in vitro, curva azul) e as curvas de concentracdo sérica do metronidazol (in vivo,
placebo = curva tracejada, Prucaloprida = curva continua). Nessa figura, podemos observar
as diferencas entre os perfis de dissolucdo e de absorcdo, bem como a influéncia do
tratamento por Prucaloprida na biodisponibilidade do Metronidazol.

Conhecer a correlacdo entre esses perfis é fundamental para a avaliacdo da eficdcia de

um comprimido, considerando o projeto terapéutico necessario em cada tratamento.
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Figura 13: Perfis médios de concentragdo do Metronidazol: dissolugdo in vitro e Biodisponibilidade in

vivo.
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5. CONCLUSAO

Os ensaios farmacotécnicos realizados para determinar a equivaléncia entre comprimidos
com adicdo de ferrita na formulacdo (lote 01) e comprimidos convencionais (lotes 02 e 03)
apresentaram diferencas no perfil de dissolucdo in vitro entre os lotes estudados. As avaliacdes do
perfil de dissolucdo foram estudadas em 3 situagdes: avaliacdo estatistica das médias de
concentracdo de MT ponto a ponto (tempo), avaliacdo dos fatores de diferenga (f1) e similaridade
(f2), proposto por Moore e Flanner (1996), e avaliagdo da eficiéncia de dissolucdo (ED), proposto por

Khan e Rhodes (1972).

Segundo essas avaliacdes, o perfil de dissolugao in vitro foi significativamente diferente entre
os lotes estudados, com diferencas pronunciadas na concentragao de dissolucdo do MT e no modelo
exponencial de dissolucdo no intervalo de 0 a 30 minutos. Essas diferencas, foram igualmente
mensuradas pelo estudo de ED, mesmo considerando se tratar de uma razdo entre as proporg¢des de

MT absorvido.

Contudo, o fator de similaridade, f2, proposto por Moore e Flanner (1996) caracterizou os
perfis de dissolu¢gdo como similares (f2 = 53). Isso se deve ao fato de f2 ser uma transformacgao
logaritmica e indicar a medida da semelhanga percentual global de dissolugao entre os dois perfis
(DIAZ et al., 2016). Assim, com uma diferenca maxima de 10%, os lotes 01 e 02 sdo considerados
similares na avaliagcdo das agéncias reguladoras. Isso posto, podemos considerar que a adicdo de
marcador magnético na formulacdo ndo levou a diferengas na caracterizacdo farmacotécnica dos

comprimidos.

A Prucaloprida, em dose de 1 mg, apresentou efeitos significativos no Transito Gastrintestinal
e em parametros da biodisponibilidade do Metronidazol (MT), entretanto, ndo alterou o processo de

desintegracao do comprimido teste.
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Os ensaios in vivo determinaram significativa aceleragdo no Tempo de Esvaziamento Gastrico
(TEG), mensurada por um dispositivo BAC monossensor durante 5 horas de registro magnético e

mudanca significativa na biodisponibilidade do metronidazol.

Os efeitos pronunciados sobre o TEG promoveram a rdpida exposicdo do conteudo gastrico
ao intestino delgado e, dessa forma, alterou significativamente a taxa de absor¢do do MT,
determinada pela diminuicdo no tempo de concentragdo maxima (t..x) e pelo favorecimento na
extens3o de absorcdo (quantidade de MT absorvido), registrado pela Area Sob a Curva no periodo de

avaliagdo (ASCq.300)-

Esses ensaios fortalecem a elegibilidade de utilizagdo dos dispositivos BAC para avaliar
parametros fisiolégicos de funcionamento do TGl e suas consequéncias no processo de
desintegracdo de comprimidos magnéticos no estdmago, sendo importante resgatar o fato de

realizar monitoramento em tempo real, de forma ndo invasiva e indcua.
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