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RESUMO

RUBERLAN, O.S. Desenvolvimento de comprimidos de liberacdo prolongada
de nimesulida contendo ferrita para avaliagdo do transito gastrintestinal por
meio de técnica biomagnética. Sdo Paulo, 2017. 116f. Dissertacdo de Mestrado
- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2017.

As Formas Farmacéuticas de Liberacdo Prolongada (FFLP) tém sido uma
alternativa eficaz na terapia, pois proporcionam maior adesdo do paciente ao
tratamento em funcdo da reducéo da frequéncia de dosagem ao longo do dia, sendo
sua principal caracteristica, a modulacdo da liberacdo/dissolugcdo do farmaco.
Entretanto, esta etapa pode ser influenciada por diferentes fatores, dentre eles: os
fisico-quimicos relacionados ao farmaco; os farmacéuticos, principalmente
relacionados aos excipientes empregados e as técnicas de obtencdo da forma
farmacéutica (FF) e os fisiolégicos do trato gastrintestinal (TGI), como por exemplo, o
pH dos liquidos do TGI, o tempo de esvaziamento gastrico, a motilidade intestinal,
entre outros. Desse modo, a avaliagdo do transito da FF no TGI, apés a sua
administracdo, permite uma melhor compreensdo dos fatores que podem afetar as
etapas de liberacdo/dissolugcdo do farmaco in vivo. Dentre as técnicas empregadas
com esse objetivo, destacam-se: a cintilografia e os métodos biomagnéticos. A
Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) é um método biomagnético que tem
se mostrado promissor para este tipo de estudo, por ser ndo invasivo, portatil, livre de
radiacdo ionizante, e por apresentar acuracia e versatilidade. Diante do exposto, o
presente trabalho teve como objetivos, desenvolver e caracterizar sob o aspecto
biofarmacotécnico in vitro, um sistema de liberacdo prolongada contendo nimesulida
(farmaco-modelo) e marcador magnético (ferrita), visando obtencédo de ferramenta
para avaliacdo do transito gastrintestinal por meio de técnica biomagnética. Para isto
foram desenvolvidas quatro formulagdes de comprimidos de liberagcdo prolongada
contendo nimesulida, ferrita e diferentes concentracdes de hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC): NF1 (30% HPMC); NF2 (23% HPMC); NF3 (17% HPMC) e NF4 (10%
HPMC). Essas foram avaliadas quanto ao comportamento de dissolugcédo por meio de
ensaios com aparato 4 e avaliacao da cinética e da eficiéncia de dissolucdo (ED%).
Posteriormente, estudos biomagnéticos, in vitro e in vivo, foram conduzidos com

emprego da técnica de BAC para a formulagdo selecionada. Os resultados obtidos
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mostraram que as 04 formulagbes desenvolvidas apresentaram porcentagens de
dissolucéo distintas em funcéo das diferentes concentra¢cées de HPMC (NF1 = 13,2%;
NF2 = 40,1%; NF3 = 725% e NF4 = 91,5%). A formulagdo NF4, com menor
concentracdo de HPMC, foi escolhida para os estudos por meio de BAC em func¢éo
dos resultados de ED% (54,3%) e por apresentar comportamento mais proximo de
uma formulacédo de liberacdo prolongada. Em relacdo aos resultados de BAC in vitro,
destaca-se que a formulacdo NF4 (10%HPMC) apresentou aumento de area
magnética de forma independente do pH do meio, sugerindo que a
hidratagcdo/intumescimento da HPMC independe do pH. Em relacdo a avaliacdo do
transito intestinal (estudo in vivo) foram obtidos os seguintes dados: Tempo médio de
Residéncia Gastrica (TTR) — 89 minutos; Tempo médio do Transito Orocecal (TTO) —
313 minutos e Tempo médio do Transito Intestinal (TTI) - 224 minutos. Os dados de
BAC in vivo permitiram observar que o aumento de area magnética atingiu um platé
em cerca de 80 minutos apés a administracdo da formulacdo NF4. A comparacao dos
dados de BAC in vitro e BAC in vivo, relacionados ao transito gastrintestinal, indica
que a formulacdo NF4, ap6s apresentar o apice de intumescimento, foi capaz de
manter sua estrutura permanente ao longo do TGI, favorecendo assim a liberagéo
modulada do farmaco. Os resultados obtidos demonstraram que a formulacéo
desenvolvida foi eficiente para avaliar e caracterizar o transito no TGl por meio da
técnica de BAC e também permitiram uma estimativa do comportamento do farmaco
em relagdo a solubilidade em cada por¢cdo do TGI, proporcionando assim uma

ferramenta adequada para avaliagdo do transito do TGl e desenvolvimento de FFLP.

Palavras-chave: Biomagnetismo, BAC, sistemas matriciais, liberagéo

prolongada, nimesulida, aparato IV.
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ABSTRACT

RUBERLAN, O.S. Development of prolonged release tablets of nimesulide
containing ferrite for evaluation of gastrointestinal transit by means of
biomagnetic technique. S&o Paulo, 2017. 116f. Master's Degree Dissertation -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, University of S&o Paulo, S&o Paulo,
2017.

Extended Release (ER) dosage forms have been an effective alternative in
therapy, since they provide greater patient adherence to treatment as a function
of the reduction of the frequency of dosing throughout the day, its main
characteristic being the release / dissolution modulation of the drug. However,
this stage can be influenced by different factors, among them: the physical and
chemical related to the drug; the pharmacists, mainly related to the excipients
employed and the techniques of obtaining the form dosage and the
physiological ones of the gastrointestinal tract (Gl tract), as for example, the pH
of the liquid of the GI tract, gastric emptying time, intestinal motility, among
others. Thus, assessment of dosage forms transit in Gl tract after its
administration allows a better understanding of the factors that may affect the
drug release / dissolution steps in vivo. Among the techniques used for this
purpose, the following stand out: scintigraphy and biomagnetic methods.
Alternating Current Biosensiometry (ACB) is a biomagnetic method that has
shown promise for this type of study, since it is non-invasive, portable, free of
ionizing radiation, and because of its accuracy and versatility. In view of the
above, the aim of this work was to develop and characterize a sustained
release system containing nimesulide (study drug) and magnetic marker (ferrite)
under the in vitro biopharmaceutical aspect, aiming to obtain a tool to evaluate
the Gl tract transit through means of biomagnetic technique. For this, four
formulations of extended release tablets containing nimesulide, ferrite and
different concentrations of hydroxypropylmethylicellulose (HPMC): NF1 (30%
HPMC) were developed; NF2 (23% HPMC); NF3 (17% HPMC) and NF4 (10%
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HPMC). These were evaluated for dissolution behavior by apparatus 4, assays
and kinetics and dissolution efficiency (ED%). Subsequently, biomagnetic
studies, in vitro and in vivo, were conducted using the ACB technique for the
selected formulation. The results showed that the formulations developed
showed different percentages of dissolution as a function of the different
concentrations of HPMC (NF1 = 13.2%, NF2 = 40.1%, NF3 = 72.5% and NF4 =
91.5%). The NF4 formulation, with a lower concentration of HPMC, was chosen
for the ACB studies as a function of ED% results (54,3%) and because of the
behavior of a sustained release formulation. In relation to the in vitro ACB
results, the NF4 formulation (10% HPMC) showed an increase in magnetic area
independently of the pH of the medium, suggesting that the HPMC hydration /
swelling is independent of pH. In relation to intestinal transit evaluation (in vivo
study) the following data were obtained: Mean Time of Gastric Residency (TTR)
- 89 minutes; Mean Time of Orocecal Transit (OCTT) - 313 minutes and Mean
Time of Intestinal Transit (TTI) - 224 minutes. ACB data in vivo showed that the
increase in magnetic area reached a plateau in about 80 minutes after
administration of the NF4 formulation. Comparison of in vitro ACB and ACB
data in vivo, related to gastrointestinal transit, indicates that the NF4
formulation, after showing the swelling apex, was able to maintain its permanent
structure throughout the Gl tract, thus favoring the modulated release of the
drug. The obtained results demonstrated that the developed formulation was
efficient to evaluate and characterize the transit in the Gl tract by means of the
ACB technique and allowed a prediction of the behavior of the drug in relation to
the solubility in each portion of the Gl tract, thus providing a suitable tool for
evaluation of the Gl tract transit and the development of sustained release

formulation.

Key words: Biomagnetism, BAC, matrix systems, sustained release, nimesulide,

apparatus IV.
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1. INTRODUCAO

A populagéo, de um modo geral, tem uma maior aceitacdo para as
formas farmacéuticas de administracdo oral, principalmente as formas
farmacéuticas solidas. Esta popularidade se deve a maior facilidade de
administragdo, de transporte e de armazenamento destas formas
farmacéuticas (AULTON, 2005; SILVA, 2014; GITTINGS, 2013).

Os comprimidos s&@o produzidos principalmente como dois tipos de
sistemas de liberacdo: convencional (liberagdo muito rapida, rapida) e liberacédo
modificada. Os comprimidos de liberacdo convencional tém na formulagéo
adjuvantes com a finalidade de permitir rapida liberacdo do farmaco com o
objetivo de garantir a adequada concentracdo plasmatica do mesmo em um
curto periodo de tempo. Por sua vez, dentre os sistemas de liberagdo
modificada, destacam-se os comprimidos de liberacdo prolongada, que tém
como caracteristica proporcionar a liberagdo do farmaco de forma gradativa, o
que deve permitir assim, a manutengdo dos niveis plasmaticos do farmaco ao
longo do tempo, dentro de uma faixa terapéutica, diminuindo a necessidade de
vérias administragfes durante o dia. As estratégias farmacotécnicas para
modular a liberagdo do farmaco nestas formulagdes séo: sistemas matriciais
(utilizacao de polimeros naturais ou agentes formadores de matriz), sistemas
revestidos (em formas de pellets ou revestimentos gastrorresistentes) e de
bomba osmoética (MARCOLONGO, 2003; LANZILLOTTI, 2012; ANSEL et al.,
2007; AULTON, 2005).

Os sistemas matriciais sdo os mais utilizados para modular a liberacéo do
farmaco em Formas Farmacéuticas de Liberacdo Modificada (FFLM). Estes
sdo produzidos por meio de matrizes inertes, hidrofilicas ou hidrofobicas
(SPRECIGO, 2006; MARCOLONGO, 2003). A Hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) é uma matriz hidrofilica que esta entre as mais utilizadas obter formas
farmacéuticas de liberagéo prolongada (FFLP) e apresenta algumas vantagens

como, a facil utilizagdo para obtencdo de comprimidos por compresséo direta, a
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baixa influéncia do pH do meio sobre sua capacidade de liberagdo do farmaco,
além de néo ser toxica (SIEPMANN, 2012).

Os comprimidos de liberag&o prolongada, objeto de estudo deste trabalho,
tem como caracteristica liberar o farmaco gradativamente ao longo do Trato
Gastrintestinal (TGI) humano, mantendo-o em niveis terapéuticos no sangue
(ANSEL, 2005). Assim, a velocidade de liberacdo, ou dissolucdo, do farmaco
nos liquidos biolégicos, a partir da forma farmacéutica, e a sua absorgéo, sao
os fatores determinantes da manutencdo desses niveis terapéuticos e da
magnitude da resposta (GITTINGS, 2013; SHARGEL, YU, 2012; STORPIRTIS,
2011; ANSEL, 2000). As etapas de dissolugdo/liberacéo e absor¢céo do farmaco
podem sofrer influéncia de inumeros fatores, dentre eles destacam-se: os
farmacéuticos, relacionados a forma farmacéutica, excipientes e tecnologia de
obtencéo; os fisico-quimicos, relacionados ao farmaco e os fatores fisiologicos,
que, no caso da administracdo oral, estdo especialmente relacionados as
caracteristicas do TGl (DIAMANT, 1997; BOLOGNESI, 2008; BITAR 2014).

O TGI humano é um meio complexo, que apresenta diferengas regionais
extremamente acentuadas. Varios fatores fisiolégicos do TGI podem influenciar
a absorcdo dos farmacos, como: superficie de absorcdo; pH, composi¢do e
volume dos liquidos do TGlI; influéncia dos alimentos; presenca de sais biliares;
presenca de enzimas; mecanismo de transporte através das membranas das
células do TGI; metabolismo pré-sistémico; motilidade e transito no TGI
(AMIDON, BERMEJO, 2003; MACHERAS, ARGYRAKIS, 1997).

A motilidade é uma das fungdes basicas do TGl, que € caracterizada pela
capacidade de contragdo e relaxamento da musculatura do tubo digestivo,
sempre com a inten¢éo de misturar e propelir o bolo alimentar ao longo do TGl
(CAMILERI, 2006). O transito do medicamento no TGI, que compreende a
passagem do medicamento através do es6fago, estdmago, intestino delgado e
colon, pode ter impacto consideravel na dissolugdo e na absor¢cdo do farmaco.
O intestino delgado é a porgédo do TGI onde ocorre absorcdo da maioria dos
farmacos e nesta porgéo, o tempo de transito varia entre 3,0 a 4,5 horas em
individuos sadios (SHARGEL; YU, 2005; WILSON, 2000; SJOGREN, 2014).
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Desta forma, tanto o tempo de residéncia gastrica, assim como o tempo de
permanéncia no intestino delgado e grosso, séo determinantes na dissolugéo e
absorgdo dos farmacos e podem ter impacto na biodisponibilidade do mesmo
(SJOGREN, 2014, HILA et al., 2006). Tais parametros sao sobretudo
importantes para as FFLM, como as FFLP (ASHFORD, 2005b; CHARMAN et
al., 1997).

Embora as FFLP, na forma de comprimidos, sejam apresentacdes
relativamente simples, h& um grande desafio envolvido em seu
desenvolvimento, uma vez que a biodisponibilidade do farmaco, veiculado
nesta FF, dependera fundamentalmente da adequada liberacao/dissolucao
(SHARGEL, YU, 2012; ANSEL, 2005). Assim sendo, o sucesso das FFLP
depende de um adequado desenvolvimento que deve considerar o impacto dos
varios aspectos supracitados, nos processos de liberagdo e absor¢do, como
por exemplo, o tempo em que a FF reside ou transita em cada parte do TGl, as
diferengas anatbmicas de cada regido e os diferentes pH dos liquidos
fisioldgicos (AUGUSTIINS, 2014; LENNERNAS, 2014). Portanto, estudos que
permitam melhor compreenséo em relagéo a liberacdo/dissolucao do farmaco e
ao transito das FFLP tornam-se imprescindiveis. A avaliagdo do
comportamento de dissolugdo pode ser realizada por meio de ensaios de
dissolugéo in vitro, que tem como premissa basica a utilizacao de solu¢des que
apresente relevancia fisioldgica, sendo usual trabalhar dentro de uma faixa de
pH entre 1,2 a 6,8 (BRASIL, 2010).

H& pelo menos sete tipos de aparatos, referenciados nas diferentes
farmacopeias, propostos para a realizacdo dos ensaios de dissolu¢do. Os
aparatos 1 e 2 sdo os mais empregados, sobretudo para sistemas de liberacéo
convencional. Entretanto, para FFLM, os aparatos 1 e 2 tém emprego limitado,
e nestes casos, 0s aparatos 3 e 4 sdo 0os mais apropriados devido uma melhor
correlacdo com as condic¢des in vivo, especialmente o aparato 4. Este aparato
tem sido indicado para a avaliagcdo de diferentes FFLM, como, dispositivos de
liberagdo subcuténea, stent, formas farmacéuticas de liberagdo retardada
(FFLR) e FFLP, em funcdo das seguintes caracteristicas: facilidade de manter

condigdes sink para farmacos de baixa solubilidade, por possibilitar o emprego
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de volumes infinitos de meio de dissolugdo; comodidade de poder variar o pH
do meio de dissolugdo em um Unico ensaio, sem que haja necessidade de
remocdo da FF do sistema; permite avaliar diferentes sistemas de liberagéo;
evita a evaporacdo do meio, uma vez que as células sdo mantidas
completamente fechadas, reduzindo assim, erros experimentais e,
principalmente, por possibilitar condicdes de ensaio muito semelhantes com
aquelas que sdo observadas in vivo, como fluxo do liquido que passa através
das FFs e condi¢des hidrodindmicas, o que permite a obtencdo de perfis de
dissolugéo mais preditivos (LANGENBUCHER, 1989; FOTAKI et al.,2009).

Os estudos do comportamento de transito das FFs, especialmente as
FFLP, durante seu trajeto no TGI, por sua vez, tém sido de grande relevancia
para o desenvolvimento farmacotécnico. Estes tém sido realizados por meio de
diferentes técnicas, como, a esofagografia baritada, esofagogastroscopia, a
manometria esofagica, a cintilografia e técnicas biomagnéticas (CORA, 2008;
ANDREIS, 2010; KLEIN, 2013). Dentre as técnicas biomagnéticas
empregadas, destacam-se: os Dispositivos Supercondutores de Interferéncia
Quéntica (SQUID), os Sensores Anisotrépicos Magneto-Resistivos (AMR), a
Ressonancia Magnética (MRI) e a Biosusceptometria de Corrente Alternada
(BAC) (CORA, 2010; Bolognesi, 2008; CORA, 2008).

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) € uma técnica
promissora que apresenta vantagens como, melhor relagdo custo/beneficio,
portabilidade, boa relagdo sinal/ruido, sensibilidade adequada para permitir o
estudo do transito no TGI e por ndo ser invasiva, além de ndo necessitar de
ambiente blindado (WEITSCHIES, 2012; OLIVEIRA, 2010; CORA, 2010).

Assim, considerando as questdes supracitadas, o presente trabalho teve
por objetivo desenvolver e caracterizar, sob o aspecto biofarmacotécnico in
vitro, um sistema de liberagdo prolongada contendo nimesulida (farmaco-
modelo) e um marcador magnético (ferrita), tendo em vista o desenvolvimento
de ferramenta que permita estudos mais aprofundados sobre o impacto do
trAnsito gastrintestinal na liberagdo de farmacos, por meio de técnicas

biomagnéticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo, desenvolver e caracterizar,
sob o aspecto biofarmacotécnico in vitro, um sistema de liberagédo
prolongada contendo nimesulida (farmaco-modelo) e um marcador
magnético (ferrita), tendo em vista o desenvolvimento de ferramenta que
permita estudos mais aprofundados sobre o impacto do transito
gastrintestinal na liberacdo de farmacos, por meio de técnicas

biomagnéticas.

2.2. Objetivos Especificos

i) Desenvolver formulagbes de liberacdo prolongada contendo
nimesulida e ferrita, como um marcador magnético;

i) Avaliar e caracterizar as formulacdes desenvolvidas em relacéo
as caracteristicas biofarmacotécnicas in vitro, por meio do estudo
de dissolu¢céo com emprego do aparato 1V;

i) Empregar a BAC para avaliar as formas farmacéuticas sélidas
magneticamente marcadas, por meio de estudos in vitro e in vivo, e
mensurar a variacdo de aumento de area magnética durante

transito no TGI.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Formas Farmacéuticas de Liberagdo Prolongada (FFLP)

As FFLP consistem em um tipo de Forma Farmacéutica de Liberagéo
Modificada (FFLM), as quais tém como caracteristica a modificacdo da taxa de
liberagdo do farmaco apresentarem inUmeras vantagens, tais como, melhor
adesdo ao tratamento pelo paciente e a possibilidade de controle da liberagéo
do farmaco, o que mantém a concentracdo do farmaco em niveis terapéuticos
por um determinado periodo de tempo (PRISTA et al, 1996; SILVA, 2014;
LANZILLOTTI, 2012; SPRICIGO, 2006).

A maioria dos produtos de liberagdo modificada encontra-se na forma de
comprimidos ou capsulas de administracdo oral. As FFLM podem ser
classificadas como: sistemas de Liberagdo Retardada (FFLR) e prolongada
(FFLP) (MANADAS, 2002; USP, 2017). A FFLR, como o préprio nome sugere,
tem a caracteristica de retardar a liberagdo do farmaco, sendo liberado nas
porgdes distais do TGI. A FFLP, por sua vez, consiste de sistema que modifica
a taxa de liberagdo do farmaco, mantendo-a constante por um periodo de
tempo mais longo, e desta forma o farmaco é liberando gradativamente ao
longo do TGI (PEZZINI, 2007; USP 40, 2017).

Dentre as apresentagdes de FFLP, destacam-se os sistemas matriciais,
os revestidos e o0s sistemas osmoticos (LANZILLOTTI, 2012; SPRICIGO,
2006). Os comprimidos revestidos sdo recobertos com fina camada de
polimeros, que podem conferir gastrorresisténcia, como também, servir de
recurso técnico, para mascarar o sabor e melhorar o aspecto do comprimido,
(MADERUELO, 2011). Os sistemas conhecidos como bombas osmGéticas
utilizam-se da pressdo osmdtica para modular a liberagdo do farmaco.
Consistem em comprimidos com um pequeno orificio, que apresentam
revestimento semipermeavel. Neste tipo de sistema, o farmaco encontra-se

distribuido no comprimido e o processo de liberagdo do mesmo ocorre por meio
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da penetracdo dos liquidos fisiolégicos no interior do comprimido, que é
controlado pelo revestimento semipermeavel, promovendo uma pressao
hidrostatica que permite a liberacdo continua do farmaco (AULTON, 2005;
ANSEL 2005).

Os sistemas matriciais, por sua vez, sdo os mais utilizados para produgéo
de comprimidos de liberacdo prolongada, devido & simplicidade em sua
obtengcdo e ao baixo custo, uma vez que para a fabricagdo destes ndo é
necessario modificar o maquinério utilizado para comprimidos de liberacédo
convencional (SPRICIGO, 2006; SIEPMANN, 2008; LANZILLOTTI, 20012;).

Conforme Lordi (1970), os excipientes empregados nos sistemas
matriciais, com a finalidade de modular a liberagdo do farmaco, sé&o

classificados em:
i Polimeros inertes (ex.: etilcelulose, polietileno, cloreto de vinila);

. Matrizes insoliveis em &agua (hidrofobicos) e erodiveis (ex.:

triglicerideos, cera de carnauba e 6leo de ricino hidrogenado).

iii. Matrizes hidrofilicas (ex.: alginato de saédio,
hidroxipropilmetilcelulose, hidroxietilcelulose, carbdomeros,

carboximetilcelulose sédica).

Os polimeros inertes ou insollveis apresentam uma estrutura porosa que
serve como uma especie de reservatorio para os farmacos, e a entrada de
liquido biolégico por canaliculos presentes nessas estruturas, é o que
possibilitara & FF, o adequado controle de liberacdo do farmaco (LANZILLOTTI,
2012; LOPES, 2005; ANSEL, 2005; AULTON, 2005; PEZZINI, 2002;
MANADAS, 2002). A inferéncia do termo inerte a este tipo de sistema esta
relacionada ao fato desses polimeros nédo sofrerem alteragdo em sua estrutura
quando entram em contato com os liquidos biolégicos, ou seja, ndo se
solubilizam no meio (LANZILLOTTI, 2012; AULTON, 2005; PEZZINI, 2007;
MADERUELO, 2011). No caso das matrizes hidrofébicas, o processo de

liberagcdo acontece de duas formas, por eroséo ou por difusdo, prevalecendo
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uma delas de acordo com a as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e dos
excipientes utilizados (MANADAS, 2002; MADERUELO, 2011).

Os polimeros hidrofilicos, por sua vez, normalmente empregados sdo 0s
derivados da celulose, como Hidroxietilcelulose (HEC),
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), Carboximetilcelulose (CMC), entre outros.
Estes quando em contato com os liquidos biologicos, sofrem alteragdo
estrutural através do intumescimento decorrente do enfraquecimento das
ligagbes polimero-polimero, conferindo a estrutura uma caracteristica
gelatinosa. A formacdo de um gel € o fator preponderante para modular a
liberagdo do farmaco, de modo a controlar a entrada de fluido biolégico e
consequente saida de farmaco solubilizado (PEZZINI, 2007; LOPES, 2005;
MADERUELO, 2011).

No desenvolvimento de FFLP o HPMC é o polimero mais utilizado, uma
vez que € facilmente encontrado no mercado farmacéutico, apresentando-se
com diferentes viscosidades, o que flexibiliza sua utilizagdo na produgéo de
FFLP e obtencdo de distintos perfis de liberagdo do farmaco. Sua natureza
atdxica e in6cua, também sdo caracteristicas que viabilizam sua utilizagdo
(PEZZINI, 2007, AULTON, 2005; COSTA, 2002, LOOPES 2007).

A velocidade e a intensidade de formagdo da estrutura gelatinosa estao
associadas principalmente & viscosidade do polimero, sendo diretamente
proporcionais a mesma, ou Sseja, quanto maior a viscosidade maior a
capacidade de formar gel e maior ser4 a retencdo do farmaco na forma
farmacéutica (SPRICIGO, 2006; PEZZINI, 2007; SIEPMANN, 2012).

Nas FFLP a cinética de liberacdo do farmaco € modulada de modo que,
mesmo que ocorra a erosao do sistema, o farmaco deve ser liberado
gradativamente ao longo do TGI. A liberagc&o a partir dos sistemas de FFLP
pode ocorrer por meio de trés mecanismos: difusdo, degradagao/eroséo
polimérica e intumescimento (swelling), tais eventos podem ocorrer
simultaneamente, porém sempre com a prevaléncia de um dos mecanismos
(MANADAS, 2002).
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A difusdo é o processo onde o farmaco, que esta revestido por um
polimero, ou incorporado a uma matriz polimérica, é solubilizado pelo liquido
biolégico na matriz, ou no interior do polimero, para depois ser liberado
paulatinamente seguindo a lei de transferéncia de massa de Fick (BICHERI,
2010; MANADAS, 2002).

Por outro lado, a liberag@o do farmaco por degradacéo/eroséo polimérica,
acontece através da difusdo do liquido biolégico para o interior da FF,
provacando o intumescimento da mesma, formando uma estrutura gelatinosa,
que, para farmacos altamente sollveis, a liberacdo se dara pelo processo de
difusdo e também por degradacdo/erosdo, no entanto para farmacos poucos
soluveis, a liberagcdo ocorrera quase que exclusivamente por
degradagéo/erosao (BICHERI, 2010; MANADAS, 2002).

Conforme descrito, as FFLP apresentam diferentes e variados
mecanismos de liberacdo/dissolucdo do farmaco que podem ocorrer
simultaneamente, porém, sempre com a prevaléncia de um tipo. Os
mecanismos de liberac@o, assim como a cinética de liberacdo, podem sofrer
influéncia direta das condicdes fisiologicas do TGI, uma vez que este apresenta
diferencgas consideraveis ao longo de sua extensdo e dentre estas, destacam-
se: volume dos liquidos fisioldégicos; composicdo destes liquidos; grande
amplitude de faixa de pH, que pode variar de 1,0 a 8,0 ao longo de todo TGl,
além da variacdo na motilidade de cada regido (LOPES, 2005; SIEPMANN,
2006, 2012; OLIVEIRA, 2010).

3.2. Fatores relacionados ao TGl que podem afetar a dissolucéo de
farmacos

Os fatores que afetam a dissolucdo e a absor¢cdo de farmacos estédo
especialmente relacionados as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, as
caracteristicas farmacéuticas (forma farmacéutica, adjuvantes farmacotécnicos
e tecnologia envolvida na fabricagdo dos medicamentos), e as caracteristicas
bioldgicas, tais como, via de administragdo, anatomia e fisiologia do local onde

ocorrera a absor¢cdo (SHARGEL; YU, 2005). Assim, para os medicamentos
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administrados por via oral, os aspectos fisioldgicos do TGI que terdo impacto
importante sobre a liberagdo e absorcdo dos farmacos podem ser resumidos
em: pH dos liquidos do TGI, tempo de residéncia gastrica, motilidade intestinal,
estabilidade do farmaco nos fluidos fisiolégicos; estado de jejum ou alimentado
e superficie de absor¢do (SERRA; 1998; STORPIRTIS, 1999; FRIMAN, 2000;
AULTON, 2005; NIESSEN, 2005; VARUM, 2008; BITAR, 2014; PHILLIPS,
2014).

O TGI é composto pelos principais 6rgaos (esdfago, estbmago, intestino
delgado e intestino grosso) que apresentam como principais fungdes, 0s
processos de armazenamento, digestdo, secrecdo e absorcdo de nutrientes
(PRISTA; 1991; SHARGEL & YU, 1993, DRESSMAN et al., 2007).

O esb6fago com cerca de, 25 centimetros, conecta a boca ao estbmago.
O tempo de passagem do alimento nesta regido, varia entre 8 a 20 segundos
(SHARGEL & YU, 1993). O estdbmago, por sua vez, é a por¢cado do TGl mais
dilatada, com capacidade de aproximadamente 1,5 L, sendo que em jejum, seu
volume ndo ultrapassa 50 mL. Esta por¢cdo do TGl esté dividida em: fundo;
corpo, antro e piloro (QUIGLEY, 2000). Ja o intestino delgado representa cerca
de 60% do TGI, com dimenséo entre 4 e 5 metros, sendo a por¢cédo onde ocorre
a maior parte da absorcdo de nutrientes e este € divido em: duodeno (20 a 30
centimetro); jejuno (1,5 a 2,0 metros) e ileo (2 a 3 metros). Estes distintos
segmentos apresentam diferencas em relagdo a aspectos morfoldgicos,
composicao dos liquidos presentes, como valores de pH, enzimas, proteinas e
sais. Por outro lado, o intestino grosso é a porgéo terminal do TGI, que tem a
funcdo de absorver agua e eletrélitos, entre suas principais particularidades
destaca-se a presen¢a de uma flora bacteriana especifica e motilidade mais
lenta (PRISTA,; 1991; SHARGEL & YU, 1993, DRESSMAN et al., 2007).

3.2.1. Superficie de absorg¢éo

A porcdo do TGl com maior capacidade de absorcdo é o intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo) e nesta regido o tempo de transito do farmaco
varia entre 3,0 — 4,5 horas em individuos sadios (SHARGEL; YU, 2005).
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O intestino delgado quando comparado com o estomago e intestino
grosso, apresenta um maior poder de absor¢cdo devido a presengca de
vilosidades e microvilosidades na superficie de absor¢cdo. Soma-se a isto a
maior extensdo que esta por¢do apresenta em relacdo as outras (de 6 a 8
metros) (BITAR, 2014; PHILLIPS, 2014).

3.2.2. pH dos liquidos do TGl

Considerando que a maioria dos farmacos sdo acidos ou bases fracas, 0
pH tem papel fundamental na solubilidade dos mesmos. Assim, a
predominancia de uma das formas, ionizada (mais soltvel) ou ndo ionizada
(menos soluvel), dependerd do pH do meio e do pKa do farmaco (CHWLA et
al., 2003; DRESSMAN, 2001, 2007).

Os liquidos do TGI exibem um gradiente de pH consideravel, podendo
variar de 1,0 a 8,0. O fluido gastrico € muito acido, normalmente apresentando
pH entre 1,0 a 3,0 em jejum. Apés a ingestdo de alimentos, os valores usuais
de pH gastrico observados encontram-se na faixa de 3,0 a 7,0 (ASHFORD,
2005). No duodeno, onde ha a secre¢do do bicarbonato de sddio que neutraliza
o acido, o pH do meio varia entre 2,5 e 6,5, no estado de jejum e no estado
alimentado, os valores ficam entre 1,0 a 7,0. J& nas por¢fes do jejuno e ileo, as
faixas de pH sofrem mudancas significativas e os valores variam de 5,0 a 7,5,
podendo chegar a 8 na juncéo ileocecal. No intestino grosso, valores entre 7, 5
a 8,0 sdo os normalmente encontrados. Destaca-se que o pH € bastante
influenciado pela presenca de alimento ou patologias, relacionadas ao TGl
(DRESSMAN et al., 2007; AUGUSTIJINS, 2014; CHAWLA, 2003). De acordo
com as calorias, tipo de dieta e a presenca de substancias ricas em lipideos, ird
alterar o pH meio. Patologias como o diabetes promovem mudancgas
significativas no pH, assim como, infec¢des e outros tipos de enfermidades no
TGI (BITAR, 2014; AUGUSTIJINS, 2014; LORENA, 2012; PHILLIPS, 2014). O
Quadro 1 resume os valores de pH nas por¢gdes do TGI no estado de jejum e

alimentado.
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Quadro 1. Valores de pH nas por¢bes do TGl em individuos normais nos

estados de jejum e apds a ingestdo de alimentos.

Seguimento pH

Jejum Apos ingestdo de alimentos
Estbmago 1,0-3,0 3,0-7,0
Duodeno 2,5-6,5 25-7,0
Jejuno 5-6,5 52-6,2
ileo 6,5-8,0 6,8-7,8
Coélon 55-7,0 6,8 -8,0

Fonte: Dressman (2007)

3.2.3. Secregdes no TGl

Dentre as substancias secretadas no TGl que apresentam impacto
sobre a dissolugdo e absor¢éo de farmacos, destacam-se o &cido cloridrico, os
sais biliares, a lecitina e as enzimas, como pepsina, amilase, protease e lipase.
Os sais biliares sé@o secretados no intestino delgado pela vesicula biliar e tém
como funcdo a emulsificagdo das gorduras provenientes da alimentagcéo e
podem auxiliar na dissolucdo dos farmacos. As concentragfes dos sais biliares
no intestino delgado proximal, geralmente, variam de 3 a 5 mM, no estado de
jejum, atingindo valores préoximos de 15 mM, apos as refeicdes (CHARMAN et
al., 1997). Farmacos que apresentam caracteristicas hidrofébicas e, portanto,
baixa solubilidade em é&gua, como aqueles da classe Il do Sistema de
Classificagado Biofarmacéutica (SCB), podem ter sua dissolu¢do maior quando
administrados em conjunto com alimentos gordurosos, uma vez que 0S sais
biliares atuardo formando micelas, favorecendo a solubilizacédo destes (GAI,
2009; DRESSMAN et al., 1998). Segundo Dressman (2007), a presenca dos
sais biliares e da lecitina no intestino delgado proximal, também afeta a

solubilidade do farmaco. O bicarbonato de sédio é secretado no duodeno e tem
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a funcéo de neutralizar o 4cido proveniente do suco gastrico. Tal processo sera
extremamente importante para a solubilizacdo de farmacos que apresentam
baixa solubilidade em pH acido, como a nimesulida, por exemplo (DRESSMAN,
1998, 2007, AUGUSTIINS, 2014; CHEMICALIZE, 2017).

A secre¢do de enzimas como a pepsina no estbmago e a amilase,
protease e lipase, secretadas pelo pancreas no intestino delgado, ocorre apos
a ingestdo de alimentos, para ajudar no processo digestivo, porém farmacos
com caracteristicas lipidicas sofrem degradagdo na presenca de lipase, ja as
outras enzimas afetard na estabilidade de farmacos em forma de proteina e
lipideos (SERRA, 1998; DRESSMAN, 1998, 2007).

3.2.4. Estado alimentado e em jejum

A presenga de alimento no TGI, fisiologicamente provoca mudangas no
padréo observado no estado em jejum, como a secre¢éo de substancias (sais
biliares, acido cloridrico, enzimas), aumento de irrigacdo sanguinea, aumento
de viscosidade dos fluidos fisiol6gicos, mudancas de pH e até alteracdo do
perfil de motilidade no TGI, todos estes fatores citados terdo impacto no
comportamento de absorcdo dos farmacos no TGl (DRESSMAN, 2007,
BASANT, 2016; AUGUSTIJINS, 2014 SJOGREN, 2014).

3.2.5. Volume

O volume de liquidos ingeridos e dos liquidos secretados em cada uma
das por¢bes do TGIl, bem como o fluxo destes através da superficie do
intestino, terdo impacto sobre o grau de dissolugéo e de absorcdo do farmaco.
Conforme representado na Figura 1, cerca de 1,5 a 2,0 L/dia sdo ingeridos em
condigdes normais, podendo variar em funcdo das condi¢des climéaticas, massa
corpérea, atividades e habitos pessoais. Os liquidos secretados pelas
diferentes glandulas e 6rgdos somam um total de cerca de 7,5 L/dia em todo
TGI (saliva — 1,0L; secreg¢bes géstricas — 2,0L; bile — 0,4L; secrec¢bes

pancreéticas — 1,5L; secre¢des do ileo e do jejuno — 2,6L) que seguramente
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tem papel fundamental na solubilizacdo de farmacos (SERRA, 1998;
DRESSMAN, 1998, 2007; SJOGREN, 2014).

Balanco de Fluidos Balango de Fluidos

EREROSN. - atoos Reabsorvido: 8.9L
m.-.m::ﬁgmgﬂ Eliminado: 0,1L
& 2 5&_1:*-3

. pancrealic
secretion

jejunal
secretion
jleal
mcrﬂm“

|

excration @

Figural. Esquema representativo do balanco de liquidos no trato
gastrintestinal com a contribuicdo de cada 6rgdo e porcdo (Adaptado de
SJOGREN, 2014). Os circulos em cor clara representam o volume de liquido
ingerido e secretado; os circulos em cor escura representam o volume de

liquido reabsorvido.

3.2.6. Tempo de Residéncia Gastrica (TRG)

O tempo em que o alimento leva para passar o estbmago e chegar ao
intestino € conhecido como Tempo de Residéncia Gastrica (TRG) e esta
relacionado a velocidade de esvaziamento gastrico, processo este,

caracterizado pela projecdo do bolo alimentar para o duodeno. O TRG pode
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variar de 5 a 120 minutos, sendo afetado diretamente pela presenca de
alimento (TRONCON, 2008; YU et al., 2014; ESTUDANTE et. al, 2013).

No periodo pos-prandial inicia-se a motilidade interdigestiva, conhecida
como Complexo Mioelétrico Migratério (CMM), caracterizado por uma atividade
gastrica intensa e irregular, muito acentuada, com quatro fases consecutivas,
de duragédo de 84 a 112 minutos (GIELKENS et al.,, 1998; CHAWLA et al.,
2003) (Figura 2).

Fasel
30-60 min

Fase IV
0-5 min

NI

Figura 2. Esquema representativo das quatro fases do CMM da motilidade

géstrica apos ingestdo do alimento (Adaptado de CHAWLA et al., 2003)

No periodo poés-prandial controlado (jejum de 12 horas), observam-se
dois padrbes de atividades gastricas: relaxamento da porcdo proximal do
estbmago para receber o alimento, seguida de contragdes graduais que
movimentam o bolo alimentar para regido distal, esta por sua vez, realiza a
mistura e desagregacdo das particulas dos alimentos, através de movimentos
peristalticos, em direcdo ao esfincter pilérico, que controla o esvaziamento
gastrico (CHAWLA et al., 2003; DRESSMANN, 2007).

A fase | compreende o periodo de 30 a 60 minutos e caracteriza-se pela
moderada atividade gastrica, ocorrendo apenas contraces esporadicas, que

tendem a aumentar durante fase Il, que dura periodo similar a fase I. A fase Il
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contempla um periodo de 10 e 20 minutos, com contra¢cdes mais intensas,
ritmicas e oclusivas, propagando-se do antro gastrico até o piloro, que abre sua
base, permitindo assim, a remocédo de materiais residuais presentes no
estdbmago, ocorrendo entdo nesta fase, o esvaziamento géstrico. A fase IV
caracteriza-se por um periodo onde se misturam contracdes vigorosas da fase
Il e moderadas da fase I, com a presenca de ondas contrateis do CMM, que se
propagam distalmente na dire¢éo do ileo terminal, cessando com a ingestéo de
alimento (GIELKENS et al 1998; CHAWLA et al., 2003).

Portanto, o estado prandial tera influéncia na motilidade e no tempo de
esvaziamento géstrico, demonstrando a importancia de considerar este
pardmetro para desenvolvimento de formas farmacéuticas soélidas de
administragdo oral. Junto ao exposto, como parte do contetdo géstrico as a
FFs, sofrem acdo mecanica, proveniente do movimento peristaltico, sobretudo,
na parede da regido distal do estbmago, podendo assim, promover a ruptura da
FF, comprometendo a cinética de liberacdo do farmaco, que pode ainda, ser
influenciada pelo baixo pH desta regido (KAMBA et al., 2003; DRESSMAN,
2007).

Para farmacos que degradam em meio acido o TRG é um parametro
fundamental a ser avaliado em funcdo do tempo de exposi¢cdo do farmaco ao
um meio degradante, e que determinara a disponibilidade do farmaco para
porcbes seguintes do TGIl. No caso das FFLR, que devem atravessar o
estbmago para posteriormente liberarem o farmaco, o TRG pode alterar
completamente a cinética de liberacdo. Caso o TRG seja muito rpido, o
farmaco sera liberado mais rapidamente estando disponivel para absorcéo e,
portanto, para atingir a biodisponibilidade, porém, o contrario também é
verdadeiro (STORPIRTIS, 1998; BASANT, 2016; AUGUSTIJINS, 2014).

3.2.7. Motilidade Intestinal

A motilidade como mencionada anteriormente pode ser definida como

0s movimentos de contragdo e relaxamento da musculatura do tubo digestivo
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com a fungdo de misturar e propelir o alimento ao longo do TGI (SOBOTA,
2005, AULTON, 2005).

A absor¢do do farmaco estéd intimamente relacionada ao tempo de
exposicdo do farmaco as superficies de absor¢do (membrana luminal),
sobretudo, do intestino delgado que quando comparado ao estdomago,
apresenta um tempo de transito regular. Desta forma, é o padrdo de motilidade
do TGI que determinara o tempo que o farmaco permanecera em contato com
a mucosa do intestino. Tal parAmetro é de fundamental importancia para a
adequada absorcdo do farmaco, sobretudo para os sistemas que liberam o
farmaco de forma gradativa durante o transito no TGI, como é o caso das FFLP
(BASANT, 2016; AUGUSTIINS, 2014).

Da mesma forma que o estdbmago, o intestino delgado apresenta
padrbes de atividades motora distintos, em fungdo da presenca ou ndo de
alimento. Em jejum, a atividade gastrica é definida pelo CMM e tem
regularidade ciclica, por outro lado, apds a ingestdo de alimento (periodo pés-
prandial) a atividade ciclica é interrompida (THOMSON et al 2003). No entanto
segundo Chawla et al. (2003) o tempo de transito no intestino ndo tende a
sofrer influéncia significativa apds a ingestdo de alimentos, ocorrendo

normalmente entre 3 a 4 horas em individuos sadios.

O intestino grosso igualmente aos seguimentos anteriores, também tem
a motilidade influenciada pelo estado pés-prandial e em relacdo a sua atividade
motora, esta porgcdo apresenta motilidade propulsiva forte e prolongada, que
aumenta da regiao proximal para distal (CHORASIA; JAN, 2003).

Patologias e dietas ricas e lipideos promovem variacdo significativa no
transito coldnico. Em relagdo aos sistemas de liberacdo colon especificos,
segundo Asghar e Chandran (2006), sistemas multiparticulados apresentam
um transito intestinal mais lento, favorecendo a liberagdo e absor¢cédo do

farmaco neste seguimento do TGlI.
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3.3. Avaliacao in vitro da Forma Farmacéutica de Liberacdo Prolongada

O ensaio de dissolugéo in vitro tornou-se um dos mais importantes
procedimentos para assegurar a qualidade das formulacdes na forma soélida de
uso oral. Estes ensaios tém como objetivo mensurar o percentual de farmaco
liberado em um determinado periodo de tempo, a partir de uma forma
farmacéutica e para isto sdo empregados meios de dissolugéo, que na maioria
dos casos, buscam simular as condi¢des fisiologicas. Estudos de dissolugéo
tém fundamental importancia nas diversas etapas da obtencé&o e avaliacéo dos
produtos farmacéuticos, tais como: desenvolvimento farmacotécnico;
fabricagdo; controle em processo e do produto acabado; estudo de
estabilidade; estudos de correlagéo in vitro - in vivo e também para avaliar a
possibilidade de bioisengcéo (dispensa dos estudos de bioequivaléncia)
(SIEWERT, DRESSMAN, BROWN, & SHAH, 2003; MARCOLONGO, 2003).

Os métodos adotados para o estudo da dissolugcdo in vitro, devem
constituir modelos experimentais capazes de refletir com fidedignidade as
condi¢des in vivo, especialmente aquelas que podem afetar a velocidade de
dissolugdo e, portanto, a biodisponibilidade dos farmacos no organismo
(PESTIEAU, 2016; GALGATTE, 2014).

Data-se de 1897, um dos artigos cientificos mais antigos relacionados a
dissolugdo de substancias sélidas, denominado "solubilization rate of solid
substances on their own solutions” (NOYES, 1897). Ja nesta época percebeu-
se a importancia do entendimento dos mecanismos envolvidos na dissolu¢céo
de uma substancia solida. Diversos experimentos realizados levaram o0s
pesquisadores a concluirem que a velocidade de solubilizag&o € proporcional &
concentracdo da camada formada em volta da particula sélida (camada de
difusdo) e & concentracéo total da solucdo (MARCOLONGO, 2003; LINDFORS
et al., 2015).

Em sua génese, o teste de dissolugdo partiu de métodos desenvolvidos
em béquer de 400 cm?, contendo 250 mL de meio de dissolucéo, com agitag&o

promovida por agitadores de polietileno de trés pas, com didmetro de 50 mm,
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submergidos no meio de dissolugdo a uma profundidade de 27 mm com
controle de temperatura (AULTON 2005).

O teste de dissolugdo € o teste oficial para avaliar o desempenho da
formulacdo no que se refere a liberagdo do farmaco a partir da forma
farmacéutica. Preconizado pelas principais farmacopeias, esse teste,
inicialmente aplicado as formas farmacéuticas orais soélidas, foi desenvolvido
para quantificar a concentragéo liberada da substéncia ativa a partir da forma

farmacéutica e a extenséo desta liberagdo (BRASIL, 2010).

A década de 70 foi um marco para o setor farmacéutico em funcdo da
oficializacéo do primeiro aparato de dissolu¢cdo pela farmacopeia americana
(USP). Cinco anos depois a mesma ja recomendava o aparato | e Il, cesto e
pas, respectivamente (MARQUES, 2002). Na década de 80, variaveis como,
vibragdo, ponto de coleta, geometria do sistema, agitacdo, entre outras, foram
exaustivamente estudadas, consolidando o teste como uma ferramenta
confidvel e eficaz para quantificar a taxa de dissolucdo de uma forma
farmacéutica (MANANDAS, 2002).

Com o avanco tecnoldgico das matérias-primas e a incorporacdo de
novas formas farmacéuticas, os aparatos | e Il, passaram a ser limitados em
funcéo de dificuldades como a adequada manutengéo das condi¢des sink para
farmacos de baixa solubilidade (MEDINA, 2013).

Entre as décadas de 80 e 90 foram introduzidos mais cinco aparatos de
dissolugdo, como alternativas para realizar o teste de dissolugéo, e a
dissolugdo, antes preconizada somente para formas farmacéuticas solidas,
passa a ser recomendada para outros tipos de formulagdes, tais como:
suspensdes, pos, semissolidos, implantes, supositorios, o6vulos; adesivos
transdérmicos, entre outros (SILVA, 2013; MANADAS, 2002; MARCOLONGO,
2003).

3.3.1. Caracteristicas dos Aparatos Compendiados

Oficialmente sé@o sete os aparatos compendiados pela farmacopeia

americana (USP, 2015), sao eles: aparato | (ou cesto), aparato Il (ou pas),
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aparato Ill (ou também denominado de cilindros reciprocos), aparato IV (ou
células de fluxo), aparato V (ou pas sobre disco), aparato VI (ou cilindro
rotatorio) e aparato VII (ou suportes reciprocos). Embora exista uma tentativa
de harmonizagéo entre as farmacopeias europeias, japonesa e americana, nem
todos os aparatos sdo aceitos pelas farmacopeias europeia e japonesa. A
Farmacopeia brasileira, por exemplo, admite apenas os aparatos, |, Il e Ill.

O primeiro aparato compendiado foi o aparato | (ou cesto), cinco anos
depois, foi compendiado o aparato 2 (pas). Ambos sdo aparatos de primeira
escolha em fungéo de sua consolidagédo no setor farmacéutico e facilidade de
aplicacéo e, quando n&o selecionados, ha a necessidade de justificar a técnica
e a utilizacdo de outro aparato, junto ao 6rgdo regulatorio (BRASIL, 2010;
SILVA, 2013).

Tanto o aparato 1, quanto o 2, s&o comumente encontrados em ago
inoxidavel. Ambos os aparatos utilizam cubas cilindricas de vidro, ou de outro
material inerte e com capacidade de volume de 1000 a 2000 mL (BRASIL,
2010).

O aparato lll, ou cilindros reciprocos, é uma variagdo de um
desintegrador, onde a FF fica suspensa em tubos, que sédo mergulhados no
meio de dissolugdo, normalmente de forma a ter um gradiente de pHs
(MARCOLONGO, 2003; BRASIL, 2010).

O aparato IV, ou célula de fluxo, tem algumas particularidades, que serdo
abordadas em item em separado, uma vez que é tema deste trabalho.

O aparato V, ou pés sobre disco, € uma variacdo do aparato Il, onde o
adesivo transdérmico é colocado entre duas telas de um material inerte e este
conjunto é fixado em um vidro relégio que sera alocado sob a pa. Ja, o aparato
VI é um cilindro rotatério onde o adesivo € fixado e submergido na cuba com o
meio de dissolucdo. Por fim, o aparato VII, ou disco reciproco, trata-se de uma
modificacdo do cilindro rotatério para diferente fixacdo do adesivo
transdérmico. Os aparatos V e VI sdo exclusivamente empregados para
estudos de dissolucédo de adesivos transdérmicos, e o aparato VI, além de ser
utilizado para transdérmicos é empregado também para avaliar sistemas de
bombas osméticas (MARQUES, 2004; MARCOLONGO, 2003; HERMANS,
2017).
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3.3.1.1. Aparato IV (Célula de fluxo)

O aparato IV, ou célula de fluxo, surgiu na década de 70, a partir da
parceria entre a empresa Sotax e a industria suica ciba, representada pelo Dr
Langenbucher (LANGENBUCHER, 1989). Diante da dificuldade em obter
resultados confiaveis para farmacos de baixa solubilidade, devido a
impossibilidade em manter as condigdes sink com os aparatos existentes na
época para estudos de dissolucéo, o referido autor apresentou um esbogo de
sua ideia para os engenheiros da Sotax e juntos, criaram o0 aparato IV
(LANGENBUCHER, 1989; HU, 2005; SOTAX, 2016).

Da sua criacdo até o momento atual, o aparato IV sofreu algumas
atualizacfes, e sua aplicacdo também se estendeu para todas as formas
farmacéuticas factiveis ao teste de dissolucdo. O equipamento permite
trabalhar em regime fechado ou aberto, possibilitando empregar pequenos
volumes até volumes infinitos de meio de dissolugdo (SOTAX, 2016; TODARO,
2017).

O equipamento € composto por uma bomba com pistdes ceramicos, por
um banho-maria, um seletor de meios, um coletor, e por fim, pelas células de
dissolugéo. O funcionamento do equipamento configurado para regime aberto
se d& da seguinte forma: selecionado o meio através do seletor de meio, este
serd bombeado, passando pelo banho-maria, em seguida pelas células de
dissolu¢do onde entrard em contato com a FF, ocorrendo entdo a dissolugédo
da mesma. Conforme o método selecionado, parte da dissolucao sera coletada
e parte descartada, diferente do que acontece quando configurado para
sistema fechado, onde o meio de dissolugéo circula continuamente por todo o
sistema, até o final do teste, momento em que acontece a coleta
(LANGENBUCHER 1989; SOTAX, 2016; KAKHI, 2009). A Figura 1 apresenta

um esquema da utilizagéo do aparato de dissolugéo IV em sistema fechado.
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—
‘ UV ou Coletor

Célula de
Fluxo

Reservatorio de Meio

L3

Figura 3. Esquema representativo da utilizagdo do aparato de dissolugdo IV

em sistema fechado (imagem adaptada de SOTAX, 2016).

Com o emprego do aparato IV, é possivel a sele¢cdo de até quatro meios
distintos de dissolu¢éo para o mesmo teste, possibilitando assim, um gradiente
de pH durante o ensaio, 0 que permite uma simulacdo mais proxima do
comportamento fisiolégico (LANGENBUCHER 1989; WANG, 2009; GAO,
20009).

Além da manutencdo das condi¢des sink, ha também outros fatores a
favor do aparato 1V, como a eliminacdo do efeito cone, (acumulo de particulas
no fundo da cuba), que diminui a superficie de contato do farmaco com meio de
dissolugéo, que normalmente ocorre com o emprego do aparato Il. O fluxo de
trabalho pode ser programado dentro da faixa de 1,5 mL/min até 35 mL/min,
sendo até o momento compendiados os fluxos de: 4, 8 e 16 mL/min (GITE,
2016; MEDINA, 2014; FOTAKI et al.,2009).

Ha alguns trabalhos na literatura que relatam a avaliacdo do
desempenho do aparato IV frente a outros aparatos, e que demonstram
resultados com baixo desvio padréo, intra e entre laboratérios (MEDINA, 2014;
FIGUEROA, 2012; GRECO, 2011; FOTAKI et al, 2009). Estudos de Fotaki e
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colaboradores (2009), realizados com farmacos de baixa a moderada
solubilidade, mostraram que os resultados de dissolugdo para a fenacetina
foram melhores com emprego do aparato IV, apresentando perfil mais
discriminativo e com desvios menores, em relagdo aqueles obtidos com o
aparato I, fato evidenciado em um trabalho colaborativo realizado por cinco
laboratdrios (NICKLASSON; et al 1991).

A tentativa de simular as condi¢des fisiolégicas em um teste in vitro,
como por exemplo, a hidrodindmica envolvida no TGI, tem sido um desafio
para o desenvolvimento de FFLM, como FFLP. H& muitos trabalhos descritos
na literatura que visam uma melhor correlagéo in vitro/in vivo, e o emprego do
aparato IV tem se destacado nesses trabalhos (DERENDORF, 1983; MORITA,
2003; NEUBERT, 2008; SUNESEN, 2005; KAKHI, 2009; JANTRAID, 2009;
D’ARCY, 2011; SILVA, 2014; ADROVER, 2015).

Em sua configuragéo original, o equipamento apresenta seis diferentes
tipos de células, para diferentes tipos de formas farmacéuticas, célula para
Formas Farmacéuticas Solidas (FFS), de 12 e 22,6 mm; célula para pos e
granulos; célula para cremes e pomadas; célula para supositorios e células

para implantes, conforme demonstrado na Figura 4 (SOTAX 2016).

Embora ainda ndo exista comercializagdo de comprimidos padrfes para
o aparato IV, é possivel encontrar na literatura testes realizados com
comprimidos padrées USP de prednisona e de &cido salicilico, que apresentam
resultados semelhantes aos encontrados com o aparato Il, evidenciando a
necessidade de desenvolvimento de padrbes para este propésito (BIELEN,
2002; WENNERGREN, 1988).
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[Fee]
Célula de comprimido Célula de p6s e
12 mm 22,6 mm granulados

Células para Células para Célula para

supositérios e controle de

implantes capsulas de gelatina

temperatura

Figura 4. Esquemas representando os tipos de células disponiveis para
aplicacao no aparato USP 4. Extraido de: SOTAX, 2016.

3.3.2. Métodos para analise e comparacao de perfis de dissolucao

Nos ultimos anos, tém sido dada mais énfase ao teste de dissolucéo,
como ferramenta para isencdo de estudo de biodisponibilidade e cada vez
mais, o referido teste é usado para comparar e analisar diferencas entre duas
formulagdes, diferencas de fornecedores e equivaléncia farmacéutica, as
agéncias regulatérias sugerem algumas formas de comparacéo entre perfis de
dissolugéo que permitem com um grau de seguranca determinar a semelhanca
entre um medicamento teste e um referéncia, porém é necessario avaliar as
peculiaridades de cada formulacdo (O'HARA, 1998; YUKSEL, 2000; COSTA,
2002; RAJALAHTI, 2011; MERCURI, 2017).

Dentre o0s métodos matematicos empregados nesses estudos
comparativos, destacam-se: (1) método onde se avalia a variancia (ANOVA);

(2) métodos modelos independentes; (3) métodos modelos dependentes. A
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ANOVA baseia-se na analise de repetidos ensaios, determinando as fontes de
variancia entre tempo, produto e interagdo tempo versus produto. Dentre os
métodos modelos independentes, merece destaque a combinagdo do célculo
do fator de diferenca (F1) e o fator de semelhanca (F.), que se da pela
comparagao direta do percentual dissolvido em funcdo do tempo de uma
amostra teste frente a amostra referéncia (FLANNER, 1996; YUKSEL, 2000;
SERRA, STORPIRTIS, 2007; RAJALAHTI, 2011).

Os métodos que empregam modelos dependentes, baseiam-se em
funcdes mateméticas distintas que possibilitam a comparagdo dos perfis
através dos parametros inerentes as fungBes matematicas, permitindo a
comparagao dos perfis de dissolugdo pelos parametros das equacdes. Os
métodos mais usuais sdo: ordem zero, primeira ordem, Higuchi; Korsmeyer-
Peppas; Hixon Crouwell, quadratico, Weibull (FLANNER, 1996; TYSONG,
1996; O'HORA, 1998).

3.4. Avaliacdo do transito gastrintestinal de formas farmacéuticas solidas
por biomagnetismo

Conforme descrito no item 3.2, para os medicamentos administrados por
via oral, sobretudo para as FFLP, cuja liberacdo do farmaco se dara de forma
gradativa ao longo do TGl, os aspectos fisiolégicos como a motilidade do TGl
terdo impacto importante sobre a liberagcdo e absor¢cdo dos farmacos.
Principalmente considerando os aspectos ja abordados anteriormente, como as
diferengas encontradas em cada uma das por¢cdes do TGl em relacdo a
superficie de absor¢cdo e composi¢do, volume e pH dos liquidos biol6gicos
(SERRA; 1998; STORPIRTIS, 1999; FRIMAN, 2000; AULTON, 2005;
NIESSEN, 2005; VARUM, 2008; BITAR, 2014; PHILLIPS, 2014). Nesse
sentido, a avaliagdo do transito das FFs, sobretudo ds FFLP, torna-se
extremamente relevante para estudar o impacto do tempo de exposi¢ao destes
sistemas de liberagdo aos sitios do TGl onde se dard a dissolugéo e a
absorcao do farmaco TGI (LANZILLOTTI, 2012; DRESSMANN, 2001, 2007).

Nos ultimos anos, varios métodos tém sido propostos para estudar ou

avaliar o transito no TGI de formas farmacéuticas sélidas administradas pela
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via oral. Dentre as técnicas estdo a esofagografia baritada,
esofagogastroscopia, a manometria esofdgica, a cintilografia e técnicas
biomagnéticas como, por exemplo, a Biosusceptometria de Corrente Alternada
(BAC) (QUINI, 2015; CARMO, 2014; MAO, 2014; MARTINS, 2015; CORA,
2010).

O primeiro estudo da motilidade gastrintestinal por meio de técnica
biomagnética, relatado na literatura, foi realizado por Wenger e colaboradores
em 1957, e nesta ocasido foi avaliada a atividade de material magnético (imd)
ap06s sua ingestdo (CORA, 2005). Em substituicdo a técnica padrio
(cintilografia) diferentes métodos biomagnéticos tem sido utilizado para a
avaliacdo do transito de FFs no TGl (WEITSCHIES, 2001, 2012). A
incorporagdo de marcador magnético nas formulacbes é a estratégia mais
aplicada, e a maioria dos trabalhos tem sido realizada com sistemas
mutiparticulados ou sistemas de liberagdo colonica, (Figura 5), ou seja,
liberacdo retardada, com objetivo de avaliar o local de desintegracdo (CORA,
2005, 2008, 2010; BOLOGNESI, 2008; ANDREIS 2010; OLIVEIRA, 2010;
QUINI, 2011).

A BAC desponta como uma técnica inovadora para avaliacdo de
diversos aspectos relacionados a motilidade e ao comportamento de formas
farmacéuticas no TGI. Além de ser um método nédo invasivo e livre de radiacédo
ionizante, a BAC néo requer ambiente magneticamente blindado e possui um
custo de implantacdo baixo, comparativamente aos outros métodos. A técnica
utiliza bobinas de inducdo para registrar a variagdo temporal do fluxo
magnético obtida pela resposta da ferrita ao campo aplicado externamente.
Esse material tem como caracteristica fundamental uma alta susceptibilidade
magnética e, por isso, produz uma resposta intensa quando o meio biolégico é
submetido a um campo magnético (QUINI, 2015; CORA, 2010). A ferrita tem
sido utilizada como marcador magnético para estudos de monitoramento
magnético por tratar-se de um material inerte, insolivel e que, portanto, ndo é
absorvido pelo TGl e em funcdo de sua susceptibilidade magnética e facil

incorporagcdo a alimentos ou formas farmacéuticas (CARMO, 2014,
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WEITSCHIES, 2011). A Figura 5 apresenta imagens obtidas a partir dos

ensaios com BAC.

Esta técnica biomagnética permite definir pardmetros que possibilitam a
caracterizagdo da motilidade do TGI, tais como: Tempo de Residéncia Gastrica
(TRG); Tempo de Tréansito Orocecal (TTOC) e Tempo de Transito Intestinal
(TTI). O TRG compreende o periodo em que o alimento chega ao estdbmago e
é expelido para porcéo seguinte (duodeno), ou seja, refere-se ao tempo que o
alimento leva para atravessar o estdmago. O TTOC é mensurado a partir da
ingestédo do alimento e sua chegada ao ceco, e representa o tempo de transito
no TGI. Por fim, o TTI representa o tempo que o bolo alimentar leva para
realizar todo o trajeto pelo intestino, ou seja, a partir da saida do estdmago até
Gltima por¢ao do TGl (AULTON, 2005, HILA et al, 2006; SJOGREN, 2014).

A BAC tem se mostrado como uma técnica eficiente para este tipo de
estudo, apresentando vantagens frente a outras técnicas biomagnéticas
(CORA, 2010). Até o momento ndo ha relatos na literatura sobre avaliagdo do

transito no TGI de sistemas matriciais de liberag&o prolongada através da BAC.
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Figura 5. Imagens obtidas a partir de ensaios com BAC de comprimidos de
liberag&@o coldnica administrados a individuos sadios, e que demonstram a sua
desintegracdo nos tempos T1 a T9 (Adaptado de CORA, 2005).

3.6. Nimesulida (NSD)

A NSD (Figura 2) € um antiinflamatoério ndo esteroidal (AINE), classificada
quimicamente como alquilsulfonamida, com patente datada em 1974, nos
Estados Unidos das Américas, pelos laboratérios RIKER (KIM, 2012).

Este farmaco apresenta propriedades analgésicas, anti-inflamatoérias e
antipiréticas (BRASIL, 2010). Quando avaliada junto a farmacos da mesma
categoria, destaca-se pela baixa incidéncia de efeitos colaterais, em especial
ao trato gastrointestinal (KIM, 2012; SILVA, 2016; Alvarez, 2015). A NSD é
inibidora seletiva da cicloxigenase 2 (COX-2) e em menor propor¢cao da
cicloxigenase 1 (COX-1), o que acarreta a reducdo da formacdo das

prostaglandinas, substéncia envolvida em processos inflamatérios
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responsaveis pelas dores. Portanto, esse farmaco tem sido indicado para
tratamento de processos inflamatérios, mialgias, estados febris e no pos-
operatorio, por via oral, topica e retal, podendo em rarissimos casos ser
utilizado em processos inflamatérios crénicos (ALVAREZ, 2015; GOUVEIA,
2011).

Figura 6. Estrutura Molecular da Nimesulida Adaptado da Farmacopeia
Brasileira (2010).

A NSD apresenta-se na forma de um pdé cristalino, levemente
amarelado, com pKa de 6,7, (CHEMICALIZE, 2017). Em func&o de seu pKa, a
NSD apresenta solubilidade dependente do pH. De acordo com Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), a NSD esta classificada como farmaco
classe Il, em fungéo de sua baixa solubilidade em &gua (0,01 a 0,03mg/mL) e
alta permeabilidade (2,6 x 10* cm/s), sendo a dissolugéo o fator limitante a sua
absorcdo (AMIDON et al., 1995). Apresenta uma boa absorgéo no TGI, sendo
que cerca de 40% ocorre no estomago e no intestino delgado proximal, e cerca
de 50% se da no intestino delgado distal (DRUGBANK, 2017). Ela sofre efeito
de primeira passagem e encontra-se ligada as proteinas plasméticas em um
percentual que atinge aproximadamente 99% (DRUGBANK, 2017; GELLER et
al., 2010; PEREIRA, 2011).

A NSD encontra-se comercializada no mercado brasileiro

predominantemente na forma de liberagcdo convencional, sendo registrado pela
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apenas uma apresentacao
como FFLM.

Para o presente trabalho, selecionou-se a NSD, como farmaco modelo,
para o desenvolvimento das formulagdes de comprimidos matriciais, contendo
ferrita como marcador magnético.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1 Materiais e Reagentes

4.1.2.

D N NI N N N U N NN

Nimesulida: Substéncia Quimica de Referéncia (lote: 06/2016, teor =
99,7%, gentilmente doado pela Eurofarma Laboratérios e Matéria Prima
Hidroxipropilmetilcelulose K4M (Methocel™, HPMC K4M, gentilmente
doado por Colorcon®; lote: yi24012n01);

Celulose microcristalina (Fabricante: MIMG TAE; lote: C1011080;
validade: 26/11/2013); e Estearato de magnésio (Fabricante: PETER
GREBEN; lote: ¢c115753),

Acido cloridrico, Acido acético glacial, Acetato de sédio tri-hidratado,
Fosfato de potassio monobasico, Cloreto de potassio, Hidroxido de
sédio, Metanol, grau cromatografico;

Agua ultrapura (Milli Q®, USA).

Equipamento e vidrarias

Espectrofotdmetro UV - fluorescéncia Infinite M200 - Tecan,;
Prensa hidraulica — Nova Etica;

Dissolutor Flow-cell - C7 smart - Sotax;

Micropipetas varidveis 100-1000 pL e 500-5000 pL — Brand;
Baldes volumétricos, béqueres, provetas de volumes adequados;
Ultrassom;

Fiabildmetro;

Cronbmetro;

Microplacas transparentes para leitura UV.
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4.2. Métodos

4.2.1. Desenvolvimento dos comprimidos matriciais contendo
nimesulida (NSD)

As formulacdes foram desenvolvidas para obtengcdo de comprimidos
matriciais de liberacdo prolongada de NSD, e a ferrita foi incluida nas
formulagbes como um marcador magnético, com a finalidade de permitir a
avaliacdo do transito gastrintestinal dos comprimidos. Foram obtidas 04
formulacdes de comprimidos matriciais (NF1, NF2, NF3 e NF4), com perfis de
dissolugéo distintos, contendo 200 mg de NSD (farmaco modelo) e 550 mg de
ferrita (marcador magnético). Os comprimidos foram desenvolvidos com peso
médio de 1100 mg. Para isto, foram empregadas diferentes proporcdes de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC K4M) além de, outros componentes, tais
como: estearato de magnésio, celulose microcristalina, lactose, amido, diéxido
de silicio coloidal (AEROSIL®) e talco. A Tabela 1 apresenta a composi¢do

percentual das formulagdes dos comprimidos matriciais contendo NSD e ferrita.

Os comprimidos foram obtidos por compresséo direta, o0s componentes
das formulacdes foram pesados em balanga analitica para produgdo de 50
comprimidos de cada formulacdo (NF1, NF2, NF3 e NF4) e em um saco
plastico de 0,5 L, os pds foram misturados manualmente por 10 minutos.
Posteriormente a mistura foi pesada e comprimida com prensa manual
hidraulica (Nova Etica®) e puncdo de 12 mm, sob pressido de 500 psi por 30

segundos.
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Tabelal. Composi¢éo percentual das formulagdes dos comprimidos

matriciais contendo NSD (200 mg) e ferrita (550 mg)

Formulac¢des

Componentes NF1 NF2 NF3 (%) NF4 (%)
(%) (%)

HPMC K4M 30,0 23,0 17% 10,0
Nimesulida 20,0 20,0 20,0 20,0
Ferrita 50,0 50,0 50,0 50,0
Estearato de Magnésio 0,00 0,50 0,50 0,50
Celulose Microcristalina 0,00 6,40 12,0 12,0
Amido 0,00 0,03 0,03 0,03
Lactose 0,00 0,10 0,40 7,40
Aerosil ® 0,00 0,01 0,01 0,01
Talco 0,00 0,15 0,15 0,15

4.2.2. Caracterizagdo dos comprimidos matriciais contendo NSD

4.2.2.1. Peso Médio

Procedeu-se a avaliacdo do peso médio pela pesagem de 20
comprimidos de cada uma das formulagdes (NF1; NF2; NF3 e NF4), em
balanga analitica modelo Shimadzu, para posterior determina¢do do peso
médio. Adotou-se o critério de aceitacao de variacao de +/- 5% do peso médio.
Considerou-se a possibilidade de até duas unidades estarem fora desta
toleréncia, porém, nenhuma acima ou abaixo de 10% em relag@o ao peso
médio (BRASIL, 2010).
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4.2.2.2. Dureza

O teste de dureza foi realizado em durémetro Nova Etica®, com
emprego de 10 comprimidos. Adotou-se como critério de aceitacdo, dureza de
no minimo 3 Kgf (BRASIL, 2010).

4.2.2.3. Friabilidade

A friabiliadade foi avaliada em friabiliometro sob rotagdes de 25 rpm por
4 minutos, com emprego de 10 comprimidos. Como critério de aceitagdo

estabeleceu-se a perda maxima de 1,5% de peso (BRASIL, 2010).
4.2.2.4. Teor

Para determinagdo do teor de NSD nos comprimidos obtidos, trituraram-
se 20 comprimidos e pesou-se em balanca analitica, quantidade de poé
equivalente a 200,0 mg de NSD. Transferiu-se a amostra para um baldo
volumétrico de 100,0 mL e adicionaram-se cerca de 60 mL de solucédo de
hidroxido de sddio 0,1 moles L. Em seguida, agitou-se manualmente por 5
minutos e completou-se o volume do baldo com solugéo de hidroxido de sodio
0,1 moles L*. A partir desta solucéo obtida, retirou-se uma aliquota de 1,0 mL e
adicionou-se em um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume
com solucéo de hidréxido de sédio 0,1 moles L™?. Paralelamente preparou-se
uma solucao padrdo contendo NSD, substancia quimica de referéncia com
pureza de 99,7%, fornecido pela empresa Eurofarma Laboréatorios SA, de
mesma concentracdo da amostra. Calculou-se a quantificagdo do farmaco a
partir das leituras das absorbéancias em espectrofotometro UV-VIS, a 300 nm.
As analises foram realizadas em triplicatas e critério de aceite do teor é de 95 a

105%, conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).
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4.2.2.5. Avaliacdo Biofarmcotécnica in vitro

4.2.2.5.1. Ensaios de Dissolucéo

Os perfis de dissolugdo das formulagdes desenvolvidas de comprimidos
matriciais (NF1; NF2; NF3 e NF4) foram obtidos a partir dos ensaios de
dissolugéo em equipamento de dissolugdo SOTAX CE7 Smart, aparato 1V, com
célula de 22,6 mm, contendo cerca de 10 gramas de esferas de vidro. Os
meios de dissolucdo foram bombeados através das células com um fluxo de 8
mL/min, conforme o seguinte protocolo: solugdo pH 1,2, nos primeiros 60
minutos; solugcdo de tampéo acetato, pH 4,5, nos 60 minutos seguintes e
solugéo de tampéao fosfato, pH 6,8, até completar 8 horas de analise. Os meios
foram mantidos a temperatura de 37°C. Aliquotas (42 mL) foram retiradas por
coletor automatico, em intervalos de tempo pré-estabelecidos, conforme
orientacdo descrita para obtencdo de perfil de dissolugdo de formulagbes de
liberacdo modificada (RDC 31,2010). Desta forma, as amostras foram
coletadas como descrito a seguir: na primeira hora de analise, foram realizadas
4 coletas com intervalos de 15 minutos cada, e 0 meio de dissolucéo
empregado foi a solugdo de HCI pH 1,2; nos 60 minutos seguintes foram
realizadas 2 coletas, a cada 30 minutos e neste periodo foi empregado como
meio a solugdo tampao acetato pH 4,5; nos 360 minutos seguintes, foram
realizadas 4 coletas, a cada 30 minutos, mais 4 coletas a cada 60 minutos,
somando um total de 480 minutos de ensaio (SILVA, 2014; USP 39). A Tabela
2 apresenta a descrigdo resumida dos intervalos de coleta para cada um dos
meios de dissolugdo empregados na avaliagdo dos comprimidos matriciais de
NSD e ferrita (NF1, NF2, NF3 e NF4), com utilizagéo do aparato IV.
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Tabela 2. Descricdo dos intervalos de coleta para cada um dos meios de

dissolugdo empregados na avaliagdo dos comprimidos matriciais de NSD e
ferrita (NF1, NF2, NF3 e NF4), com utilizagao do aparato IV

Meio de Dissolugéo Periodo Intervalos
(Minutos) (Minutos)
Solucéo de HCI pH 1,2 60 4 coletas a cada 15 (15, 30, 45 e 60)
Tampéo acetato pH 4,5 60 2 coletas a cada 30 (90 e 120)
Tampéo fosfato pH 6,8 120 4 coletas a cada de 30 (150, 180, 210 e
240)
Tampéo fosfato pH 6,8 240 4 coletas a cada de 60 (300, 360, 420 e
480)

Os meios de dissolugdo foram preparados conforme descrito na

Farmacopéia Americana (USP, 2016) e estdo detalhados a seguir.

v

Solucéo pH 1,2: Pipetou-se uma aliquota de 8,5 mL de acido
cloridrico concentrado para um baldo volumétrico de 1000 mL contendo
500 mL de &gua. Completou-se o volume do baldo para 1000 mL com

agua purificada.

Solugdo Tampé&o pH 4,5: Transferiram-se cerca de 2,99
gramas de acetato de sddio triidratado para um baldo volumétrico de
1000 mL contendo 500 mL de &gua. Ajustou-se o pH para 4,5 + 0,1 com
acido acético glacial. Completou-se o volume do baldo para 1000 mL

com agua.

Solugdo Tampé&o pH 6,8: Transferiram-se cerca de 6,8
gramas de fosfato de potdssio monobésico monoidratado e 0,9 gramas
de hidroxido de sddio para um baldo volumétrico de 1000 mL contendo

500 mL de agua. Dissolveu-se e ajustou-se o pH para 6,8 + 0,1 com

Ruberlan de Oliveira Santos



58

solugdo de é&cido fosférico ou hidroxido de sédio. Completou-se o

volume do bal&@o para 1000 mL com &gua purificada.

As amostras obtidas a partir dos ensaios de dissolu¢éo foram analisadas
por meio de método espectrofotométrico desenvolvido e validado para a
determinagéo das concentragbes de NSD dissolvida nos respectivos meios de
dissolu¢do, conforme descrito no item 4.3. As concentragbes do farmaco
dissolvido nos meios foram calculadas a partir das absorbancias obtidas nas
amostras e da curva analitica (descrita no item 4.3). A porcentagem de NSD
dissolvida e liberada a partir dos comprimidos foi calculada conforme a
seguinte equagéao: (BRASIL, 2010).

% dissolvida — Fj‘—“é': %100 (Eq. 4.1)
&= X

Onde:
e F =fluxo (mL/min)
e | =intervalo (min)
e C = Concentragao (g/mL)
¢ Q = Quantidade de farmaco (g)

e 2 =9% da fragao coletada (50%)

A partir das concentragdes de NSD dissolvida nos respectivos meios,
foram obtidos os perfis de dissolugdo para cada uma das formulagbes de
comprimidos matriciais desenvolvidas (NF1; NF2; NF3 e NF4), por meio da
construgdo de curvas da porcentagem cumulativa do farmaco dissolvido em

funcéo do intervalo de tempo (minutos), utilizando o software Microsoft Excel®.
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4.2.2.5.2. Avaliagdo da cinética e da eficiéncia de dissolugéo

Nessa etapa, os resultados obtidos a partir dos perfis de dissolugéo
foram submetidos a calculos mateméticos e estatisticos com o objetivo de
determinar a cinética de dissolucdo da NSD a partir das formulagbes
desenvolvidas (NF1; NF2; NF3 e NF4). A equacdo de regressdo da reta foi
determinada através das porcentagens dissolvidas em funcdo do tempo,
utilizando-se os modelos cinéticos de Higuchi, ordem zero e primeira ordem
(MOURAO et al., 2011; SERRA, STORPIRITIS, 2007; NIKOLIC et al., 1991;
SHIN & CHO, 1996). Para avaliar os perfis de dissolugéo através dos modelos

propostos, estabeleceram-se as seguintes relagoes:

e Modelo Higuchi - Porcentagem de NSD dissolvida (%D) em
funcéo da raiz quadrada do tempo (minutos);

e Modelo de ordem zero - Quantidade (Q - Qd) de NSD (mg) nédo
dissolvida (Quantidade total contida em um comprimido subtraida
da quantidade dissolvida) em fung&o do tempo (minutos).

e Modelo de primeira ordem - Logaritmo neperiano da
porcentagem de NSD néo dissolvida (In %ND) em funcéo do
tempo (minutos).

¢ Korsmeyer-Peppas Quantidade absoluta de farmaco liberado no
tempo t e tempo infinito (M;/ M- = Ki * t"), respectivamente, em
funcéo do tempo elevado a n (expoente que caracteriza o tipo de

dissolugéo).

A eficiéncia de dissolugédo (ED%) foi determinada por meio da razéo
entre area sobre a curva, nos tempos entre 0 a 480 minutos (ASC o - 480) € a
area total do grafico (superficie), definido pela ordenada (100% de dissolucéo)
e pela abscissa (tempo 480 min), coforme equacédo Eq. 7.1 (KHAN, RHODES,
1975; SERRA, STORPIRTIS, 2007; MOURAO et al., 2011).

ED% _Asc (0 — 420 min) X 1000 (Eq.4.2)

Atot
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Onde:

ED: Eficiéncia de dissolucéo (%),

ASC: Area sobre a curva de dissolugdo no intervalo de tempo avaliado,
calculado pelo método dos trapezdides,

Atot: Area total do grafico (superficie) definido pela ordenada e abscissa.

A cinética e ED% de dissoluc&o foram determinadas através do software
Excel utilizando o suplemento DDsolver, através dos os valores médios de

dissolugéo.

Todos os ensaios foram avaliados estatisticamente no suplemento
DDsolver da plataforma Excel®, com emprego da estatistica descritiva para
obtencéo dos coeficientes de variagdo, com Intervalo de Confianga de 95% (IC
95%).

4.2.3. Estudo biomagnético dos comprimidos matriciais contendo NSD
por meio da BAC

Os estudos biomagnéticosin vitro e in vivo foram realizados por meio da
técnica de Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) no Instituto de
Biociéncias, do campus Botucatu da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, sob a responsabilidade e coordenagdo do Prof. Dr. José
Ricardo de Arruda Miranda, conforme descrito por Cora e colaboradores
(MIRANDA, 1997, CORA, 2005, 2008; ANDREIS, 2010). Tais estudos foram
conduzidos com o objetivo de mensurar o tempo de transito por todo TGI, e
também registrar variagdo de aumento de &rea magnética da ferrita
incorporada na formulagdo (CORA, 2010; BOLOGNESI, 2008).

4.2.3.1. Estudo biomagnético in vitro

Apo6s o desenvolvimento dos comprimidos matriciais com diferentes
porcentagem de HMPC, apenas uma formulacéo foi selecionada para seguir
com os estudos biomagnéticos e a formulacdo que apresentou melhores

resultados de ED%, cinética de dissolugdo e um perfil mais discriminativo, foi a
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NF4 (HPMC 10%), com o objetivo de monitorar o grau de intumescimento dos
comprimidos nos diferentes meios aquosos empregados (solugdo pH 1,2;
solugdo tampédo pH 4,5 e solugdo tampdo pH 6,8) por meio do campo
magnético e das respectivas imagens magnéticas. Para este ensaio, 0s
comprimidos foram posicionados em uma cuba contendo 900 mL de meio de
dissolugcédo, que foi mantido a temperatura de 37°C + 0,5°C, e as medidas
magnéticas foram realizadas empregando o sensor BAC, posicionado na
parede desta (Figura. 10). O tempo total de ensaio foi de 8 horas, na primeira
hora o monitoramento foi realizado a cada 15 minutos e nas horas seguintes a
cada 30 minutos, até o final do ensaio. Tal procedimento foi realizado

individualmente para cada meio de dissolugéo.

Figura 7. Equipamento composto por cuba com capacidade de 1 L, acoplada

ao sensor de BAC empregado nas medidas magnéticas geradas a partir do
intumescimento do comprimido.

4.2.3.2. Estudo biomagnético in vivo

O estudo biomagnético in vivo da formulagcdo desenvolvida e
selecionada para o estudo foi realizado no Instituto de Biociéncias, do campus
Botucatu da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, sob a

responsabilidade e coordenacdo do Prof. Dr. José Ricardo de Arruda Miranda.
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O protocolo para este estudo, que envolveu 08 individuos sadios, foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (CEP/986.486, ANEXO
A).

Participaram do estudo 8 individuos sadios (sem patologias relacionadas
ao TGI), de ambos os sexos, com idade entre 21 e 41 anos, que néo
estivessem fazendo uso de nenhum tipo de medicamento e em jejum de pelo
menos 12 horas.

A formulagdo foi administrada com um volume de 250 mL de &gua e o
sensor de medicdo magnética foi posicionando sobre o abddémen do
participante, na regido de projecdo gastrica (Figura 8A). Procedeu-se o
monitoramento a cada 15 minutos, em uma grade de pontos (5x5) desenhada
no abdémen do participante. Inicialmente o sensor de medigdo magnética foi
posicionado na regido gastrica e apos a auséncia de sinal emitido neta regiéo,
correspondente ao esvaziamento gastrico, alterou-se a posi¢cdo do sensor para
a regiao de projecéo colonica (Figura 8B) e o monitoramento foi realizado em
intervalos de 15 minutos, sendo realizado com o participante sempre em pé, no
momento da leitura, finalizando-se em 8 horas de estudo (MIRANDA, 1997;
CORA 2008; ANDREIS, 2010).

As imagens obtidas a partir da distribuicdo de intensidade do campo
magnético foram processadas e quantificadas, seguindo protocolos
desenvolvidos previamente. Posteriormente  foram  submetidas ao
processamento digital para subtracdo de background, ajustes de brilho,
contraste e segmentacéo, utilizando um operador especifico para detectar e
delimitar as bordas das imagens. A soma dos valores dos pixels contidos na
imagem delimitada fornece o valor da area magnética da ferrita e indiretamente
do comprimido. As imagens foram processadas em ambiente MatlLab
(Mathworks, Inc) determinando assim o aumento de &rea magnéticada
formulacdo NF4 (CORA, 2008; ANDREIS, 2010).

Os tempos de transito da formulacéo foram determinados como descrtio
a seguir. O TRG, que se refere ao tempo de permanéncia docomprimido no
estbmago, foi determinado a partir do momento em que o comprimido chegou

no estdmago até a perda de sinal magnético nesta regido (Figura8a). O TTOC
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(refere-se ao tempo de transito pelo intestino delgado) foi caracterizado a partir
da deteccdo de sinal magnético na regido entre 7 e 10 centimetros da parte
inferior do esterno a direta (processo xifoide), na posicdo anatdomica de
projecdo do duodeno, finalizando com a chegada do comprimido ao ceco,

localizado cerca de 10 a 15 centimetros da crista iliaca anterior.

s s
// \
A
0
\ v
A\ /

(B)

Figura 8. Regibes de posicionamento do multi-sensor BAC sobre a regido de
projecao gastrica (Figura 8 A) e regido de projecao intestinal (Figura 8 B) para
coleta de sinais e mapeamento. Extraido de: ANDREIS, 2010.

4.2.3.2. Célculo de estimativa de solubilidade em cada regido do TGl

A estimativa quantidade dissolvida de farmaco em cada regido do TGl foi
calculada utilizando o tempo de transito em cada regido do TGI e a constante

de dissolucéo (k) o seguinte calculo:
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Onde:
SP: Solubilidade prevista de farmaco em cada regido do TGl
k: Constante de dissolug&o (% / min*/?)

Tt: Tempo de transito em cada por¢éo do TGl

4.3. Validacdo do método analitico espectrofotomeétrico

As amostras obtidas a partir dos ensaios de dissolu¢éo foram analisadas
por método espectrofotométrico com emprego de espectrofotdmetro da marca
Tecan, Modelo Infinite M200, utilizando microplacas transparentes com 96
posicdes, em comprimento de onda de 300nm, adaptado da monografia da

NSD comprimidos da farmacopeia brasileira (2010).

A validacdo do método espectrofotométrico empregado na andlise da
NSD dissolvida a partir dos comprimidos matriciais desenvolvidos (NF1, NF2,
NF3 e NF4) foi realizada conforme RE 899/2003 da ANVISA e os parametros
avaliados foram: linearidade, especificidade, exatiddo e precisdo, intra e
interensaios (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 40).

4.3.1. Linearidade

Para a determinacdo da linearidade do método espectrofotométrico
empregado, preparou-se uma solucdo estoque de NSD na concentragéo de 0,2
mg/mL, em metanol. A partir desta solug&o, preparou-se curva analitica com as
seguintes concentragbes de NSD: 6, 10, 20, 30, 40, 60 e 100 ug/mL, nos
diferentes meios empregados: solu¢édo pH1,2 e solu¢cbes tampéo, pH 4,5 e pH
6,8. A partir destas curvas determinou-se a equagdo da reta por regresséo

linear através do método dos minimos quadrados (BRASIL, 2003).
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4.3 2. Especificidade
A especificidade foi determinada por meio de varredura

espectrofotométrica, na faixa de 230 a 500 nm, em espectrofotometro UV-VIS
(modelo Tecan), das solugdes padrédo de NSD, preparadas na concentragdo de

60 ug/mL, em solugéo pH 1,2 e em solugdes tampéo, pH 4,5 e pH 6,8.

4.3.3. Preciséo
A precisdo do método foi determinada através da analise de amostras

com trés concentracdes diferentes de NSD (10, 30 e 60 pg/mL), em triplicata,
preparadas em cada um dos meios de dissolucédo (solugédo pH, 1,2 e solugbes
tampéo, pH, 4,5 e 6,8). As analises foram realizadas em momentos diferentes
do mesmo dia (preciséo intradia) e em dias diferentes (precisdo interdia) em
espectrofotometro UV-VIS modelo Tecan, no comprimento de onda de 300 nm
(BRASIL, 2003). Os resultados foram obtidos conforme equacéo 4.2 (Eq. 4.2),

descrita abaixo.
Coeficiente de variagéao (CV %):

Desvio Padrio
CVop=— — %100 =
Media (Eq. 4.4)

4.3.4. Exatidao
A exatiddo do método foi determinada através da andlise de amostras

com trés concentracdes diferentes de NSD (10, 30 e 60 pg/mL), em triplicata,
preparadas em cada um dos meios de dissolucéo (solugédo pH, 1,2 e solugbes
tampao, pH, 4,5 e 6,8). As analises foram realizadas em momentos diferentes
do mesmo dia (exatiddo intradia) e em dias diferentes (exatidao interdia) em
espectrofotometro UV-VIS modelo Tecan, no comprimento de onda de 300 nm
(BRASIL, 2003). Os resultados foram obtidos conforme equacéo 4.3 (Eq. 4.3),

descrita abaixo.
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Exatidio (% _Concentrat;ﬁo meédia determinada 100
zatidac (%) = Concentracio tedrica *

(Eq. 4.5)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagdo dos comprimidos matriciais de NSD

Os comprimidos matriciais obtidos por compressdo direta, conforme
descrito no item 4.2.2, foram submetidos a avaliagéo fisico-quimica, de acordo
com o preconizado pela 5% edicdo da Farmacopeia Brasileira (2010),
contemplando as andlises de: peso médio, dureza e friabilidade, conforme
descrito no item 4.2.2. A Tabela 3 sumariza os resultados das avaliagdes

destes parametros para as formulagdes desenvolvidas (NF1, NF2, NF3 e NF4).

Tabela 3. Valores médios do peso, dureza e friabilidade dos comprimidos

matriciais contendo NSD (200 mg) e ferrita (550 mg)

Cédigo Peso Médio (mg) = DP Dureza (kgf) Friabilidade (%)
NF1 1122,00,+4 >3 0,8
NF2 1155,0+ 0,6 >3 1,0
NF3 1130,0+0,8 >3 11
NF4 1137,0+ 0,6 >3 1,2

DP = Desvio Padrdo, n = dez comprimidos (dureza e friabilidade) e 20
comprimidos (peso médio). NF1 = 30% HPMC; NF2 = 23% HPMC; NF3 = 17%
HPMC e NF4 = 10% HPMC.

Os resultados de peso médio e de friabilidade, para todas as
formulacdes desenvolvidas, estdo em concordancia com o preconizado pela
Farmacopeia Brasileira (2010). Em relagdo ao peso médio, o coeficiente de
variagcdo (CV%) néo foi superior a 5,0%, conforme o preconizado e os valores
de friabilidade foram inferiores a 1,5% do peso inicial. Por outro lado, em
relacdo a dureza, os valores expressos na Tabela 3 indicam a alta dureza (>
3kgf), de forma que todos os valores foram considerados superiores ao minimo
preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010). Entretanto, a determinacdo
deste parametro foi dificultada em funcéo da alta dureza observada decorrente

da presenca de ferrita na formulagédo, provavelmente. Em funcdo disto,
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estimou-se que os valores foram superiores aos valores preconizados como

minimos pela farmacopeia.

5.1.1. Teor

A Tabela 4 apresenta os resultados médios e 0s respectivos desvios
padrbes de teor de NSD para os comprimidos matriciais desenvolvidos.
Conforme demonstrado pelos resultados obtidos, todas as formulagdes
desenvolvidas apresentaram-se em conformidade com o preconizado na
Farmacopeia Brasileira (2010), uma vez que o teor de NSD se manteve dentro
dos limites de 95,0 a 105,0%.

Tabela 4. Valores de teor de NSD obtidos a partir da média de trés
determinagdes a partir dos comprimidos matriciais contendo NSD (200 mg) e
ferrita (550 mg)

Formulagéo Teor médio (%) CV (%)
NF1 99,2 1,2
NF2 100,9 1,0
NF3 98,7 1,7
NF4 99,8 1,9

CV = Coeficiente de Variagdo; NF1 = 30% HPMC; NF2 = 23% HPMC; NF3 =
17% HPMC e NF4 = 10% HPMC.

5.1.2. Avaliacéo biofarmacotécnica in vitro

Conforme descrito no item 4.2.2.5, os comprimidos matriciais contendo
NSD (200 mg), ferrita (550 mg) e HPMC nas concentragdes de 30% (NF1),
23% (NF2), 17% (NF3) e 10% (NF4), obtidos por compresséo direta, foram
submetidos aos ensaios de dissolugdo com emprego do aparato IV, em
diferentes meios de dissolugéo (solucdo pH 1,2; solu¢des tampéao, pH 4,5 e pH
6,8).
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Ensaios de dissolugcédo sédo considerados ferramenta fundamental na
predicdo do comportamento in vivo da forma farmacéutica (PRISTA et al,
1996). Tal requisito se torna prioritario, pois para que ocorra a absor¢do do
farmaco e o mesmo se torne biodisponivel, é necessério que ocorra a
liberag&o, ou dissolucdo do mesmo nos liquidos corporais. Assim se a forma
farmacéutica € um comprimido, por exemplo, 0 mesmo deve desintegrar em
particulas menores até que ocorra a dissolugdo, para que finalmente o farmaco
esteja disponivel para ser absorvido (MARCOLONGO, 2003; SILVA 2014).
Estes ensaios sdo principalmente aplicados no controle de qualidade de
produtos farmacéuticos, na avaliagdo da equivaléncia farmacéutica, nos
estudos de bioisencéo, no desenvolvimento de novas FFs e nos estudos de
correlacéo in vitro / in vivo (CIVIV) (KOSTEWICZ, 2014).

Os métodos desenvolvidos para avaliagdo da dissolucéo in vitro devem
ser capazes de refletir com precisdo as condigbes in vivo, especialmente
aquelas que podem influenciar a taxa de dissolugdo e, portanto, a
biodisponibilidade dos farmacos (SERRA, 1998; CID, 1981; SHARGEL, YU,
21012; PESTIEUAU, 2016; KOSTEWICZ, 2014). Para que os parametros do
teste in vitro sejam estabelecidos, é importante o conhecimento dos fatores
fisioldgicos, fisico-quimicos relacionados ao farmaco e farmacéuticos,
relacionados a forma farmacéutica, que podem afetar a liberacdo dos farmacos
no organismo, a partir das formas farmacéuticas (SHARGEL, YU, 2012; PISLA,
2015).

Dentre esses fatores, os fisiologicos merecem destaque, devido a
grande variabilidade encontrada no TGI, por exemplo, o tempo de residéncia
géstrica é um dos pardmetros que apresentam grande influéncia na extenséo
da absorcdo do farmaco (PISLA, 2015). O intestino, constituido de dois
segmentos, o delgado e o grosso, é a regido onde ocorre a absor¢édo da grande
maioria dos farmacos em fungdo de ser a regido mais extensa do TGl e
apresentar tecido apropriado para a absor¢cdo (MAYER, 1994; TROCON 2008;
LORENA 2014). O processo de absor¢cdo de nutrientes e farmacos ocorre
especialmente no intestino delgado, subdividido em duodeno, jejuno e ileo,
(MAYER, 1994; CHWLA et al, 2003). Os liquidos do TGl apresentam ampla
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faixa de pH, que varia entre 1,0 a 8,0 e a composi¢éo destes pode ser bastante
variavel em funcdo da presenca de alimentos, bactérias, enzimas (amilases,
lipases, proteases), sais biliares e lecitina (ROUGE et al.,1996; DRESSMAN,
2001, 2007)

O ensaio de dissolugéo deve ser realizado em condi¢ées mais proximas
possiveis daquelas observadas nas condic¢des in vivo (MARCOLONGO, 2003;
PESTIEIAU, 2016). Nesse sentido, os parametros que fundamentam o teste de
dissolugéo in vitro tais como, temperatura, biorrelevancia do meio e condi¢des
hidrodinamicas de agitagéo, precisam ser avaliados e padronizados, para que
se obtenham métodos robustos, reprodutiveis, precisos e capazes de permitir
correlacdo com resultados in vivo (PESTIEIAU, 2016; KOSTEWICZ, 2104). Os
métodos de dissolugdo in vitro devem ainda apresentar um alto poder
discriminativo, evidenciando diferencas no perfil de dissolugéo provenientes de
alteracdes nas formulagbes desenvolvidas (BRASIL 2010; MARCOLONGO,
2003).

Conforme apresentado na revisdo da literatura, existem diferentes
aparatos para avaliagdo do comportamento de dissolugédo dos comprimidos. A
Farmacopeia Americana (2017) descreve sete aparatos, dentre eles os
aparatos, cesta () e pas (Il), que foram os primeiros a serem referendados em
compéndios oficiais, tronando-se os mais empregados para avaliagédo do teste
de dissolugéo, sobretudo para formas farmacéuticas solidas. Porém, com a
necessidade de realizacdo de ensaios de dissolugdo para outras formas
farmacéuticas, outros aparatos tém sido indicados, como o cilindro reciproco
(1) e a célula de fluxo (IV) (MARCOLONGO, 2003; FOTAKI, 2011; BROWN,
2011; KANFER, 2017).

A tentativa de simular as condigdes fisiolégicas em um teste in vitro, tem
sido um desafio para o desenvolvimento de FFLP, parametros como, a
hidrodinAmica envolvida no TGI é algo extremamente complexo de simular in
vitro. H& muitos trabalhos descritos na literatura que visam uma melhor
correlacao in vitro/in vivo, e o emprego do aparato IV tem se destacado nesses
trabalhos (DERENDORF, 1983; MORITA, 2003; NEUBERT, 2008; SUNESEN,
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2005; KAKHI, 2009; JANTRAID, 2009; D'’ARCY, 2011; SILVA, 2014,
ADROVER, 2015). Entretanto, ndo existem muitas monografias descritas nas
farmacopeias, na brasileira e japonesa, por exemplo, o aparto IV ndo esta
referendado. H4 apenas duas monografias descritas na farmacopeia americana
que descrevem a aplicagdo do aparato IV para os produtos, Rufinamide e
Voltaren Retard (USP, 2017).

O aparato IV apresenta grande vantagem frente aos demais aparatos
compendiados. Conforme destacado no capitulo da revisdo da literatura, este
aparato apresenta como principal vantagem a capacidade de manter as
condi¢des sink durante o ensaio, pois permite 0 emprego de volumes infinitos
de meio de dissolugdo, o que favorece a dissolugdo de farmacos de baixa
solubilidade, e nesse sentido € o método que mais se assemelha as condi¢cbes
in vivo. Além disso, este aparato possibilita também padrdo hidrodindmico dos
meios de dissolucdo semelhante ao fluxo de liquidos no TGI. Outra vantagem é
a viabilidade de se trabalhar com até quatro meios distintos de dissolu¢&o para
0 mesmo teste, possibilitando assim, um gradiente de pH durante o ensaio, o
que permite uma simulacdo mais préxima do comportamento fisiolégico, e o
estudo pode ser conduzido sem que seja necessaria a remogédo da FF para
alteracdo do meio (LANGENBUCHER 1989; WANG, 2009; GAO, 2009). Além
de assegurar a condugéo do ensaio com uma grande amplitude de volume de
meio de dissolucdo (proximo de 15 mL a infinito) e de fluxo destes meios, que
pode variar de 1,5 mL/min até 35 mL/min (GITE, 2016; MEDINA, 2014; FOTAKI
et al.,2009).

O aparato IV pode ser empregado em duas configuracdes bésicas,
sistema aberto e sistema fechado. O sistema aberto permite trabalhar com um
volume infinito de meio, favorecendo as condi¢cdes sink. J& o sistema fechado
permite 0 emprego de pequenos volumes, situacdo mais favoravel para
formulagdes com baixas concentragbes (FOTAKI, 2011; BROWN, 2011;
KANFER, 2017).

Conforme descrito no item 4.2.2.5.1, os ensaios de dissolucéo para os

comprimidos matriciais preparados conforme descrito no item 4.2.1.
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(Formulagdes: NF1, NF2, NF3 e NF4) foram conduzidos em equipamento de
dissolugdo SOTAX CE7 Smart, aparato IV, com célula de 22,6 mm, em sistema
aberto. Os resultados referentes estdo descritos na Tabela 5 e os respectivos

perfis de dissolugéo, representados na Figura 9.

A Tabela 5 apresenta a porcentagem de NSD dissolvida em funcéo do
tempo, a partir dos comprimidos matriciais NF1 (30% HPMC), NF2 (23%
HPMC), NF3 (17% HPMC) e NF4 (10% HPMC). Conforme resultados obtidos,
as formulacbes com maior percentual de HPMC apresentaram menor
porcentagem de liberacdo/dissolugédo. Assim, a formulagdo NF4, com menor
percentual de HPMC (10%), foi a que apresentou maior dissolugdo da NSD,
superando 90% de liberagdo, ap6s 8 horas de ensaio. Por outro lado, a
formulacdo NF1, com maior quantidade de HPMC (30%) foi a que apresentou
menor percentual de liberacdo do farmaco, atingindo cerca de 13%, ap0s 8
horas de ensaio. Em relagédo as formulacdes NF2 (23%) e NF3 (17%), que
apresentaram comportamento de dissolugdo intermediario, a porcentagem de
liberag@o de NSD foi de 41% para NF2, apds periodo de 8 horas, enquanto que
para a NF3, atingiu-se um platd de liberagdo em torno de 2,5 horas apés o
inicio do ensaio, com cerca de 70% de dissolucdo, que permaneceu até o final,
periodo de 8 horas.

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) ou Methocel®, como é conhecido
comercialmente, é um polimero derivado da celulose e tem como caracteristica
principal a sua capacidade de absor¢do de 4gua e intumescimento, formando
uma rede gelificada que controla a velocidade de liberacdo do farmaco
(SIEPMANN, PEPPAS, 2012). Este polimero é um dos mais empregados na
obtencéo de formulagdes de liberagéo prolongada e pode apresentar diferentes
viscosidades, em fungcéo do peso molecular. A sua capacidade em exercer um
controle na liberagdo do farmaco esta associada a esta caracteristica
(SIEPMANN, PEPPAS, 2012; SPRECIGO, 2006). Para as formulagbes
desenvolvidas foi utilizado o HPMC K4M, que apresenta uma viscosidade entre
média e alta, adequada para comprimidos matriciais de liberac@o prolongada
(SIEPMANN, PEPPAS, 2012; LOPES, 2005).
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A NSD é um farmaco pertencente a classe Il do Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica (BCS), portanto, apresenta baixa solubilidade
(0,01mg/mL) e alta permeabilidade (2,6 x 10* cm/s). As formulagdes com maior
percentual de HPMC  apresentaram menor porcentagem  de
liberag@o/dissolugdo. Tal fato pode estar associado a baixa solubilidade do
farmaco e as maiores concentragdes de HPMC, que contribuiram para a menor
taxa de dissolugdo (LOPES, 2005; SIEPMANN, PEPPAS, 2012). A Figura 9
ilustra o comportamento de dissolugcéo distinto das quatro formulagdes

desenvolvidas.
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Tabela 5. Valores médios de porcentagem de NSD dissolvida em fungé@o do
tempo a partir dos comprimidos matriciais contendo NSD (200 mg), ferrita
(marcador magnético, 550 mg) e HPMC em diferentes concentragfes (NF1 —
30% HPMC; NF2 - 23% HPMC; NF3 — 17% HPMC e NF4 — 10% HPMC)
obtidos a partir do ensaio de dissolu¢gdo com o aparato IV

Formulagéo NF1 NF2 NF3 NF4
Tempo HPMC 30% HPMC 23% HPMC 17% HPMC 10%
(Min) (% £ CV) (% £ CV) (% £ CV) (% = CV)
0-15 0,57+0,1 0,86 £0,1 18,39+ 0,4 3,71+0,9
15-30 0,89+0,1 2,47+0,3 36,77+ 1,4 9,06 +1,1
30-45 0,72+0,1 3,23+0,3 4457+ 0,9 14,26+ 1,9
45-60 1,32+0,1 484+1,0 49,76 £ 2,4 19,59+ 2,2
60-90 2,32+0,3 8,06 £0,9 60,06 + 2,3 27,64+49
90-120 3,34 +0,3 10,80+ 1,9 64,24+ 1,9 34,55 +4,5
120-150 4,52 +0,2 13,77+ 0,9 68,57 + 2,3 42,19+7,0
150-180 5,34 £0,5 1550+ 1,5 70,77+ 14 47,48 £ 6,0
180-210 6,45+0,9 17,82+ 2,2 7154+21 53,29+ 75
210-240 795+1,6 19,62 +1,8 7199+19 59,19+ 6,0
240-300 9,27+1,1 23,58 £ 2,7 72,07+2,1 67,82+6,5
300-360 10,22+ 0,9 29,26 +£1,9 72,38+ 2,1 75,45+ 8,9
360-420 11,96+1,2 35,44+2,0 72,46+ 2,3 83,98+ 4,2
420-480 13,25+1,6 40,06 + 2,3 72,55+19 91,54+6,3

Os resultados representam a média de seis determinacfes (n= 6); CV = coeficiente de

variagdo; HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.
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122 Perfil de dissolugao aparato IV
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Figura 9. Perfis médios de dissolu¢do da NSD obtidos a partir dos comprimidos
matriciais contendo NSD (200 mg), ferrita (marcador magnético, 550 mg) e
HPMC, NF1(30% HPMC); NF2 (23% HPMC), NF3 (17% HPMC) e NF4 (10%
HPMC). Os resultados representam a média de seis determina¢cdes (n= 6);
HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.

5.1.3. Avaliacdo da cinética e da eficiéncia de dissolugdo das

formulagdes desenvolvidas

O estudo da cinética e da eficiéncia de dissolucdo tem aplicacao
fundamental na avaliagdo do comportamento de dissolucao dos farmacos a
partir de um determinado produto farmacéutico. Estas ferramentas permitem
obter dados como, por exemplo, velocidade de dissolugédo e tempo necessario
para dissolugdo de uma determinada concentracdo de farmaco. Além disso,
permitem comparacao entre perfis de dissolucdo (SERRA, STORPIRTS, 2007).

A comparacdo entre perfis de dissolugdo de outras formas
farmacéuticas, que ndo as solidas (comprimidos e capsulas), como por
exemplo, suspensfes, cremes, pomadas, stent, ou mesmo de FFLP
(reservatorio, bomba osmética, sistemas matriciais), visando a avaliagdo da
equivaléncia farmacéutica, tem sido considerada extremamente complexa
(SPRECIGO, 2006; PAIXAO, 2017; YUKSEL, 2000; RAJALAHTI, 2011).

O estudo comparativo entre perfis de dissolugdo obtidos a partir dos

produtos farmacéuticos € etapa fundamental para garantir a equivaléncia
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farmacéutica entre medicamentos candidatos a genéricos, ou similares, e 0s
respectivos medicamentos de referéncia. Para tanto véarios modelos
matematicos tém sido propostos (CARDOT, 2017; MERCURI, 2017,
SIEPMANN; 2013). Dentre os métodos utilizados para comparacéo de perfis de
dissolugéo, destacam-se os modelos que empregam ANOVA (onde se avalia a
variancia), os modelos independentes, que permitem a determinagdo dos
fatores de diferenca (F1) e de semelhanga (F2) e os modelos dependentes, ou
cinéticos. Estes ultimos baseiam-se em fun¢des mateméticas que relacionam o
percentual dissolvido do farmaco com um determinado intervalo de tempo, com
a finalidade de calcular parametros que possibilitem a comparacédo dos perfis,
como: constante de velocidade de dissolugdo (k); meia vida de dissolucéo
(Tsow) e quantidade de farmaco dissolvido em um determinado intervalo de
tempo (Q:) (FLANNER, 1996; YUKSEL, 2000; SERRA, STORPIRTIS, 2007;
RAJALAHTI, 2011). Os métodos mais usuais sdo: ordem zero, primeira ordem,
Higuchi; Korsmeyer-Peppas; Hixon Crouwell, quadratico e Weibull (FLANNER,
1996; TYSONG, 1996; O'HORA, 1998). Estes modelos também permitem
chegar a conclusdes quanto ao mecanismo de liberacéo do farmaco a partir da
forma farmacéutica (SERRA, STORPIRTIS, 2007). (FDA, 1997).

No presente trabalho a avaliacdo da cinética de dissolugdo das
formulacdes desenvolvidas foi realizada com o emprego dos seguintes
modelos matematicos: ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Kormeyer-
Peppas, que permitiram também avaliacdo do mecanismo de liberacdo da NSD
a partir das formulagcdes desenvolvidas (HIGUCHI, 1963; KORSMEYER,
PEPPAS, 1981).

A Tabela 6 apresenta os coeficientes de determinagao obtidos para cada
um dos modelos aplicados aos perfis de dissolucdo das formulagbes
desenvolvidas (NF1, NF2, NF3 e NF4), quando estas foram submetidas ao
ensaio de dissolugdo com o aparato IV (item 4.2.2.5.1). Os resultados obtidos
demonstraram um bom ajuste para os quatro modelos propostos, uma vez que
os coeficientes de determinac@o obtidos foram proximos de 1 (Tabela 6).
Quanto ao mecanismo de liberacdo da NSD de acordo com os resultados
observa-se que a quantidade de polimero teve influéncia direta na liberagéo,

sugerindo que o intumescimento do HPMC seja o mecanismo principal de
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liberagé@o, podendo também, apresentar simultaneamente a superposicdo dos
mecanismos de liberacdo (PRESCIGO, 2006; MOURAO, 2009; SERRA,
STORPIRTIS, 2007; PATHER et al, 1998; SIEPMANN, PEPPAS, 2012).

Tabela 6. Valores do coeficiente de determinacdo obtidos de acordo com 0s
modelos dependentes que descrevem a cinética de dissolugdo para as
formulagcdes NF1, NF2, NF3 e NF4 nos meios de dissolugéo, solugéo pH1,2,
solucéo tampé&o pH 4,5, solugéo tampéo pH 6,8 utilizando aparato 1V

FORMULACAO
Modelo NF1 NF2 NF3 NF4
Higuchi 0.986 0,968 0,867 0,998
Ordem zero 0,997 0,978 0,756 0,999
1° ordem 0,996 0,987 0,925 0,999
Korsmeyer - 0,998/ 0,976/ 0,893/ 0,998/
Peppas 1,0* 0,3* 1,1* 0,9*

Os valores apresentados referem-se a média dos coeficientes de determinagdo (r?) de seis
pontos de dissolucéo (n=6); os valores com * indicam os resultados do expoente n do modelo

de Korsmeyer- Peppas

Tabela 7. Valores das constantes cinéticas e percentual de dissolu¢cdo em QG60,
Q240 e Q480, obtidos a partir da equagéo definida pelo modelo matematico
com melhor ajuste (ordem zero)

Constantes Cinéticas

Formulacdo k* (%/min) Q60 (%) Q240 (%) Q480 (%)

NF1 0,03 1,32 1,95 13,25
NF2 0,08 4,99 19,97 39,93
NF3 0,21 13,83 72,0 72,50
NF4 0,22 19,95 59,19 91,54

k* = coeficiente angular da reta de regressdao = constante da velocidade de dissolucao
(%/mint?). NF1 = (30% HPMC); 20%; NF2 = (23% HPMC; 20%) NF3 = (17% HPMC; 20%);
NF4 = (10% HPMC)
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Outra forma de comparar ou analisar os perfis de dissolugéo é por meio
da determinacgéo da eficiéncia de dissolugcdo (ED%). Khan & Rhodes (1975)
introduziram o conceito de eficiéncia de dissolugdo, que pode ser definido
como a area sob a curva em um determinado intervalo de tempo obtida por
meio da construgdo dos perfis de dissolugcdo, que relacionam porcentagens
dissolvidas do farmaco e tempo (SERRA, STORPIRTS, 2007).

A ED% tem se apresentado como ferramenta importante para a
comparacgao direta entre perfis, de maneira simples e robusta, especialmente
gquando se pretende avaliar a influéncia das variaveis de formulacdo e do
processo produtivo no perfil de dissolugdo de uma forma farmacéutica.
Diferente dos modelos cinéticos que estabelecem comparacgéo entre os valores
dos parametros obtidos pelas equagbes aplicadas, tais como, constante de
velocidade de dissolugdo (k); meia vida de dissolugdo (Tso%) € quantidade de
farmaco dissolvido em um determinado intervalo de tempo (Qi), a ED%,
considera o perfil de dissolugdo como um todo e, portanto, portanto permite
uma comparacdo mais abrangente (SKOUG et al., 1997; O'HARA et al.,1998;
OFOEFULE et al., 2001; SERRA, STORPIRTIS, 2007).

Conforme descrito no item 4.2.6, a ED% dos perfis obtidos no presente
estudo foram determinadas por meio de software Excel, através do suplemento
DDsolver. Os resultados de ED% obtidos a partir dos ensaios de dissolugao
com o aparato IV, para os comprimidos matriciais contendo NSD e ferrita (NF1
=7,0%; NF2 = 19,9%; NF3 = 64,8% e NF4 = 54,3%) evidenciaram a influéncia
da concentragdo do HPMC no processo de liberagéo, resultando em perfis de
liberacdo distintos (Tabela 8; Figura 10). Destaca-se que a formulagcdo NF1,
com maior porcentagem de HPMC (30%), apresentou menor ED%, enquanto
as formulagbes NF3 e NF4, com menores porcentagens de HPMC,
respectivamente 17% e 10%, apresentaram maiores valores de ED. Para
avaliar a significAncia destas diferengcas empregou-se andlise estatistica
(ANOVA) e os resultados estdo apresentados na Tabela 9. A avaliagdo
estatistica demonstrou que as formulagbes (NF1, NF2, NF3 e NF4), quando
comparadas entre si, apresentam diferencas significativas em relacdo a ED%,

indicando assim que, em todos o0s casos se obteve perfis de dissolugdo
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distintos. Tais diferencas estdo relacionadas as diferentes concentracdes de
HPMC, que serdo abordadas a seguir.

Tabela 8. Valores obtidos para a eficiéncia de dissolucdo ED% e area sob a

curva para as formulagdes desenvolvidas dos comprimidos matriciais

FORMULAGAO ASC Média (ED%)
NF1 3363,8 + 3,2 7,0
NF2 9567,3 + 4,6 19,9%
NF3 31101,6 + 1,9 64,8
NF4 260455+ 1,2 54,3%

Os valores apresentados sado resultados da média a partir da avaliacdo de 6
comprimidos; HPMC = Hidroxipropilmetilcelulose NF1 = (30% HPMC); 20%;
NF2 = (23% HPMC; 20%) NF3 = (17% HPMC; 20%); NF4 = (10% HPMC).

EFICIENCIA DEDISSOLUCAO APARATO IV
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0
S 400 -
30,0 -
20,0 -
10,0 - +
00 - : : : :
100 NF1 NF2 NF3 NF4

Figura 10. Resultados de eficiéncia de dissolugdo para as formulagdes NF1 =
(30% HPMC); NF2 = (23% HPMC); NF3 = (17% HPMC) e NF4 = (10% HPMC).
Os valores apresentados sao resultados da média a partir da avaliagcdo de 6
comprimidos.

Tabela 9. Avaliacdo estatistica através dos indices de significancia (p <0.05)
obtidos pela comparacéo entre a (ED%) das formulagdes desenvolvidas
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NF1 NF2 Resultado Valor-p
7,0% 19,9% Diferente < 0,00001
NF1 NF3
7,0% 64.8% Diferente < 0,00001
NF1 NF 4
7,0% 54,3% Diferente < 0,00001
ED% NF2 NF3
19,9% 64,8% Diferente < 0,00001
NF2 NF4
19,9% 54,3% Diferente < 0,00001
NF3 NF4
64,8% 54,3% Diferente < 0,00001

p = indice de significancia ANOVA — fator anico; NF1 =(30% HPMC); NF2 = (23% HPMC)
NF3 = (17% HPMC) e NF4 = (10% HPMC)

A taxa de dissolug¢éo de um farmaco, sobretudo de alta solubilidade, em
sistemas matriciais hidrofilicos, €& prioritariamente modulada pela matriz
polimérica e segundo Siepmann (2012), pode ser explicada por pelo menos
trés mecanismos decorrentes da hidratagdo do HPMC: (1) intumescimento (2)

erosao (3) difuséo de Fick.

Em relacdo ao mecanismo de intumescimento da matriz polimérica ha
algumas consideragbes importantes a serem feitas, como a formagédo de
estruturas intermediérias e permanentes (gel / plastica) e suas inter-relagées.
Este fendmeno ocorre quando o polimero é hidratado e vai passando de uma
estrutura gelificada (gel) para uma estrutura mais emborrachada (plastico),
diminuindo assim o contato da agua ou liquidos fisiolégicos com o farmaco, e
desta forma modulando a liberacdo do farmaco em funcéo da entrada de
solvente na FF (SIEPAMANN, PEPPAS, 2012).
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O processo de erosdo acontece através do desprendimento das
camadas mais externas da matriz intumescida, resultado do rompimento das
interac6es polimero-polimero, aumentando a area do farmaco em contato com
os liquidos fisiolégicos e em consequéncia, observa-se o aumento da
dissolucéo do farmaco, seguindo a lei de Fick (SIEPAMANN, PEPPAS, 2012).

A lei de difusdo de Fick determina que as moléculas ou particulas
tendam a seguir do meio mais concentrado para o menos concentrado, desta
forma, a medida que o farmaco entre em contato com a agua ou liquidos
corporais, se estabelece um gradiente de concentragdo que determinard a
velocidade de dissolucdo do farmaco. Vale ressaltar que este processo é
favorecido, quando séo estabelecidas as condi¢Ges sink, ou seja, a presenca
de volume suficiente de meio para garantir a dissolugdo do farmaco, como
ocorre naturalmente in vivo (SIEPAMANN, PEPPAS, 2012).

O trabalho realizado por Gal (1996) tem importante relevancia para
discussoes feitas em torno do HPMC e suas diferentes formas, comercialmente
disponiveis, com peso molecular e viscosidade, distintos e que impactam na
liberacdo do farmaco. A viscosidade da HPMC aumenta em fungcdo do peso
molecular, o que proporciona diferentes gruas de intumescimento (GAL, 1996).
O pesquisador também avaliou o impacto da viscosidade na capacidade de
controle da liberagdo da substancia ativa, concluindo que, & medida que a
viscosidade do HPMC aumenta, a formacé&o da barreira gel é favorecida, e isto
confere um maior controle na liberagdo do farmaco (GAL, 1996; SIEPAMANN,
PEPPAS, 2012). O HPMC K4M utilizado para o desenvolvimento dos
comprimidos matriciais do presente trabalho, demonstrou ser eficiente para
controlar a liberacdo da NSD, apesar de ser um farmaco da classe Il do SCB
(baixa solubilidade e alta permeabilidade), conforme resultados obtidos para as
formulacdes com diferentes concentracdes de HPMC, apresentados nas
Tabelas 5, 7 e 8. Os resultados obtidos permitiram concluir que a formulacéo
(NF4), com 10% de HPMC, apresentou o melhor perfil de dissolucéo, liberando
gradativamente a NSD, atingindo cerca de 90 % de liberagdo ao final de 8

horas de ensaio.
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Apos o desenvolvimento das formulagBes com diferentes percentuais de
HPMC, foi possivel obter uma formulagdo com o melhor desempenho esperado
para uma FFLP, seja quando avaliada pela cinética e eficiéncia de dissolugéo,
ou no que se refere as faixas de liberagdo do farmaco, em 60 minutos (20 a
40%), 240 minutos (50 a 70%) e 480 minutos (80 a 100%) conforme sugerido
por Prista et al (1996).

5.1.5. Estudo biomagnético por BAC das formula¢6es desenvolvidas

Conforme descrito no item 4.2.3, os estudos biomagnéticos in vitro e in
vivo foram realizados por meio da técnica de Biosusceptometria de Corrente
Alternada (BAC) no Instituto de Fisica e Biofisica, do campus Botucatu da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, sob a responsabilidade
e coordenacao do Prof. Dr. José Ricardo de Arruda Miranda, conforme descrito
por Cora e colaboradores (MIRANDA, 1997; CORA, 2005, 2008; ANDREIS,
2010).

Para estas etapas do estudo foi selecionada a formulacdo NF4 em
funcdo de seu melhor desempenho em relacdo ao percentual de liberagéo da
NSD ap6s as 8 horas de ensaio de dissolucdo (superior a 90%), conforme
demonstrado na Tabela 7 e Figura 9, e por apresentar comportamento de FFLP
com caracteristicas semelhantes aquelas propostas por Prista et al., (1996)
(PRISTA, 1996; SPRECIGO, 2006).

O estudo de biomagnetismo in vitro foi conduzido com 06 comprimidos

da formulacdo NF4, conforme descrito no item 4.2.3.1.

Na Figura 11 estdo apresentados os perfis graficos da &rea magnética
gerada através do monitoramento por meio da BAC in vitro da formulagdo NF4
(10% HPMC) nos meios de dissolucdo (solu¢cdo pH 1,2, solugbes tampdo,
pH4,5 e pH 6,8), conforme descricdo no item 4.2.2.5.1. De acordo com 0s
resultados, observa-se o aumento da area magnética em funcdo do tempo,
indicando que os comprimidos, & medida que foram hidratados, pelo contato

com o meio, permitiram a distribuicdo das particulas de ferrita, marcador
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magnético, que foi detectada pelo sensor disposto na parede da cuba que com

0 meio de dissolu¢éo e o comprimido (Figura 7).
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Figura 11. Perfis da area magnética em funcédo do tempo, obtidos para a formulagao
NF4 (10% HPMC) a partir dos estudos com emprego da BAC in vitro nos meios de
dissolugdo: solugdo pH 1,2, solugcbes tampédo, pH4,5 e pH 6,8. Os valores
representam os resultados de determinagdes em cada solugéo
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Os resultados (Figurall) também permitiram observar que a alteracéo
do pH ndo impactou no aumento de area magnética, indicando que a
hidratagéo/intumescimento da matriz da formulacdo NF4 comportou-se como
pH independente. Esta observacdo esta em concordancia com os resultados
relatados por Siepmann e Peppas (2012) que, por meio de estudos com
formulagdes contendo o farmaco buflomedil e HPMC, como matriz controladora
de liberagdo do farmaco, concluiram que a hidratacdo/intumescimento deste
polimero é independente de pH do meio (HIGUCHI, 1963; SIEPMANN,
PEPPAS, 2012).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 12, referente a
formulacdo NF4 (10% HPMC), que demonstram os perfis da drea magnética
em funcdo do tempo, obtida por meio de estudo com BAC in vitro, e de
dissolu¢do do farmaco em fung@o do tempo, obtido por meio do ensaio de
dissolugdo com o aparato IV, pode-se sugerir que & medida que a area
magnética aumenta, observa-se um aumento da liberagdo do farmaco, que
provavelmente se dé através da rede polimérica formada (barreira gel). Tal
comportamento foi igualmente observado por Areevath e colaboradores (1998)
quando determinaram a dissolugdo do diclofenaco, a partir de matrizes
poliméricas hidrofilicas, com objetivo de avaliar o intumescimento das matrizes
no sentido axial e radial, mensurados através de uma sequéncia de fotos,
durante um periodo de tempo de 360 minutos. Nott (2010) realizou o
monitoramento da area gerada, por meio de Ressonancia Magnética, quando
formulagcbes matriciais contendo o farmaco maleato de clorfenilamina e HPMC
foram submetidas ao ensaio de dissolugdo com o aparato IV. O autor
correlacionou o aumento da area gerada com a liberagdo de maleato de
clorfenilamina e obteve resultados semelhantes ao encontrados no presente
trabalho com BAC.
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Figura 12. Representagdo grafica dos perfis da area magnética em fungéo do
tempo, obtida por meio de estudo com BAC in vitro, e do de dissolugdo do
farmaco em fungéo do tempo, obtido por meio do ensaio de dissolu¢cdo com o
aparato IV, para a formulagdo NF4 (10% HPMC).

A avaliagdo do transito das FFs, sobretudo das FFLP, torna-se
extremamente relevante para estimar o impacto do tempo de exposi¢ao destes
sistemas de liberagdo aos sitios do TGl onde se dard a dissolugéo e a
absorgdo do farmaco (LANZILLOTTI, 2012; DRESSMANN, 2001, 2007). Tais
estudos tém sido objeto de pesquisa para varios autores (QUINI, 2015;
CARMO, 2014; MAO, 2014; MARTINS, 2015; CORA, 2010). Para caracterizar
a motilidade do TGI os seguintes parametros tém sido principalmente
empregados: tempo de transito esofagico, tempo de residéncia géastrica (TRG),
tempo de transito orocecal (TTOC) e tempo de transito intestinal (TTI). Tais
estudos tém sido direcionados também para estimar a influéncia de patologias
no transito TGl e impactos da cirurgia baridtrica. Dentre as técnicas
empregadas para este fim estdo a esofagografia baritada,
esofagogastroscopia, a manometria esofagica, a cintilografia e as técnicas

biomagnéticas como, por exemplo, a Biosusceptometria de Corrente Alternada
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(BAC) (QUINI, 2015; CARMO, 2014; MAO, 2014; MARTINS, 2015; CORA,
2010). Dentre estas, a cintilografia tem se destacado como técnica padrédo para
este tipo de monitoramento (WEITSCHIES, 2012). Entretanto, a necessidade
de utilizacdo de material radioativo e a exposi¢do do paciente a este tipo de
substancia, restringem o emprego desta técnica. Técnicas como a BAC tem se

apresentado como uma alternativa promissora (CORA, 2008).

O monitoramento do transito no TGl humano pela BAC consiste na
deteccdo de material magnético, por exemplo: magnetitas e ferritas,
incorporados a uma forma farmacéutica, que gera um campo magnético que
com auxilio de um amplificador de sinal, permite quantificar a intensidade do
sinal emitido pelo marcador, esses resultados sédo processados por software
adequado e convertidos em imagens para avaliacdo da variagdo de area
magnética durante o percurso no TGl humano (ANDREIS, 2010; CORA, 2008).

No presente trabalho, o estudo biomagnético in vivo, foi conduzido com
emprego de técnica biomagnética por meio de BAC, conforme descrito no item
4.2.3.2, e envolveu a participacdo de 08 individuos sadios (sem patologias
relacionadas ao TGl), aos quais foi administrada a formulagdo NF4, apés jejum
de 12 horas, procedendo-se o monitoramento do transito no TGI por BAC
durante o periodo de 8 horas (MIRANDA, 1997; CORA 2008).

A Tabela 10 apresenta os parametros obtidos para o transito no TGl
(TRG = Tempo de Residéncia Géstrica; TTOC = Tempo de Transito Orocecal e
TTI = Tempo de Transito Intestinal) da formulac&o avaliada (NF4) por meio de
BAC, conforme descrito no item 4.2.3. Em relacdo ao TRG, que se refere ao
tempo em que a formulagdo permaneceu no estdmago, observa-se
semelhanca entre os resultados obtidos neste estudo (89,0 minutos) e aquele
descrito (96,1 minutos) por Lorena (2014), em ensaio conduzido com dieta
padroniza marcada com material radioativo, com emprego de cintilografia
(LORENA, 2014). A Tabela 11 apresenta a comparagao entre os resultados
médios do transito no TGI obtidos no presente estudo por meio de BAC e os
dados descritos na literatura (DRESSMAN, 1996). Os resultados obtidos

permitem observar que o tempo em que a formulagdo NF4 permaneceu na
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porgéo intestinal (TTI), onde ocorre grande parte dos processos de absorgéo,

foi superior aos valores de tempo nos outros segmentos (TRG e colbnica).

Como os tempos médios se mantiveram dentro das faixas descritas na
literatura, pode-se inferir que a BAC é uma técnica capaz de mensurar o tempo

de transito no TGI com eficiéncia.

Tabela 10. Resultados obtidos para o transito no TGl (TRG = Tempo de
Residéncia Gastrica; TTOC = Tempo de Transito Orocecal e TTI = Tempo de
Transito Intestinal) da formulagéo avaliada (NF4) por meio de estudo in vivo
com BAC

Voluntario TRG (min.) TTI TTOC
(min.)

1 80 290 370

2 40 > 360 > 420

3 25 245 270

4 240 75 315

5 110 > 360 > 420

6 100 170 270

7 40 230 270

8 80 85 165

Média 89 272 313

SD 68 88 68

Nota: > indica o tempo em que foi detectado o Gltimo sinal, sendo este considerado no calculo

das médias.
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Tabela 11. Comparagédo dos resultados obtidos neste estudo (valores médios)
através da BAC com valores descritos na literatura para o tempo de transito de

cada porcao do TGI no estado de jejum

Tempo de Transito no TGl em minutos

Regido do TGl BAC Literatura*
TRG (Estdbmago) 89 5-120
TTI (Intestino) 272 120 — 2880
TTOC (Ingestéo até o ceco) 313 180 - 300

*ASHOFORD, (2005)

A Figura 13 permite visualizar a estabilizag&o do nucleo da matriz, regido
de cor vermelha mais intensa, isto evidencia que, a ferrita presente na
formulacdo, embora tenha se espalhado em funcdo do comprimido ter atingido
intumescimento maximo em cerca de 80 minutos, manteve-se retida no
polimero, conservando seu ndcleo. O grau de intumescimento é um importante
pardmetro quando se trata de matrizes hidrofilicas aplicadas a liberagédo
prolongada. Segundo estudos apresentados por Santos (2011), que investigou
0s mecanismos de liberagdo de NSD a partir de comprimidos de liberagéo
prolongada com HPMC, este polimero atinge seu intumescimento maximo nas
primeiras horas de hidratacdo, com uma expansao que atinge cerca 185 % em
relacdo ao tempo zero. Analisando os resultados obtidos para a formulagéo
NF4, com base nos resultados descritos por Santos (2011), é possivel sugerir
que NF4 atingiu seu &pice de intumescimento ainda no estdmago, de acordo
com os resultados de TRG (89 minutos), assim, acredita-se que a barreira gel
em fungédo do intumescimento atingido, tenha sido formada, sugerindo que a
liberagdo da NSD da formulagdo, ndo ser4d comprometida para porcdes

seguintes do TGI, conforme indicios apresentados.

Ruberlan de Oliveira Santos



89

0 min inersity (V)

Intensity (mV)
1

1
2
3

Coordernada Magnética Y

>
©
B
B
<
=)
8
=
P
°
a
£
£
3
2
]
o
o

Coordernada Magnética Y

2 4 ) s 10
Coordernada Magnética X

2 4 3 8 10

3 Coordemada Magnética X
Coordernada Magnética X

75 min Intersity (V) 105 min Intensity (m\V)
i 1

1

0s 2 08

08 08
3

0 3 07
4

08
5

0s 0s

04 6 04

03 7 03

0 8 02

0 01
9

o
10
2 s 5 ) 10

60 min Inersity (V)

Coordernada Magnética Y
Coordernada Magnética Y
Coordernada Magnética Y

2 4 6 8 10

2 4 6 8 10 Lot
Coordemnada Magnética X Coordernada Magnética X Coordernada Magnética X

Figura 13. Imagens com os intervalos de tempo do mapeamento
biomagnético in vivo, evidenciando o TRG da formulacao NF4 e a estabilizacao

do aumento de area magnética

Sabe-se que o intestino delgado é a regido do TGl onde ocorre a
absorgcdo da maioria dos farmacos, por diversas razdes ja citadas na reviséo,
como: caracteristicas das membranas desta regido, maior superficie de
contato, além de um maior tempo de transito nesta regido (DRESSMAN, 2007,
ASHFORD, 2005). Porém, o TGl humano € um meio extremamente complexo,
e as diferencas entre cada por¢do ndo se referem apenas as caracteristicas
anatdmicas ou histolégicas, mas também em relacdo a presenca dos liquidos
(ingeridos ou secretados, conforme ilustrado na Figura 1), que podem ser
distintos em relacdo ao volume, composicdo e pH (DRESSMAN, 2007,
ASHFORD, 2005; AMIDON, BERMEJO, 2003; MACHERAS, ARGYRAKIS,
1997). Considerando que a absorcdo do farmaco apenas se dard apés sua
solubilizagéo, torna-se fundamental considerar o impacto do transito da FF no
TGl e o impacto da exposicdo aos liquidos do TGI sobre a
solubilizag&o/liberagéo do farmaco.
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Em relacéo a solubilidade, sabe-se que a NSD, com pKa 6,7, apresenta baixa
solubilidade (0,01 a 0,03mg/mL) e que este pardmetro é dependente do pH, o
que significa dizer que quando este farmaco atravessa o TGI, sua solubilidade
nao é uniforme, sendo maior em um determinado segmento, em funcao da
variagcdo do pH de cada por¢éo do TGI. Segundo Dressmann (2001, 2007), tal
evento é conhecido como janela de solubilidade do farmaco no TGI, assim a
garantia que maior quantidade de farmaco seja liberada nesta janela,
aumentaria sua biodisponibilidade (DRESSMAN, 2001, 2007). Conforme dados
descritos na literatura, a NSD apresenta os seguintes valores de solubilidade
em funcdo do pH do meio: pH 1,7 — 0,03 mg/mL; pH 4,6 — 0,03 mg/mL; pH 6,5
— 0,06 mg/mL; pH 7,4 — 0,21 mg/mL e pH 8,0 — 0,76 mg/mL (CHEMICALIZE,
2017). Considerando os resultados de BAC in vivo obtidos no presente estudo
para a formulagdo NF4, em relagéo a: tempos de transito no TGI (TRG, TTOC,
TTI) e os dados de dissolugédo in vitro, constante de dissolu¢do (K) definida a
partir dos estudos de dissolucéo, foi possivel estimar qual a quantidade de
NSD que se encontraré solubilizada em cada por¢éo do intestino (porcentagem
de solubilidade prevista — SP%). Tal estimativa foi obtida por meio de célculo
descrito no item 4.2.3.2. Conforme pode ser observado na Tabela 12, que
apresenta um resumo desses dados, o maior valor de solubilidade prevista
(68%) foi obtido na porcdo do intestino delgado (TTI trénsito no intestino
delgado), local de maior capacidade absortiva no TGIl. Somando-se a isso,
destaca-se que esta por¢cdo do TGl apresenta maior volume de liquidos em
relagdo as outras por¢cdes e o pH destes esta dentro de intervalo que beneficia
a solubilizagdo do farmaco em especifico, indicando uma janela de
solubilizagéo (2,5 a 6,5), conforme descrito por Dressmann (2001, 2007). Este
resultado sugere que ha um favorecimento para a absor¢do do farmaco. Por
outro lado, quando o valor médio de TRG é comparado ao valor médio de
TTOC, observa-se que a formulagdo NF4 permanece um menor tempo na
regido géastrica. Este dado é interessante, considerando a baixa solubilidade da
NSD (0,01 a 0,03 mg/mL) na faixa de pH do estomago (1 a 3) o que determina
menor liberacdo em uma regido de baixa capacidade de solubilizagéo e

absorcgéao.
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Tabela 12. Parametros do transito no TGl (TRG = Tempo de Residéncia
Géstrica; TTOC = Tempo de Transito Orocecal e TTI = Tempo de Transito
Intestinal), constante de dissolugéo (K), e resultados de dissolucédo previstas da

NSD por regido do TGl para a formulagdo NF4

Regiéo do TRG TTOC TTI
TGI
Tempo (min) 89 313 272
K (% / min) 0,22 0,22 0,22
SP (%) 19,60 68,86 59,84
SP (mg) 17,44 137,12 119,68

k = constante de dissolugédo, SP = solubilidade prevista

Diante do exposto, fica evidente que a partir do desenvolvimento desta
ferramenta, ou seja, deste sistema de liberacdo (FFLP) contendo um farmaco
modelo (NSD) e um marcador magnético (ferrita), foi possivel avaliar o transito
desta FFLP através do TGl e determinar o tempo em que este sistema
permaneceu em cada porgao do TGI. Tais informagdes avaliadas em conjunto
com os dados de solubilidade da NSD e com os resultados dos estudos de
dissolugéo desta formulagdo permitem concluir que para o desenvolvimento
farmacotécnico, sobretudo de FFLM, e neste caso de FFLP, € de fundamental
importancia conhecer o impacto do transito no TGI na liberagéo/dissolugéo e

absor¢éo do farmaco.
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5.2. Validagdo do método analitico espectrofotométrico

5.2.1. Linearidade

Conforme resultados apresentados nas Figuras 14, 15 e 17, o método
espectofotométrico (comprimento de onda de 300 nm), empregado na andlise
da NSD, mostrou-se linear no intervalo de concentragdo de 6 a 100 pug/mL, nos
diferentes meios: solugcdo de HCI pH 1,2, solucdo tampao acetato pH 4,5 e
solugéo tampéo fosfato pH 6,8 (BRASIL, 2003).

y=0,0213x+0,0098
2 4 R2=0,9992

0 20 40 60 80 100 120
Concentragdo (pg/mlL)

Figura 14. Curva analitica do método para quantificacdo de NSD em solucao
pH 1,2, por espectrofotdmetro UV (300 nm) no intervalo de concentragéo de 6 a
100 pug/mL. Cada ponto representa a média de 3 determinagdes (n=3). x =
concentracgdo (ug/mL); y = absorbancia (UV), r? = coeficiente de determinagéo.
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Figura 15. Curva analitica do método para quantificacdo de NSD em solucao
tampéo, pH 4,5, por espectrofotbmetro UV (300 nm) no intervalo de
concentracdo de 6 a 100 pg/mL. Cada ponto representa a média de 3
determinagdes (n=3). x = concentracdo (ug/mL); y = absorbancia (UV), r2 =

coeficiente de determinagéo.

16 A
14 - y=0,0144x+0,0153

12 A

0,8
0,6 =
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0,2
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Figura 16. Curva analitica do método para quantificacdo de NSD em solucao
tampéo, pH 6,8, por espectrofotbmetro UV (300 nm) no intervalo de
concentracdo de 6 a 100 pg/mL. Cada ponto representa a média de 3
determinagdes (n=3). x = concentracdo (ug/mL); y = absorbancia (UV), r2 =

coeficiente de determinacéo.
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5.1.5.2 Especificidade

Conforme apresentado nas Figuras 8 e 9, o método espectrofotométrico
mostrou-se especifico para NSD, uma vez que ndo apresentou deteccéo de
interferentes no mesmo comprimento de onda da analise (300 nm), fato
evidenciado pela varredura no espectrofotometro. A Figura 8 apresenta o0s
perfis obtidos por meio da varredura espectrofotométrica das solucdes
empregadas como meios de dissolugdo (solucdo pH 1,2, solugéo tampéo
acetato pH 4,5 e solugcéo tampéo fosfato pH 6,8), na faixa de comprimento de
onda de 230 a 500 nm. A Figura 9 apresenta os perfis obtidos por meio da
varredura espectrofotométrica das solu¢gdes contendo a substancia quimica de
referéncia NSD (concentragdo 100 pg/Ml; teor 99,7%) nos meios de dissolucéo

solugdo pH 1,2, solugdo tampéao pH 4,5 e solugédo tampéo pH 6,8.

Solugédo pH 1,2 Tampdao pH 4,5 Tampdo pH 6,8

AN 02
0
230 280 330 380 430 480 230 280 330 380 430 480 o

) g w0 w0 aw
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda {nm) Comprimento de onda (nm)

480

Figura 17. Espectros obtidos por meio da varredura espectrofotométrica das
solucbes empregadas como meios de dissolucdo (solucéo de HCI pH 1,2,
solucéo tampéo acetato pH 4,5 e solugdo tampéao fosfato pH 6,8), na faixa de
comprimento de onda de 230 a 500 nm.
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Nimesulida em solugéo pH 1,2 Nimesulida em tampéo pH 4,5 Nimesulida em tampéo pH 6,8

220 280 330 380 430 480 230 280 330 380 430 480 230 280 330 380 430 480
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onde {nm} Comprimento de onde {nm}

Figura 18. Espectros obtidos por meio da varredura espectrofotométrica das
solu¢des contendo padrdo de NSD, concentragdo 100 pg/mL, teor 99,7%, nos
seguintes meios de dissolugéo: solucdo de HCI pH 1,2, solucdo tampéo acetato
pH 4,5 e solugéo tampéo fosfato pH 6,8.

5.2.1 Precisdo e exatidao

A precisdo e exatiddo do método analitico atenderam aos critérios de
aceitacdo de uma variacdo de no maximo 5,0%, conforme RE 899/2003,
demonstrando que o método pode ser considerado exato para quantificacdo de
NSD nos meios de dissolugdo empregados (solu¢cdo de HCI pH 1,2, solucdo
tampéo acetato pH 4,5 e solugcéo tampéo fosfato pH 6,8). Os resultados estao
apresentados nas Tabelas 13 a 15, e descrevem valores de preciséo entre 0,2
a 1,5 intradia e 0,2 a 0,8 interdias, para a exatidao intradia entre 98,1 e 99,1%,
e de 98,2 e 99,7%, interdias.

Tabela 14. Valores de preciséo e exatidao, intradia e interdias, determinados
por meio da analise de solu¢6es padrao de NSD (nas concentragdes de 10, 30
e 60 pg/mL) em, e solugéo de Solugcéo pH 1,2

Concentragdo NSD Preciséo (%) Exatidéo (%)
Mg / mL Intradia  Interdias Intradia Interdias
10 0,2 0,8 98,9 98,2
30 0,2 0,2 98,1 98,7
60 1,5 0,4 99,1 99,0

Cada valor representa uma média de trés determinag@es (n=3) para precisdo e exatidao
intradia e trés determinacdes para precisdo e exatidao interdias.
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Tabela 15. Valores de preciséo e exatidao, intradia e interdias, determinados
por meio da analise de solu¢bes padréo de NSD (nas concentragfes de 10,30

e 60 pg/ mL) em, e solugéo tampéo pH, 4,5

Concentragcdo NSD Preciséo (%) Exatidao (%)
Mg /mL g Intradia  Interdias Intradia Interdias
10 0,5 0,4 98,7 98,6
30 0,7 0,2 98,5 98,5
60 1,6 0,9 98,1 99,7

Cada valor representa uma média de trés determinacdes (n=3) para precisdo e exatidao
intradia e trés determinacdes para precisdo e exatidao interdias.

Tabela 16. Valores de preciséo e exatidao, intradia e interdias, determinados
por meio da analise de solu¢des padréo de NSD (nas concentragfes de 10,30

e 60 pg/ mL) em, e solugéo tampéo pH, 6,8

Concentra¢cdo NSD Preciséo (%) Exatidao (%)
Mg / mL Intradia  Interdias Intradia Interdias
10 1,5 0,9 99,7 99,1
30 1,1 0,6 98,6 98,2
60 1,0 0,4 99,1 98,7

Cada valor representa uma média de trés determinag@es (n=3) para precisdo e exatidao
intradia e trés determinacdes para precisdo e exatidao interdias.
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6. CONCLUSAO

1. As 4 formulagbes de comprimidos matriciais desenvolvidas, contendo
nimesulida (farmaco modelo), ferrita (marcador magnético) e diferentes
concentragbes de HPMC (NF1 - 30% HPMC; NF2 - 23% HPMC; NF3 - 17%
HPMC e NF4 - 10% HPMC), atenderam aos requisitos preconizados pela
Farmacopeia Brasileira (2010) em relac@o a peso médio, dureza e friabilidade.
A avaliacao biofarmacotécnica in vitro por meio dos ensaios de dissolu¢cdo com
o aparato IV permitiu identificar que estas apresentaram perfis de liberagdo da
NSD distintos, sendo que as formulagbes com maior percentual de HPMC

apresentaram menor porcentagem de liberagao/dissolu¢géo da NSD;

2. A formulagcéo NF4, com menor concentragdo de HPMC, foi selecionada para
os estudos por meio de BAC (in vitro e in vivo) por apresentar o melhor
desempenho esperado para uma FFLP, quando avaliada em relagdo ao seu
comportamento de dissolugdo, especialmente em funcdo da cinética e da

eficiéncia de dissolugéo;

3. Os resultados de BAC in vitro permitiram identificar que a formulagdo NF4
(10%HPMC) apresentou aumento de area magnética de forma independente
do pH do meio, sugerindo que a hidratagdo/intumescimento da HPMC
independe do pH. Os dados de BAC in vivo permitiram observar que o aumento
de area magnética atingiu um platd em cerca de 80 minutos apds a

administragédo da formulagao NF4;

4. A comparacdo dos dados de BAC in vitro e BAC in vivo, relacionados ao
trnsito gastrintestinal, indica que a formulagdo NF4, apds apresentar o apice
de intumescimento, foi capaz de manter sua estrutura permanente ao longo do

TGI, favorecendo assim a liberagdo modulada do farmaco;

5. A correlagéo dos dados de BAC in vivo (tempos de transito no TGl — TRG,
TTOC, TTI) com os dados de dissolugéo in vitro (constante de dissolugéo — K),
obtidos a partir da formulagdo NF4, permitiu estimativas em relagdo as

quantidades solubilizadas de NSD em cada por¢cdo do intestino. A maior
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porcentagem de NSD solubilizada ocorrera na por¢do do intestino delgado,
local de maior capacidade absortiva no TGI, que apresenta maior volume de
liquidos em relagdo as outras por¢des e com pH dentro de intervalo que

beneficia a solubilizagéo do farmaco;

6. A avaliacdo do transito no TGI, por meio da técnica de BAC, em conjunto
com os estudos de dissolugéo a partir da formulacéo desenvolvida (FFLP, em
um sistema matricial), proporcionaram a obtencdo de ferramenta interessante
qgue pode ser aplicada no desenvolvimento biofarmacotécnico de sistemas de

liberagé@o de farmacos;

7. O desenvolvimento desta ferramenta, ou seja, deste sistema de liberacdo
(FFLP) contendo um farmaco modelo (NSD) e um marcador magnético (ferrita),
foi possivel avaliar o transito desta FFLP através do TGl e determinar o tempo
em que este sistema permaneceu em cada por¢gdo do TGI. Tais informagdes
avaliadas em conjunto com os dados de solubilidade da NSD e com os
resultados dos estudos de dissolu¢do desta formulagdo permitem concluir que
para o desenvolvimento farmacotécnico, sobretudo de FFLM, e neste caso de
FFLP, é de fundamental importancia conhecer o impacto do transito no TGl na

liberag@o/dissolugcéo e absorgéo do farmaco.
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Anexo B - Parecer CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia da Motiidade Gastrintestinal no Processo de Desintegragdo de Comprimidos

Pesquisador: Deivid W. Pires

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 41563015.3.0000.5411

Instituicio Proponente: Departamento de Fisica & Biofisica
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 980486
Data da Relatoria: 15/03/2015

Apresentagio do Projeto:

Igual ao parecer 968205 da 2802

Objetivo da Pesquisa:

Igual ao parecer 968205 de 28102

Avaliagdo dos Riscos @ Beneficios:

O pesquisador faz detalhamento das possiveds intercorméncias ou efeito dos medicamento

Comentarios @ Considerages sobre a Pesquisa:

lgual ao parecer BEE205 da 2802

Peasquisador incorporou lodas as sugestdes listadas na pendéncia, além de esclarecer os critérios de
inclusdo e axclusdo, bam coma recrulard os voluntdrios.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

O TCLE ficou longo, mas fornece todas as informagdes necessarias ao parlicipante da pesquisa, conforme
sugerido ao pesquisador. Esta bem claro.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Esta em condigdes de ser aprovada.
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Shuacao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

5 s]

Consideracbes Finals a critério do CEP:

Projato de Pesquisa APROVADO, deliberado em reunido EXTRADRDINARIA do CEP de 16/03/2015, sem
necessidade de envio & CONEP.

Ao final da execuglo deste projeto, deverd ser encaminhado ao CEP na forma de *MOTIFICACAD®, o
reapactivo *Relatdrio Final de Atividades®.

BOTUCATU, 16 de Margo de 2015

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Endorego:  Chdcara Butignoll, sin
Bairro:  Rubido Junior CEP: 1{R18-070
UF: &F Mundciplo:  BOTUCATU
Tolofone:  [14)3880-1608 E-mall: capelupgifmb.uneso be
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