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(57) Resumo: APLICAGAO COLONICA DE ABSORVENTES.
Sistemas de aplicagdo em particulas, especificos de sitio (coldnicos),
oralmente administraveis, incluindo absorventes sédo revelados.
Quando aplicados especificamente ao colo, eles podem remover
varias substancias presentes no, ou conforme elas atingem o colo.
Métodos de tratamento usando os sistemas de aplicagédo, e métodos
de preparagéo dos sistemas de aplicagéo, sédo também revelados. Os
sistemas de aplicagdo em particula sdo baseados em matrizes
absorventes encapsuladas em e/ou sobre particulas, que
seletivamente liberam os absorventes para o colo. Dispositivos de
aplicagao de farmaco representativos incluem contas de pectina, que
podem ser opcionalmente ligadas com cruzamento com ions de metal
tal como zinco e/ou calcio. O sistema de aplicagdo protege o
absorvente e previne seu efeito de absor¢éo no trato gastrointestinal
superior (G1). Quando as particulas sao feitas de pectina, e as contas
sdo administradas ao colo, enzimas pectinoliticas especificas no colo
degradam a pectina, permitindo que o absorvente seja liberado e seja
completamente ativo. Antibidticos, toxinas e outras substancias
absorviveis presentes no colo sera entdo inativados através de
absorgéo no ou sobre o absorvente.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "APLICAGCAO
COLONICA DE ABSORVENTES".
Campo da Invencéo

O presente pedido esta no campo de aplicacao colbnica de a-
gentes terapéuticas e, especificamente, lida com a aplicagdo especifica de
materiais absorventes ao colo.

Antecedentes da Invencdo

Resisténcia bacteriana a antibidticos emergiu um pouco depois
do inicio do uso dos antibidticos e tem aumentado continuamente desde en-
tdo, mas a magnitude dos problemas foi de certa forma ocultada até o inicio -
dos anos noventa por causa das continuas descobertas e liberacdo de no-
vos agentes antibacterianos. Hoje em dia, no entanto, enfrenta-se uma crise
de saude publica global porque a industria farmacéutica esta falta de novos
agentes bacterianos. Uso global daqueles disponiveis esta ainda aumentan-
do e, como uma consequiéncia, a incidéncia de bactéria resistente em hu-
manos esta atingindo um nivel alarmante em todo o mundo.

} Embora a resisténcia bacteriana possa emergir através de sele-
¢ao direta de patdgenos resistentes no sitio de infecgao, a resisténcia alta de
patégenos bacterianos é na maioria dos casos um processo de duas etapas,
onde resisténcia acontece primeiro na flora comensal e é seguido por trans-
feréncia horizontal de resisténcia a espécies patogéhicas.

Embora oculta, a resisténcia grande em flora intestinal comensal
é um efeito secundario quase constante de todos os usos de antibidtico. -
Pesquisadores mostraram que administragdo orogastrica de beta-lactamase
em camundongos reduziu alteragbes associadas com beta-lactamase da
microflora nativa e crescimento excessivo de patégenos. Transposicao deste
principio a humanos para reduzir a emergéncia de resisténcia intestinal du-
rante tratamentos antibidticos requer a aplicagdo especifica de enzimas de
hidrolisagao de antibiotico ao colo. Um exemplo desta abordagem é descrito
no PCT WO 2004/016248 depositado em 6 de agosto de 2003, cujos conte-
udos s&o aqui incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade. No en-

tanto, ha ainda um grande numero de antibiéticos que induzem resisténcia
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bacteriana, mas nao podem ser removidos por enzimas especificas. Ainda,
muitas bactérias produzem toxinas, que causam efeitos colaterais tal como
diarréia quando as toxinas atingem o colo.

Absorventes sdo sabidos absorver uma variedade de agentes
quimicos organicos, tal como antibiéticos. No entanto, a administragdo de
absorventes é tipicamente contra-indicada com prescricdo de antibiéticos,
porque os absorventes podem absorver e entdo inativar uma grande quanti-
dade desses antibidticos antes que eles possam atingir o fluxo sanguineo
[Referéncias 3-5].

E entdo um objeto da presente invencdo prover um sistema que
direcione agentes de inativagao ao colo, usando sistemas de aplicagdo em
particula especificos de sitio, bem como métodos de inativagéo de antibioti-
cos e outros agentes ativos, e métodos para absorgao de produtos prejudici-
ais ou perigosos tal como, mas nao limitado a, toxinas, agentes quimicos,
alérgenos, etc. E um objeto adicional da presente invencdo prover tal siste-
ma, onde o sistema especificamente libera seu teor no colo, e nao interfere
com o sitio de absorgao normal do antibiético, isto é o trato gastrintestinal
superior ("Gl"). A presente inven¢ao prové tais sistemas e métodos.

Sumario da Invencao

A presente invencao refere-se a sistemas de aplicacao em parti-
cula, especificos de sitio (colbnicos), oralmente administraveis. Quando os
sistemas sao aplicados especificamente ao colo, eles sdo capazes de remo-
ver varias substancias presentes no, ou conforme eles atingem o, colo. A
invencao refere-se também a métodos de tratamento usando os sistemas de
aplicagao e métodos de preparagao dos sistemas de aplicagao.

Os sistemas de aplicacao em particula sdo baseados em matri-
zes abéorventes encapsuladas em e/ou sobre particulas, que seletivamente
liberam os absorventes no colo. Sistemas de aplicacdo de farmaco represen-
tativos incluem contas a base de pectina, onde a pectina pode ser opcional-
mente ligada com cruzamento com ions de metal tal como ions de zinco
e/ou calcio, e as contas de pectina ligadas com cruzamento podem ser op-

cionalmente reticuladas com um polimero catidnico tal como polietilenoimina,



10

15

20

25

30

quitosana e polilisina. Em adi¢ao a, ou no lugar da pectina, outros polimeros,
tal como quitosana, alginatos, xantana, curdlan, goma guar e outros pol'issa-
carideos (particularmente polissacarideos ionicamente ligados com cruza-
mento) e Eudragit® (polimeros de polimetilmetacrilato), podem ser também
usados para reticular as particulas.

O papel do sistema de aplicagdo em particula é proteger o ab-
sorvente e prevenir seu efeito -absorvente no trato gastrintestinal superior
(Gl). Quando as particulas sao feitas de pectina, e as contas atingem o colo,
enzimas pectinoliticas especificas degradam a pectina, permitindo que o ab-
sorvente seja liberado e seja completamente ativo. Antibidticos, agentes
quimicos, toxinas e outras substancias absorviveis presentes no colo serao
entdo inativados através de absor¢do no ou sobre o absorvente.

Devido ao fato dos sistemas de aplicacédo em particula especifi-
cos de sitio liberarem os absorventes no colo, eles nao interferem a um pon-
to significante com a cinética de absorgao nofmal do antibiético ou qualquer
outra substéhcia ativa enquanto no trato Gl superior ou em outro local no
corpo humano.

- Em uma modalidade, os absorventes sao usados para absorver
antibidticos residuais, tal como, mas nao restrito a, beta-lactamas, ciclinas,
quinolonas, macrélidos e aminoglicosideos, quando antibiéticos sao adminis-
trados em conjunto com (isto €, antes, durante ou apds administragcéo) o sis-
tema. Nesta modalidade, as contas podem opcionalmente também incluir
enzimas capazes de inativagcao dos antibiéticos. Exemplos dessas enzimas
incluem enzimas que inativam beta-lactamas, quinolonas e/ou macrdlidos,
tal como beta-lactamases. Acredita-se que o absorvente possa ajudar a tra-
zer o antibidtico em contato com a enzima, auxiliando mais na remogéo do
antibiético do colo do paciente.

Em uma outra modalidade, os absorventes sdo usados para ab-
sorver produtos prejudiciais ou perigosos tal como, mas néo limitado a, toxi-
nas, agentes quimicos, alérgenos e similar absorvidos ou produzidos por
bactérias e/ou fungos e que podem produzir sérios efeitos adversos no colo.

Em ainda uma outra modalidade, os absorventes sao usados
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para absorver agentes farmacéuticos que sao administrados sistemicamen-
te, e que resultam em efeitos benéficos quando eles interagem com recepto-
res fora do colo, mas resultam em efeitos colaterais adversos, tal como diar-
réia e/ou constipacao, quando eles interagem com os receptores no colo.

As particulas contendo absorvente podem ser preparadas usan-
do métodos conhecidos daqueles versados na técnica. Em uma modalidade,
as particulas sao preparadas misturando o absorvente em uma solugao de
pectina, ligando com cruzamento a pectina com um cation de metal tal como
zinco ou célcio para formar contas de pectina que encapsulam o absorvente,
e entdo opcionalmente reticulando as contas de pectina ligadas com cruza-
mento com uma solugao de polietilenoimina ou qualquer outro polimero poli-
catidnico. As contas de pectina resultantes podem entao ser incluidas em
qualquer dispositivo de aplicagdo de farmaco adequado, tal como comprimi-
do ou céapsula.

Breve Descricao das figuras

A figura 1 representa uma vista esquematica de um método que
pode ser usado para préparar as contas de Zn-pectinato ou Ca-pectinato
descritas aqui.

A figura 2 mostra imagens de Microscopia Eletronica de Varre-
dura (SEM) de uma conta s eca de Ca-pectinato tipica (esquerda) e sua
superficie relativamente lisa (direita).

A figura 3 mostra contas de pectinato de calcio encapsulando
carvao ativado (razao de carvao para pectina - 5/3 p/p).

A figura 4 mostra contas de pectinato de calcio encapsulando
atapulgita (razao de atapulgita para pectina = 1/1 p/p).

A figura 5 mostra contas de pectinato de calcio encapsulando
caulim (razao de caulim para pectina = 5/3 p/p). Na imagem da direita a es-
trutura em camada de caulim é visivel na superficie das contas.

A figura 6 mostra imagens de SEM de contas de pectinato de
calcio encapsulando ou silica coloidal (esquerda, razédo de silica para pectina
= 80/12 p/p) ou laponina (direita, raz&o de laponina para pectina = 16/6 p/p).

As figuras 7 e 8 representam a porcentagem de amoxilina elimi-
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nada através de absor¢ao (0,5 e 1 mg/mL) versus tempo de contato (min) de
incubacgao com cada absorvente testado, em Meio Colénico Simulado (SCM)
sem enzimas pectinoliticas. Na figura 7, diamantes representam carvao ati-
vado em uma concentragcdo de 10 mg/mL, tridngulos representam atapulgita
em uma concentragao de 200 mg/mL e quadrados representam caulim em
uma concentracdo de 200 mg/mL. Na figura 8, triangulos representam car-
vao ativado em uma concentracdo de 10 mg/mL, diamantes representam
carvao ativado em uma concentragdao de 5 mg/mL e circulos representam
carvao ativado em uma concentragao de 1 mg/mL.

A figura 9 representa a porcentagem de ciprofloxacina eliminada -
através de absor¢cao (%) (concentracéo inicial € 100 pg/ml) versus tempo
(min) de incubagdo com matrizes absorventes em SCM sem atividade pecti-
nolitica. Tridngulos representam carvao ativado em uma concentragéo de 1
mg/mL, diamantes representam atapulgita em uma concentracdo de 1
mg/mL e quadrados representam caulim em ma concentragdo de 1 mg/mL.

A figura 10 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-
da através de ’absorgéo (%) (concentragao inicial é 500 ug/mL) versus tempo
(min) de incubacao em matrizes absorventes incluindo Carvéo ativado em
uma concentragdo de 1 mg/mL em SCM sem atividade pectinolitica.

A figura 11a representa a porcentagem de ciprofloxacina elimi-
nada através da absorgao (%) (concentragéo iniciél é 100%) versus tempo
(min) de incubag@o com contas de pectinato de célcio carregadas com car-
vao ativado (1 conta/mL) em meio coldnico simulado contendo enzimas pec-
tinoliticas. -

A figura 11b representa a porcentagem de ciprofloxacina elimi-
nada através de absor¢do (%) concentragdo inicial € 500 pg/mL) versus
tempo (min) de incubagdo com contas de pectinato de calcio carregadas
com carvao ativado (1 conta/mL) em meio col6énico simulado contendo enzi-
mas pectinoliticas.

A figura 12 representa a dose de ciprofloxacina eliminada atra-
vés da absorgdo dada em pg/mg de carvao ativado versus tempo (min) de
incubacao; comparagéo entre contas de pectinato de célcio (quadrados a-
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zuis) e pectinato de zinco (circulos vermelhos) carregadas com carvdo ativa-
do (6% p/p de contra-ions). As contas sao incubadas em meio colénico si-
mulado contendo 500 pg/mL de ciprofloxacina (n=2).

A figura 13 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-
da através de absor¢do versus tempo (min) de incubacdo com contas de
pectinato de zinco carregadas com carvao ativado (6% p/v de acetato de
zinco) em meio colbénico simulado. A concentra¢éo de ciprofloxacina inicial é
500 pg/mL).

A figura 14 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-
da através de absorcao versus tempo (min) de incubacdo com contas de
pectinato de zinco ativadas com carvao (10% p/v de acetato de zinco) no
meio coldnico simulado. Contas (2 mg/mL (circulos cheios azuis) ou 5
mg/mL (circulos vazios pretos)) sdo incubadas em meio coldnico simulado
contendo uma concentra¢do de ciprofloxacina inicial de 100 pg/mL.

A figura 15 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-
da através de absorgcédo versus tempo (min) de incubagdo com contas de
pectinato de zinco carregadas com carvdo ativado e 10% (p/v) Tween 80
(10% p/v de acetato de zinco) no meio coldnico simulado. Contas (2 mg/mL
(circulos azuis)) sdo incubadas em meio coldnico simulado contendo uma
concentragao de ciprofloxacina inicial de 100 mg/mL.

A figura 16 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-
da através de absorgcdo versus tempo (min) de incubagdo com contas de
pectinato de zinco carregadas com carvéo ativado e 5% (p/v) de Lutro® F68
(10% p/v de acetato de zinco). Contas (2 mg/mL (circulos cheios azuis) ou 5 |
mg/mL (circulos vazios pretos)) sdo incubadas em SCM contendo uma con-
centragao de ciprofloxacina inicial de 100 pg/mL.

Descricéo Detalhada da Invencgéo

Os sistemas de aplicagdo em particula incluindo os absorventes
encapsulados, e métodos para sua preparag¢ao e uso, sao descritos em mais
detalhes abaixo. Conforme aqui usado, os termos "encapsulado” e "encap-
sulacao" referem-se a absorventes que estao presentes nas contas e/ou so-

bre a superficie das contas.
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|. Componentes das Particulas Contendo Absorvente

As particulas contendo absorvente incluem um absorvente, um
componente polimérico que nao libera uma quantidade significante do ab-
sorvente até que as particulas atinjam o colo.

A. Tipos de Absorventes

Os absorventes usados para preparar as particulas devem ter
uma superficie especifica alta, € podem ser de grau farmacéutico ou nao.
Exemplos de absorventes adequados incluem carvdo ativado, argilas, inclu-
indo bentonita, caulim, montmorilonita, atapulgita, haloisita, laponita e simi-
lar, silica, incluindo silica coloidal (Ludox® AS-40, por exemplo), silica meso- -
porosa (MCM41), silica fumé, zedlitos e similar, talco, e resinas para testes
bacteriolégicos tal como resinas BACTEC®. Dentre esses absorventes, pode
ser preferido usar aqueles de grau farmacéutico, tal como carvao ativado
obedecendo a padrbes Pharmacopoeia (ex. Merck, Franga), caulim (ex.
VWR, Franga), atapulgita (ex. Lavollée, Franca), bentonita (ex. Across Orga-
nics, Franga), Talco USP (ex. VWR, Francga).

B. Contas de Pectina

A pectina é um exemplo de um polimero adequado para a pre-
paracao das particulas, ions de zinco e célcio sdo exemplos de ions ade-
quados para ligar com cruzamento ionicamente a pectina nas particulas
(contas) e polietilenoimina é um exemplo‘de um polimero adequado para
reticulagdo de contas de pectina ionicamente ligadas com cruzamento, na-
quelas modalidades onde reticulagdo for desejada. Contas de pectina ade-
quadas podem ser formadas de pectina, um ion de metal polivalente (isto ¢,
divalente ou trivalente) e, opcionalmente, um polimero catidnico, e as contas
de pectina podem encapsular um ou mais absorventes.

Pectina

A pectina é um polissacarideo isolado das paredes celulares de
vegetais superiores, usada émplamente na industria alimenticia agricultural
(como um coagulante ou espessante de geléias, sorvetes e similar) e agen-
tes farmacéuticos. Ela é polimolecular e polidispersa. Sua composicao varia

de acordo com a fonte, condi¢des de extracio e fatores ambientais.



10

15

20

25

30

As pectinas sdo principalmente compostas de cadeias lineares
de acidos beta-1,4-(D)-galacturdnicos, de vez em quando interespagadas
por unidades de ramnose. Os grupos carboxilicos de acidos galacturdnicos
podem ser parcialmente esterificados para dar pectinas metiladas. Dois tipos
de pectina sao distinguidos de acordo com seu grau de metilagdo (DM: nu-
mero de grupo metoxi por 100 unidades de acido galacturénico):

- pectina altamente metilada (HM: muito metéxi) a partir da qual
o grau de metilagéo varia entre 50 e 80%. Ela é altamente solivel em agua e
forma géis em meio acido (pH<3,6) ou na presenga de agucares.

- Pectina fracamente metilada (LM: pouco metéxi), com um grau
de metilagdo variando de 25 a 50%. Mais soluvel em agua do que a pectina
HM, ela da géis na presenca de cations divalentes tal como ions de Zn?* e
Ca®'. Na realidade, ions de Zn** e Ca?* formam "pontes" entre os grupos
carboxilados livres de acidos galacturdnicos. A rede entdo formada foi des-
crita por Grant e outros sob 0 nome de <<modelo caixa de ovo>> (Grant
G.T. e outros (1973) Biological interactions between polysaccharides
and divalent cations: the egg-box model, FEBS Letters, 32, 195).

Ha também a as pectinas amidadas. Usando tratamento de pec-
tina por aménia certos grupos metil carboxilato (-COOCH3) podem ser trans-
formados em grupos carboxamida (-CONH,). Esta amidagdo confere novas
propriedades as pectinas, especialmente melhor resisténcia a variagdes efn
pH. Pectinas amidadas tendem a ser mais tolerantes as variagoes em pH, e
foram também estudadas para elaboragdo de comprimidos matriciais para
aplicagéo coldnica (Wakerly, Z. e outros (1997)). Studies on amidated pec-
tins as potential carriers in colonic drug delivery, Journal of Pharmacy
and Pharmacology, 49, 622).

A pectina é degradada por enzimas que se originam de vegetais

- superiores e varios microorganismos (isto é, fungos e bactérias) dentre as

quais bactérias de flora colénica humana € encontrada. As enzimas produzi-
das pela microflora sdo compostas de um conjunto de polissacaridases, gli-
cosidases e esterases.

Outros polimeros, tal como quitosana, alginatos, xantano, cur-
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dlan, goma guar e outros polissacarideos (particularmente polissacarideos
que podem ser ionicamente ligados com cruzamento) e Eudragit® (polimeros
de polimetilmetacrilato), pode ser também usados para preparar as particu-
las.

Cations de Metal

Em algumas modalidades, a pectina é ionicamente ligada com
cruzamento com um cation de metal. Qualquer cation de metal polivalente
(isto &, divalente, trivalente e similar) pode ser usado para ligar com cruza-
mento a pectina. Exemplos incluem calcio, zinco, aluminio, magnésio, ferro e
similar. Zinco e célcio sdo céations de metal preferidos. |

Polimero Cationico

Naquelas modalidades onde a pectina é ionicamente ligada com
cruzamento com um cation de metal, ela pode ser opcionalmente também
reticulada com um polimero catidnico, tal como polietilenoimina, quitosana
ou polilisina. Foi observado que quando a peétina é ligada com cruzamento
com ions de zinco, tal como équeles de acetato de zinco, reticulagdo é me-
nos importante do que quando ions de calcio sdo usados.

Desses polimeros catidnicos, polietilenoimina‘ pode ser preferida.
Polietilenoimiha € um polimero fortemente catiénico que se liga a certas pro--
teinas, e é freqlientemente usada como um marcador em imunologia, para
precipitar e purificar enzimas e lipideos. Ela é também conhecida como po-
limero de aziridina; epamina; epomina; polimero de etilenoimina; montrek;
PEI; e poliimina(s). O peso molecular da polietilenoimina esta entre 10.000 e
100.000 Daltons, de preferéncia entre 20.000 e 50.000 Daltons.

A quantidade de polietilenoimina usada pode ser otimizada, de-
pendendo do peso molecular e do tipo de pectina usada. Vantajosamente, a
concentragao oOtima para polietilenoimina (quando presente se alguma) é
aquela que proveja contas de pectina reticuladas que sejam estaveis o sufi-
ciente para sobreviverem no trato gastrintestinal, ainda que instaveis o sufi-
ciente para serem suficientemente degradadas no colo de modo a liberarem
uma quantidade eficaz do absorvente e/ou agente ativo. Em algumas moda-

lidades, tal como onde ions de calcio sdo usados para ligar com cruzamento
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a pectina, acredita-se que entre 0 e 1% seja a faixa 6tima de concentragdo
de polietilenoimina para atingir esses objetivos.

Por exemplo, quando as contas de pectina sao vpreparadas a
partir de uma solugao de pectina a 1-10% (p/v), vantajosamente de a partir
de 2 a 6% (p/v) e uma solugédo de cloreto de calcio a 2-10% (p/v), uma con-
centracao de 0 a 10% (p/v) de polietilenoimina (PEI) é 6tima.

Aqueles de habilidade na técnica, usando os ensinamentos des-

" critos aqui, podem prontamente otimizar a quantidade de polietilenoimina, ou

evitar seu uso totalmente, se houver variagées na concentracao de pectina,
do tipo de pectina ou da concentragdo ou tipo de cation de metal usado, com
relacdo aqueles usados nos exemplos de trabalho descritos aqui. Ainda, no
lugar de polietilenoimina, outros polimeros catiénicos, tal como quitosana ou
polilisina, podem ser usados, contanto que eles permitam que as contas de
pectina especificamente apliquem o absorvente encapsulado ao colo.

Agentes de Desintegracao

Agentes de desintegragao podem ser adicionados & solugdo. de
pectina antes da gelagdo ionotrépica. Esses agentes de desintegragdo po-
dem precipitar a desintegracao das contas no meio colénico quando neces-
sario. Agentes de desintegragdo representativos incluem D-lactose, tensoati-
vos polissorbato tal como Tween® 80, poloxameros tal como Lutrol® F68
(BASF) ou polimeros tal como povidona Kollidon® K17, embora outros agen-
tes de desintegragdo conhecidos na técnica possam ser usados,.

Componentes Adicionais Opcionais

As contas de pectina podem incluir opcionalmente um ou mais
componentes adicionais. ldealmente, esses sdo componentes que nao sao

absorvidos pelo absorvente, e incluem excipientes e enzimas que inativam

antibidticos ou outras substancias absorvidas. Por exemplo, as enzimas po-

dem ser enzimas que inativam beta-lactamas, quinolonas e/ou macrélidos,
tal como beta-lactamases. Embora nao desejando ser limitado a uma teoria
particular, acredita-se que 0 absorvente possa ajudar a trazer o antibiético
em contato com a enzima, auxiliando mais na remocao do antibiético do colo

do paciente.
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I. Preparacao dos Sistemas de Aplicacdo em Particula

As particulas podem ser preparadas através de meios conheci-
dos daqueles de habilidade na técnica. Quando as particulas sdo contas de
pectina ionicamente ligadas com cruzamento, elas podem ser tipicamente
preparadas através de mistura do absorvente e/ou agentes ativos em uma
solugao de pectina, ligagdo com cruzamento da pectina com um cation de
metal tal como zinco ou calcio para formar contas de pectina que encapsu-
lam o absorvente e/ou os agentes ativos, e entdo opcionalmente reticulagéo
das contas com uma solugao de polietilenoimina. _

Tipicamente, contas ndo contendo o absorvente sdo preparadas -
através da adigdo de uma solugdo de pectina aquosa em uma concentragao
de 1 a 10% (p/v) em gotas a uma solugdo de um sal de zinco tal como aceta-
to de zinco, ou um sal de calcio tal como cloreto de célcio, para formar con-
tas de pectinato de zinco ou célcio, que sdo entdo recuperadas. Opcional-
mente, as contas de pectinato ionicamente Iig.adas com cruzamento podem
ser introduzidas em uma solugdo aquosa de polietilenoimina ou outro poli-
mero catiénico para reticular as contas de pectina ionicamente ligadas com
cruzamento.

Um processo ligeiramente diferente é usado para preparar con-
tas incluindo os absorventes. Os absorventes s&o misturados com agua sufi-
ciente para hidratd-los e entdo agitados por tempb suficiente para prover
uma suspensao homogénea (tipicamente 12 horas), e pectina (ou solugéo
de pectina) é adicionada, com aquecimento conforme necessario para man-
ter a viscosidade da solugdo. Entdo, o processo prossegue de uma maneira
substancialmente similar aquela para preparagdo de contas nuas (isto é,
contas que nao encapsulam um absorvente).

A solugao de pectina é vantajosamente de a partir de 1 a 10%
(p/v), de preferéncia 2 a 6%, a solugé@o de ion de zinco ou calcio é vantajo-
samente de a partir de 2 a 15% (p/v) e a solugéo de polietilenoimina, quando
usada, € vantajosamente de a partir de 0,5 a 2,% (p/v). Com mais preferén-
cia, a solugéao de pectina é de cerca de 3% (p/v), a solugdo de zinco é cerca
de 10% (p/v) ou a solugdo de ion de calcio é cerca de 6% e a solugéo de
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polietilenoimina, quando usada, é cerca de 0,5 a 1% (p/v), de preferéncia
cerca de 0,8% (p/v), embora em QUanuer caso, a quantidade de polietileno-
imina (se presente alguma) é vantajosamente selecionada para prover con-
tas de pectina reticuladas que sobrevivem no trato gastrintestinal até que
elas atinjam o colo, e que sejam suficientemente degradadas no colo para
prover liberacao eficaz do agente ativo.

As contas de pectina séao vantajoSamente agitadas na solugéao
de ion de zinco ou calcio sob agitacao lenta entre 10 minutos e uma hora, de
preferéncia por cerca de 20 a 30 minutos. Cerca de 200 contas sao lavadas
trés vezes em 50 mL de agua milli-Q sob agitagao lenta entre 0,5 e 10 minu-
tos, de preferéncia por cerca de 1 minuto. O numero de lavagens podem ser
opcionalmente modificado. As contas sao opcionalmente reticuladas com
polietilenoimina sob agitagao lenta por entre 15 a 40 minutos, de preferéncia
por 20 minutos e entao lavadas de acordo com 0 processo descrito acima.
Apéds recuperacao das contas de pectina, elas sdo secas em uma tempera-
tura entre 20 e 40° C por 30 minutos a 10 horas, de preferéncia a 37° C por
2 horas ou secas com congelamento. O didmetro das particulas é entre cer-
ca de 0,5 mm e 5 mm, de preferéncia entre cerca de 0,5 e 2 mm. O diametro
das particulas pode ser finamente ajustado usando tamanho de agulha e
fluxo de pectina através da agulha diferentes.

Em uma modalidade, os sistemas de aplicacdo baseados em
pectina sao preparados de acordo com O processo que segue, que € basea-
do na gelagao ionotrépica de goticulas de soIUgéo de pectina quando postas
em uma solugcao de um ion de metal divalente ou polivalente tal como aceta-
to de zinco ou cloreto de calcio. O principio do método é apresentado na fi-
gura 1.

Nesta modalidade, uma pectina tal como uma pectina metoxila-
da e amidada (Unipectin OG175C, Degussa Texturant System, Franga) é
dissolvida em agua Milli-Q usando um agitador magnético. A solugdo pode
ser aquecida em torno de 50° C para facilidade de dissolugéo. A concentra-
cao de pectina final esta tipicamente entre 1% e 10% (p/v), embora concen-

tracOes fora desta faixa possam ser usadas. A solucao de pectina é entao
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dirigida com uma bomba peristaltica ou uma bomba de seringa através de
uma agulha (diametro interno: 0,5 mm) e cai de gota em gota em uma solu-
¢cao de um ion de metal divalente ou polivalente, tal como um acetato de zin-
co ou cloreto de calcio (com uma concentragao de sal tipica entre cerca de 1
e 12% p/v) em uma taxa tipica de 60 a 80 contas por minuto. (embora taxas
maiores e menores possam ser usadas, € a taxa pode variar dependendo da
escala do processo).

Para reduzir sué viscosidade, a solugdo pode ser aquecida para
em torno de 50° C aproximadamente enquanto sendo bombeada. Os ions de
metal, tal como zinco ou célcio, interagem com os grupos de COO- disponi- -
veis nas moléculas de pectina de acordo com 0 modelo de caixa de ovo [Re-
feréncia 6]. As gotas de pectina sdo deixadas agitar por 20 a 30 minutos ou
aproximadamente no banho de sal para permitir a difusao do sal com a ma-
triz de pectina e formacao completa da rede de ion de metal-pectinato (tal
como Zn-pectinato ou Ca-pectinato). As contas sdo idealmente entao filtra-
das, enxaguadas e lavadas pelo menos trés vezes com agua milli-Q para
eliminar o excesso de sal conforme anteriormente descrito, e entdo secas.
Secagem pode ser obtida usando quaisquer meios apropriados, tipicamente
ou simplesmente deixando as contas no forno em torno de 37° C por pelo
menos 2 horas secando-as com congelamento.

ApoGs secagem, contas nuas (isto €, nao encapsulando nada)
tém um tamanho de torno de 1 milimetro. Uma pessoa pode variar o tama-
nho das contas, por exemplo, variando a taxa de fluxo da solucdo de pecti-
na, o tamanho da agulha, a concentragao de pectina ou a quantidade do ma-
terial encapsulado. Uma conta nua seca tipica é apresentada na figura 2.
Contas nuas tém uma superficie ligeiramente lisa.

Encapsulacdo dos absorventes com contas de pectinato de Zn ou Ca

A encapsulagcdo dos absorventes foi simplesmente realizada
preparando separadamente uma suspensao do absorvente em agua e uma
solugédo de pectina. A suspensdo absorvente foi preparada como segue: 0
absorvente seco foi pesado e adicionado a agua (concentracao entre 1 e

10% p/v) usando um agitador magnético. A suspensao foi deixada agitar da
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noite para o dia para assegurar que o absorvente fosse completamente hi-
dratado (ou esfoliado no caso de argilas). Esta agitagcao prolongada parece
ser também importante para carvao ativado: se o absorvente néo for deixado
agitar da noite para o dia, a suspensao nao € homogénea e encapsulagao

nao é facil. A solucéo de pectina é aquecida (maximo 50° C) e a suspensio

 absorvente foi misturada com ela usando uma ferramenta propelente de trés

laminas por pelo menos 30 minutos. Mistura da solucdo de pectina com a

~suspensdo absorvente é crucial para encapsulacao adequada e homogénea

do absorvente dentro da matriz de pectina. Por exemplo, se a suspensao
absorvente nao for deixada agitar da noite para o dia, uma separagao de
fase é observada quando a solugao de pectina € adicionada: uma fase rica
em pectina e uma fase rica em absorvente. A falta de homogeneidade desa-
parece quando a suspensao € bem hidratada da noite para o dia. Em adicao
absorventes de grau farmacéutico, laponita XLG (Rockwood, UK) e silica
coloidal (Ludox® AS-40; Sigma, Franga) foram também encapsuladas. Lapo-
nita foi hidratada da mesma maneira que as argilas naturais. No caso de sili-
ca coloidal (40%, p/v), uma vez que este absorvente ja é uma suspensao,
ela foi misturada diretamente com a solugdo de pectina usando uma ferra-
menta propelente de trés laminas. |

Contas contendo absorvente podem ser preparadas usando o

- mesmo método que o descrito para agulhas nuas. Imagens SEM de contas

secas sao apresentadas nas figuras 3, 4, 5 e 6. _

Todas as contas tém uma superficie ligeiramente rugosa em
comparagao com contas nuas. A rugosidade surge da encapsulagdo dos
absorventes. Confirmagao de que enéapsulagéo era homogénea dentro das
contas pode ser obtida cortando as contas antes da secagem e obtendo-se
imagem do interior com microscopia eletrbnica de escaneamento (ndo mos-
trada aqui). Absorventes parecem ser homogeneamente distribuidos dentro
da matriz de pectinato. Esses resultados mostram que apesar das dificulda-
des de formulag¢ao devido a alta viscosidade das solugdes de pectina, e dos
problemas de separacao de fase, € possivel incorporar quantidades impor-

tantes de absorventes dentro das solugdes de pectina e entao formar contas
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de Zn-pectinato ou Ca-pectinato encapsulando uma quantidade grande des-
ses absorventes.

As propriedades de estabilidade e absorcao das contas prepara-
das de acordo com os métodos descritos aqui foram avaliadas nos Exem-
plos apresentados abaixo.

Sistema de Aplicacdo de Farmaco Incluindo as Contas de Pectina

As contas de pectina podem ser coletadas, e combinadas com
excipientes apropriados e formuladas em uma variedade de dispositivos de
aplicagao de farmaco oral. Por exemplo, as contas podem ser combinadas
com um excipiente solido e moldadas ém comprimido ou incluidas em uma
capsula.

As contas de pectina podem ser também combinadas com exci-
pientes liquido/gel que ndo degradam as contas de pectina, e a mistu-
ra/dispersao pode ser incorporada a uma capsula, tal como uma gel-cap.

Os comprimidos ou céapsulas feitos com as contas de pectina
podem ser révestidos, se deséjado, com um revestimento entérico adequado
para prover estabilidade aumentada enquanto no estbmago sem degrada-
¢ao. O pH no estdbmago é da ordem de 1 a 3 mas aumehta no intestino del-
gado e no colo para atingir valorevs proximos a 7 (Hovgaard, L. e outros,
(1996) Current Applications of Polyssacharides in Colon Targeting, Cri-
tical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems,A13, 185). Os dispositivos
de aplicagédo de farmaco, na forma de comprimidos, capsulas de gelatina,
esferdides e similar contendo as contas de pectina, podem atingir o colo,
sem ser expostos a essas variagdes em pH, através de seu revestimento
com um polimero dependente do pH, insoltvel a pH acido mas soluvel em
pH neutro ou alcalino (Kinget e outros, op. cit.). Os polimeros mais atualmen-
te usados para este propésito sdo derivados de acido metacrilico, Eudragit®
L e S (Ashford, M. e outros, (1993), An in vivo investigation into the sui-
tability of pH dependent polymers for colonic targeting, /nternational
Journal of Pharmaceutics, 95, 193 e 95, 241; e David A. e outros (1997) Acrylic
polymers for colon-specific drug delivery, S.T.P. Pharma Sciences, 7, 546).

Os dispositivos de aplicacao de fArmaco sao administrados em



10.

15

20

25

30

16

uma quantidade escolhida adequada para prover tratamento ou prevengao
eficiente dos disturbios para os quais os absorventes sdo administrados. |-
dealmente, a dose eficaz dos absorventes descrita aqui é suficiente para
prover os efeitos de absorgcao desejados no colo, que podem variar depen-
dendo da natureza da substancia a ser absorvida.

Tipicamente, a dose eficaz dos absorventes esta em uma quan-
tidade de menos do que 100 mg/kg de peso do corpo, freqiientemente me-
nos do que 1 mg/kg por peso do paciente e geralmente, mas freqiientemen-
te, entre cerca de 10 mg a menos do que 100 mg/kg de peso do paciente. As
doses eficazes acima tipicamente representam a quantidade administrada
como uma dose unica, ou como uma ou mais doses administradas durante
um periodo de 24 horas.

[V. Métodos de Tratamento Usando os Dispositivos de Aplicacdo de Farma-

co contendo contas de pectina absorventes

Os dispositivos de aplicagdo de farmaco podem ser usados para
tratar aqueles tipos de condi¢des e disturbios para os quais aplicagéo coloni-
ca dos absorventes é apropriada. Em uma modalidade, os disturbios sdo
aqueles que resultam da exposi¢cao do colo a antibiéticos, tal como diarréia.
Nesta modalidade, os absorventes inativam antibiéticos, e os dispositivos
podem ser administrados em uma dosagem terapeuticamente eficaz a um
paciente ao qual foi, esta sendo ou sera dado um antibiético. Qualquer anti-
bidtico que possa ser absorvido no/sobre o absorvente pode ser inativado.
Exemplos representativos de classes de antibiéticos que podem ser absorvi-
dos incluem beta-lactamas, ciclinas, macrdlidos, quinolonas, aminoglicosi-
deos, glicopeptideos, sulfamidas, fenicois, sulfamidas, furanos, polipepti-
deos, oxazolidonas e antibidticos tal como fosfomicina, rifampin e similar.

Em uma outra modalidade, os dispositivos de aplicagao de far-
maco podem ser administrados a um paciente que sofre dos efeitos de toxi-
nas bacterianas ou fungicas presentes no colo. Exemplos de tais toxinas
incluem monotoxinas, endotoxinas e enterotoxinas, tal como aquelas produ-
zidas por Clostridium difficile (acreditada ser a causa principal de diarréia

pés-antibiético em todo o mundo). Nesta modalidade, os absorventes séo
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administrados em uma dosagem terapeuticamente eficaz para absorver as
toxinas.

Em uma outra modalidade, os dispositivos de aplicagdo de far-
maco podem ser administrados a um paciente que sofre de um disturbio tra-
tado com agentes farmaceuticamente ativos que se ligam a receptores rele-
vantes no corpo do paciente que nao no colo para tratar o distarbio, mas
que, quando ligados a receptores no colo, resultam em efeitos colaterais.
Por exemplo, o colo inclui receptores colinérgicos (http://www.med-
associates.com/gimm/gimmDrugScreen.htm) e serotonina, que estao tam-
bém presentes no sistema nervoso central. Tratamento com agentes que se
ligam a receptores colinérgicos pode resultar em efeitos colaterais se os
compostos se ligarem a receptores no colo. Co-administragdo das particulas
absorventes descritas aqui e dos agentes que se ligam a tais receptores po-
de minimizar ou eliminar esses efeitos colaterais.

Sabe-se que problemas gastrintestinais sdo reacdes de farmaco
adversas geralmente relatadas com medicagdes para pressdo sanglinea
(bloqueadores de Canal de Célcio), medicagOes para dor (especialmente
narcdticos), antidepressivos, antiacidos que contém aluminio e célcio, far-
macos antiparkinson, antiespasmadicos, diuréticos e anticonvulsivos, e que
muitas classes de farmaco estdo associadas com constipacao. Frequente-
mente, a constipagdo persiste, e pacientes descontinuam o tratamento por-
que o] efeito colateral é incémodo (http://www.med-
associates.com/gimm/gimmDrugScreen.htm). Farmacos tal como risperidona
podem ser associados com disturbios colénicos, tal como megacolo
(http://www.sma.org.sq/smi/4310/4310cr2.pdf).

A presente invengao sera compreendida mais com referéncia

aos exemplos nao-limitantes que seguem.

Exemplo 1: Estabilidade de contas carregadas em meios gastrintestinais si-
mulados |

O tempo de dissolucdo de formulagdes selecionadas, prepara-
das usando os métodos descritos acima, foi avaliado em meio gastrico simu-
lado (SGM) (USP XXIV) (Tabela 1), meio intestinal simulado (SIM) (USP
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XXIV) (Tabela 2) e meio colénico simulado contendo enzimas pectinoliticas

(SCM) (Tabela 3), sob agitacdo tangencial leve a 37° C.

Estabilidade em SGM
(pH=1,2)

Contra-ion

Cloreto de Calcio

Acetato de Zinco

Pectina (3% p/v)
+

| Atapulgita (3% p/v)

Nenhuma desintegracédo
apos 6 h

Nao testado

Pectina (3% p/v)
+
Caulim (5% p/v)

Nenhuma desintegracao
apos 6h

Nao testado

Pectina (3% p/v)
+
Carvao ativado
(5% p/v)

Desintegracao
apés 6 h

comeca

Nenhuma desintegra-
¢cao apos 6 h

Tabela 1: Tempo de desintegragdo no meio gastrico simulado quando clore-

to de célcio é substituido por acetato de zinco (6% p/v) para gelagéo ionotrd-

pica. As contas foram lavadas apenas uma vez para este conjunto de expe-

rimento.

Estabilidade em SIM (pH = 6,8)

Contra-ion

Cloreto de Calcio

Acetato'de Zinco

Pectina (3% p/v)
+
Atapulgita (3% p/v)

Desintegracao come-
caapdés4h

Nao testado

Pectina (3% p/v)
+
Caulim (5% p/v)

Desintegracao come-
| ca apés 2h30

Nao testado

Pectina (3% p/v)
+

Carvéao ativado (5% p/v)

Desintegracao come-

¢a apés 2h30

Nenhuma desintegra-
¢éo apos 6h
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Tabela 2: Tempo de desintegra¢cao no meio intestinal simulado quando clo-
reto de calcio (6% p/v) é substituido por acetato de zinco (6% p/v) para gela-
¢ao ionotropica. As contas foram lavadas apenas uma vez para este conjun-
to de experimento.

Aumento da estabilidade nos meios intestinal e col6nico simula-
dos ¢é observada quando cloreto de célcio é substituido por acetato de zinco

para gelacao ionotrdpica.

Estabilidade em
. SCM
Contra-ion
. . (pH 6) com en-
Acetato de zin- | Estabilidade em zimas pectinoliti-
co SIM (pH 6,8) cas
(% p/V) (5200 PG/mL)
Apo6s 5 h em SIM
Pecti Desi ~
ectina 426 esintegracao N30 testado
(3% p/v) antesde 5 h
+ 8
Carvao 10 Nenhuma desin- Desintegracao
ativado tegracao apos 5h | comega apds 3 h
12
(5°/o p/V)

Tabela 3: Estabilidade de contas de Zn-pectinato preparadas com concen-
tragOes diferentes de solugéo de acetato de zinco, em SIM e em SCM apés
5 h em SIM. O processo de lavagem de contas consistia em trés enxagules
de 1 minuto em 5 mL de agua Milli-Q para cerca de 200 contas.

Quanto maior a concentragdo de zinco usada para gelagéo iono-

tropica, mais estavel as contas em meio intestinal simulado (Tabela 3).

Contra-ion Estabilidade em SCM (pH 6)
Acetato de | com enzimas pectinoliticas
zinco (% p/v) | (5200 PG/mL)

Pectina (3%p/v) 8

Desintegragdo comeca apdés 1 h
+

Desintegragao total apés 3h

Carvao ativado (5% p/v)
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10 Desintegragdo comeca ap6és 1h
Total desintegracao apds 2h30

12 Desintegracao comecga apés 1h

Total desintegracao apés 3h

Tabela 4: Estabilidade de contas de Zn-pectinato preparadas com concen-
tragbes diferentes de acetato de zinco, em SCM sem pré-incubagdo em SIM.
O processo de lavagem de confas consistia em trés enxagiies de 1 minuto
em 50 mL de agua Milli-Q para cerca de 200 contas.

~ Sem pré-incuba¢do em meio intestinal simulado, para concen- '
tragcOes de zinco maiores do que 8% (p/v), o tempo de desintegracdo em

meio coldnico simulado é compreendido entre 1 e 3 horas (Tabela 4).

| Mistura de contra-ion | Estabilidade | Estabilidade em
Acetato Cloreto em SIM SCM (pH 6) com
de zinco | de calcio | (pH 6,8) enzimas pectinoliti-
(% p/v) (% p/v) cas
(5200 PG/mL)
Pectina 6 3 Nenhuma
(3% p/v) ' 6 desintegra- Desintegracao  co-
+ | cao apos meca apos 3 h
Carvao ati- 5h '
vado 12 3 Nenhuma _ B
Desintegracdao  co-
(5% p/lv) . 6 desintegra- ]
B ) mega apds 3 h
cao apos 5 h

Tabela 5: Estabilidade de contas de Zn-Ca-pectinato preparadaé com con-
centragdes diferentes de misturas de acetato de zinco e cloreto de calcio, em
SIM e em SCM apds 5 h em SIM. O processo de lavagem das contas con-
sistia em trés enxaguies de 1 minuto em 50 mL de agua Milli-Q paracerca de
200 contas.

' Adicao de cloreto de calcio a solugao de acetato de zinco a 6%
usada para gelagdo ionotropica aumenta a estabilidade das contas em SIM
conforme comparado com contas preparadas sem célcio (Tabela 5). No en-
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tanto, nenhuma diferenca é observada quando CaCl, é adicionado a solugao

de acetato de zinco a 12%.

Mistura de contra-ion

Acetato

de

zinco (% p/v)

de
calcio (% p/v)

Cloreto

Estabilidade em SCM
(pH 6) com enzimas pec-
tinoliticas

(5200 PG/mL)

Pectina 6
(3°/o p/v)
+

Carvdo ativa-

| Desintegragao

comeca
ap6és1h
Desintegracdao total apéds

- 2h30

do
(5°/o p/ V)

12

Desintegragao comega
apoés 1 h
Desintegracao total apds

3h

Tabela 6: Estabilidade de contas de Zn-Ca-pectinato preparadas com con-

centracdes diferentes de misturas de acetato de zinco e cloreto de célcio, em

SCM sem pré-incubagdo em SIM. O processo de lavagem das contas con-

sistia em trés enxagues de 1 minuto em 50 mL de agua Milli-Q para cerca de

200 contas.

Sem pré-incubagdo em SIM, a estabilidade das contas em SCM

€ aproximadamente a mesma para as concentracdes de zinco e calcio dife-

rentes que foram avaliadas. O tempo de desintegracdo em meio colénico

simulado é compreendido entre 1 e 3 horas (Tabela 6).

Contra-ion Revestimento | Estabilidade . | Estabilidade
Cloreto de | PEI em SIM em SCM (pH 6)
calcio (% p/v) (pH 6,8) com enzimas
(% p/v) pectinoliticas
(5200 PG/mL)
Pectina (3% 2 0,6
Nenhuma de-
p/v) + 0,8 ) Desintegracao
sintegragéo
Carvao ativa- 1 ) comega apos 5 h
apos5h
do (5% p/v)
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6 0,6 Nenhuma de-
Desintegracdo
0,8 sintegragao
comega apos 5 h
1 apés5h

Tabela 7: Estabilidade de contas de Ca-pectinato preparadas com concen-
tracoes diferentes de cloreto de calcio e revestidas com poliefilenoimina, em
SIM e em SCM apdés 5 h em SIM. O processo de lavagem de contas consis-
tia no enxagie de 1 minuto em 50 mL de agua Milli-Q para cerca de 200
contas.

| Revestimento PE| consideravelmente aumenta a estabilidade
das contas em ambos meio intestinal simulado e meio colénico simulado

conforme comparado com contas de Ca-pectinato ndo-revestidas (Tabela 7).

Estabilidade em
Contra-ion | Revestimento SCM (pH 6)

Cloreto de cal- PEl | com enzimas pecti-
cio (% p/v) (% piv) noliticas
(5200 PG/mL)

Pectina . 0,6 o ]
ren i 08 | Uaaaan
+ . 1
carvao ativado 0,6
(5% p/v) 6 0.8 Desintegracao co-

meca apds 5 h
1

Tabela 8: Estabilidade de contas de Ca-pectinato preparadas com cbncen-
tragoes diferentes de cloreto de célcio e revestidas com poIieﬁlenOimina, em
SCM sem'pré-incubagéo em SIM. O processo de lavagem de contas consis-
tia em trés enxagues de 1 minuto em 50 mL de agua Milli-Q para cerca de
200 contas.

Sem pré-incubagdo em SIM, revestimento PEI consideravelmen-
te aumenta a estabilidade das contas no meio colénico simulado conforme
comparado com contas de Ca-pectinato nao-revestidas (Tabela 8).
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Contra- | Estabilidade | Estabilidade em
ion em SIM SCM
Acetato | (pH 6,8) (pH 6) com en-
de zinco zimas pectinoli-
(% p/V) ticas (5200
PG/mL)
d-lactose |10 |10 Nenhuma de- | Desintegragao
USP 12 sintegracao comega apds 3
apos 5 h h
(% p/v) . ~
20 |10 Nenhuma de- | Desintegragao
sintegracao comega apds 3
apos 5 h h
Pectina PVP Kol-10,5 |10 Nenhuma de- | Desintegracao
(3% piv) lidon® sintegracdo | comega apds 3
N K17 PF apés 5h h
Carvio (% p/v) Nenhuma de- | Desintegragao
ativado 5 sintegracéo comega apos 3
(5% piv) 10 apoés 5 h h
+ POE 1 10 Nenhuma de- | Desintegragao
Monoo- sintegracao comecga apos 4
AM ap6s 5 h h '
desinte- leato
gracéo sorbitano |5 N'enhuma~ de- Desintegragéo
Tween® sintegragao total apds 3 h
80 apos 5 h
(% p/v) 10 Desintegracao
Nenhuma de- | cOmega  apds
sintegracdo 1h30
apés 5 h Desintegracéo
total apés 3 h
Poloxa- | 0,1 Nenhuma de- . .
mero 0,5 sintegracao Desmtegragzao h
188 1 apés 5 h comecga apos 3
Lutrof® g™ 10 Desintegragéo
F68 ‘ Nenhuma de- | .,meca apos 2h
(% piv) sintegracao , -
apés 5 h Desintegracao

total ap6s 3h15
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10 Desintegracao

Nenhuma de- | comeca apds

sintegragdo | 2h30

apos 5 h Desintegracéo
| total ap6s 4h

Tabela 9: Estabilidade de contas de pectinato de zinco incluihdo um agente
de desintegragao, em SIM e SCM apds 5 h ‘em SIM. O processo de lavagem
das contas consistia em trés enxagies de 1 minuto em 50 mL de agua Milli-
Q para cerca de 200 contas

. Os agentes de desintegracio diferentes testados nao influenci- ‘
am a estabilidade das contas no SIM: todas as formulagdes sao estaveis por

pelo menos 5 horas (Tabela 9). A inclusdo de d-lactose ou Kollidon® K17 néo

- modifica o tempo de desintegracdo das contas no SCM apds incubag¢ao no

SIM, conforme comparado com confas de Zn-pectinato preparadas sem a-
gente de desintégragéo. Por outro lado, concentracdes grandes de Tween®
80 (c=10% (p/v)) e concentragdes médias de Lutrol® F68 (c=5% (p/v)) dimi-
nuem a estabilidade das contas em SCM apos incubagdo no SIM. Para
Tween® 80 (c=10% (p/v)), a desintegragao comega ap()s 1,5 hora de incuba-
¢do em SCM e termina apds 3 horas. Para Lutrol® F68 (c=5% (p/v)), a desin-
tegracao comega apos 2 horas de incubagdo em SCM e termina apds 3 ho-

ras e 15 minutos.

Contra- | Estabilidade em SCM (pH 6) com

ion enzimas pectinicas

Acetato (5200 PG/mL)

de zinco

(% p/v)
d-lactose |10 |10 Desintegragdo comega apds 1 h
USP Desintegragao total apés 2h30
(% p/v) 112

Desintegragao comega apos 1 h
Desintegragao total apos 4h

20 | 10 Desintegragao comeca apés 1 h

Desintegracgao total apés 3h
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Pectina PVP 0,5 |10 Nao testada
(3% p/v) Kollidon®
+ K17 5 Desintegracdo comega apds 45 min
Carvio ativa- | PF 10 Desintegrag&o total apds 1h15
do (% p/v)
(5% p/v) POE 1 10 Desintegragao comeca apos 2h
+ Monoo- Desintegragao total ap6s 3h30
Agente  de | leato sor-| g
desintegra- | Pitano 10 , ) . .
céo Tween® Desintegragéo comega ap6s 30 min |
80 Desintegracgao total apés 1h15
(%ph)
Poloxa- 0,1 10 Desintegragdo comecga apés 1 h
mero Desintegrac&o total apés 1h30
188 0,5 Desintegragao comega apds 1 h
l,:_‘ég ol® Desintegragao total ap6s 1h30
(% ) 1 Desintegragao comeca apés 30 min

Desintegracgao total apés 1h30

5 Desintegragcdo comega apés 30 min
Desintegracao total apos 1h15

10 Desintegragdo comega apds 2h30
Desintegracao total apds 4h

Tabela 10: Estabilidade de contas de pectinato de zinco incluindo um agente
de desintegragcao, em SCM sem pré-incubagdo em SIM. O processo de la-
vagem das contas consistia em trés enxaglies de 1 minuto em 50 mL de a-
gua Milli-Q para cerca de 100 contas.

Como ja observado com pré-incubacdo em SIM, duas formula-
¢des sdo de interesse quando se precisa de desintegracdo rapida: Tween®
80 (c=10% (p/v)) e Lutrol® F 68 (c=5% (p/v)) (Tabela 10).

Exemplo 2: Eficiéncia de absorcao em condicdes coldnicas simuladas com

absorventes limitados

Absor¢ao de trés absorventes de grau farmacéutico foi testada
quanto a amoxilina e ciprofloxacina sob condi¢des colonicas estimuladas
através da determinacdo da concentracao residual de antibidticos, usando

HPLC. O meio colbnico simulado (SMC) usado para esses experimentos foi
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o que segue: solugdo de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (8,474 g/L) (pH 6). Ab-
sorventes foram incubados no meio colénico descrito acima a 37° C sob agi-
tacao tangencial suave. Nos pontos de tempo desejados, as suspensdes
foram coletadas e centrifugadas a 10.000 RPM Usando uma microcentrifu-
ga. O sobrenadante foi filtrado em uma unidade de filtro acionada por serin-
ga (Millex®-HV, 0,45 ym, PVDF, 4 mm:; Millipore, Franga) e ensaiado quanto
a sua concentragdo de antibidtico usando HPLC. Amostras de controle dos
SCM testados foram incubadas com as mesmas condigées experimentais. A
porcentagem de antibidticos restante no SCM apds incubagdo com absor-
ventes foi determinada através de comparagdo com controles incubados.

Cinética de absorcao de amoxilina

A capacidade da atapulgita, carvao ativado e caulim em absorve
amoxilina em condigbes coldnicas simuladas foi estudada. A concentragdo
de amoxilina antes e apds exposicdo dos absorventes foi determinada usan-
do HPLC acoplada com detecgdo de UV (A=230 nm). A separagéo foi con-
seguida usando Ypersphere® 5 pum (250 x 4,6 mm, Interchim, Franca), uma
coluna de fase reversa C18, em temperatura ambiente. A fase mével consis-
tia em uma solugéo de fosfato a 95% (KH>PQ,, 0,01M, acidificada em pH 3
com acido ortofosférico) e mistura de acetonitrila a 5%. A taxa de fluxo foi
fixada a 1,3 mL/min. Condi¢bes experimentais e resultados de experimentos

de ligacdo com amoxilina sao mostrados na Tabela 11.

[Atapulgita] | [Amoxicilina] Tempo E‘e . Platd Arr_10).(|cmna
| incubagao | Absorgao ) eliminada
(mg/mL) (mg/mL) (min) (min) )
' 0, 30, 60,
0,5 - 2 -
180
' 0, 30, 60,
5 2 _
180
0, 30, 60,
20 1 .
180
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. . ... | Tempo de . |Amoxicilina
[Atapulgita]| [Amoxicilina] incubago Abfor- Platé eliminada
ao '
(mg/mL) (mg/mL) (min) ¢ (min) (%)
0, 30, 60,
*200 0,5 120, 180, + >360 =45
360
200 1 0, 180, 900 + >360 =25 -
Tempo de .| Amoxicilina
[Caulim] [Amoxicilina] _ Platé _
incubacao |Absorgao _ eliminada
(mg/mL) (mg/mL) _ (min)
(min) (%)
0, 30, 60,
0,5 2
180
0, 30, 60,
5 2
180
- 0, 30, 60,
20 1
180
0, 30, 60,
*200 0,5 120, 180, + >360 =25
360
200 1 0, 180, 900 + >180 =30
Tempo de incu- Amoxicilina
[Carvao ativa-| [Amoxicilina] ' Platé
bacao Absor¢ao eliminada
do] (mg/mL) (mg/mL) (min)
(min) (%)
01 51 151 30’
**q 1 60, 120, 180, + 15-30 ~25
360
0, 5, 15, 30,
**5 1 ++ 15 75
45, 60
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Continuacao...
[Carvao ati- Tempo de incu- Amoxicilina
[Amoxicilina] : Platd
vado] bacao Absor¢éao eliminada
(mg/mL) (min)
(mg/mL) (min) (%)
0, 5, 15,30,
*10 0,5 60, 120, 180, ++ 15 >95
- 360
v 0, 5,15,30,
** 1 ++ 15 >95
_ 45, 60
*figura 7.
**figura 8.

Tabela 11: Condi¢des experimentais e caracteristicas da eliminagao de a-
moxilina através de absor¢do nos absorventes limitados.

As figura 7 e 8 apresentam a porcentagem de amoxilina elimina-
da (0,5 e 1 mg/mL) versus tempo de contato com cada absorvente testado,
em SCM sem enzimas pectinoliticas. Conforme mostrado nessas figuras,
absorcdo de amoxilina é muito eficiente com carvao ativado enquanto ela é
observada em um grau menor com atapulgita e caulim. Apds 6 horas de in-
cubacao, a porcentagem de amoxilina eliminada a partir de absorventes dife-
rentes variou de a partir de em torno de 25% até 95% com redugdo maior -
para carvao ativado. Esses resultados mostram que a méxi‘ma de absor¢éo
€ sempre atingida apdés um tempo de contato relativamente curto com car-
vao ativado. O platdé aparece apds 15 a 30 ml de incubagdo sem importar a
concentracdao de amoxilina testada (0,5 e 1 mg/mL) e a quantidade de car-
vao (1, 5 é 10 mg/mL). Atapulgita e caulim realmente reduzem a concentra-
cao de amoxilina, mas para concentragao maior (200 mg/mL) e o estado fixo
é atingido apenas apos 6 horas.

Ainda, resultados apresentados na figura 8 demonstram que a
velocidade de absor¢cao nao esta relacionada com a concentragao de car-
vao. No entanto, a quantidade de amoxilina absorvida na saturagao é forte-
mente dependente da dose. |

Os resultados obtidos para carvao ativado foram muito promis-




10

15

29

sores. Eles evidenciam que particularmente pequenas quantidades deste
absorvente (1 mg/mL a 10 mg/mL) permitem que uma pessoa elimine amoxi-
lina em uma concentragdo compreendida entre 0,250 mg/mL e 1 mg/mL de
fezes. A partir do que é sabido sobre farmacologia de amoxilina, a concen-
tragédo residual esperada de amoxilina em fezes (em torno de 5 a 10% de
doses orais padrdo (1 a 2 g/dia)) que corresponde a 0,08 a 0,33 mg/mL de
fezes. Esta faixa de concentracao esta de acordo com a faixa de concentra-
cao que as particulas descritas aqui sdo capazes de inativar.

Cinética de absorcado de ciprofloxacina

A concentragao de ciprofioxacina apds contato com absorventes
limitados foi determinada usando HPLC acoplado com detecgdo UV a 278
nm. Amostras de controle foram preparadas tal conforme acima menciona-
do. A separagdo foi conseguida a 25° C, usando uma coluna Symmetry®
C18 (5 um, 150 x 4,6 mm; Waters, Franca). A fase mével era 10% de aceto-
nitrila em 0,02M de solugdo de NaH,PO, (acidificada em pH 3 com &cido
ortofosforico). A taxa de fluxo era 1 mL/min.

A Tabela 12 apresenta as condi¢des experimentais e 0s resulta-

dos de cinética de absorgdao com ciprofloxacina.

. . . Tempo de in- n
[Atapulgita] | (ciprofloxacina] cuzagéo Absor- | Platd | Cipro elimi-
ao i nada (%
(mg/mL) (pg/mL) (min) ¢ (min) (%)
*1 100 0, 15, 60, 180 + 15-30 =45

Tempo de in-

[Caulim] |[Ciprofioxacina] cubaco (min)

Absor- | Platd | Cipro elimi-

(mg/mL) (ng/mL) cao (min) | nada (%)
*1 100 0, 15,60, 180 + 15 =10
10 100 0, 15,60, 180 ++ 15-30 =80
[Carvao ati-|[Ciprofloxacina ] )
vado] Tempo de in- ~ ] o
(ug/mL) cubacio | Absor- Platd | Cipro elimi-
(mg/mL) - -1 ¢ao (min) nada (%)
(min)
*1 ' 100 0, 15, 60, 180 ++ 15 >95

**10 500 0, 15, 60, 180 + 15-30 =45
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*figura 9.

**figura 10.

Tabela 12: Condicdes experimentais e caracteristicas da eliminacao de ci-
profloxacina através de absor¢cao em absorventes limitados.

A figura 9 apresenta a porcentagem de ciprofloxacina eliminada
através de absorgdo versus tempo de incubagdo com matrizes absorventes.
Em comparagao com amoxicilina, foi observado que a veélocidade de absor-
¢ao é mais rapida para 0s trés absorventes testados. O platb é atingido entre
15 e 30 minutos independentemente do absorvente usado. Como ja visto
com amoxicilina, carvao ativado exibe capacidade de absorgéao maior do que -
a atapulgita, que € mais eficiente do que caulim. Conforme mostrado na figu-
ra 10, quando a concentracdo de ciprofloxacina é aumentada cinco vezes, o
ecjuilibrio de absor¢édo em carvao ainda acontece apds 15 a 30 minutos de
incubagao. Além disso, carvao ativado a 1 mg/mL era ainda eficiente na eli-
minagao de antibidtico através de absor¢do (45% de 0,5 mg/mL), que era
eliminado em 15 a 30 minutds. Mesmo que apenas 45% da concentragao
inicial tenham sido inativados, ela ainda representa quantitativamente uma
quantidade maior de antibiético eliminada através de absorcao:-em torno de
0,225 mg/mL. Esses fesultados estdo de acordo com a concentracao resi-
dual esperada de ciprofloxacina em fezes, que significa um maximo de 25%
de doses orais (1 a 1,5 g/dia), isto é, em torno de 0,420 mg/mL a 0,625
mg/mL.

Exemplo 3: Eficiéncia de absorcdo em condicoes coldnicas simuladas com

absorventes encapsulados

- Experimento 1: Contas de pectinato de Ca encapsulando carvao

ativado foram usadas para este experimento. A razao de carvao ativado para
pectina era 5/3 (p/p). As contas foram lavadas apenas uma vez para este
experimento. A eficiéncia do absorvente para reduzir a concentragdo de ci-
profloxacina apos liberagdo a partir da pectina foi determinada sob condi-
¢Bes colbnicas simuladas. O SCM usado para esta estudo era o que segue:
solucdo de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (8,474 g/L) contendo uma solugédo de
enzima pectinolitica (Pectinex® SPL Ultra, Sigma, Franga) (1/20; v/v).
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As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagdo tangencial suave. Nos pontos de tempo
desejados as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma mi-
crocentrifuga. O sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada por
seringa (Millex®-HV, 0,45 pm, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC.

Cinética de absorcao de ciprofloxacina

A Tabela 13 representa condi¢cdes experimentais e porcentagens
de ciprofloxacina eliminada através da absor¢do a partir de carvao ativado

apés sua liberacéo a partir de contas de pectinato de Ca.

Conta de
ec(:ifrl]-ato [Ciprofioxaci- | Tempo de in- Plats |Ciprofloxa-
cparregada naj cubacao Absor¢éo (min) cina elimi-
com carvio| (H9/mL) (min) nada (%)
ativado
100 0, 15,60, ++ |60-90| >95
180
: 100 0, 15, 60, ++ 60-90
1 conta/mL 180
100 0, 15, 60, ++ 60-90
180
100 0,15 + 59
500 0, 15, 60 ' + >60 | =40
500 0, 15, 60, + 60-90 =45
180 ‘
500 0, 15, 60, + 60-90 =45
180

Tabela 13: Condi¢cbes experimentais dos experimentos de ligacdo e parame-
tros de eliminacdo de ciprofloxacina através da absorgdo em carvdo ativado
liberado de contas de Ca-pectinato, sob condigdes coldnicas simuladas.
Usando um SCM contendo pectina a 1/20, contas de Ca-
pectinato desintegraram completamente apds mais ou menos 30 minutos. As

figuras 11 a e b mostram que a ciprofloxacina foi eliminada através de ab-
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sorgao quando incubada com contas carregadas com carvdo em SCM. Es-
tado fixo foi retardado em comparagdao com experimentos de ligacdo com
absorventes limitados. As diferengas observadas em velocidade de absorgao
poderiam resultar do tempo que leva para a matriz de pectinato desintegrar.
Em equilibrio de absor¢ao, a quantidade de ciprofloxacina eliminada através
de absor¢cao era quantitativamente a mesma que a quantidade absorvida no
carvao nao-encapsulado. Isto significa que o carvao ativado foi na verdade
liberado das contas quando incubado em SCM contendo pectinases e que
sua capacidade de absorc¢ao nao foi afetada pela encapsulacgao.

Experimento 2: Contas de Ca-pectinato e Zn-pectinato encapsulando carvao

ativado foram usadas para este experimento. A raz&o de carvio ativado para
pectina era 5/3 (p/p). A concentragdo de calcio usada para gelagao ionotro-
pica era 6% (p/v) e concentragdo de zinco usada para gelagao ionotropica
era 6% (p/v). Uma lavagem suave foi realizada; as contas foram lavadas a-
penas uma vez para este experimento. A eficiéncia do absorvente para re-
duzir a concentragéo de ciprofloxacina apés liberagao a partir da pectina foi
determinada sob condigbes coldnicas simuladas. O SCM usado para esta
estudo foi 0 que segue: solugdo de HEPES (2,838 g/L) e NaCl (8,474 g/L)
(pH 6) contendo uma solugdo de enZima pectinolitica (Pectinex® SPL Ultra,
Sigma, Francga)(1/20; v/v).

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagdo tangencial suave. Nos pontos desejados,
amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma microcentrifuga. O
sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada por seringa (Millex®-
HV, 0,45 uym, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC. Tipicamente, uma
conta foi incubada com 1,5 mL de SCM.

A figura 12 mostra que ambos tipos de contas (Ca e Zn) sdo ca-
pazes de absorver ciprofloxacina. A cinética de absor¢ao é mais longa para
contas de Zn-pectinato, provavelmente devido a seu tempo de desintegracao
mais lento no SCM. A capacidade de absor¢éao de carvao ativado liberado a
partir de contas de Ca-pectinato tende a atingir a saturagao apds 3 horas de

incubagao enquanto eliminacao de ciprofloxacina através de absor¢do em
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carvao ativado liberado de contas de Zn-pectinato ainda aumenta apds 4
horas de contato. |

Conforme mostrado na figura 13, cerca de 40% da ciprofloxacina
inicial sao eliminados através de absorgdao apds 4 horas de incubagcédo em
SCM.

Experimento 3: Contas de Zn-pectinato encapsulando carvdo ativado foram

- usadas para este experimento. A razdo de carvao ativado para pectina era

5/3 (p/p). A concentrac@o de zinco usada para gelagao ionotropica era 10%
(p/v). Para este experimento, as contas foram lavadas trés vezes por 1 minu-
to. A eficiéncia do absorvente em reduzir a concentracdo de ciprofloxacina
apos liberagdo a partir da pectina foi determinada sob condigées coldnicas.
simuladas. O SCM usado para este estudo era o que segue: solugdo de
HEPES (2,383 g/L) e NaCl (0,474 g/L) (pH 6) contendo uma solugédo de en-
zima pectinolitica (Pectinex® SPL Ultra, Sigma, Franga) (1/5; v/v). Tipicamen-
te, uma ou duas contas foram incubadas com SCM contendo 100 pg/mli de
ciprofloxacina (2 mg ou 5 mg de contas/mL de SCM).

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagéo tangencial suave. Nos pontos de tempo
desejados, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma mi-
crocentrifuga. O sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada por
seringa (Millex®-HV, 0,45 ym, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC.

Conforme mostrado na figura 14, a cinética de absorgdo de ci-

profloxacina por contas de Zn-pectinato carregadas com carvao ativado é

um processo em duas etapas. Antes das contas serem completamente de-

sintegradas, ciprofloxacina é absorvida lentamente e fracamente (em torno
de 10% ou 30% absorvida durante a primeira hora de incubagéo, para SCM
de contas de 2 mg ou 5 mg respectivamente). Apds uma hora de incubagao,
as contas liberaram seu teor de carvao e a absor¢ao é mais rapida e mais
forte. Apds 4 horas de incubacao até 70% da ciprofloxacina inicial sao elimi-
nados por uma concentracdo de carvao de SCM de 2 mg/mL. Um aumento
da quantidade de conta para SCM 5 mg/mL leva a um aumento da velocida-
de de absorgao na matriz; processo de absor¢ao tende a um platé apés 2
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horas de incubacéo e apds 4 horas até 95% da ciprofloxacina inicial ser re-
movida através de absorgao.

Experimento 4: Contas de Zn-pectinato encapsulando carvdo ativado foram

usadas para este experimento. A razao de carvao ativado para pectina era
5/3 (p/p). A concentragdo de zinco usada para gelagcao ionotropica era 10%
(p/v). As contas foram formuladas com 10% (p/v) de Tween 80. As contas
foram lavadas trés vezes por 1 minuto. A eficiéncia do absorvente para re-
duzir a concentragéo de ciprofloxacina apos liberacdo a partir da pectina foi
determinada sob condi¢des colbénicas simuladas. O SCM usado para este
estudo era o seguinte: solu¢cdo de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (8,474 g/L) (pH
6) contendo uma solugdo de enzima pectinolitica (Pectinex® SPL Ultra, Sig-
ma, Franga) (1/5; v,v). Tipicamente, uma conta foi incubada com SCM con-
tendo 100 pg/mL de ciprofloxacina (2 mg de contas/1 mL de SCM).

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagdo tangencial suave. Nos pontos de tempo
desejados amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma micro-
centrifuga. O sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada com
seringa (Millex®-HV, 0,45 pm, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC.

Conforme mostrado na figura 15, ciprofloxacina absorveu lenta-
mente e fracamente: apenas 10% da concentragéo inicial tinham absorvido
apos 3 horas de incubagao mesmo que o carvao at.ivado tenha sido liberado
das contas. Ciprofloxacina pode estar em competicdo com Tween 80 para

absorgao em carvao ativado.

Experimento 5: Contas de Zn-pectinato encapsulando carvdo ativado foram
usadas para este experimento. A razao de carvao ativado para pectina era
5/3 (p/p). A concentragd@o de zinco usada para gelagado ionotropica era 10%
(p/v). As contas foram formuladas com 5% (p/v) Lutrol® F68. As contas foram
lavadas trés vezes por 1 minuto. A eficiéncia do absorvente para reduzir a
concentracao de ciprofloxacina apos liberagdo a partir da pectina foi deter-
minada sob condi¢des colénicas simuladas. O SCM usado para este estudo
era o seguinte: solugao de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (8,474 g/L) (pH 6) con-
tendo uma solugdo de enzima pectinolitica (Pectinex® SPL Ultra, Sigma,
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Franga) (1/5; v/v). Tipicamente, uma ou duas contas foram incubadas com
SCM contendo 100 pg/mL de cipkofloxacina (2 mg ou 5 mg de contas/mL de
SCM).

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitacdo tangencial suave. No tempo de ponto
desejado as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma mi-

crocentrifuga. O sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada por

~ seringa (Millex®-HV, 0,45 um, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC.

Conforme mostrado na figura 16, a quantidade de ciprofloxacina
eliminada através de absor¢ao em carvao ativado liberado de contas de Zn-
pectinato preparadas com Lutrol® F68 aumenta até ela atingir um platé apés
2 a 3 horas de incubagéo, independentemente da quantidade de contas u-
sadas. A ciprofloxacina eliminada é em torno de 30% e 60% da concentra-
¢ao inicial apos 3 horas de incubacgdo, para concentracdo de conta de SCM
2 mg/mL e 5 mg/mL, respectivamente. A capacidade de absor¢do de carvao
ativado parece ser afetada pela presenca de Lutrol® F68.

Experimento 6: Controles para absorcao de ciprofioxacina em contas carre-

gadas com carvao: eficiéncia de absorcao em condigbes coldnicas simula-
das com "contas nuas"

"Contas nuas" foram usadas para esses experimentos. Contas
de Ca-pectinato e Zn-pectinato foram preparadas com uma solugéo de peé-
tina a 3% (p/v) e com solugdo de acetato de zinco a 6 e 10% p/v respectiva-
mente, conforme mencionado para contas carregadas com absorvente. Ci-
profloxacina (100 pg/ml) foi incubada com "contas nuas" sob as mesmas
condi¢Oes experimentais que testes de ligagdo com contas carregadas. Com
base no fato de que uma conta carregada com carvao incluia em torno de
0,5 mg de pectina, testes de controle foram realizados usando solucao de
ciprofloxacina em proporgdao 1 mL/0,5 mg de contas nuas. A concentragao
de antibidtico residual foi determinada usando HPLC-UV mista, conforme
acima descrito. Ap6s 3 horas de incubagdo, o nivel de ciprofloxacina em
amostras testadas ndo difere de controles (Tabelas 14 e 15). A quantidade

de antibidtico permaneceu constante, demonstrando que a ciprofioxacina
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Concentracdo de Ciprofloxacina
(Hg/mL)
Tempo de incubag¢ao (min) 15 60 189
Controles (sem contas) (n=3) 95,60, 1 95,7+0,1 95,9+0,4
Com contas nuas de Ca-pectinato 95,50+,1 95,9+0,1 95,1+0,3
(n=3) 96,2+0,2 | 96,6x0,25 | 95,3+0,5

Tabela 14: Concentragao de}ciprofloxacina residual apds incubagdo sem ou
com contas de pectinato de calcio nuas, em SCM (enzimas pectinolitica:
1/20)

Concentragao de Ciprofloxacina (ug/mL)

Tempo de incubacao (min) 30 60 180
Controles (sem contas) (n=2) 106+0,1 106+0,1 107+0,1
Com contas nuas de :

105x0,1 104+0,1 104+0,1
Za-pectinato (n=2)

Tabela 15: Concentracéo de ciprofloxacina residual apos incubagdo sem ou
com contas de pectinato de zinco nuas, em SCM (enzimas pectinolitica:
1/20)

Exemplo 4: Absorcéo de toxinas Clostridim difficile

Eficiéncia de absorcédo em condigdes coldnicas simuladas com absorventes
encapsulados |

Toxinas Clostridium difficile (A e B) foram providas pela Sigma-
Aldrich (USA). Contas de Ca-pectinato encapsulando carvéd ativado, subs-
tancialmente conforme acima descrito, foram usadas para este experimento.
A razdo de carvao ativado para pectina era 5/3 (p/p). A eficiéncia do absor-
vente na reducdo da concehtragéo de toxinas C. difficile apds liberagao a

partir da pectina foi determinada sob condigdes colonicas simuladas.
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O SCM usado para este estudo era o seguinte: solugdo de HE-
PES (2,383 g/L) e NaCl (8,474 g/L) (pH 6) contendo uma solugcéo de enzima
pectinolitica (Pectinex® SPL, Ultra, Sigma, Franga) (1/20; v/v). As contas fo-
ram incubadas no SCM descrito acima contendo toxinas C. difficile a 37° C
sob agitagao tangencial suavé. Nos pontos de tempo desejados, as amos-
tras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma microcentrifuga. O so-
brenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada foi seringa (Millex®-HV,

0,45 pm, PVDF, 4 mm) e analisado usando um ensaio ELISA (kit Premier

Toxins A&B da meridian Bioscience, Inc., Cincinnati, Ohio).

Absorcdo rapida das toxinas incubadas em SCM foi observada,
sugerindo que os sistemas de aplicagdo em particula colénicos descritos
aqui vao absorver toxinas bacterianas e fungicas no colo e aliviar sintomas
causados por essas toxinas. |
Referéncias:
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robes to prevent cefriaxone from degrading intestinal resistance to coloniza-
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2003, 188(10): p. 1605-0. | |
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Tendo pelo presente descrito a matéria objeto da presente in-
vengao, deve ser aparente que muitas modificagdes, substituicoes e varia-
¢oes da presente inven¢do sdo possiveis a sua luz. Deve ser compreendido
que a presente invengao pode ser praticada que nao conforme especifica-
mente descrito. Tais modifica¢des, substituicdes e variagbes pretendem es-

tar dentro do escopo do presente pedido.
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REIVINDICAGOES

1. Dispositivos de aplicagao oral para liberagao coldnica de ab-
sorventes compreendendo:

a) um absorvente capaz de absorver um antibiético, uma toxina
bacteriana ou fiingica, ou um agente farmaceuticamente ativo sabido causar
efeitos colaterais adversos quando eles atingem o colo, e

b) um dispositivo de aplicacdo de farmaco feito de contas de
pectina.

2. Sistema de aplicagéo de acordo com a reivindicagdo 1, onde a
pectina é ligada com cruzamentd com ions de zinco ou célcio.

3. Dispositivo de aplicacéo de acordo com a reivindicagdo 2, on-
de a pectina ligada com cruzamento contém um agente de desintegragéo.

| 4. Dispositivo de aplicacéo de acordo com a reivindicagéo 2, on-
de a pectina ligada com cruzamento é reticulada com polietilenoimina.

5. Dispositivo de acordo com a reivindicagéo 4, onde a quantida-
de de polietilénoimina é suficiente para permitir que uma porgao substancial
das contas dé pectina passem pelo trato gastrintestinal para o colo sem libe-
ragcao do absorvente, e é também suficiente de modo qué as contas de pec-
tina sdo suficientemente degradadas no colo para libera uma quantidade
efetiva do absorvente. |

6. Dispositivo de aplicagdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 5, onde o absorvente é selecionado do grupo consistindo
em carvao ativado, argilas, talco e resinas tal como aquelas usadas em gar-
rafas de cultura de sangue.

. 7. Dispositivo de aplicagdo de acordo com a reivindicagao 6, on-
de a argila é selecionada do grupo consistindo em bentonita, caulim, mont-
morilonita, atapulgita, halloysita e laponita.

8. Dispositivo de aplicacado de acordo com a reivindicagéao 6, on-
de a silica é selecionada do grupo consistindo em silica coloidal, silica me-
soporosa, silica fumé e zedlitos.

9. Dispositivo de aplicacdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagGes 1 a 8, onde a pectina é pectina amidada.



N

10

15

20

25

30

10. Dispositivo de aplicacao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, onde o dispositivo € preparado a partir de uma solugcao
compreendendo 1-10% (p/v) de pectina e 2-12% (p/v) de acetato de zinco ou
cloreto de célcio.

11. Dispositivo de aplicagdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 10 compreendendo ainda uma enzima que inativa um an-
tibidtico.

12. Método para tratamento ou prevencao de efeitos adversos
de um antibiotico sobre flora intestinal compreendendo administrar o disposi-
tivo de aplicagao de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 11 a
um paciente, ou antes, durante ou apds administragédo do antibiotico.

13. Método para tratamento ou prevencao de efeitos adversos
de uma toxina bacteriana. ou fungica sobre flora intestinal compreendendo
administrar o dispositivo de aplicagao de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1a 11 a um paciente.

14. Método para tratamento ou prevencao de efeitos adversos
de um agente farmaceuticamente ativo que tem efeitos benéficos quando ele
interage com receptores fora do colo, mas tem efeitos colaterais adversos
quando ele interage com receptores dentro do colo, compreendendo admi-
nistrar o dispositivo de aplicagcao de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 11 a um paciente, ou antes, durante ou apés administracao do
agente farmaceuticamente ativo.

15. Processo para preparagao deAum dispositivo de aplicagao de
farmaco oral para aplicacao de um agente ativo que inativa um antibiético ao
colo compreendendo:

a) adicao de uma solucao de pectina aquosa contendo um ab-
sorvente dissolvido, disperso ou suspenso, onde o absorvente inativa um
antibidtico através de absorcdo, a uma solugdo aquosa de um sal catidnico
divalente, de modo a se obter contas de pectina na forma de um sal cationi-
co incluindo o agente ativo, e

‘b) opcionalmente reticulagao das contas resultantes através da

introducao delas em uma solugao aquosa de polietilenoimina.
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16. Processo de acordo com a reivindicagéo 15, onde o sal cati-
Onico é um ion de zinco ou calcio.

17. Processo de acordo com a reivindicagao 15, onde a quanti-
dade de polietilencimina é suficiente para permitir que uma porgao substan-
cial das contas de pectina passe através do trato gastrintestinal para o colo
sem liberagdo do agente ativo, e é também suficiente de modo que as con-
tas de pectina sdo suficientemente degradadas no colo para liberar uma
quantidade eficaz do absorvente.

18. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
15 a 17, onde o absorvente é selecionado do grupo consistindo ém carvao -
ativado, argilas, talco e resinas para testes bacterioldgicos.

19. Processo de acordo com a reivihdicagéo 18, onde a argila é
sélecionada do grupo consistindo em bentonita, caulim, montmorilonilta, ata-
pulgita, halloysita e laponita.

20. Processo de acordo com a reivindicacdo 18, onde a silica é

‘selecionada do grupo consistindo em silica coloidal e silica mesoporosa, sili-

ca fumé e zedlitos.
21. Dispositivos de aplicagao oral para libera¢éo coldnica de ab-
sorventes compreendendo:
~a) um absorvente, e
b) um dispositivo de aplicacdo de farmaco compreendendo con-
tas de pectina.
22. Dispositivo de aplicagao oral de acordo com a reivindicagao
21, onde a pectina é ligada com cruzamento com ions de zinco ou calcio.
- 23. Dispositivo de aplicagao oral de acordo com a reivindicagdo
22, onde a pectina ligada com cruzamento € reticulada com polietilenoimina.
24. Dispositivo de aplicacdo de farmaco oral de acordo com a
reivindicagao 23, onde a quantidade de polietilenoimina é suficiente para
permitir que uma porgéo substancial das contas de pectina passe pelo trato
gastrintestinal para o colo sem liberagdo do absorvente, e € também sufici-
ente de modo que as contas de pectina sao suficientemente degradadas no

colo para liberar uma quantidade eficaz do absorvente.
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25. Método para tratamento ou prevengado de efeitos adversos
de um antibiético sobre flora intestinal compreendendo administrar o disposi-
tivo de aplicacao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 21 a 24 a
um paciente, ou antes, durante ou apos administragcao do antibiético.

26. Método para tfatamento ou prevengao de efeitos adversos
de uma toxina bacteriana ou fungica sobre a flora intestinal compreendendo
administrar o dispositivo de aplicagao de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 21 a 24 a um paciente.

27. Método para tratamento ou prevengado de efeitos adversos
de um agente farmaceuticamente ativo que tem efeitos benéficos quando ele
interage com receptores fora do colo, mas tem efeitos colaterais adversos
quando ele interage com receptores dentro do colo, compreendendo admi-
nistrar o dispositivo de aplicagdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagdes 21 a 24 a um paciente, ou antes, durante ou apés administragcao do

agente farmaceuticamente ativo.
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RESUMO

Patente de Invengdo: "APLICACAO COLONICA DE ABSORVENTES".

Sistemas de aplicacdo em particulas, especificos de sitio (cold-
nicos), oralmente administraveis, incluindo absorventes s&o revelados.
Quando aplicados especificamente ao colo, eles podem remover vérias
substancias presentes no, ou conforme elas atingem o, colo. Métodos de
tratamento usando os sistemés de aplicacdo, e métodos de preparacao dos
sistemas de aplicagéo, sdo também revelados. Os sistemas de aplicacdo em
particula s&o baseados em matrizes absorventes encapsuladas em e/ou so-
bre particulas, que seletivamente liberam os absorventes para o colo. Dispo-
sitivos de aplicagcao de farmaco representati\)os incluem contas de pectina,
que podem ser opcionalmente ligadas com cruzamento com ions de metal
tai como zinco e/ou célcio. O sistema de aplicagao protege o absorvente e
previne seu efeito de absorgao no trato gastrintestinal superior (Gl). Quando
as particulas sao feitas de pectina, e as contés sao administradas ao colo,
enzimas pectinoliticas especificas no colo degradam a pectina, permitindo
que o absorvente seja liberado e seja completamente ativo. Antibidticos, to-.
xinas e outras substancias absorviveis presentes no colo'seré entao inativa-

dos através de absorg¢édo no ou sobre o absorvente.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "APLICACAO

. COLONICA DE ABSORVENTES".

Campo da Invencao

O presente pedido estd no campo de aplicagao colbnica de a-
gentes terapéuticas e, especificamente, lida com a aplicagdo especifica de
materiais absorventes ao colo. '

Antecedentes da Invencao

Resisténcia bacteriana a antibidticos emergiu um pouco depois
do inicio do uso dos antibidticos e tem aumentado continuamente desde en-
tdo, mas a magnitude dos problemas foi de certa forma ocultada até o inicio
dos anos noventa por causa das continuas deséobertas e liberagcao de no-
vos agentes antibacterianos. Hoje em dia, no entanto, enfrenta-se uma crise
de saude publica global porque a industria farmacéutica esta falta de novos
agentes bacterianos. Uso global daqueles disponiveis esta ainda aumentan-
do e, como uma consequéncia, a incidéncia de bactéria resistente em seres
humanos esta atingindo um nivel alarmante em todo o mundo.

Embora a resisténcia bacteriana possa emergir através de sele-
¢ao direta de patdgenos resistentes no sitio de infecgao, a resisténcia alta de
patogenos bacterianos é na maioria dos casos um processo de duas etapas,
onde resisténcia acontece primeiro na flora comensal e é seguido por trans-
feréncia horizontal de resisténcia a espécies patogénicas. _

Embora oculta, a resisténcia grande em flora intestinal comensal
€ um efeito secundario quase constante de todos os usos de antibidtico.
Pesquisadores mostraram que administragao orogastrica de beta-lactamase
em camundongos reduziu alteracdes associadas com beta-lactamase da
microflora nativa e crescimento excessivo de patogenos. Transposigdo deste
principio a seres humanos para reduzir a emergéncia de resisténcia intesti-
nal durante tratamentos antibiticos requer a aplicagdo especifica de enzi-
mas de hidrolisagdo de antibiético ao colo. Um exemplo desta abordagem ¢é
descrito no PCT WO 2004/016248 depositado em 6 de agosto de 2003, cu-
jos conteudos sdo aqui incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade.

No entanto, ha ainda um grande numero de antibiéticos que induzem resis-
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téncia bacteriana, mas ndo podem ser removidos por enzimas especificas.
Ainda, muitas bactérias produzem toxinas, que causam efeitos colaterais tal
como diarréia quando as toxinas atingem o colo.

Absorventes s@o sabidos absorver uma variedade de agentes
quimicos organicos, tal como antibiéticos. No entanto, a administragéo de
absorventes é tipicamente contra-indicada com prescricdo de antibiéticos,
porque os absorventes podem absorver e entao inativar uma grande quanti-
dade desses antibidticos antes que eles possam atingir o fiuxo sanglineo
[Referéncias 3-5].

E entdo um objetivo da presente invengao prover um sistema
que direcione agentes de inativacdo ao colo, usando sistemas de aplicagao
em particula especificos de sitio, bem como métodos de inativagao de anti-
bidticos e outros agentes ativos, e métodos para absorcao de produtos pre-
judiciais ou perigosos tal como, mas nao limitado a, toxinas, agentes quimi-
cos, alérgenos, etc. E um objetivo adicional da presente inveng¢ao prover tal
sistema, onde o sistema especificamente libera seu teor no colo, e nao inter-
fere com o sitio de absor¢cdo normal do antibiético, isto é o trato gastrintesti-
nal superior ("GI"). A presente invengao prové tais sistemas e métodos.

Sumario da Invencao

A presente invengao refere-se a sistemas de aplicagdo em parti-
cula, especificos de sitio (coloénicos), oralmente administraveis. Quando os
sistemas sao aplicados especificamente ao colo, eles sdo capazes de remo-
ver varias substancias presentes no, ou conforme eles atingem o, colo. A
invengao refere-se também a métodos de tratamento usando os sistemas de
aplicagcao e métodos de preparagao dos sistemas de aplicagao.

Os sistemas de aplicagao em particula sao baseados em matri-
zes absorventes encapsuladas em e/ou sobre particulas, que séletivamente
liberam os absorventes no colo. Sistemas de aplicagdo de farmaco represen-
tativos incluem contas a base de pectina, onde a pectina pode ser opcional-
mente ligada com cruzamento com ions de metal tal como ions de zinco
e/ou calcio, e as contas de pectina ligadas com cruzamento podem ser op-

cionalmente reticuladas com um polimero cationico tal como polietilenoimina,
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quitosana e polilisina. Em adi¢do a, ou no lugar da pectina, outros polimeros,
tal como quitosana, alginatos, xantana, curdlano, goma guar e outros polis-

~ sacarideos (particularmente polissacarideos ionicamente ligados com cru-

zamento) e Eudragit® (polimeros de polimetilmetacrilato), podem ser também
usados para reticular as partn’culaé.

| O papel do sistema de aplicagdo em particula é proteger o ab-
sorvente e prevenir seu efeito absorvente no trato gastrointestinal superior
(G1). Quando as particulas sao feitas de pectina, e as contas atingem o colo,
enzimas pectinoliticas especificas degradam a pectina, permitindo que o ab-
sorvente seja liberado e seja completamente ativo. Antibidticos, agentes
quimicos, toxinas e outras substancias absorviveis presentes no colo serdo
entdo inativados através de absorgédo no ou sobre o absorvente.

Devido ao fato dos sistemas de aplicagdo em particula especifi-
cos de sitio liberarem os absorventes no colo, eles ndo interferem a um pon-
to significante com a cinética de absorgdo normal do antibiético ou qualquer
outra substancia ativa enquanto no trato Gl superior ou em outro local no
corpo humano. | |

Em uma modalidade, os absorventes sdo usados para absorver
antibioticos residuais, tal como, mas néo restrito a, beta-lactamas, ciclinas,

quinolonas, macrolidos e aminoglicosideos, quando antibidticos sdo adminis-

- trados em conjunto com (isto €, antes, durante ou ap6s administra¢do) o sis-

tema. Nesta,.modalidade, as contas podem..opcionalmente também incluir
enzimas capazes de inativagdo dos antibiéticos. Exemplos dessas enzimas
incluem enzimas que inativam beta-lactamas, quinolonas e/ou macrélidos,
tal como beta-lactamases. Acredita-se que o absorvente possa ajudar a tra-
zer o antibidtico em contato com a enzima, auxiliando mais na remog¢ao do
antibiético do colo do paciente.

Em uma outra modalidade, os absorventes sio usados para ab-
sorver produtos prejudiciais ou perigosos tal como, mas nao limitado a, toxi-
nas, agentes quimicos, alérgenos e similar absorvidos ou produzidos por
bactérias e/ou fungos e que podem produzir sérios efeitos adversos no colo.

Em ainda uma outra modalidade, os absorventes sao usados
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para absorver agentes farmacéuticos que sao administrados sistemicamen-
te, e que resultam em efeitos benéficos quando eles interagem com recepto-
res fora do colo, mas resultam em efeitos colaterais adversos, tal como diar-
réia e/ou constipagéo, quando eles interagem com os receptores no colo.

As particulas contendo absorvente podem ser preparadas usan-
do métodos conhecidos daqueles versados né técnica. Em uma modalidade,
as particulas sao preparadas misturando o absorvente em uma solugao de
pectina, ligando com cruzamento a pectina com um cétion de metal tal como
zinco ou calcio para formar contas de pectina que encapsulam o absorvente,
e entdo opcionalmente reticulando as contas de pectina ligadas com cruza-
mento com uma solugao de polietilenoimina ou qualquer outro polimero poli-
catibnico. As contas de pectina resultantes podem entao ser incluidas em
qualquer dispositivo de aplicagdo de farmaco adequado, tal como comprimi-
do ou céapsula.

Breve Descricao das figuras

A A figura 1 representa uma vista esquematica de um método que
pode ser usado para preparar as contas de Zn-pectinato ou Ca-pectinato
descritas aqui.

A figura 2 mostra imagens de Microscopia Eletronica de Varre-

dura (SEM) de uma conta s eca de Ca-pectinato tipica (esquerda) e sua

- superficie relativamente lisa (direita).

A figura 3.mostra contas de pectinato de calcio encapsulando
carvao ativado (razao de carvao para pectina = 5/3 p/p).

A figura 4 mostra contas de pectinato de calcio encapsulando
atapulgita (razéo de atapulgita para pectina = 1/1 p/p).

A figura 5 mostra contas de pectinato de calcio encapsulando
caulim (razao de caulim para pectina = 5/3 p/p). Na imagem da direita a es-
trutura em camada de caulim é visivel na superficie das contas.

A figura 6 mostra imagens de SEM de contas de pectinato de
calcio encapsulando ou silica coloidal (esquerda, razao de silica para pectina
= 80/12 p/p) ou Iapo'ni_na (direita, razao de laponina para pectina = 16/6 p/p).

As figuras 7 e 8 representam a porcentagem de amoxilina elimi-
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nada através de absorgdo (0,5 e 1 mg/mL) versus tempo de contato (min) de
incubagdo com cada absorvente testado, em Meio Colénico Simulado (SCM)
sem enzimas pectinoliticas. Na figura 7, diamantes representam carvéo ati-
vado em uma concentragdo de 10 mg/mL, tridngulos representam atapulgita
em uma concentragdo de 200 mg/mL e quadrados representam caulim em
uma concentragao de 200 mg/mL. Na figura 8, tridngulos representam car-
vao ativado em uma concentragcdo de 10 mg/mL, diamantes representam
carvdo ativado em uma concentragdo de 5 mg/mL e circulos representam
carvao ativado em uma concentragao de 1 mg/mL.

A figura 9 representa a porcentagem de ciprofloxacina eliminada
através de absorgé@o (%) (concentragao inicial € 100 pug/ml) versus tempo
(min) de incubagédo com matrizes absorventes em SCM sem atividade pecti-
nolitica. Tridngulos representam carvdo ativado em uma concentragio de 1
mg/mL, diamantes representam atapulgita em uma concentragdo de 1
mg/mL e quadrados representam caulim em ma concentracdo de 1 mg/mL.

A figura 10 representa a porcentagem de ciprofioxacina elimina-
da através de absorg¢ao (%) (concentragdo inicial é 500 ug/mL) versus tempo
(min) de incubagao em matrizes absorventes incluindo carvao ativado em
uma concentragao de 1 mg/mL em SCM sem atividade pectinolitica.

A figura 11a representa a porcentagem de ciprofloxacina elimi- |
nada através da absorgao (%) (concentragao inicial é 100%) versus tempo
(min) de incubagdo com contas de pectinato de calcio carregadas com car-
vao ativado (1 conta/mL) em meio coldnico simulado contendo enzimas pec-
tinoliticas. |

A figura 11b representa a porcentagem de ciprofloxacina elimi-
nada através de absor¢ao (%) concentragao inicial € 500 ug/mL) versus tem-
po (min) de incubagdo com contas de pectinato de célcio carregadas com
carvao ativado (1 conta/mL) em meio colénico simulado contendo enzimas
pectinoliticas.

A figura 12 representa a dose de ciprofloxacina eliminada atra-
veés da absorgao dada em pg/mg de carvao ativado versus tempo (min) de

incubagao; comparagao entre contas de pectinato de calcio (quadrados a-
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zuis) e pectinato de zinco (ci'rculos vermelhos) carregadas com carvao ativa-
do (6% p/p de contra-ions). As cohtas sdo incubadas em meio colonico si-
mulado contendo 500 pg/mL de ciprofioxacina (n=2).

A figura 13 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-

da através de absorgdo versus tempo (min) de incubagdo com contas de

_pectinato de zinco carregadas com carvdo ativado (6% p/v de acetato de

zinco) em meio coldnico simulado. A concentrag¢do de ciprofloxacina inicial é
500 ug/mL).

A figura 14 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-
da através de absorgéo versus tempo (min) de incubagdo com contas de
pectinato de zinco ativadas com carvao (10% p/v de acetato de zinco) no
meio colonico simulado. Contas (2 mg/mL (circulos. cheios azuis) ou 5
mg/mL (circulos vazios pretos)) sdo incubadas em meio coldnico simulado
contendo uma concentra¢ao de ciprofloxacina inicial de 100 pug/mL.

A figura 15 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-
da através de absor¢do versus tempo (min) de incubagdao com contas de
pectinato de zinco carregadas com carvao ativado e 10% (p/v) Tweén 80
(10% p/v de acetato de zinco) no meio colénico simulado. Contas (2 mg/mL
(circulos azuis)) sdo incubadas em meio colbnico simulado contendo uma
concentragao de ciprofloxacina inicial de 100 mg/mL.

A figura 16 representa a porcentagem de ciprofloxacina elimina-

- da através de absor¢édo versus tempo (min) de incubagdo com contas de

pectinato de zinco carregadas com carvéo ativado e 5% (p/v) de Lutro® F68
(10% p/v de acetato de zinco). Contas (2 mg/mL (circulos cheios azuis) ou 5
mg/mL (circulos vazios pretos)) sao incubadas em SCM contendo uma con-
centragao de ciprofloxacina inicial de 100 pg/mL.

Descricao Detalhada da Invencéao

Os sistemas de aplicagao em particula incluindo os absorventes
encapsulados, e métodos para sua preparagao e uso, sdo descritos em mais
detalhes abaixo. Conforme aqui usado, os termos "encapsulado" e "encap-
sulagdo"” referem-se a absorventes que estao presentes nas contas e/ou so-

bre a superficie das contas.
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|. Componentes das Particulas Contendo Absorvente

As particulas contendo absorvente incluem um absorvente, um
componente polimérico que ndo libera uma quantidade significante do ab-
sorvente até que as particulas atinjam o colo.

A. Tipos de Absorventes

Os absorventes usados para preparar as particulas devem ter
uma superficie especifica alta, e podem ser de grau farmacéutico ou nao.
Exemplos de absorventes adequados incluem carvao ativado, argilas, inclu-
indo bentonita, caulim, montmorilonita, atapulgita, haloisita, laponita e simi-
lar, silica, incluindo silica coloidal (Ludox® AS-40, por exemplo), silica meso-
porosa (MCM41), silica fumé, zedlitos e similar,’talco, e resinas para testes
bacterioldgicos tal como resinas BACTEC®. Dentre esses absorventes, pode
ser preferido usar aqueles de grau farmacéutico, tal como carvdo ativado
obedecendo a padrbes Pharmacopoeia (ex. Merck, Franga), caulim (ex.
VWR, Franga), atapulgita (ex. Lavollée, Franga), bentonita (ex. Across Orga-
nics, Franga), Talco USP (ex. VWR, Franca).

B. Contas de Pectina

A pectina € um exemplo de um polimero adequado para a pre-
paragao das particulas, ions de zinco e calcio sdo exemplos de ions ade-
quados para ligar com cruzamento ionicamente a pectina nas particulas
(contas) e polietilenoimina é um exemplo de um polimero adequado para
reticulagao de contas de pectina ionicamente ligadas com cruzamento, na-
quelas modalidades onde reticulagcao for desejada. Contas de pectina ade-
quadas podem ser formadas de pectina, um ion de metal polivalente (isto é,
divalente ou trivalente) e, opcionalmente, um polimero catiénico, e as contas

de pectina podem encapsular um ou mais absorventes.

Pectina

A pectina é um polissacarideo isolado das paredes celulares de
vegetais superiores, usada amplamente na industria alimenticia agricultural
(como um coagulante ou espessante de geléias, sorvetes e similar) e agen-
tes farmacéuticos. Ela é polimolecular e polidispersa. Sua composigao varia

de acordo com a fonte, condigdes de extragao e fatores ambientais.
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As pectinas sd@o principalmente compostas de cadeias lineares
de 4acidos beta-1,4-(D)-galacturénicos, de vez em quando interespa(;adas
por unidades de rarhhos’e. Os grupos carboxilicos de acidos galacturdnicos
podem ser parcialmente esterificados para dar pectinas metiladas. Dois tipos
de pectina sao distinguidos de acordo com seu grau de metilavgéo (DM: nu-
mero de grupo metdxi por 100 unidades de &cido galacturdnico):

- pectina altamente metilada (HM: muito metoxi) a partir da qual
o grau de metilagao varia entre 50 e 80%. Ela é altamente soltvel em agua e
forma géis em meio acido (pH<3,6) ou na presencga de agucares.

- pectina fracamente metilada (LM: pouco metoxi), com um grau
de metilagao variando de 25 a 50%. Mais soluvel em agua do que a pectina

HM, ela da géis na presenga de cétions divalentes tal como ions de Zn* e

Ca**. Na realidade, ions de Zn** e Ca®* formam "pontes" entre os grupos

carboxilados livres de &acidos galacturdnicos. A rede entdo formada foi des-.
crita por Grant e outros sob o nome de <<modelo caixa de ovo>> (Grant
G.T. e outros (1973) Biological interactions between polysaccharides and
divalent cations: the egg-box model, FEBS Letters, 32, 195).

Ha também a as pectinas amidadas. Usando tratamento de péc-

tina por aménia certos grupos metil carboxilato (-COOCH3) podem ser trans-

formados em grupos carboxamida (-CONHy). Esta amidagéo confere novas
propriedades as pectinas, especialmente melhor resisténcia a variagées em
pH. Pectinas amidadas tendem a ser mais tolerantes as variagées em pH, e
foram também estudadas para elaboragdo de comprimidos matriciais para
aplicagao coldnica (Wakerly, Z. e outros (1997)). Studies on amidated pec-
tins as potential carriers in colonic drug delivery, Journal of Pharmacy and
Pharmacology, 49, 622).

| | A pectina é degradada por enzimas que se originam de vegetais
superiores e varios microorganismos (isto é, fungos e bactérias) dentre as
quais bactérias de flora colénica humana é encontrada. As enzimas produzi-
das pela microflora sdo compostas de um conjunto de polissacaridases, gli-
cosidases e esterases.

Outros polimeros, tal como quitosana, alginatos, xantano, cur-
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dlano, goma guar e outros polissacarideos (particularmente polissacarideos
que podem ser ionicamente ligados com cruzamento) e Eudragit® (polimeros
de polimetilmetacrilato), pode ser também usados para preparar as partu’ch
las. |

Cations de Metal

Em algumas modalidades, a pectina é ionicamente ligada com
cruzamento com um cation de metal. Qualquer cation de metal polivalente
(isto e, divalente, trivalente e similar) pode ser usado para ligar com cruza-
mento a pectina. Exemplos incluem calcio, zinco, aluminio, magnésio, ferro e
similar. Zinco e calcio sdo cations de metal preferidos.

Polimero Catiénico

Naquelas modalidades onde a pectina é ionicamente ligada com

~cruzamento com um cation de metal, ela pode ser opcionalmente também

reticulada com um polimero catidnico, tal como polietilenoimina, quitosana
ou polilisina. Foi observado que quando a pectina € ligada com cruzamento
com ions de zinco, tal como aqueles de acetato de zinco, reticulagdo é me-
nos importante do que quando ions de calcio sao usados.

Desses polimeros catiénicos, polietilenoimina pode ser preferida.
Polietilenoimina € um polimero fortemente catiénico que se liga a certas pro- _
teinas, e é freqlientemente usada como um marcador em imunologia, para

precipitar e purificar enzimas e lipideos. Ela é também conhecida como po-

-limero -de -aziridina;--epamina; epomina; polimero de etilenoimina; montrek;

PEI; e poliimina(s). O peso molecular da polietilenoimina esta entre 10.000 e
100.000 Daltons, de preferéncia entre 20.000 e 50.000 Daltons.

A quantidade de polietilenoimina usada pode ser otimizada, de-
pendendo do peso molecular e do tipo de pectina usada. Vantajosamente, a
concentragdo oOtima para polietilenoimina (quando presente se aiguma) é
aquela que proveja contas de pectina reticuladas que sejam estaveis o sufi-
ciente para sobreviverem no trato gastrointestinal, ainda que instaveis o sufi-
ciente para serem suficientemente degradadas no colo de modo a liberarem
uma quantidade eficaz do absorvente e/ou agente ativo. Em algumas moda-

lidades, tal como onde ions de calcio sdo usados para ligar com cruzamento
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a pectina, acredita-se que entre 0 e 1% seja a faixa 6tima de concentragao
de polietilenoimina para atingir esses objetivos.

Por exemplo, quando as contas de pectina sdo preparadas a
partir de uma solug¢ao de pectina a 1-10% (p/v), vantajosamente de a partir
de 2 a 6% (p/v) e uma solugao de cloreto de calcio a 2-10% (p/v), uma con-
centracdo de 0 a 10% (p/v) de polietilenoimina (PEI) é 6tima.

Aqueles de habilidade na técnica, usando os ensinamentos des-
critos aqui, podem prontamente otimizar a quantidade de polietilenoimina, ou
evitar seu uso totalmente, se houver variagdes na concentragio de pectina,
do tipo de pectina ou da concentragio ou tipo de cation de metal usado, com
relagdo aqueles usados nos exemplos de trabalho descritos aqui. Ainda, no
lugar de polietilenoimina, outros polimeros catidnicos, tal como quitosana ou
polilisina, podem ser usados, contanto que eles permitam que as contas de
pectina especificamente apliquem o absorvente encapsulado ao colo.

Agentes de Desintegracao

Agentes de desintegragdo podem ser adicionados a solugao de
pectlna antes da gelagdo ionotropica. Esses agentes de desintegragéo po-
dem precipitar a desintegragao das contas no meio coldnico quando neces-
sario. Agentes de desintegragao representativos incluem D-lactose, tensoati-
vos polissorbato tal como Tween® 80, poloxameros tal como Lutrol® F68
(BASF) ou polimeros tal como povidona Kollidon® K17, embora outros agen-
tes de desintegracao conhecidos na técnica possam ser usados,.

Componentes Adicionais Opcionais

As contas de pectina podem incluir opcionalmente um ou mais
componentes adicionais. Idealmente, esses sdo componentes que nao sao
absorvidos pelo absorvente, e incluem excipientes e enzimas que inativam
antibiéticos ou outras substancias absorvidas. Por exémplo, as enzimas po-
dem ser enzimas que inativam beta-lactamas, quinolonas e/ou macrolidos,
tal como beta-lactamases. Embora nao desejando ser limitado a uma teoria |

particular, acredita-se que o absorvente possa ajudar a trazer o antibiético

em contato com a enzima, auxiliando mais na remog¢ao do antibiético do colo

do paciente.
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Il. Preparacao dos Sistemas de Aplicacdo em Particula

As particulas podem ser preparadas através de meios conheci-
dos daqueles de habilidade na técnica. Quando as particulas sdo contas de
pectina ionicamente ligadas com cruzamento, elas podem ser tipicamente
preparadas através de mistura do absorvente e/ou agentes ativos em uma
solugao de pectina, ligagdo com cruzamento da pectina com um cétion de
metal tal como zinco ou calcio para formar contas de pectina que encapsu- |
lam o absorvente e/ou os agentes ativos, e entdo opcionalmente reticulacdo
das contas com uma solugao de polietilenoimina.

Tipicamente, contas nao contendo o absorvehte sao preparadas
através da adigdo de uma solugdo de pectina aquosa em uma concentragéo
de 1 a 10% (p/v) em gotas a uma solugdo de um sal de zinco tal como aceta-
to de zinco, ou um sal de calcio tal como cloreto de calcio, para formar con-
tas de pectinato de zinco ou célcio, que sdo entdo recuperadas. Opcional-'
mente, as contas de pectinato ionicamente ligadas com cruzamento podem
ser introduzidas em uma solugdo aquosa de polietilenoimina ou outro poli-
mero catiénico para reticular as contas de pectina ionicamente ligadas com
cruzamento.

Um processo ligeiramente diferente é usado para preparar con-
tas incluindo os absorventes. Os absorventes sdo misturados com agua sufi-

ciente para hidrata-los e entao agitados por tempo suficiente para prover

_ uma suspensao homogénea (tipicamente 12 horas), e pectina (ou solugéo

de pectina) é adicionada, com aquecimento conforme necessario para man-
ter a viscosidade da solug@o. Entao, o processo prossegue de uma maneira
substancialmente similar aquela para preparagdo de contas nuas (isto é,
contas que nao encapsulam um absorvente).

~ A solugdo de pectina é vantajosamente de a partir de 1 a 10%
(p/v), de preferéncia 2 a 6%, a solugao de ion de zinco ou caicio é vantajo-
samente de a partir de 2 a 15% (p/v) e a solugao de polietilenoimina, quando
usada, é vantajosamente de a partir de 0,5 a 2,% (p/v). Com mais preferén- |
cia, a solugao de pectina é de cerca de 3% (p/v), a solugdo de zinco é cerca

de 10% (p/v) ou a solugao de ion de calcio é cerca de 6% e a solugao de
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polietilenoimina, quando usada, é cerca de 0,5 a 1% (p/v), de preferéncia
cerca de 0,8% (p/v), embora em qualquer caso, a quantidade de polietileno-
imina (se presente alguma) é vantajosamente selecionada para prover con-
tas de pectina reticuladas que sobrevivem no trato gastrintestinal até que
elas atinjam o colo, e que sejam suficientemente degradadas no colo para
prover liberagao eficaz do agente ativo.

As contas de pectina sdo vantajosamente agitadas na solu¢éo
de ion de zinco ou caicio sob agitagao lenta entre 10 minutos e uma hora, de
preferéncia por cerca de 20 a 30 minutos. Cerca de 200 contas sdo lavadas
trés vezes em 50 mL de agua milli-Q sob agitacao lenta entre 0,5 e 10 minu-
tos, de preferéncia por cerca de 1 minuto. O nimero de lavagens pode ser
opcionalmente modificado. As contas sido opcionalmente reticuladas com
polietilenoimina sob agitagéo lenta por entre 15 a 40 minutos, de preferéncia
por 20 minutos e entédo lavadas de acordo com o processo descrito acima.
ApOs recuperagdo das contas de pectina, elas sdo secas em uma tempera-
tura entre 20 e 40° C por 30 minutos a 10 horas, de preferéncia a 37° C por
2 horas ou secas com congelamento. O didmetro das particulas é entre cer-
ca de 0,5 mm e 5 mm, de preferéncia entre cerca de 0,5 e 2 mm. O didmetro
das particulas pode ser finamente ajustado usando tamanho de agulha e
fluxo de pectina através da agulha diferentes.

Em uma modalidade, os sistemas de aplicagdo baseados em
pectina sao preparados de acordo com o processo que segue, que € basea-
do na gelagéao ionotrépica de goticulas de solugéo de pectina quando postas
em uma solugdo de um ion de metal divalente ou polivalente tal como aceta-
to de zinco ou cloreto de calcio. O principio do método é apresentado na fi-
gura 1.

Nesta modalidade, uma péctina tal como uma pectina metoxila-
da e amidada (Unipectin OG175C, Degussa Texturant System, Franca) é
dissolvida em agua Milli-Q usando um agitador magnético. A solugéao pode
ser aquecida em torno de 50° C para facilidade de dissolugao. A concentra-
¢ao de pectina final esta tipicamente entre 1% e 10% (p/v), embora concen-

tragoes fora desta faixa possam ser usadas. A solugao de pectina é entdo
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dirigida com uma bomba peristaltica ou uma bomba de seringa através de
uma agulha (didmetro interno: 0,5 mm) e cai de gota em gota em uma solu-
¢ao de um ion de métal divalente ou polivalente, tal como um acetato de zin-
co ou cloreto de calcio (com uma concentragéo de sal tipica entre cerca de 1
e 12% p/v) em uma taxa tipica de 60 a 80 contas por minuto (émbora taxas
maiores e menores possam ser usadas, e a taxa pode variar dependendo da
escala do processo).

Para reduzir sua viscosidade, a solugdo pode ser aquecida para
em torno de 50° C aproximadamente enquanto sendo bombeada. Os ions de
metal, tal como zinco ou célcio, interagem com os grupos de COO- disponi-
veis nas moleculas de pectina de acordo com o modelo de caixa de ovo [Re-
feréncia 6]. As gotas de pectina sdo deixadas agitar por 20 a 30 minutos ou
aproximadamente no banho de sal para permitir a difusdo do sal com a ma-
triz de pectina e formagado completa da rede de ion de meta_l-pectinato (tal .
como Zn-pectinato ou Ca-pectinato). As contas sao idealmente entao filtra-
das, enxaguadas e lavadas pelo menos trés vezes com agua milli-Q para
eliminar o excessd de sal conforme anteriormente descrito, e entdo secas.
Secagem pode ser obtida usando quaisquer meios apropriados, tipicamente
ou simplesmente deixando as contas no forno em torno de 37° C por pelo
menos 2 horas secando-as com congelamento.

Apos secagem, contas nuas (isto é, n3o encapsulando nada)
tém um tamanho de torno de 1 milimetro. Uma pessoa pode variar o tama-
nho das contas, por exemplo, variando a taxa de fluxo da solugéo de pecti-
na, o tamanho da agulha, a concentragédo de pectina ou a quantidade do ma-
terial encapsulado. Uma conta nua seca tipica é apresentada na figura 2.
Contas nuas tém uma superficie ligeiramente lisa.

Encapsulagao dos absorventes com contas de pectinato de Zn du Ca

A encapsulagdo dos absorventes foi simplesmente realizada
preparando separadamente uma suspensao do absorvente em agua e uma
solugao de pectina. A suspensao absorvente foi preparada como segue: o
absorvente seco foi pesado e adicionado a agua (concentragéo entre 1 e

10% p/v) usando um agitador magnético. A suspensao foi deixada agitar da
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noite para o dia para assegurar que o absorvente fosse 'completamente hi-
dratado (ou esfoliado no caso de érgilas). Esta agitagao prolongada parece
ser também importante para carvao ativado: se o absorvente ndo for deixado
agitar da noite para o dia, a suspensdo ndo é homogénea e encapsulac¢éo
néo é facil. A solugéo de pectina é aquecida (maximo 50° C) e a suspenséo
absorvente foi misturada com ela usando uma ferramenta propelente de trés
laminas por pelo menos 30 minutos. Mistura da solugdo de pectina com a
suspensao absorvente é crucial para encapsulagdo adequada e homogénea
do absorvente dentro da matriz de pectina. Por exemplo, se a suspenséo
absorvente nao for deixada agitar da noite para o dia, uma separacdo de
fase é observada quando a solugdo de pectina é adicionada: uma fase rica
em pectina e uma fase rica em absorvente. A falta de homogeneidade desa-
parece quando a suspensao é bem hidratada da noite para o dia. Em adicao
absorventes de grau farmacéutico, laponita XLG (Rockwood, UK) e silica
coloidal (Ludox® AS-40; Sigma, Franga) foram também encapsuladas. Lapo-
nita foi hidratada da mesma maneira que as argilas naturais. No caso de sili-
ca coloidal (40%, p/v), uma vez que este absorvente ja é uma suspensao,
ela foi misturada diretamente com a solugdo de pectina usando uma ferra-
menta propelente de trés laminas.

Contas contendo absorvente podem ser preparadas usando o
mesmo método que o descrito para agulhas nuas. Imagens SEM de contas
secas Séo apresentadas nas figuras 3, 4, 5 e 6.

Todas as contas tém uma superficie ligeiramente rugosa em
comparagao com contas nuas. A rugosidade surge da encapsulagdo dos
absorventes. Confirmagéo de que encapsulagido era homogénea dentro das
contas pode ser obtida cortando as contas antes da secagem e obtendo-se
imagem do interior com microscopia eletrénica de escaneamento (ndo mos-
trada aqui). Absorventes parecem ser homogeneamente distribuidos dentro
da matriz de pectinato. Esses resultados mostram que apesar das dificulda-
des de formulagao devido a alta viscosidade das solugbes de pectina, e dos
problemas de separagao de fase, é possivel incorporar quantidades impor-

tantes de absorventes dentro das solugbes de pectina e entdao formar contas
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de Zn-pectinato ou Ca-pectinato encapsulando uma quantidade grande des-
ses absorventes. |

As proprivedades de estabilidade e absorgédo das contas prepara-
das de acordo com os métodos descritos aqui foram avaliadas nos Exem-
plos apresentados abaixo. |
lIl. Sistema de Aplicacdo de Farmaco Incluindo as Contas de Pectina

As contas de pectina podem ser coletadas, e combinadas com
excipientes apropriados e formuladas em uma variedade de dispositivos de
aplicacao de farmaco oral. Por exemplo, as contas podem ser combinadas
com um excipiente solido e moldadas em comprimido ou incluidas em uma
capsula.

As contas de pectina podem ser também combinadas com exci-
pientes liquido/gel que ndo degradam as contas de pectina, ¢ a mistu-
ra/dispersao pode ser incorporada a uma capsula, tal como uma gel-cap.

Os comprimidos ou capsulas feitos com as contas de pectina
podem ser revestidos, se desejado, com um revestimento entérico adequado
para prover estabilAidade aumentada enquanto no estdmago sem degrada-
¢do. O pH no estémago ¢ da ordem de 1a 3 mas aumenta no intestino del-
gado e no colo para atingir valores proximos a 7 (Hovgaard, L. e outros,
(1996) Current Applications of Polyssacharides in CQIon Targeting, Critical

' Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 13, 185). Os dispositivos de
-.aplicagao.de farmaco, na forma de.comprimidos, capsulas de gelatina, esfe-

réides e similar contendo as contas de pectina, podem atingir o colo, sem ser
expostos a essas variagoes em pH, através de seu revestimento com um
polimero dependente do pH, insolivel a pH acido mas soluvel em pH neutro
ou alcalino (Kinget e outros, op. cit.). Os polimeros mais atualmente usados
paraveste pfopésito sao derivados de acido metacrilico, Eudragit® LeS(A-
shford, M. e outros, (1993), An in vivo investigation into the suitability of pH
dependent polymers for colonic targeting, International Journal of Pharmaceu-
tics, 95, 193 e 95, 241; e David A. e outros (1997) Acrylic polymers for colon-
specific drug delivery, S.T.P. Pharma Sciences, 7, 546). -

Os dispositivos de aplicagdo de farmaco sdo administrados em
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uma quantidade escolhida adequada para prover tratamento ou prevencao
eficiente dos disturbios para os quais os absorventes sdo administrados. I-
dealmente, a dose eficaz dos absorventes descrita aqui é suficiente para
prover os efeitos de absor¢do desejados no colo, que podem variar depen-
dendo da natureza da substancia a ser absorvida.

Tipicamente, a dose eficaz dos absorventes estd em uma quan-
tidade de menos do que 100 mg/kg de peso do corpo, freqlientemente me-
nos do que 1 mg/kg por peso do paciente e geralmente, mas freqlientemen-
te, entre cerca de 10 mg a menos do que 100 mg/kg de peso do paciente. As
doses eficazes acima tipicamente representam a quantidade administrada
como uma dose unica, ou como uma ou mais doses administradas durante
um periodo de 24 horas.

IV. Métodos de Tratamento Usando os Dispositivos de Aplicacio de Farma-

co contendo contas de pectina absorventes

Os dispositivos de aplicagao de farmaco podem ser usados para
tratar aqueles tipos de condigbes e disturbios para os quais aplicagdo coloni-
ca dos absorventes é apropriada. Em uma modalidade, os distirbios sdo
aqueles que resultam da exposi¢éo do colo a antibiéticos, tal como diarréia.
Nesta modalidade, os absorventes inativam antibidticos, e os dispositivos
podem ser administrados em uma dosagem terapeuticamente eficaz a um |
paciente ao qual foi, esta sendo ou sera dado um antibiético. Qualquer anti-
biético'que possa ser absorvido no/sobre o absorvente pode ser inativado.
Exemplos representativos de classes de antibidticos que podem ser absorvi-
dos incluem beta-lactamas, ciclinas, macrolideos, quinolonas, aminoglicosi-
deos, glicopeptideos, sulfamidas, fenicdis, sulfamidas, furanos, polipepti-
deos, oxazolidonas e antibidticos tal como fosfomicina, rifampin e similar.

Em uma outra modalidade, os dispositivos de aplicacao de far-
maco podem ser administrados a um paciente que sofre dos efeitos de toxi-
nas bacterianas ou fungicas presentes no colo. Exemplos de tais toxinas
incluem monotoxinas, endotoxinas e enterotoxinas, tal como aquelas produ-
zidas por Clostridium difficile (acreditada ser a causa principal de diarréia

pos-antibidtico em todo o mundo). Nesta modalidade, os absorventes sio
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administrados em uma dosagem terapeuticamente eficaz para absorver as
toxinas. |

Em uma outra modalidade, os dispositivos de aplicagao de far-
maco podem ser administrados a um paciente que sofre de um disturbio tra-
tado com agentes farmaceuticamente ativos que se ligam a receptores rele-
vantes no corpo do paciente que nao no colo para tratar o disturbio, mas
que, quando ligados a receptores no colo, resultam em efeitos colaterais.
Por exemplo, o colo inclui receptores colinérgicos (http://www.med-
associates.com/gimm/gimmDrugScreen.htm) e serotonina, que estdao tam-
bém presentes no sistema nervoso central. Tratamento com agentes que se
ligam a recéptores colinérgicos pode resultar em efeitos colaterais se os
compostos se ligarem a receptores no colo. Co-administragao das particulas
absorventes descritas aqui e dos agentes que se ligam a tais receptores po-
de minimizar ou eliminar esses efeitos colaterais.

Sabe-se que problemas gastrointestinais sao reag¢des de farma-
co adversas geralmente relatadas com medicag¢oes para presséo‘ sanglinea
(bloqueadores de Canal de Calcio), medicacbes para dor (especialmente
narcoticos), antidepressivos, antiacidos que contém aluminio e calcio, far-
macos antiparkinson, antiespasmadicos, diuréticos e anticonvulsivos, e que
muitas classes de farmaco estdo associadas com constipagao. Frequente-

mente, a constipagao persiste, e pacientes descontinuam o tratamento por-

-que - -0 - efeito . colateral _é... incbmodo . (http://www.med-

associates.com/gimm/gimmDrugScreen.htm). Farmacos tal como risperidona
podem ser associados com disturbios coldnicos, tal como megacolo
(http://www.sma.org.sg/smj/4310/4310cr2.pdf).

A presente invengdo sera compreendida mais com referéncia
aos exemplos nao-limitantes que seguem.

Exemplo 1: Estabilidade de contas carreqadas em meios gastrintestinais si-

mulados

O tempo de dissolugao de formulag¢des selecionadas, prepara-

‘das usando os métodos descritos acima, foi avaliado em meio gastrico simu-

lado (SGM) (USP XXIV) (Tabela 1), meio intestinal simulado (SIM) (USP
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XXIV) (Tabela 2) e meio coldnico simulado contendo enzimas pectinoliticas
(SCM) (Tabela 3), sob agitagdo tangencial leve a 37°C.

Tabela 1: Tempo de desintegragdao no meio gdastrico simulado quando clore¥
to de calcio € substituido por acetato de zinco (6% p/v) para gelagdo ionotrd-
pica. As contas foram lavadas apenas uma vez para este conjunto de expe-

rimento.

Estabilidade em SGM
(pH=1,2)
Contra-ion

Cloreto de Calcio

Acetato de Zinco

Pectina (3% p/v) +
Atapulgita (3% p/v)

Nenhuma desintegragao
apos 6 h

Nao testado

Pectina (3% p/v) + Cau-
———lim (5%-p/v)

Nenhuma desintegracao
apos 6h

Nao testado

Pectina (3% p/v) + Car-
vao ativado (5% p/v)

Desintegracdo comeca
apos 6 h

Nenhuma desinte-
gragao apds 6 h

Tabela 2: Tempo de desintegragao no meio intestinal simulado quando clore-
to de calcio (6% p/v) é substituido por acetato de zinco (6% p/v) para gela-

¢ao ionotropica. As contas foram lavadas apenas uma vez para este conjun-

to de experimento.

Estabilidade em SIM (pH = 6,8)

Contra-ion

Cioreto de Caicio

~Acetato de Zinco

Pectina (3% p/v) + Ata-
pulgita (3% p/v)

Desintegragao comega
apos 4 h

Nao testado

Pectina (3% p/v) + Cau-
lim (5% p/v)

Desintegragéao comega
apos 2h30

Nao testado

Pectina (3% p/v) + Car-
vao ativado (5% p/v)

Desintegragcao comega
apos 2h30

Nenhuma desinte-
gragao apos 6h

Aumento da estabilidade nos meios intestinal e colénico simula-
dos é observada quando cloreto de caicio é substituido por acetato de zinco
para gelagao ionotropica. |
Tabela 3: Estabilidade de contas de Zn-pectinato preparadas com concen-
tragoes diferentes de solugao de acetato de zinco, em SIM e em SCM apos
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5 h em SIM. O processo de lavagem de contas consistia em trés enxagiies
de 1 minuto em 5 mL de agua Milli-Q para cerca de 200 contas. |

Contra-ion A- | Estabilidade em Estabilidade em

cetato de zinco | SIM (pH 6,8) SCM (pH 6) com
(% p/v) enzimas pectinoliti-
cas (5200 PG/mL)
Apo6s 5 h em SIM

Pectina (3% 4a6 Desintegragao Nao testado
p/v) + Carvao antesde 5 h
ativado (5% 8 Nenhuma desin- | Desintegracéo co-
p/v) 10 tegracdo apds meca apds 3 h
12 Sh |

Quanto maior a concentragdo de zinco usada para gelag&o iono-

trépica, mais estavel as contas em meio intestinal simulado (Tabela 3).

Tabela 4: Estabilidade de contas de Zn-pectinato preparadas com concen-
tragbes diferentes de acetato de zinco, em SCM sem pré-incubagdo em SIM.
O processo de lavagem de contas consistia em trés enxagiies de 1 minuto

em 50 mL de agua Milli-Q para cerca de 200 contas.

Contra-ion Estabilidade em SCM (pH 6)
Acetato de com enzimas pectinoliticas
zinco (% p/v) (5200 PG/mL)
Pectina (3%p/v) + Car- - 8 Desintegragcao comega apos 1 h
vao ativado (5% p/v) : Desintegracao total apés 3h
10 Desintegragao comec¢a apos 1h
Total desintegracdo apds 2h30
12 Desintegragao comecga apos 1h
Total desintegragao apds 3h

Sem pré-incubagao em meio intestinal simulado, para concen-
tragbes de zinco maiores do que 8% (p/v), o tempo de desintegracdo em

meio coldnico simulado é compreendido entre 1 e 3 horas (Tabela 4).

Tabela 5: Estabilidade de contas de Zn-Ca-pectinato preparadas com con-

centragOes diferentes de misturas de acetato de zinco e cloreto de calcio, em’
SIM e em SCM ap6s 5 h em SIM. O processo de lavagem das contas con-
sistia em trés enxagues de 1 minuto em 50 mL de agua Milli-Q paracerca de

200 contas.
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Mistura de contra-ion | Estabilidade Estabilidade em
Acetato | Cloreto | emSIM(pH | SCM (pH 6) com
de zinco | de célcio 6,8) enzimas pectinoliti-
(% pIv) (% p/v) cas (5200 PG/mL)
Pectina (3% 6 3 Nenhuma | Desintegragéo co-
p/v) + Car- 6 desintegra- meca apos 3 h
vao ativado : ¢ao apos 5h '
(5% p/v) 12 3 Nenhuma | Desintegracéo co-
6 desintegra- mec¢a apoés 3 h
¢ao apdés5h

Adicao de cloreto de calcio a solugéo de acetato de zinco a 6%
usada para gelagao ionotropica aumenta a estabilidade das contas em SIM
conforme comparado com contas preparadas sem calcio (Tabela 5). No en-
tanto, nenhuma diferenca é observada quahdo CaCl, é adicionado a solugao |

5 de acetato de zinco a 12%. A '
Tabela 6: Estabilidade de contas de Zn-Ca-pectinato preparadas com con-
centragoes diferentes de misturas de acetato de zinco e cloreto de calcio, em
SCM sem pré-incubagdo em SIM. O processo de lavagem das contas con-
sistia em trés enxagules de 1 minuto em 50 mL de agua Milli-Q para cerca de

10 200 contas.

Mistura de contra-ion Estabilidade em SCM (pH 6)

Acetato de | Cloreto de com enzimas pectinoliticas
zinco (% | calcio (% (5200 PG/mL)
p/v) p/v)
Pectina 6 3 Desintegragao comega apds 1 h

(3% p/v) +

6

Carvao ati- 12 3 Desintegragao comega apés 1 h

vad(; ()5 70 6 Desintegragao total apos 3h
p/v

Desintegragao total apés 2h30

Sem pré-incubagao em SIM, a estabilidade das contas em SCM
é aproximadamente a mesma para as concentragoes de zinco e calcio dife-
rentes que foram avaliadas. O tempo de desintegragao em meio coldnico

simulado é compreendido entre 1 e 3 horas (Tabela 6).
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Tabela 7: Estabilidade de contas de Ca-pectinato preparadas com concen-
tragbes diferentes de cloreto de calcio e revestidas com polietilenoimina, em
SIM e em SCM apéds 5 h em SIM. O processo de lavagem de contas consis-
tia no enxagie de 1 minuto em 50 mL de agua Milli-Q para cerca de 200

contas.
Contra-ion | Revestimen- | Estabilidade | Estabilidade |
Cloreto de to PEI (% | em SIM (pH | em SCM (pH 6)
calcio (% p/v) 6,8) com enzimas
p/v) pectinoliticas
(5200 PG/mL)
Pectina (3% 2 0,6 Nenhuma Desintegragao
p/v) + Car- 0,8 - desintegra- | comeca apds 5
vao ativado 1 ¢ao apdés 5 h h
(5% p/v) 6 0,6 Nenhuma | Desintegragdo
0,8 desintegra- | comega apés 5
1 ¢ao apdés 5 h h

Revestimento PEl consideravelmente aumenta a estabilidade

das contas em ambos meio intestinal simulado e meio colénico simulado
conforme comparado com contas de Ca-pectinato nio-revestidas (Tabela 7).
Tabela 8: Estabilidade de contas de Ca-pectinato preparadas com concen-
tragGes diferentes de cloreto de célcio e revestidas com polietilenoimina, em
SCM sem pré-incubagdo em SIM. O processo de lavagem de contas consis-

tia em trés enxagles de 1 minuto em 50 mi de agua Miiiii-Q para cerca de

200 contas.
Contra-ion Revestimento Estabilidade em SCM
Cloreto de PEIl (% p/v) (pH 6) com enzimas pec-
calcio (% p/v) tinoliticas (5200 PG/mL)
Pectina (3% 2 0,6 Desintegragao comecga
p/v) + car- 0,8 ‘ apos 5 h
vao ativado 1 |
O,
(5% pv) 6 0,6 Desintegragao comega
0,8 apés 5 h
1

Sem pré-incubagdo em SIM, revestimento PEI consideravelmen-
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te aumenta a estabilidade das contas no meio colénico simulado conforme

comparado com contas de Ca-pectinato nao-revestidas (Tabela 8).
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Os agentes de desintegragéo diferentes testados ndo influenci-
am a estabilidade das contas no SIM: todas as formulagdes sao estaveis por
pelo menos 5 horas (Tabela 9). A inclusdo de d-lactose ou Kollidon® K17 néo
modifica o tempo de desintegragédo das contas no SCM apés incubacdo no
SIM, conforme comparado com contas de Zn-pectinato preparadas sem a-
gente de desintegrac&o. Por outro lado, concentragdes grandes de Tween®
80 (c=10% (p/v)) e concentragdes médias de Lutrol® F68 (c=5% (p/v)) dimi-
nuem a estabilidade das contas em SCM apéds incubagdo no SIM. Para
Tween® 80 (c=10% (p/v)), a desintegragdo comeca apds 1,5 hora de incuba-
¢&o em SCM e termina ap6s 3 horas. Para Lutrol® F68 (c=5% (p/v)), a desin-
tegragcao comega apos 2 horas de incubagdo em SCM e termina apés 3 ho-

ras e 15 minutos.
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Como ja observado com pré-incubagdo em SIM, duas formula-
¢des sdo de interesse quando se precisa de desintegragdo rapida: Tween®
80 (c=10% (p/v)) e Lutrol® F 68 (c=5% (p/v)) (Tabela 10). |
Exemplo 2: Eficiéncia de absorcdo em condigdes coldnicas simuladas com

absorventes limitados

Absorgéo de trés absorventes de grau farmacéutico foi testada
quanto a amoxilina e ciprofloxacina sob condi¢gdes colénicas estimuladas
através da determinagdo da concentragdo residual de antibiéticos, usando
HPLC. O meio coldnico simulado (SMC) usado para esses experimentos foi
0 que segue: solugao de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (8,474 g/L) (pH 6). Ab-
sorventes foram incubados no meio colénico descrito acima a 37° C sob agi-
tagao tangencial suave. Nos pontos de tempo desejados, as suspensoes
foram coletadas e centrifugadas a 10.000 RPM Usando uma microcentrifu-
ga. O sobrenadante foi filtrado em uma unidade de filtro acionada por serin-
ga (Millex®-HV, 0,45 um, PVDF, 4 mm; Millipore, Franga) e ensaiado quanto
a sua concentragao de antibiético usando HPLC. Amostras de controle dos
SCM testados foram incubadas com as mesmas condigdes experimentais. A
porcentagem de antibidticos restante no SCM apés incubagcdo com absor-
ventes foi detérminada através de comparagao com controles incubados.

Cinética de absorcao de amoxilina

A capacidade da atapulgita, carvao ativado e caulfm em absorve
amoxilina em condigbes coldnicas simuladas foi estudada. A concentragéao
de amoxilina antes e apds exposi¢ao dos absorventes foi determinada usan-
do HPLC acoplada com detecgao de UV (A=230 nm). A separagao foi con-

seguida usando Ypersphere® 5 um (250 x 4,6 mm, Interchim, Franga), uma

~ coluna de fase reversa C18, em temperatura ambiente. A fase movel consis-

tia em uma solugao de fosfato a 95% (KH,PQ,4, 0,01M, acidificada em pH 3
com acido ortofosforico) e mistura de acetonitrila a 5%. A taxa de fluxo foi
fixada a 1,3 mL/min. Condi¢des experimentais e resultados de experimentos

de ligagao com amoxilina sao mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11: Condi¢des experimentais e caracteristicas da eliminagao de a-

moxilina através de absorgao nos absorventes limitados.

[Atapulgita] | [Amoxicilina] | Tempo de |Absorgdo| Platd | Amoxicilina
(mg/mL) (mg/mL) incubagao (min) | eliminada
(min) (%)
0,5 2 0, 30, 60,
180
5 2 0, 30, 60,
180
20 1 0, 30, 60, -
180
*200 0,5 0, 30, 60, + >360 =45
120, 180,
360
200 1 0, 180, 900 + >360 =25
[Caulim] [Amoxicilina] | Tempo de |Absor¢dao| Platd |Amoxicilina
(mg/mL) (mg/mL) incubacgao (min) | eliminada
(min) (%)
0,5 2 0, 30, 60, -
180
5 2 0, 30, 60,
180
20 1 0, 30, 60, -
180
*200 0,5 0, 30, 60, + >360 =25
120, 180,
360
200 1 0, 180, 900 + >180 =30
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[Carvdo ati-| [Amoxicilina] | Tempo de |Absor¢ado| Platd |Amoxicilina
vado] (mg/mL) incubagao (min) | eliminada
(mg/mL) | (min) (%) |
**q 1 0, 5, 15, 30, + 15-30 ~25

60, 120,
180, 360 _
5 1 0,5,15,30,| ++ 15 75
45, 60
*10 0,5 0,5, 15,30, ++ 15 >95
60, 120,
180, 360
> 1 0, 5,15,30, ++ 15 >95
45, 60

*figura 7. / **figura 8.

As figura 7 e 8 apresentam a porcentagem de amoxilina elimina-
da (0,5e 1 mg/mL) versus tempo de contato com cada absorvente testado,
em SCM sem enzimas pectinoliticas. Conforme mostrado nessas figuras,
absorgdao de amoxilina € muito eficiente com carvao ativado enquanto ela é
observada em um grau menor com atapulgita e caulim. Apds 6 horas de in-
cubagéo, a porcentagem de amoxilina eliminada a partir de absorventes dife-
rentes variou de a partir de em torno de 25% até 95% com redugdo maior
para carvao ativado. Esses resultados mostram que a méaxima de absorgao
é sempre atingida apds um tempo de contato relativamente curto com car-
vao ativado. O'platé aparece apoés 15 a 30 ml de‘ incubagao sem importar a
concentragao de amoxilina testada (0,5 e 1 mg/mL) e a quantidade de car-
vao (1, 5 e 10 mg/mL). Atapulgita e caulim realmente reduzem a concentra-
¢ao de amoxilina, mas para concentrag@o maior (200 mg/mL) e o estado fixo
é atingido apenas apos 6 horas.

Ainda, resultados apresentados na figura 8 demonstram que a
velocidade de absorgdo nao esta relacionada com a concentragao de car-
vao. No entanto, a quantidade de amoxilina absorvida na saturagao é forte-
mente dependente da dose.

Os resultados obtidos para carvao ativado foram muito promis-

sores. Eles evidenciam que particularmente pequenas quantidades deste
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absorvente (1 mg/mL a 10 mg/mL) permitem que uma pessoa elimine amoxi-
lina em uma concentragdo compreendida entre 0,250 mg/mL e 1 mg/mL de
fezes. A partir do qué € sabido sobre farmacologia de amoxilina, a concen-
tracdo residual esperada de amoxilina em fezes (em torno de 5 a 10% de
doses orais padrao (1 a 2 g/dia)) que corresponde a 0,08 a 0,33 mg/mL de
fezes. Esta faixa de concentracdo esta de acordo com a faixa de concentra-

cdo que as particulas descritas aqui sdo capazes de inativar. |

Cinética de absorcao de ciprofloxacina

A concentracao de ciprofloxacina apds contato com absorventes
limitados foi determinada usando HPLC acoplado com detecgéo UV a 278
nm. Amostras de controle foram preparadas tal conforme acima menciona-
do. A separacgdo foi conseguida a 25° C, usando uma coluna Symmetry®
C18 (5 um, 150 x 4,6'mm; Waters, Franga). A fase mével era 10% de aceto-
nitrila em 0,02M de solucdo de NaHPO, (acidificada em pH 3 com &cido
ortofosférico). A taxa de fluxo era 1 mL/min.

A Tabela 12 apresenta as condigdes experimentais e os resulta-
dos de cinética de absor¢ao com ciprofloxacina.

Tabela 12: Condigbes experimentais e caracteristicas da eliminagédo de ci-

profloxacina através de absorcdo em absorventes limitados.

[Atapulgita] | (ciprofloxacina] | Tempo de in- | Absor- | Platé |Cipro elimi-
(mg/mL) (ug/mL) cubagdo (min)| c¢ao (min) [ nada (%)
*1 100 0, 15, 60, 180 + 15-30 =45

[Caulim] |[Ciprofloxacina}| Tempo de in- Absor- | Platd Cipro elimi-
(mg/mL) (Mg/mL) cubagao (min) | ¢ao (min) | nada (%)
*1 100 0, 15,60, 180 + 15 =10
10 100 0, 15,60, 180 ++ 15-30 =80
[Carvao ati-|[Ciprofloxacina ]| Tempo de in- | Absor- | Platdé |Cipro elimi-

vado] (ng/mL) cubagao (min) | c¢ao (min) | nada (%)
(mg/mL)
*1 100 0, 15, 60, 180 ++ 15 >95
**10 500 0, 15, 60, 180 + 15-30 =45

*figura 9. / **figura 10.

A figura 9 apresenta a porcentagem de ciprofloxacina eliminada
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através de absorc¢ao versus iempo de incubagao com matrizes absorventes.
Em comparagao com amoxicilina, foi observado que a velocidade de absor-
cao é mais rapida para os trés absorventes testados. O platd é atingido entre
15 e 30 minutos independentemente do absorvente usado. Como ja visto
com amoxicilina, carvao ativado exibe capacidade de absor¢édo maior do que
a atapulgita, que € mais eficiente do que caulim. Conforme mostrado na figu-
ra 10, quando a concentracdo de ciprofloxacina é aumentada cinco vezes, o
equili’brio de absorcdo em carvao ainda acontece apds 15 a 30 minutos de
incubagao. Além disso, carvao ativado a 1 mg/mL era ainda eficiente na eli-
minagdo de antibiético através de absorgdo (45% de 0,5 mg/mL), que era
eliminado em 15 a 30 minutos. Mesmo que apenas, 45% da concentragao
inicial tenham sido inativados, ela ainda representa quantitativamente uma
quantidade maior de antibictico eliminada através de absor¢ao: em torno de
0,225 mg/mL. Esses resultados estdo de acordo com a concentragao resi-
dual esperada de ciprofloxacina em fezes, que significa um maximo de 25%
de doses orais (1 a 1,5 g/dia), isto &, em torno de 0,420 mg/mL a 0,625
mg/mL.

Exemplo 3: Eficiéncia de absorcdo em condicoes colbnicas simuladas com

absorventes encapsulados

Experimento 1: Contas de pectinato de Ca encapsulando carvao |

ativado foram usadas para este experimento. A razao de carvao ativado para
pectiné era 5/3 (p/p). As contas foram lavadas apenas uma vez para este
experimento. A eficiéncia do absorvente para reduzir a concentragao de ci-
profloxacina apos liberagdo a partir da pectina foi determinada sob condi-
¢Oes coldnicas simuladas. O SCM usado para esta estudo era o que segue:
solugdo de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (8,474 g/L) contendo uma solugao de
enzima pectinolitica (Pectinex® SPL Ultra, Sigma, Franga) (1/20; v/v).

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagao tangencial suave. Nos pontos de tempo
desejados as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma mi-
crocentrifuga. O sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada por
seringa (Millex®-HV, 0,45 um, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC.
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Cinética de absorcao de ciprofloxacina

A Tabela 13 representa condi¢des experimentais e porcentagens
de ciprofloxacina eliminada através da absorgdo a partir de carvdo ativado
apos sua liberagdo a partir de contas de pectinato de Ca.

Tabela 13: Condigdes experimentais dos experimentos de Iigagéo e parame-
tros de eliminagao de vciprofloxacina através da absor¢do em carvao ativado ,
liberado de contas de Ca-pectinato, sob condigdes colbnicas simuladas.

Conta de Ca-pec- |[Ciproflo-| Tempo de | Absor- | Platé ‘| Ciprofloxaci-
tinato carregada | xacina] | incubagdo | c¢do | (min) [na eliminada

com carvao ativado| (ug/mL) (min) (%)
1 conta/mL 100 0, 15,60, ++ 60-90 |+ >95
180
100 | 0, 15, 60, ++ | 60-90
180
100 0, 15, 60, ++ 60-90
180
100 0, 15 + 59
500 0, 15, 60 + >60 =40
500 0, 15, 60, + 60-90 =45
180
500 0, 15, 60, + 60-90 =45
180 ‘

Usando um SCM contendo pectina a 1/20, contas de Ca-
pectinato desintegraram completamente apds mais ou menos 30 minutos. As
figuras 11 a e b mostram que a ciprofloxacina foi eliminada através de ab-
sor¢ao quando incubada com contas carregadas com carvdo em SCM. Es-
tado fixo foi retardado em comparagdo com experimentos de ligagao com
absorventes limitados. As diferengas observadas em velocidade de absorgéo
poderiam resultar do tempo que leva para a matriz de pectinato desintegrar.
Em equilibrio de absorgéo, a quantidade de ciprofioxacina eliminada através

de absorgao era quantitativamente a mesma que a quantidade absorvida no
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carvao nao-encapsulado. Isto significa que o carvao ativado foi na verdade
liberado das contas quando incubado em SCM contendo pectinases e que
sua capacidade de absor¢do nao foi afetada pela encapsulagao. |

Experimento 2: Contas de Ca-pectinato e Zn-pectinato encapsu-

lando carvdo ativado foram usadas para este experimento. A razao de car-
vao ativado para pectina era 5/3 (p/p). A concentragao de calcio usada para
gelagdo ionotrdpica era 6% (p/v) e concentragao de zinco usada para gela-
cao ionotropica era 6% (p/v). Uma lavagem suave foi realizada; as contas
foram lavadas apenas uma vez para este experimento. A eficiéncia do ab-
sorvente para reduzir a concentragao de ciprofloxacina apds liberacédo a par-
tir da pectina foi determinada sob condi¢des colénicas simuladas. O SCM
usado para esta estudo foi 0 que segue: solugdo de HEPES (2,838 g/L) e
NaCl (8,474 g/L) (pH 6) contendo uma solucdo de enzima pectinolitica (Pec-
tinex® SPL Ultra, Sigma, Franca)(1/20; v/v).

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagao tangencial suave. Nos pontos desejados,
amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma microcentrifuga. O
sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada por seringa (Millex®-
HV, 0,45 um, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC. Tipicamente, uma
conta foi incubada com 1,5 mL de SCM. |

A figura 12 mostra que ambos tipos de contas (Ca e Zn) sao ca-
pazes de absorver ciprofloxacina. A cinética de absorgéo é mais longa para
contas de Zn-pectinato, provavelmente devido a seu tempo de desintegracao
mais lento no SCM. A capacidade de absorgcao de carvao ativado liberado a
partir de contas de Ca-pectinato tende a atingir a saturagao apos 3 horas de
incubagao, enquanto eliminagédo de ciprofloxacina através de absorgdo em
carvao ativado liberado de contas de Zn-pectinato ainda aumenta apés 4
horas de contato.

Conforme mostrado na figura 13, cerca de 40% da ciprofloxacina
inicial sdo eliminados através de absorgdo apds 4 horas de incubagdo em
SCM.

Experimento 3: Contas de Zn-pectinato encapsulando carvao
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ativado foram usadas para este experimento. A razao de carvao ativado para

pectina era 5/3 (p/p). A concentragao de zinco usada para gelagao iondtrépi-

" ca era 10% (p/v). Para este experimento, as contas foram lavadas trés vezes

por 1 minuto. A eficiéncia do absorvente em reduzir a concentragao de cipro-
floxacina apos liberagdo a partir da pectina foi determinada sbb condic¢oes
colonicas simuladas. O SCM usado para este estudo era o que segue: solu-
¢ao de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (0,474 g/L) (pH 6) contendo uma solucao
de enzima pectinolitica (Pectinex® SPL Ultra, Sigma, Franca) (1/5; v/v). Tipi-
camente, uma ou duas contas foram incubadas com SCM contendo 100
ug/ml de ciprofloxacina (2 mg ou 5 mg de contas/mL de SCM).

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagdo tangencial suave. Nos pontos de tempo
desejados, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma mi-
crocentrifuga. O sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada por.
seringa (Millex®-HV, 0,45 um, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC.

‘ - Conforme mostrado na figura 14, a cinética de absorgao de ci-
profloxacina por contas de Zn-pectinato carregadas com carvao ativado é
um processo em duas etapas. Antes das contas serem completamente de-
sintegradas, ciprofloxacina € absorvida lentamente e fracamente (em torno
de 10% ou 30% absorvida durante a primeira hora de incubagao, para SCM

de contas de 2 mg ou 5 mg respectivamente). Apés uma hora de incubacao,

- as contas liberaram seu teor de carvao e a absor¢ao € mais rapida e mais

forte. Apos 4 horas de incubagdo até 70% da ciprofloxacina inicial sao elimi-
nados por uma concentragao de carvao de SCM de 2 mg/mL. Um aumento
da quantidade de conta para SCM 5 mg/mL leva a um aumento da velocida-
de de absor¢ao na matriz; processo de absorg¢ao tende a um plato apés 2
horas de incubagao e apos 4 horas até 95% da ciprofloxacina inicial ser re-
movida através de absorgao.

Experimento 4: Contas de Zn-pectinato encapsulando carvao

ativado foram usadas para este experimento. A razao de carvao ativado para
pectina era 5/3 (p/p). A concentragao de zinco usada para gelagao ionotropi-

ca era 10% (p/v). As contas foram formuladas com 10% (p/v) de Tween 80.
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As contas foram lavadas trés vezés por 1 minuto. A eficiéncia do absorvente
para reduzir a concentragao de ciprbfloxacina apos liberagao a partir da pec-
tina foi determinada sob condigdes colénicas simuladas. O SCM usado para
este estudo era o seguinte: solugdo de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (8,474
g/L) (pH 6) contendo uma solugéo de enzima pectinolitica (Pectinex® SPL
Ultra, Sigma, Franga) (1/5; v,v). Tipicamente, uma conta foi incubada com
SCM contendo 100 ug/mL de ciprofioxacina (2 mg de contas/1 mL de SCM).

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagdo tangencial suave. Nos pontos de tempo
desejados amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma micro-
centrifuga. O sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada com
seringa (Millex®-HV, 0,45 um, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC.

Conforme mostrado na figura 15, ciprofloxacina absorveu lenta-
mente e fracamente: apenas 10% da concentragao inicial tinham absorvido
apods 3 horas de incubagcao mesmo que o carvao ativado tenha sido liberado
das contas. Ciprofloxacina pode estar em competicdo com Tween 80 para
absor¢cao em carvao ativado.

Experimento 5: Contas de Zn-pectinato encapsulando carvao

ativado foram usadas para este experimento. A razao de carvao ativado para
pectina era 5/3 (p/p). A concentragdo de zinco usada para gelagao ionotrépi- |
ca era 10% (p/v). As contas foram formuladas com 5% (p/v) Lutrol® F68. As
contas foram lavadas trés vezes por 1 minuto. A eficiéncia do absorvente
para reduzir a concentragao de ciprofloxacina apos liberagao a partir da pec-
tina foi determinada sob condigdes coldnicas simuladas. O SCM usado para
este estudo era o seguinte: solugao de HEPES (2,383 g/L) e NaCl (8,474

- g/L) (pH 6) contendo uma solugdo de enzima pectinolitica (Pectinex® SPL

Uitra, Sigma, Franga) (1/5; v/v). Tipicamente, uma ou duas contas foram in-
cubadas com SCM contendo 100 pg/mL de ciprofioxacina (2 mg ou 5 mg de
contas/mL de SCM). _

As contas foram incubadas no SCM descrito acima contendo
ciprofloxacina a 37° C sob agitagdo tangencial suave. No tempo de ponto

desejado as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma mi-
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crocentrifuga. O sobrenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada por
seringa (Millex®-HV, 0,45 um, PVDF, 4 mm) e analisado usando HPLC.

Conforme mostrado na figura 16, a quantidade de ciprofloxacina
eliminada através de absorcdo em carvao ativado liberado de contas de Zn-
pectinato preparadas com Lutrol® F68 aumenta até ela atingir um platd apés
2 a 3 horas de incubacao, independentemente da quantidade de contas u-
sadas. A ciprofloxacina eliminada é em torno de 30% e 60% da concentra-
¢ao inicial apds 3 horas de incubacdo, para concentragdo de conta de SCM
2 mg/mL e 5 mg/mL, respectivamente. A capacidade de absor¢do de carvao
ativado parece ser afetada pela presenca de Lutrol® F68.

Experimento 6: Controles para absor¢do de ciprofloxacina em

contas carregadas com carvao: eficiéncia de absor¢cao em condigdes coloni-
cas simuladas com "contas nuas"

- "Contas nuas" foram usadas para esses experimentos. Contas
de Ca-pectinato e Zn-pectinato foram preparadas com uma solugao de pec-
tina a 3% (p/v) e com solugdo de acetato de zinco a 6 e 10% p/v respectiva-
menAte, conforme mencionado para contas carregadas com absorvente. Ci-
profloxacina (100 ug/ml) foi incubada com "contas nuas" sob as mesmas
condigcbes experimentais que testes de ligagdo com contas carregadas. Com
base no fato de que uma conta carregada com carvéo incluia em torno de

0,5 mg de pectina, testes de controle foram realizados usando solugao de

_ ciprofloxacina em propor¢gao 1 mL/0,5 mg de contas nuas. A concentragao

de antibidtico residual foi determinada usando HPLC-UV mista, conforme
acima descrito. Apos 3 horas de incubagdo, o nivel de ciprofloxacina em
amostras testadas nao difere de controles (Tabelas 14 e 15). A quantidade
de antibidtico permaneceu constante, demonstrando que a ciprofloxacina

n&o foi absorvida pela pectina.
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Tabela 14: Concentragdo de ciprofloxacina residual apds incubagdo sem ou

com contas de pectinato de célcio nuas, em SCM (enzimas pectinolitica:

1/20)

-Concentragao de Ciprofloxacina
(ng/mL)
Tempo de incubagéo (min) 15 60 189
Controles (sem contas) (n=3) 95,6+0,1 95,7+0,1 95,9+0,4
Com contas nuas de Ca-pectinato | 95,50+,1 95,9+0,1 95,1+0,3
(n=3) 96,2+0,2 | 96,6+0,25 | 95,3+0,5

Tabela 15: Concentragé@o de ciprofloxacina residual apés incubagao sem ou
com contas de pectinato de zinco nuas, em SCM (enzimas pectinolitica:
1/20)

Concentragao de Ciprofloxacina
(Hg/mL)
Tempo de incubagéo (min) 30 60 180
Controles (sem contas) (n=2) 106+0,1 106+0,1 107+0,1
Com contas nuas de Za-pectinato | 105+0,1 104+0,1 104+0,1
| (n=2)

Exemplo 4: Absorcao de toxinas Clostridim difficile

Eficiéncia de absorcao em condicoes coldnicas simuladas com absorventes

encapsulados

Toxinas Clostridium difficile (A e B) foram providas pela Sigma-
Aldrich (USA). Contas de Ca-pectinato encapsulando carvao ativado, subé-
tancialmente conforme acima descrito, foram usadas para este experimento.
A razao de carvao ativado para pectina era 5/3 (p/p). A eficiéncia do absor-
vente na reducao da concentragdo de toxinas C. difficile apés liberagao a
partir da pectina foi determinada sob condig¢des colbnicas simuladas.

O SCM usado para este éstudo era o seguinte: solugao de HE-
PES (2,383 g/L) e NaCl (8,474 g/L) (pH 6) contendo uma solugao de enzima
pectinolitica (Pectinex® SPL, Ultra, Sigma, Franga) (1/20; v/v). As contas fo-
ram incubadas no SCM descrito acima contendo toxinas C. difficile a 37° C
sob agitacao tangencial suave. Nos pontos de tempo desejados, as amos-

tras foram centrifugadas a 10.000 RPM usando uma microcentrifuga. O so-
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brenadante foi filtrado em unidade de filtro acionada foi seringa (Millex®-HV,
0,45 um, PVDF, 4 mm) e analisado usando um ensaio ELISA (kit Premier

- Toxins A&B da meridian Bioscience, Inc., Cincinnati, Ohio).

Absorgao rapida das toxinas incubadas em SCM foi observada,
sugerindo que os sistemas de aplicagdo em particula colénicos descritos
aqui vao absorver toxinas bacterianas e fungicas no colo e aliviar sintomas
causados por essas toxinas.
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que a presente invengao pode ser praticada que nao conforme especifica-

mente descrito. Tais modificagdes, substituicoes e variagdes pretendem es-

tar dentro do escopo do presente pedido.
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REIVINDICACOES

1. Dispositivos de apliCagéo oral para liberagao colénica de ab-
sorventes que compreendem: |

a) um absorvente capaz de absorver um antibidtico, uma toxina
bacteriana ou fungica, ou um agénte farmaceuticamente ativo conhecido por
causar efeitos colaterais adversos quando eles atingem o célon, e

b) um dispositivo de aplicagdo de farmaco feito de microparticu-
las de pectina, onde a pectina é reticulada com um ion metalico polivalente

2. Dispositivo de aplicagao de acordo com a reivindicagdo 1, em
que a pectina é reticulada com ions de zinco ou calcio.

3. Dispositivo de aplicagéo de acordo com a reivindicagdo 2, em
que a pectina reticulada contém um agente de desintegragao.

4. Dispositivo de aplicagdao de acordo com a reivindicagéo 2, em
que a pectina reticulada é reticulada com polietilenoimina. '

5. Dispositivo de aplicagdo de acordo com a reivindicagdo 4, em
que a quantidade de polietilenoimina é suficiente para permitir que uma por-
¢ao substancial das microparticulas de pectina passem pelo trato gastrintes-
tinal para o colon sem liberagdo do absorvente, e é também suficiente de
modo que as microparticulas de pectina sdo suficientemente degradadas no
colon para liberar uma quantidade eficaz do absorvente.

6. Dispositivo de aplicagdo de acordo com qualquer uma das
reivindibagées 1 a5, em que o absorvente ¢é selecionado do grupo consistin-
do em carvao ativado, argilas, talco e resinas tal como aquelas usadas em
garrafas de cultura de sangue.

7. Dispositivo de aplicagao de acordo com a reivindicagdo 6, em

. que a argila é selecionada do grupo consistindo em bentonita, caulim, mont-

morilonita, atapulgita, haloisita e laponita.

8. Dispositivo de aplicagao de acordo com a reivindicagao 6, em
que a silica é selecionada do grupo consistindo em silica coloidal, silica me-
soporosa, silica fumé e zedlitos.

9. Dispositivo de aplicagdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagoes 1 a 8, em que a pectina é pectina amidada.
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10. Dispositivo de aplicagdo de acordo com qualquer uma das
reivindicages 1 a 9, em que o dispositivo é preparado a partir de uma solu-
¢ao compreendendo 1-10% (p/v) de pectina e 2-12% (p/v) de acetato de zin-
co ou cloreto de calcio.

11. Dispositivo de aplicacdo de acordo com quanUer uma das
reivindicagbes 1 a 10, que compreende ainda uma enzima que inativa um
antibiotico.

12. Método para tratamento ou prevencéo de efeitos adversos
de um antibidtico sobre flora intestinal, que compreende administragao do
dispositivo de aplicagdo como definido em qualquer uma das reivindicagdes
1 a 11 a um paciente ou antes, durante ou apos administracio do antibiético.

13. Método para tratamento ou prevencdo de efeitos adversos
de uma toxina bacteriana ou fungica sobre fiora intestinal, que compreende a
administracao do dispositivo de aplicagdo como definido em qualquer uma .
das reivindicagbes 1a 11.
| v -14. Método para tratamento ou prevengdo de efeitos adversos
de um agente farmaceuticamente ativo, que apresenta efeitos benéficos
quando interage com receptores fora do célon, mas apresenta efeitos colate-
rais adversos quando ele interage com receptores dentro do célon compre-
endendo administragdo do dispositivo de aplicagao como definido em qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 11, a um paciente ou antes, durante ou a-
pbs administragdo do agente_farmaceuticamente ativo. ,

15. Processo para preparagé@o de um dispositivo de aplica¢éo de
farmaco oral para aplicagdo de um agente ativo que inativa um antibiético ao
cblon que compreende:

a) adicdo de uma solugado de pectina aquosa contendo um ab-
sorvénte dissolvido, disperso ou suspenso, onde o absorventé inativa um
antibiotico atraves de absorgao, a uma solugdo aquosa de um sal catiénico
bivalente, de modo a se obter microparticulas de pectina na forma de um sal
catiénico incluindo o agente ativo, e

b) opcionalmente reticulagao das microparticulas resultantes a-

través da introdugdo delas em uma solugao aquosa de polietilenoimina.
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16. Processo de acordo com a reivindicagdo 15, em que o sal
catiénico é um ion de zinco ou calcio.

17. Processo de acordo com a reivindicagédo 15, em que a quan-
tidade de polietilenoimina é suficiente para permitir que uma por¢do subs-
tancial das microparticulas de pectina passe através do trato gastrintestinal
para o colon sem liberagdo do agente ativo, e é também suficiente de modo
que as microparticulas de pectina séo suficientemente degradadas no célon
para liberar uma quantidade eficaz do absorvente.

18. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
15 a 17, em que o absorvente é selecionado do grupo consistindo em carvao
ativado, argilas, talco e resinas para testes bacterioldgicos.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 18, em que a argila
é selecionada do grupo consistindo em bentonita, caulim, montmorilonilta,
atapulgita, haloisita e laponita.

20. Processo de acordo com a reivindicagdo 18, em que a silica
€ selecionada do grupo consistindo em silica coloidal e silica mesoporosa,
silica fumé e zedlitos.

21. Dispositivos de aplica¢éo oral para liberagao coldnica de ab-
sorventes que compreendem:

a) um absorvente, e

b) um dispositivo de aplicagao de farmaco compreendendo mi-

- croparticulas de_pectina, onde a pectina é reticulada com um ion metalico

polivalente.

22. Dispositivo de aplicagdo oral de acordo com a reivindicagao
21, em que a pectina é reticulada com ions de zinco ou calcio.

23. Dispositivo de aplicagdo oral de acordo com a reivindicagao
22, em que a pectina reticulada € reticulada com polietilenoimina.

24. Dispositivo de aplicagao de farmaco oral de acordo com a
reivindicagao 23, em que a quantidade de polietilenoimina é suficiente para
permitir que uma porgao substancial das microparticulas de pectina passe
pelo trato gastrointestinal para o célon sem liberagao do absorvente, e é

tambem suficiente de modo que as microparticulas de pectina sao suficien-
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temente degradadas no célon para liberar uma quantidade eficaz do absor-
vente. '

25. Método para tratamento ou prevengao de efeitos adversos
de um antibidtico sobre flora intestinal que compreende administracdo de
dispositivos de aplicagcao oral para liberagao coldnica de absorventes com-
preendendo:

a) um absorvente, e

b) um dispositivo de aplicacdo de farmaco compreendendo mi-
croparticulas de pectina, ou um dispositivo de aplicagdo como definido em
qualquer umas das reivindicacdes 21 a 24,

a um paciente antes, durante ou apos administragao do antibioti-
co.

26. Método para tratamento ou prevencao de efeitos adversos
de uma toxina bacteriana ou fungica sobre a flora intestinal que compreende
administragao de dispositivo de aplicagdo oral para liberagao coldnica de
absorventes, compreendendo:

a) um absorvente, e

b) um dispositivo de aplicagdo de farmaco compreendendo mi-
croparticulas de pectina, ou um dispositivo de aplicagdo como definido em
qualquer umas das reivindicagbes 21 a 24, a um paciente.

27. Método para tratamento ou prevengao de efeitos adversos
de um agente farmaceuticamente ativo que tem efeitos benéficos quando ele
interage com receptores fora do colon, mas tem efeitos colaterais adversos
quando ele interage com receptores dentro do célon, que compreende admi-
nistragao de dispositivo de aplicagao oral para liberagao colénica de absor-
ventes, compreendendo: '

| | a) um absorvente, e

b) um dispositivo de aplicagao de farmaco compreendendo mi-
croparticulas de pectina, ou um dispositivo de aplicagao como definido em
qualquer umas das reivindicagdes 21 a 24,

a um paciente, ou antes, durante ou apos administragdo do

composto farmaceuticamente ativo.
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RESUMO

Patente de Inveng&o: "APLICACAO COLONICA DE ABSORVENTES".

Sistemas de aplicagdo em particulas, especificos de sitio (colo-
nicos), oralmente administraveis, incluindo absorventes sio revelados.
Quando aplicados especificaménte ao colo, eles podem remover vérias
substancias presentes no, ou conforme elas atingem o colo. Métodos de tra-
tamento usando os sistemas de aplicagédo, e métodos de preparagdo dos
sistemas de aplicagao, sdo também revelados. Os sistemas de aplicacao em
particula sdo baseados em matrizes absorventes encapsuladas em e/ou so-
bre particulas, que seletivamente liberam os absorventes para o colo. Dispo-
sitivos de aplicagdo de farmaco representativos incluem contas de pectina,
que podem ser opcionalmente ligadas com cruzamento com ions de metal
tal como zinco e/ou calcio. O sistema de aplicagdo protege o absorvente e
previne seu efeito de absorgdo no trato gastrointestinal superior (Gl). Quan-
do as particulas sao feitas de pectina, e as contas sdo administradas ao co-

- lo, enzimas pectinoliticas especificas no colo degradam a pectina, permitindo

que o absorvente seja liberado e seja completamente ativo. Antibidticos, to-

-xinas e outras substancias absorviveis presentes no colo sera entio inativa-

dos através de absor¢do no ou sobre o absorvente.
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