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RESUMO

A baixa solubilidade de farmacos é um dos aspectos mais desafiadores no
desenvolvimento de novas formulagdes. Os farmacos candesartana
cilexetila (CC) e hidroclorotiazida (HCTZ) sdo amplamente utilizados
para o tratamento da hipertenséo arterial, sendo encontrados no mercado
na forma de comprimidos, de maneira individual e em dose fixa
combinada. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
biofarmacéuticas, sdo classificados como pertencentes as classes Il e IV
do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BCS, do inglés
Biopharmaceutic  Classification  System), respectivamente, que
compreendem os farmacos de baixa solubilidade aquosa. Dentre as
estratégias tecnoldgicas para melhoria das propriedades biofarmacéuticas
de farmacos pouco sollveis, os Sistemas Supersaturados de Liberagdo de
Farmacos (SDDS, do inglés Supersaturating Drug Delivery Systems) tem
destaque. Estes sistemas sdo capazes de promover o aumento da
biodisponibilidade destes farmacos pela manutencdo de um estado de
supersaturacao transitorio no trato gastrointestinal. Os SDDS englobam
varias abordagens tecnoldgicas, onde as dispersfes solidas (DS) sdo
relatadas como uma das mais bem sucedidas técnicas. Neste trabalho,
foram desenvolvidas DS de CC e HCTZ pela técnica de moagem
mecénica. Estas formulagdes apresentaram resultados promissores e
inéditos  relacionados ao  aprimoramento das  propriedades
biofarmacéuticas destes farmacos. Considerando os resultados obtidos
com as DS desenvolvidas para os farmacos de forma individual, DS
ternarias contendo os dois farmacos em dose fixa combinada foram
desenvolvidas. Previamente ao desenvolvimento e obtengdo das DS, um
screening de potenciais inibidores poliméricos de precipitagdo foi
realizado por meio de estudos de supersaturacdo in vitro conduzidos em
meios compativeis com os fluidos intestinais, incluindo meios
biorrelevantes. Os polimeros hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
hidroxipropilmetilcelulose acetato succinato (HPMCAS) tipos L, M e H
e polivinil caprolactama-polivinil acetato-polietilenoglicol,
comercialmente chamado de Soluplus® (SOL) foram avaliados quanto ao
potencial de inibicdo de precipitacdo de CC e HCTZ. Dentre estes, 0
polimero HPMCAS tipo M obteve a melhor performance para ambos os
farmacos, e foi selecionado para compor as DS dos mesmos. Onze
formulagdes foram desenvolvidas, caracterizadas em estado solido e
avaliadas quanto ao seu perfil de supersaturagdo in vitro. As formulacées
apresentaram amorfizacdo adequada e geracdo de supersaturagdo em
comparacao aos farmacos cristalinos. As DS CC30, HZ70, CH50 e CH70



se destacaram por promover extensdo e manutencdo de supersaturacao
dos farmacos superiores as demais formulagdes desenvolvidas. Estudos
de estabilidade foram conduzidos para estas formulagGes, que
demonstraram boa estabilidade fisica e manutencdo das propriedades
promotoras de supersaturacdo apés 90 dias, sobretudo quando protegidas
da umidade. Adicionalmente, a formulagdo CC30 foi selecionada para a
conducado de estudos farmacodinamicos in vivo, no qual o aumento da
absorcdo da CC a partir da DS desenvolvida foi comprovado pelo
aumento da resposta farmacoldgica in vivo e tempo reduzido de inicio de
acdo do farmaco. Os resultados descritos neste trabalho demonstram o
potencial dos SDDS na forma de DS de contornar problemas de baixa
solubilidade e melhorar as propriedades biofarmacéuticas de farmacos
pouco soluveis.

Palavras-chave: Dispersdes solidas. Supersaturagdo. Solubilidade.
Inibidores poliméricos de precipitacdo. Candesartana cilexetila.
Hidroclorotiazida.



ABSTRACT

The low solubility is currently one of the most challenging aspects in
pharmaceutical formulation development. Candesartan cilexetil (CC) and
hydrochlorothiazide (HCTZ) are poorly soluble drugs widely used for the
treatment of arterial hypertension, individually or in fixed dose
combination. These drugs are classified as Il and IV classes of the
Biopharmaceutic Classification System (BCS), respectively, due to their
physicochemical characteristics and biopharmaceutical properties.
Among the strategies to improve the biopharmaceutical properties of
poorly soluble drugs, the Supersaturating Drug Delivery Systems (SDDS)
are highlighted. These systems are capable of improving bioavailability
by achieving temporary supersaturation in the gastrointestinal tract. The
SDDS comprehend several technological approaches, where the
amorphous solid dispersions (DS) are described as one of the most
successful. In this study, DS of CC and HCTZ were developed by
mechanical milling technique. The formulations demonstrated new and
promising results related to the improvement of biopharmaceutical
properties of the drugs tested. Considering the results obtained to the DS
developed with the drugs individually, ternary DS containing the drugs in
fixed dose combination were developed. Previously, a screening of
potential polymeric precipitation inhibitors was performed by in vitro
supersaturation studies conducted in media compatible with the intestinal
fluids, including  biorelevant  conditions.  The  polymers
hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), hydroxypropylmethylcellulose
acetate succinate (HPMCAS) types L, M and H and polyvinyl
caprolactam-polyvinyl acetate-polyethylene glycol graft copolymer
(SOL) were evaluated regarding their CC and HCTZ precipitation
inhibition ability. HPMCAS type M demonstrated the best results for both
drugs and was selected do compose the DS. Eleven formulations
containing the drugs individually or associated were developed,
characterized by solid-state techniques and evaluated by in vitro
supersaturation studies. All formulations presented proper amorphization
and supersaturation generation when compared to the crystalline drugs.
DS CC30, HZ70, CH50 and CH70 were highlighted by promoting greater
supersaturation extension and maintenance when compared to the other
formulations developed. These formulations were selected for stability
studies, and demonstrated good physical stability and maintenance of
supersaturation generation after 90 days when stored protected from
humidity. In addition, DS CC30 was selected for in vivo
pharmacodynamics studies. It was demonstrated that DS CC30 enhanced



drug absorption, as well as the time required to the start of the
pharmacological effect of the drug was reduced. These results
demonstrate the potential of the SDDS, as amorphous DS, to overcome
the poor solubility issues and improve the biopharmaceutical properties
of poorly soluble drugs.

Keywords: Solid dispersions. Supersaturation. Solubility. Polymeric
precipitation inhibitors. Candesartan cilexetil. Hydrochlorothiazide.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AUC Avrea sobre a curva

BCS Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

cC Candesartana cilexetila

C Concentragdo

°C Celsius

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

cm Centimetros

CMC Concentracdo micelar critica

DMSO Dimetilsulfoxido

DPR Desvio padrao relativo

DRX Difracéo de raios-X de pd

DS Dispersoes sdlidas

DSC Calorimetria exploratoria diferencial

FaSSIF Fluido intestinal simulado em condic@es de jejum

FTIR Espectroscopia infravermelho com Transformada de
Fourier

g Grama

G Energia livre de Gibbs

h Hora

H Entalpia

HCTZ Hidroclorotiazida
HPMC Hidroxipropilmetilcelulose
HPMCAS Hidréxipropilmetilcelulose acetato succinato

IS indice de supersaturacio

1S120min indice de supersaturacio aos 120 minutos de teste
J Fluxo

m Massa

MEV Microscopia eletrdnica de varredura
MF Mistura fisica

mg Miligrama

min Minuto

mL Mililitro

mM Milimol

mPa Milipascal

MPL Microscopia de luz polarizada

pH Potencial hidrogenidnico

P Permeabilidade

PVP Polivinilpirrolidona

PVPA Polivinilpirrolidona-co-vinil acetato



rpm

SDDS
SOL

UR
uv

ng
pm
AGs

Rotacdo por minuto

Segundo

Entropia

Sistemas supersaturados de liberacdo de farmacos
Soluplus®

Temperatura

Temperatura de transicdo vitrea
Umidade relativa

Ultravioleta

Volume

Micrograma

Micrémetro

Variagdo da energia de Gibbs



SUMARIO

1 INTRODUGCAO GERAL ..o, 27
11 OBJIETIVOS ...ttt 29
1.1.1 ObjJetivo Geral ........ccociieiiieiei e 29
1.1.2 Objetivos ESPECITICOS......cccccrveririerircici e 29
2 REVISAO DA LITERATURA ....cooooveieveeeeeeeeeeien e 33
2.1 SOLUBILIDADE DE FARMACOS E O SISTEMA DE
CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA ..o 33
2.3 SISTEMAS SUPERSATURADOS DE LIBERACAO DE
FARMACOS ..ottt 36
24 O ESTADO AMORFO E SUA UTILIZACAO COMO
ESTRATEGIA PARA INCREMENTO DE SOLUBILIDADE............ 39
2.4 DISPERSOES SOLIDAS ..ot 42
2.4.1 Aplicacao dos polimeros em dispersfes solidas ...........cc.ceveneae 43
2.4.2 Estudos de supersaturacao in vitro para sele¢do de polimeros e
avaliagdo de dispersdes SOlidas..........ccvvriireensinseee e 44
2.4.2.1 Solubilizag80 em CO-SOIVENLE .......covvviiiiiiceee 45
2.4.2.2 Dissolucdo do farmaco amorfo.........ccccvevevcineneseie s 46
2.4.2.3 MUdangas de PH.........coeriiriiiiceee e 47
2.4.3 Técnicas de obtencdo comumente aplicadas a dispersoes
0] [0 3RS 47
2.5 FARMACOS MODELO E POLIMEROS SELECIONADOS........ 49
2.5.1 Candesartana CileXetila.........c.cccceveiiieeieiieceece e 50
2.5.2 HIdroclorotiazida ...........cceeeveviveeeneie e 51
2.5.3 Hidroxipropilmetilcelulose .........cccccvvovvveeicii e 52
2.5.4 Hidroxipropilmetilcelulose acetato succinato............ccccccveue. 52
2.5.5 Polivinil caprolactama-polivinil acetato-polietilenoglicol....... 54

3 ESTUDOS DE SUPERSATURACAO IN VITRO PARA
SELECAO DE INIBIDORES POLIMERICOS DE

PRECIPITACAO ... er et enaseee st 57
B.LINTRODUGAO.......cooeieieeeeeeeeseeeee et 57
3.2METODOLOGIA ..ottt 58
3.2 L MALETIAIS ...ttt 58
322 MBLOTOS ...ttt 58
3.2.2.1 Preparo doS MEIOS .....ccvevveeeerierieeiesiesiesieeseesiesiesaesse e e sseesaeseas 58
3.2.2.2 Estudos de solubilidade em equilibrio..........ccccoeeveveiviciennne, 59

3.2.2.3 Obtencdo e caracterizacdo da hidroclorotiazida amorfa............ 59



3.2.2.4 Estudos de supersaturaGao in VItr0.........ccoccevvrvveerenesneeeninnnns 60

3.2.2.4 Microscopia de Luz Polarizada..........ccccoeerereienienennincnenens 61
3.2.2.4 Quantificacdo dos farmacos por Cromatografia Liquida de Alta
EFICIBNCIAL ....ciet e 61
3.2.2.5 ANAlise eStAtISTICA. ... c.veververierieirie e 62
3.2.2.6 Espalhamento DIindmico de LUZ .......cccccvvevievieinseneiciese e 62
3.3RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........cooeverereereeieeieeiee s, 63
3.3.1 Solubilidade em equilibrio de candesartana cilexetila e
hidrocolorotiazZida.........cooveeeiiieieecc e 63
3.3.2 Definicdo do indice de supersaturacdo para o farmaco
candesartana CileXetila...........ccoovvvriiriiienesr e 66
3.3.3 Caracterizacao da hidroclorotiazida amorfa..........c.cccceeerneneae 68
3.3.4 Influéncia dos polimeros na supersaturacdo dos farmacos em
tampao fosfato PH 6,8.........cccoovriiriiiiiieee s 70
3.3.5 Influéncia dos polimeros na supersaturacédo dos farmacos em
FASSIF ..o 75
3.3.6 A escolha do correador polimérico e consideracfes acerca da
selecdo dos meios para estudos de supersaturacdo in vitro............... 82
3.4 CONCLUSAO ....ovvvviiieieeies st 84

4 DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGCAO E AVALIACAO
DE DISPERSOES SOLIDAS DE CANDESARTANA CILEXETILA

E HIDROCLOROTIAZIDA ..ottt 89
A1 INTRODUGAO ...t tes s 89
4.2 METODOLOGIA ...ttt 90
N \V - =] T USRS 90
A Y -1 o To [0 1SR 90
4.2.2.1 Preparo das dispers@es solidas e misturas fisicas............cc.ce...... 90
4.2.2.2 Determinagéo do rendimento das dispersdes sdlidas ................. 92
4.2.2.3 Determinacdo do teor dos farmacos nas dispersoes sélidas....... 92
4.2.2.4 Caracterizacdo em estado SO0 ........ccccveveveienieniencieie e 93
4.2.2.4.1 Difrag8o de raioS X de PO ......ccoverreiineiennensesesiee e 93
4.2.2.4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial .............cccccoevvieienane. 93
4.2.2.4.3 Microscopia de Luz Polarizada..........ccccccoovvveveiicinivencinnn, 94
4.2.2.4.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada
o[-0 01U =T USRS 94
4.2.2.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura..........cccccoeovvvvvenennennn. 94
4.2.2.5 Estudos de supersaturaGdo in Vitro..........coccceveerneniniccnieeenennene 94
4.2.2.6 Avaliacéo in vivo do antagonismo de receptores de Angiotensina
| T OO P PO U PO U SRR UPTRUPR RPN 95



4.2.2.6.2 ANIMAIS ...occveiie et 96
4.2.2.6.3 Protocolo experimental para avaliacdo da variacéo de pressao

arterial e fluxo sanguingo renal ..........ccccoevvvievevcicc s 96
4.2.2.6.4 AnAlise eStatiStiCa.......ccooervrveirieerieerree e 98
4.2.2.7 Estudos de estabilidade ...........ccoovereininiiinee e 98
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......ooiverereeeeeeeieeieeee s 99
4.3.1 Selecéo da técnica de obtencéo das dispersdes solidas............ 99
4.3.2 Rendimentos do processo e teor dos farmacos....................... 100
4.3.3 Caracterizacdo no estado sOlid0.........cccccevvevviieiciiiiecicneins 101
4.3.3.1 Difracao de raio X de PO ....ccccvvvvvvervrvieicieie e 101
4.3.3.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial ............ccocooevveieniennne. 103
4.3.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de
FOUTTT .t e 105
4.3.3.4 Microscopia de Luz Polarizada...........ccccooeovriinennnnicinnene, 108
4.3.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura...........cccceeeveveecveniennns 111
4.3.4 Estudos de supersaturagdo in Vitro ..........ccoceeeeveeneeneennen, 114
435 Avaliagdo in vivo do antagonismo dos receptores de
ANGIOLENSINA Tl .o s 116
4.3.5 Estudos de estabilidade.............cocooiiiiiiniii 119
4.3.5.1 Difracao de raios X de PO......ccccerervrieriiieiieinsinseserese e 119
4.3.5.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial ............ccoccocevvveviviennne. 124
4.3.5.3 Teor e perfil de supersaturagdo in Vitro...........cocevvreeereerene. 127
A4 CONCLUSAO. ......oooeeeeeeeteeeeeeeeeee s es e sasnaeao 129

5 DESENVOLVIMENTO, CARACTERI'ZACAO E AVALIACAO
DAS DISPERSOES SOLIDAS TERNARIAS CONTENDO OS

FARMACOS EM ASSOCIACAO EM DOSE FIXA..................... 133
5. LINTRODUGAO.........oooieieeeeeeieeeeeeeeseeeeeese s tes e 133
52 METODOLOGIA ...t 134
B5.2.1 MALEFIAIS ..ot 134
5.2.2 MBLOTOS ...ttt 134
5.2.2.1 Preparo das dispersdes solidas e misturas fisicas..........c....... 134
5.2.2.2 Determinacdo do rendimento das dispersdes sélidas .............. 135
5.2.2.3 Determinacao do teor dos farmacos nas dispersdes sélidas .... 136
5.2.2.4 Caracterizag8o no estado SOlIdO .........ccccevervrcvieienceie e 137
5.2.2.4.1 Difragao de raios X de po ......cccovernenreiineenee e 137
5.2.2.4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial ............cccccoeveiiinennas 137
5.2.2.4.3 Microscopia de Luz Polarizada ............c.ccooveenvenninncnnn 138
5.2.2.4.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada
08 FOUFTBE ...ttt bbb 138

5.2.2.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura ..........cc.ccoeevvivrerienas 138



5.2.2.5 Estudos de supersaturaGdo in Vitro..........c.ccoevvevererivneseesieneenns 138

5.2.2.6 Estudos de estabilidade ............ccoceoiiiininciniiee 139
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........oovivereeeeeeeeieeieeieereereseeeins 140
5.3.1 Selecao da técnica de obtencéo, rendimento e teor dos fArmacos
Nas diSPErsBes SOlIAAS. ........cocvririie e s 140
5.3.2 Caracterizagéo em estado SOlid0.........ccccovvevvrivvereicnsinsesenns 141
5.3.2.1 Difraco de raio X de PO .......cccvvvervevrerierieiese s e 141
5.3.2.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial............cccccooevvciniinnnnns 142
5.3.2.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de
FOUTTT ..t 143
5.3.2.4 Microscopia de Luz Polarizada...........ccccooevvriennnennieinnnnenns 145
5.3.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura..........cc.ccoeceveveeeennennenn, 146
5.3.3 Estudos de supersaturagdo in Vitro ..........coceceveerneniniccnienenns 147
5.3.4 Estudos de estabilidade..........ccccooeiriiiiiinniiniiee e 149
5.3.4.1 Difracdo de raioS X de PO .....ccovvveerieninieineenee s 149
5.3.2.2 Teor e perfil de supersaturagao in Vitro........cc.cceevvivvvrcverernenn 153
5.4 CONCLUSAOD ..ot eeesseeiesses e ses s 156
CONSIDERACOES FINAIS ..., 159

REFERENCIAS ..ot 163



27

1 INTRODUGAO GERAL

A hipertensdo arterial é considerada a mais comum condicdo
cardiovascular crbnica. Esta doenca aumenta o risco de acidente vascular
cerebral, doenca arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca, sendo que
0 controle efetivo da pressdo arterial é capaz de reduzir a ocorréncia
destas complicacdes. No entanto, a maioria dos pacientes exigira mais de
um medicamento para obter o controle adequado da pressdo arterial
(CDER/FDA, 2018). Neste sentido, o desenvolvimento de medicamentos
em doses fixas combinadas, que contém mais de um farmaco em dose fixa
na mesma unidade farmacotécnica, estd se tornando cada vez mais
importante de um ponto de vista de salde publica (EMA, 2017;
GAUTAM; SAHA, 2008; WHO, 2005).

Os farmacos CC e HCTZ sdo amplamente utilizados para o
tratamento da hipertensdo arteria. A CC é um pré-farmaco
antihipertensivo esterificado, contendo como metabdlito ativo a
candesartana, um derivado tetrazdlico que atua como antagonista
altamente seletivo dos receptores de angiotensina tipo I. A HCTZ é um
potente diurético tiazidico, que atua inibindo a retencéo de agua pelos rins
por meio da inibicdo do transporte de Na* CI- no tubulo coletor distal
(ARUMUGAM et al., 2016; HEMMELGARN et al., 2008; HUSAIN et
al., 2011; MENDES et al., 2016). Estes farmacos sdo encontrados no
mercado na forma de comprimidos simples, sendo também
comercialmente disponiveis como comprimidos em dose fixa combinada.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
biofarmacéuticas, a CC e HCTZ séo classificadas como pertencentes as
classes Il e 1V do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BCS, do
inglés Biopharmaceutic Classification System), que compreendem 0s
farmacos de baixa solubilidade aquosa (DARWHEKAR; JAIN;
CHOUHAN, 2012; MENDES et al., 2016).

E fato que, para que um farmaco seja absorvido por via oral, este
deve estar solubilizado, de modo a propiciar sua absorcdo através do
sistema gastrointestinal (AMIDON et al., 1995; JANSSENS; MOOTER,
2009). Farmacos de baixa solubilidade aquosa possuem potencialmente
baixa dissolucdo em fluidos biolégicos, absorcdo sistémica insuficiente
ou inconsistente, e consequentemente eficicia diminuida em pacientes,
particularmente quando administrados por via oral (BLAGDEN et al.,
2007). A baixa solubilidade de farmacos €, portanto, um dos aspectos
mais desafiadores no desenvolvimento de novas formulaces, e diversas
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estratégias vem sendo descritas para aumentar a biodisponibilidade oral
por meio do incremento de sua solubilidade (BROUWERS;
BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009; MILLER et al., 2012; WILLIAMS
etal., 2013).

Os SDDS sdo uma destas estratégias, compreendendo sistemas
capazer de gerar concentragfes intraluminais de farmacos acima da sua
solubilidade de saturagdo, promovendo supersatura¢do temporaria, que é
capaz de aumentar sua absorcdo fisiologica (AUGUSTIINS;
BREWSTER, 2012; BEVERNAGE et al., 2013; MILLER et al., 2012).

Os SDDS incluem diferentes abordagens, onde as DS amorfas
constituem uma das mais bem sucedidas estratégias tecnoldgicas para o
incremento das propriedades biofarmacéuticas de farmacos pouco
soliveis ~ (BAGHEL;  CATHCART;  O’REILLY,  2016b;
VASCONCELOS et al.,, 2016). Estas formulagdes sdo capazes de
promover o aumento da biodisponibilidade de fA&rmacos pela manutengdo
de um estado de supersaturacdo no trato gastrointestinal (BROUWERS;
BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009).

A primeira aplicagdo das DS visando o aumento de
biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis foi reportada ha mais de
50 anos e, na atualidade, o nimero de formulacfes baseadas em DS em
estdgio final de desenvolvimento ou em forma de produtos
comercializados vem crescendo, em virtude de sua cinética de dissolucao
melhorada, baixa toxicidade, flexibilidade de dosagem e adequabilidade
para administragdo por meio das formas farmacéuticas orais
convencionais, como comprimidos e capsulas (HE; HO, 2015).

Desta forma, DS contendo os farmacos CC e HCTZ isolados e na
forma de associagdo em dose fixa foram desenvolvidas visando a
melhoria da solubilidade aquosa destes farmacos e potencial aumento da
absorcdo dos mesmos a partir do trato gastrointestinal.

O presente trabalho encontra-se dividido em forma de capitulos,
com o objetivo de facilitar a leitura, compreensdo e a interpretacdo dos
dados. O Capitulo | aborda uma revisdo da literatura para contextualizar
o trabalho realizado. O Capitulo Il aborda os estudos de supersaturacao
in vitro conduzidos para a selecdo de inibidores poliméricos de
precipitacdo para os fArmacos estudados. Os Capitulos 111 e 1V, por sua
vez, abordam o desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo das
dispersdes solidas de CC e HCTZ de forma individual e em associacéo
em dose fixa, respectivamente.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Obter sistemas supersaturados de liberacdo de CC e HCTZ na
forma de DS amorfas, visando o aumento da solubilidade aparente e
manutencado do estado de supersaturacdo em meio aquoso.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar experimentalmente a solubilidade dos farmacos CC e
HCTZ em diferentes meios, incluindo meios biorrelevantes;

e Selecionar carreadores poliméricos para as DS através de seu
potencial de manutencdo do estado de supersaturagdo in vitro dos
farmacos em estudo;

e Obter as DS dos farmacos isolados e associados através da técnica
de moagem mecénica;

e Caracterizar os farmacos e as DS desenvolvidas por diferentes
técnicas de estado sélido: difracdo de raios X de p6 (DRX),
calorimetria exploratdria diferencial (DSC), espectroscopia na
regido do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
microscopia de luz polarizada (MLP) e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV);

e Avaliar as DS desenvolvidas quanto ao rendimento, teor e perfil de
supersaturacao in vitro;

e Avaliar a estabilidade das DS em diferentes condicGes de
armazenamento através das técnicas de estado sélido mencionadas
acima, teor e perfil de supersaturagéo in vitro.

e Realizar estudos farmacodinamicos in vivo para a DS que apresentar
o melhor resultado in vitro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SOLUBILIDADE DE FARMACQS E O SISTEMA DE
CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

A via oral continua sendo a mais comumente utilizada para
administragdo de farmacos devido a sua conveniéncia, facilidade de
administracdo e boa relacdo custo/beneficio (WEBSTER; JACKSON;
BELL, 2017).

Porém, para que um farmaco seja absorvido pelo organismo
humano, por meio de seu transporte através das membranas bioldgicas, é
necessario que este seja dissolvido nos fluidos gastrointestinais. Assim, a
solubilidade de farmacos é uma das mais importantes de suas
caracteristicas fisico-quimicas (AMIDON et al., 1995; JANSSENS;
MOOTER, 2009; QIU et al., 2017).

Os farmacos que possuem baixa solubilidade em fluidos bioldgicos
apresentam absor¢do sistémica insuficiente ou inconsistente e
consequentemente eficacia diminuida em pacientes, representando
desafios no ambito do desenvolvimento e tecnologia farmacéutica
(BLAGDEN et al., 2007).

A solubilidade é um pardmetro termodinamico que representa a
maxima quantidade de uma substancia sélida que pode ser dissolvida em
certa quantidade de solvente a temperatura e pressao constantes (QIU et
al., 2017). A solubilizacdo de farmacos envolve basicamente a remocéao
das moléculas do so6lido ndo dissolvido por meio da quebra das ligacGes
soluto-soluto e a posterior acomodacdo destas moléculas dentro do
sistema solvente, de modo que as moléculas do farmaco se encontrem
uniformemente distribuidas neste sistema, conforme ilustra a Figura 1.
Deste modo, o estado sollvel significa que o farmaco encontra-se
molecularmente disperso no solvente (SHAH et al., 2014; WILLIAMS et
al., 2013).

O processo de solubilizagdo requer fornecimento de energia para
que as ligagdes intermoleculares do solido sejam rompidas e 0 mesmo
possa passar para um estado soltvel, bem como a geracdo de energia em
virtude das interacGes farmaco-solvente formadas (solvatacdo) (SHAH et
al., 2014; WILLIAMS et al., 2013).

A energia livre de Gibbs (G) é uma funcdo do estado
termodindmico e, em um processo de solubilizacdo, a varia¢do da energia
de Gibbs (AGs) pode ser definida como a diferenca dos valores de G
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inicial e final do processo, conforme demonstra a equacédo (1) (SHAH et
al., 2014).

AGS = Gsolugéo - Gcomponentes isolados (1)

Figura 1 - Representagcdo do processo de solubilizacdo de um farmaco. 1)
remocdo da molécula do sélido ndo dissolvido, 2) reorganizacdo do sistema
solvente; 3) acomodagdo da molécula do soluto no sistema solvente.

1 . Wiwiww's I O +
2, > —
3 e/ - w2 + ’ ~— - i -

Fonte: Adaptado de WILLIANS et al., 2013

A AGs combina matematicamente os efeitos termodindmicos de
entalpia e entropia, e determina a possibilidade e extensdo de dois
compostos se misturarem para formar uma solugdo, sendo que esta
mistura ird ocorrer sempre que a AGs for negativa (QIU et al., 2017).
Assim, quanto maior o estado energético do material de partida (farmaco
em estado sdlido), menor a energia de ativacdo requerida para a
solubilizagdo do mesmo, 0 que torna o processo termodinamicamente
favoravel.

Alguns fatores relativos ao soluto sdo determinantes no processo
de solubilizagdo de farmacos. Primeiramente, a forca das interacGes
soluto-soluto, que varia significativamente entre os diferentes sélidos e
depende das caracteristicas fisicas e quimicas dos mesmos. Em seguida,
a afinidade das moléculas por solventes polares como a 4gua, onde quanto
maior esta afinidade, mais favoravel o processo de solubilizacdo.
Portanto, de um modo geral, a solubilidade aquosa tende a ser baixa para



35

farmacos que possuem grandes forcas atrativas entre suas moléculas
(tipicamente representadas por s6lidos com alto ponto de fuséo) e baixa
afinidade pela dgua (WILLIAMS et al., 2013). Dessa forma, o valor de
AGs é altamente dependente das caracteristicas e do estado solido inicial
do farmaco (SHAH et al., 2014).

A solubilidade, por ser uma propriedade fisico-quimica, é também
influenciada por fatores como temperatura, pressdo, pureza dos materiais,
composicdo e pH do solvente (por exemplo, solugdes tampao), além das
propriedades do farmaco ja citadas e outras, como pKa, lipofilicidade,
polimorfismo, agregacao e formagéo de solugdes supersaturadas (BAKA,;
COMER; TAKACS-NOVAK, 2008).

Farmacos com limitada solubilidade agquosa estdo se tornando
crescentemente  prevalentes nos portifélios de pesquisa e
desenvolvimento  de  indlstrias  farmacéuticas  focadas  no
desenvolvimento de novas moléculas, assim como farmacos ja existentes
com importantes alvos terapéuticos possuem baixa solubilidade aquosa.
Estima-se que 60 a 70% das moléculas em desenvolvimento sdo pouco
soluveis, sendo que esta porcentagem pode ser ainda mais alta para certas
categorias de farmacos, chegando até mesmo a 90% (JERMAIN;
BROUGH; WILLIAMS, 2018; SHAH et al., 2014). Alternativas
tecnoldgicas poderiam superar esta limitacdo, e fazer destes candidatos
mais atraentes para a terapéutica. No entanto, o desenvolvimento de
formulagdes efetivas no incremento da absorcdo oral de farmacos de
baixa solubilidade constitui um desafio consideravel (ALONZO et al.,
2010; WARREN et al., 2010).

A biodisponibilidade de farmacos administrados por via oral
depende fundamentalmente de sua solubilidade no trato gastrointestinal e
em sua permeabilidade através das membranas celulares. Baseado no
reconhecimento de que estes sdo o0s parametros fundamentais para
controlar taxa e a extensdo de absorcdo dos mesmos, um sistema de
classificacdo biofarmacéutica (BCS, do inglés Biopharmaceutic
Classification System) de farmacos foi proposto em 1995 por Amidon e
colaboradores, visando correlacionar a dissolucdo in vitro e a
biodisponibilidade in vivo de farmacos. Este sistema distingue os
farmacos em 4 classes, demonstradas na Tabela 1 (AMIDON et al., 1995;
QlU et al., 2017).

Por abordar os dois fatores que influenciam de forma mais
significativa na absorcéo oral de fArmacos, este sistema tem provado ser
um ponto de partida muito Gtil e amplamente aceito para o
desenvolvimento de produtos e regulagdo farmacéutica, e constitui uma
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ferramenta importante para auxiliar na predicdo do comportamento in
vivo de um medicamento.

Tabela 1 - Classes existentes no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica
Classe Solubilidade Permeabilidade

| Alta Alta
] Baixa Alta
Il Alta Baixa
v Baixa Baixa

Os farmacos BCS classe 2 sdo considerados de absorcdo
fisiolégica limitada por sua solubilidade e taxa de dissolugdo, uma vez
gue estes sdo altamente permedveis. Ja os farmacos BCS classe IV séo
limitados ndo somente por sua baixa solubilidade, mas também por sua
baixa permeabilidade, ou seja, esta classe € limitada por ambas as
propriedades biofarmacéuticas (AMIDON et al., 1995; TSUME et al.,
2014; WEBSTER; JACKSON; BELL, 2017).

A grande maioria das moléculas desenvolvidas pela indUstria
farmacéutica durante as Ultimas décadas do século XX foram
classificadas como moléculas de classe BCS |, apresentando alta
permeabilidade e alta solubilidade. Se uma molécula falhasse em cumprir
este critério, ela seria provavelmente descartada em funcdo das
preocupagdes com a baixa biodisponibilidade e/ou problemas com o
processo de formulacdo do medicamento. Nos anos 1990, com o advento
das Ciéncias da Computacdo e sua aplicacdo no campo farmacéutico,
surgiu um novo paradigma, com a selecéo de candidatos a novos farmacos
por meio de modulacdo de alvos terapéuticos. Esta nova ferramenta
trouxe para a inddstria farmacéutica a habilidade de produzir farmacos
mais potentes, especificos, porém geralmente pouco sollveis,
classificados como classes BCS Il ou V. Estes desafios impulsionaram a
busca por alternativas para contornar a baixa solubilidade de farmacos,
explorando abordagens quimicas, fisicas ou de formulacdo (ALONZO et
al., 2010; BUCKLEY et al., 2013; JERMAIN; BROUGH; WILLIAMS,
2018; QIU et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2016; WARREN et al.,
2010).

2.3 SISTEMAS SUPERSATURADOS DE LIBERACAO DE
FARMACOS

No passado, as abordagens para incremento da absorcdo de
farmacos pouco sollveis focavam no aumento de sua solubilidade em
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equilibrio aparente no trato gastrointestinal ou no aumento da taxa de
dissolu¢do dos mesmos. Nas Ultimas décadas, a percepcdo de que a
manutencdo de um estado de supersaturacdo temporaria nos fluidos
gastrointestinais pode ser suficiente para promover uma melhor absor¢ao
vem direcionando as pequisas sobre alternativas técnoldgicas para
melhoria de suas propriedades biofarmacéuticas (WARREN et al., 2010).

Os SDDS compreendem formulagdes capazes de gerar
concentracBes intraluminais de farmacos acima de sua solubilidade de
saturacdo. Estas formulagBes contém o fdrmaco em um estado de
dissolucéo rapida, promovendo supersaturacao temporaria que é capaz de
melhorar a absor¢do do mesmo e aumentar a habilidade de prover
respostas clinicamente reprodutiveis, seguras e eficazes apds sua
administragdo oral (AUGUSTIINS; BREWSTER, 2012; BEVERNAGE
et al., 2013; BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009; GAO;
SHI, 2012; MILLER et al., 2012; WARREN et al., 2010).

A primeira Lei de Fick (Equacdo 2) governa a difusdo passiva de
farmacos, onde a direcdo da transferéncia de massa das moléculas
depende de seu gradiente de concentracdo nos dois lados das membranas
gastrointestinais (CAO; YU; SUN, 2008). Esta lei demonstra que o fluxo
(J) de um farmaco através da parede gastrointestinal é dependente do
coeficiente de permeabilidade (P) da barreira gastrointestinal para o
farmaco e da concentracdo (C) do mesmo no ambiente gastrointestinal
(BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009).

J =P xC @)

Portanto, para farmacos de baixa solubilidade, especialmente os
pertencentes & classe Il do BCS, a concentracdo intraluminal méxima é
ditada por sua solubilidade de saturacéo, e pode limitar sua absor¢do. No
entanto, se uma solucdo supersaturada do farmaco existir no ambiente
gastrointestinal por periodo suficiente para ocorréncia da absorcéo, o
aumento da concentracdo intraluminal ira proporcionar o aumento do
fluxo do farmaco através da parede intestinal, uma vez que estes dois
fatores sdo diretamente proporcionais (BROUWERS; BREWSTER,;
AUGUSTIINS, 2009).

A extensdo ou grau de supersaturacao alcangado por estes sistemas
pode ser expresso como um indice de supersaturagdo (IS), que é calculado
dividindo a concentragdo do fArmaco em um determinado tempo pela sua
solubilidade em equilibrio. Valores de IS superiores a 1 indicam um
estado de supersaturagdo (BEVERNAGE et al., 2013; BROUWERS;
BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009).
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A condicdo de rapida dissolucao dos farmacos pode ser alcangada
por estratégias de modulacdo de solubilidade, como a modificacdo
guimica dos mesmos por meio da formacdo de sais, solvatos, cocristais
ou pro-farmacos, e também de mudangas em seu estado fisico, como a
obtencdo de formas amorfas e polimorfos metaestaveis. A Figura 2 ilustra
algumas destas estratégias de modulacdo de solubilidade.

Figura 2 - Exemplos de estratégias aplicadas a modulagdo de solubilidade de
farmacos
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Fonte: Adaptado de WILLIANS et al., 2013

Através da reducdo do tamanho de particula também é possivel
aumentar a area superficial do soélido, proporcionando melhoria de sua
molhabilidade. Estas estratégias propiciam a obtencdo de farmacos com
maior solubilidade aparente, que podem ser utilizados em formulagdes
farmacéuticas (JANSSENS; MOOTER, 2009; WILLIAMS et al., 2013).

Porém, as solucdes supersaturadas de farmacos pouco soliveis sdo
termodinamicamente instdveis quando comparadas a condicdo de
equilibrio, em virtude do seu maior potencial quimico, possuindo a
tendéncia de retornar ao seu estado de menor potencial quimico através
da precipitacdo do farmaco, 0 que muitas vezes requer o uso de aditivos
para minimizar este comportamento. Nesse sentido, a performance de um
SDDS ¢é dependente de vérios fatores, incluindo a técnica de
processamento utilizada, as propriedades fisico-quimicas do farmaco, e a
tendéncia a formar e manter uma solugéo supersaturada (AUGUSTIJNS;
BREWSTER, 2012; BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009).

Vérias alternativas técnoldgicas tém sido investigadas e utilizadas
para melhoria das propriedades biofarmacéuticas de farmacos pouco
sollveis, sobretudo os farmacos da classe BCS Il, como a redugéo do
tamanho de particula, nanocristalizacdo, formagéo de sais, micro/nano
emulsBes, solubilizacdo com surfactantes, complexacdo, formulacGes
lipidicas e DS amorfas (JERMAIN; BROUGH; WILLIAMS, 2018;
KANAUJIA et al., 2015), sendo que dentre as estratégias citadas, 0s
sistemas amorfos tém destaque.
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24 O ESTADO AMORFO E SUA UTILIZACAO COMO
ESTRATEGIA PARA INCREMENTO DE SOLUBILIDADE

No ambito dos SDDS, os materiais amorfos sdo atrativos, pois sdo
capazes de gerar solugdes de concentracdo muitas vezes maior que seus
homdlogos cristalinos (ALONZO et al., 2010; GROHGANZ et al., 2013;
KANAUJIA et al., 2015). O estado amorfo é a forma de maior energia de
um material solido, ndo contendo um ordenamento molecular de longo
alcance. A auséncia de ordenamento molecular de longo alcance é
definida como uma distribuicdo aleatéria das unidades moleculares, que
sdo individualmente orientadas umas as outras e existem em uma
variedade de estados conformacionais (SHAH et al., 2014).

A energia livre de um sélido é expressa conforme a equacgéo (3),
onde G é a energia livre de Gibbs, H é a entalpia, T é a temperaturae S é
a entropia.

G=H-TS 3)

Nos sélidos amorfos, modos adicionais de mobilidade molecular
estdo presentes, coletivamente chamados de configuragdes, incluindo
rotacdo e translacdo. A maior entalpia, entropia e energia livre dos sélidos
amorfos estdo ligadas a presenca destas configuracBes adicionais que
promovem maior mobilidade as moléculas. Como resultado desta alta
energia interna, maior mobilidade molecular e propriedades
termodindmicas melhoradas quando comparadas ao estado cristalino, os
materiais amorfos geralmente apresentam maior solubilidade aparente e
maior taxa de dissolu¢do em meios aquosos (KANAUJIA et al., 2015;
LAITINEN et al., 2013; QIU et al., 2017).

Neste sentido, a entropia configuracional, em conjunto com a
mobilidade molecular, desempenham um importante papel tanto no
incremento da solubilidade aparente quanto na estabilidade fisica dos
materiais amorfos. Compostos que sdo flexiveis e podem existir em um
nimero consideravel de conformacBes moleculares tendem a exibir
maiores valores de entropia configuracional, sendo este pardmetro
inversamente relacionado & probabilidade das moléculas possuirem a
orientagdo e conformagdo adequada para a ocorréncia de cristalizagdo.
Ainda, estudos demonstram que sélidos amorfos com maior barreira
entrépica e menor mobilidade molecular sdo menos propensos a
cristalizacdo, e consequentemente capazes de manter suas propriedades
termodindmicas melhoradas ao longo do tempo, em comparacdo aos
materiais cristalinos (ZHOU et al., 2002).
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Um solido amorfo é considerado um material vitreo, que possui
propriedades similares as dos liquidos em nivel molecular, porém possui
propriedades dos sélidos a nivel macroscopico. Deste modo, 0s sélidos
amorfos sdo caracterizados pela auséncia de ponto de fusdo e
birrefrigéncia, assim como pela auséncia de reflexfes e exibicdo de halo
amorfo caracteristico em difratogramas obtidos pela técnica de DRX
(SHAH et al., 2014).

Outra caracteristica dos solidos amorfos é a ocorréncia de transicdo
vitrea. A Figura 3 ilustra a variacdo da entalpia e volume dos diferentes
estados do farmaco em fungéo da temperatura.

Figura 3 - Entalpia e volume dos diferentes estados do farmaco em funcédo da
temperatura
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Fonte: Adaptado de HANCOCK; ZOGRAFI, 1997

Quando um sdlido cristalino é aquecido, a baixas temperaturas ha
um pequeno aumento em sua entalpia e volume. A transicdo do sélido
cristalino para o estado liquido acontece quando a temperatura de fuséo
do mesmo é alcancada (Tm), resultando em uma descontinuidade tanto
na entalpia quanto no volume. Sob rapido resfriamento do material
fundido, os valores de entalpia e volume podem seguir a linha de
equilibrio além da temperatura de fusdo, em uma regido chamada de
regido do liquido superarrefecido. Em resfriamento adicional, uma
mudanca no angulo € visualizada a uma determinada temperatura, sendo
esta conhecida como temperatura de transicdo vitrea (Tg). Abaixo desta
temperatura, um material vitreo € obtido, que possui menor entalpia e
volume que o liquido superarrefecido, assim como mobilidade molecular
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reduzida quando comparado aoc mesmo material em temperaturas acima
da Tg (HANCOCK; ZOGRAFI, 1997).

Entretanto, os beneficios associados aos sélidos amorfos podem
ser perdidos facilmente, uma vez que sua alta energia interna e mobilidade
molecular sdo também responsaveis pela maior reatividade quimica e pela
sua tendéncia a recristalizagdo, que pode ocorrer durante a sua
manufatura, armazenamento ou dissolucdo apds administracdo
(KANAUJIA et al., 2015; LAITINEN et al., 2013; QIU et al., 2017).

Quando introduzidos em meio aquoso, os farmacos amorfos
possuem a tendéncia de cristalizar via transicdo solido-solido. A
cristalizacdo e precipitagdo de farmacos a partir de uma solucéo
supersaturada ocorre essencialmente em dois processos, a nucleacéo e o
crescimento de cristal, que ocorrem simultaneamente. A nucleacdo
consiste na formacgdo inicial de pequenos agregados, enquanto o
crescimento de cristal consiste na difusdo das moléculas da solucdo
supersaturada para a interface do cristal e incorporagdo de novas
moléculas aos pequenos agregados, acompanhada do fenémeno de
desolvatacéo, até a formacao de cristais macroscopicos. Assim, se a taxa
de cristalizagdo do material amorfo em contato com o meio de dissolucéo
for suficientemente rapida, ndo sera possivel gerar solucBes com
concentragcBes maiores que aquelas produzidas com o material cristalino
(ALONZO et al., 2010; BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJNS,
2009; WARREN et al., 2010).

Portanto, para a estratégia ser adequada, a solucéo supersaturada
formada deve ser estabilizada, para permitir absorcdo significativa e
biodisponibilidade suficiente. A estabilizacdo de uma solugédo
supersaturada pode ser realizada pela adicdo de inibidores de
precipitacdo, que podem atuar por uma variedade de mecanismos
(BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009).

O conceito Spring and Parachute demonstra a influéncia dos
inibidores de precipitacdo no estado de supersatura¢ao de farmacos pouco
soltveis (Figura 4) (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJINS, 2009;
KANAUJIA et al., 2015).

O perfil 1 ilustrado na Figura 4 representa a dissolu¢do de um
farmaco em sua forma cristalina, enquanto que o perfil 2 representa a
dissolucdo de forma de dissolucédo rapida sem a presenca dos inibidores
de precipitagéo.

Comparando os perfis 1 e 2, € possivel perceber que a forma de
dissolucdo rapida é capaz de gerar o estado de supersaturacdo (Spring),
atingindo concentragdo de farmaco sol(vel superior a solubilidade em
equilibrio do mesmo. No entanto, ao passar do tempo ocorre a
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recristalizacdo e precipitagdo, com consequente reducdo da
supersaturacdo do farmaco, até o retorno a sua condicdo de solubilidade

em equilibrio.

Figura 4 - O conceito Spring and Parachute
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FONTE: Adaptado de BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009

Sabe-se que o potencial quimico de uma solucdo supersaturada é
superior aquele apresentado na condi¢do de equilibrio, tornando assim
esta solucdo termodinamicamente instavel, com a tendéncia a retornar ao
seu estado de potencial quimico mais baixo por meio da precipitacdo do
farmaco (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJINS, 2009).

O perfil 3, por sua vez, demonstra o0 comportamento do farmaco na
forma de dissolucdo rapida com a presenca dos inibidores de precipitacéo.
Neste, ha a formacédo de zona metaestavel, que proporciona a manutencédo
do estado de supersaturacdo ao longo do tempo (Spring and Parachute).
A zona metaestavel é aquela em que o farmaco se encontra em um sistema
diferente do seu estado de equilibrio mais estavel, devido a presenca dos
inibidores de precipitagdo, que impedem a sua transicdo imediata para a
forma cristalina estavel.

2.4 DISPERSOES SOLIDAS

Os SDDS incluem muitas abordagens para contornar a baixa
solubilidade aquosa de farmacos, dentre as quais as DS sdo consideradas
uma das mais recentes, mais pesquisadas e mais bem sucedidas estratégias
(AUGUSTIINS; BREWSTER, 2012; KANAUJIA et al., 2015; MILLER
etal., 2012; WILLIAMS et al., 2013).



43

O termo DS foi inicalmente definido como uma dispersdo de
farmaco em uma matriz sélida, onde a matriz é uma pequena molécula ou
um polimero. No entanto, o estado disperso inclui vérias formas, como
misturas  eutéticas, solugdes vitreas/cristalinas, e  suspensdes
amorfas/cristalinas. Levando em considera¢do a forma mais utilizada
atualmente, uma dispersao solida é mais precisamente definida como uma
dispersao do farmaco em uma matriz de polimero amorfo, onde o farmaco
se encontra preferecialmente no estado molecularmente disperso
(HUANG; DAI, 2014; NEWMAN, 2015; SHAH et al., 2014,
WEBSTER; JACKSON; BELL, 2017).

Uma dispersdo molecular de um farmaco pouco solivel em um
carreador polimérico hidrofilico é capaz de aumentar a dissolucéo e
supersaturacdo do farmaco quando este sistema é exposto a agua, devido
a fatores como aumento da molhabilidade do sistema, redugdo do
tamanho de particula, separacdo das particulas individuais do farmaco
pelas particulas do polimero e prevencdo da precipitacdo do farmaco em
meio aquoso. Ainda, os polimeros também sdo utilizados para estabilizar
formas de alta energia em estado sélido (SHAH et al., 2014; WARREN
etal., 2010).

2.4.1 Aplicacao dos polimeros em disperses solidas

Uma variedade de polimeros tem sido estudada quanto a sua
habilidade de prolongar a supersaturacdo e inibir a precipitacdo de
farmacos pouco sollveis, especialmente alguns tipos de derivados de
celulose como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
hidroxipropilmetilcelulose acetato succinato (HPMCAS) e polimeros
vinilicos, como a polivinilpirrolidona (PVP) e polivinilpirrolidona-co-
vinil acetato (PVPA). Estes polimeros sdo capazes de manter
supersaturacdo do farmaco in vivo por um periodo extendido de tempo
visando proprocionar absor¢do 6tima do mesmo (HUANG; DAI, 2014).

Apesar de existir pesquisa consideravel, os mecanismos de como
os polimeros prolongam a supersaturacdo do farmaco ainda ndo sdo
totalmente compreendidos, mas em geral sdo atribuidos ao resultado da
interacdo farmaco-polimero, como ligacGes de hidrogénio e forcas de Van
der Waals. Devido a sua complexa estrutura tridimensional, com
numerosas ligagbes cruzadas intercadeia ou intracadeia, a incorporacgéo
de farmacos amorfos nestes ligagGes cruzadas dificultam e reduzem a sua
mobilidade molecular. Isto diminui o potencial quimico do farmaco
amorfo e o traz para proximo daquele da forma cristalina (AUGUSTIJNS;
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BREWSTER, 2012; BAGHEL; CATHCART, O’REILLY, 2016b;
HUANG; DA, 2014; JERMAIN; BROUGH; WILLIAMS, 2018).

Ainda, os polimeros em DS podem interferir nas propriedades de
nucleacdo e crescimento de cristal, por meio de sua interagdo com o
farmaco ou pela alteragdo das propriedades do meio, evitando ou
retardando o fendmeno de precipitagdo. Alguns polimeros sdo conhecidos
por suprimir o processo de nucleagdo, enquanto outros se adsorvem na
superficie dos cristais para bloguear o acesso das moléculas de soluto,
prevenindo ou retardando seu crescimento. Assim, a inclusdo de certos
polimeros em DS pode manter a supersaturacao apds disperséo, levando
a melhorias na biodisponibilidade (HUANG; DAI, 2014; WARREN et
al., 2010).

2.4.2 Estudos de supersaturacao in vitro para selecdo de polimeros e
avaliagdo de dispersoes sdlidas

A selecdo de carreadores poliméricos para compor DS de farmacos
pouco sollveis é uma etapa fundamental para o seu desenvolvimento.
Esta selecdo deve considerar aspectos como a miscibilidade do farmaco e
do polimero, o potencial de formacao de DS amorfas, a estabilidade fisica
das formulagBes obtidas e a habilidade de geracdo e manutencdo de
supersaturacdo em fluidos gastrointestinais (GAO; SHI, 2012; PINTO et
al., 2018).

Estudos de supersaturacdo in vitro podem ser utilizados para esta
selecdo, sendo estes compostos basicamente por duas etapas: a geracao
da supersaturacdo inicial do farmaco e a quantificacdo da sua solubilidade
aparente/precipitagdo ao longo do tempo, de modo a gerar perfis cinéticos
de solubilidade concentragdo x tempo, também chamados de perfis de
supersaturacdo. A geracao da supersaturacdo é comumente propiciada por
técnicas de solubilizacdo em co-solvente (solvent shift), dissolu¢do do
farmaco amorfo e mudangas de pH (pH shift) (BEVERNAGE et al., 2013;
GAO; SHI, 2012; PINTO et al., 2018), sendo estas técnicas melhor
detalhadas nos tpicos a seguir. J& a quantificacdo da supersaturacéo pode
ser realizada por meio da quantificacdo da concentracdo de farmaco
dissolvido no meio aquoso, por técnicas como espectrofotometria
ultravioleta e CLAE, ou pela massa de farmaco precipitada durante o
experimento, por meio de medi¢des turbidimétricas in situ (WARREN et
al., 2010).

Ressalta-se ainda que os estudos de supersaturacgao in vitro ndo sao
importantes apenas para a selecdo de inibidores poliméricos de
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precipitacdo para o desenvolvimento de DS, mas também para a avalia¢do
das formulacGes desenvolvidas, num contexto de controle de qualidade.
Estudos recentes indicam que os métodos tradicionais de
dissolucdo utilizando aparatos como pas e cestas (USP, 2016),
tipicamente utilizados para controle de qualidade de formulages sélidas,
ndo sdo adequados para avaliacdo de SDDS, pela baixa capacidade de
predizer a performance in vivo destas formulagdes. Deste modo, testes
devem ser executados em condi¢des mais aproximadas as condicGes
fisioldgicas, considerando a composicdo, pH e volume de meios de
dissolugdo. Estudos em condic¢des ndo-sink (condigdo de supersaturagéo)
sdo0 mais apropriados para a avaliagdo de SDDS, sobretudo com a
utilizacdo de meios biorrelevantes. De fato, a aplicagdo de condic6es néo-
sink nos ensaios de dissolucdo de SDDS é a maior diferenca quando
comparados aos métodos convencionais de dissolucdo, que séo
conduzidos em condic@es sink, sendo a condigdo sink definida como um
volume de meio no minimo trés vezes superior ao volume requerido para
formar uma solugdo saturada do farmaco (BROUWERS; BREWSTER,;
AUGUSTIINS, 2009; LU; LI; WANG, 2017; USP, 2016).

2.4.2.1 Solubilizacdo em co-solvente

A solubilizacdo em co-solvente (solvent shift) é uma das técnicas
mais utilizadas para a geracdo da supersaturacdo inicial nos estudos de
supersaturacdo in vitro para screening de inibidores poliméricos de
precipitacdo de farmacos pouco solaveis (SUN et al., 2016;
YAMASHITA; OZAKI; KUSHIDA, 2011).

Este método consiste na solubilizacdo inicial do farmaco em um
solvente orgénico miscivel em &gua, como por exemplo etanol,
dimetilformamida, dimetilsulféxido e propilenoglicol. Pequenas
aliquotas desta solucédo séo entdo adicionadas no meio aquoso de estudo,
no qual o farmaco é tipicamente menos sollvel, 0 que gera a
supersaturacao no sistema. O volume das aliquotas da solucéo do farmaco
em solvente organico deve ser definido com base na solubilidade em
equilibrio do mesmo, de modo a atingir um IS previamente definido. Para
a avaliacdo da inibicdo de precipitacdo mediada por polimeros, estes séo
previamente dissolvidos no meio aquoso, nas concentragdes de interesse
do estudo (BEVERNAGE et al., 2013; WARREN et al., 2010).

O método de solubilizagdo em co-solvente € considerado uma
técnica simples, pratica e rapida. Por favorecer a ocorréncia das
interacdes farmaco-polimero em meio liquido, é um método Util para
rastrear polimeros capazes de inibir a cristalizacdo de fArmacos a partir de
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solucdes supersaturadas (PINTO et al., 2018; VANDECRUYS et al.,
2007).

Exemplos de trabalhos utilizando o método de solubilizagdo em
co-solvente sdo vastos na literatura cientifica. Sun e colaboradores
utilizaram este método para avaliar o potencial de inibi¢do de precipitacdo
de 78 diferentes polimeros frente a diferentes farmacos modelo,
utilizando como co-solvente o propilenoglicol e como meio aquoso
tampdo fosfato pH 6,5 (SUN et al., 2016). Bevernage e colaboradores
realizaram trabalhos utilizando como meios fluidos intestinais simulados
e fluidos intestinais humanos. Estes estudos englobaram a avaliacdo do
perfil de supersaturacdo de diversos farmacos, que foram solubilizados no
solvente orgénico dimetilsulfoxido (DMSO) (BEVERNAGE et al., 2011,
2012). Yamashita e colaboradores também avaliaram o perfil de
supersaturacdo do farmaco Itraconazol pelo método solvent shift,
utilizando o DMSO como solvente organico e como meio aquoso o fluido
intestinal simulado em condigdes de jejum (FaSSIF, do inglés Fasted
State Simulated Intestinal Fluid) (YAMASHITA; OZAKI; KUSHIDA,
2011).

2.4.2.2 Dissolucéo do farmaco amorfo

A utilizacdo de formas amorfas se baseia no principio de que o0s
materiais amorfos dissolvem mais rapidamente que suas formas
cristalinas. Como abordado anteriormente, a entalpia, entropia e energia
livre dos sélidos amorfos sdo maiores quando comparadas aos solidos
cristalinos, e esta maior energia livre resulta em aumento da solubilidade
e das taxas de dissolugdo dos mesmos. Deste modo, 0s sélidos amorfos
sdo capazes de induzir a supersaturacao inicial necessaria para conducao
dos estudos de supersaturagdo in vitro (BEVERNAGE et al., 2013;
WARREN et al., 2010).

Para isso, € necessario que a forma amorfa dos farmacos possa ser
obtida, sem ocasionar degradacdo quimica dos mesmos e
preferencialmente de maneira pratica, o que consiste em uma limitacdo
desta técnica. Também é importante ressaltar que os s6lidos amorfos séo
instaveis e tendem a retornar ao seu estado cristalino mais estavel, o que
requer o uso de técnicas de estado sélido para confirmar a natureza amorfa
dos materiais antes da condugdo dos estudos de supersaturacdo pelo
método de dissolugdo do fArmaco amorfo.

Apesar de mais escassos, a literatura relata alguns estudos
conduzidos por este método. Como exemplo, Murdande e colaboradores
avaliaram o incremento de solubilidade associados a amorfizacdo de
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diferentes farmacos por meio de estudos de supersaturacéo utilizando os
materiais amorfos como forma de geracdo da supersaturacdo (BOGNER
etal., 2010).

2.4.2.3 Mudancas de pH

A técnica de mudanca de pH (pH shift) se baseia no mesmo
principio de alteracdo drastica de solubilidade do farmaco que o método
de solubilizacdo em co-solvente, porém é aplicada para farmacos
ionizaveis.

Neste, o fA&rmaco é primeiramente solubilizado em um meio capaz
de promover sua ionizagdo e consequente solubilizacdo. Em seguida,
aliquotas desta solugdo sédo adicionadas ao meio aquoso de interesse, onde
o farmaco é tipicamente menos sollvel, sendo esta adicdo feita
preferencialmente em modo continuo (BEVERNAGE et al.,, 2013;
WARREN et al., 2010).

Este método se baseia no fato de que farmacos basicos podem gerar
supersaturacdo quando presentes no intestino delgado. No estdmago, que
possui pH &cido, estes farmacos se encontrariam na sua forma ionizada
mais sollvel, que tipicamente excede a sua solubilidade em meios
intestinais, onde este fArmaco se encontraria na forma n&o ionizada. Um
exemplo de utilizacdo do método pH-shift é o estudo conduzido por
Matteuci e colaboradores, que avaliou a supersaturacdo ocasionada pela
dissolucao de microparticulas de Itraconazol. O estudo foi iniciado em pH
1,2 e entdo o pH foi alterado para 6,8, simulando a transi¢do do estdbmago
para o intestino e ocasionando a supersaturacdo do farmaco (LU; LI;
WANG, 2017; MATTEUCCI et al., 2009).

2.4.3 Técnicas de obtencdo comumente aplicadas a dispersdes solidas

Uma variedade de métodos pode ser utilizada para produzir DS,
sendo mais comumente aplicados os métodos de fusdo, como quench
cooling e extrusdo (hot melt extrusion), o método de spray drying e as
técnicas de moagem mecanica. A selecdo da técnica mais adequada a ser
aplicada deve considerar as caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos
e dos polimeros, como ponto de fusdo, temperatura de decomposicéo, Tg,
solubilidade e tamanho de particula, dentre outros aspectos relevantes.

O método de fusdo, como o proprio nome diz, utiliza temperatura
para ocasionar a amorfizacdo do farmaco. Neste método, uma mistura
fisica do farmaco e do polimero é aquecida até a sua fusédo e formacéo de
uma mistura fundida, que é entdo resfriada e solidificada. O sélido
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resultante deste processo é pulverizado, para a obtencdo de material s6lido
com o tamanho de particula requerido. A técnica de Hot Melt Extrusion é
uma versdo moderna do método de fusdo, que oferece a vantagem de ser
capaz de moldar a mistura fundida em diferentes formas, como implantes
e pellets, por meio de um extrusor. No entanto, como requer a utilizacdo
de temperatura, uma premissa para a utilizacdo deste método é que o
farmaco e o polimero sejam termicamente estaveis (BAGHEL;
CATHCART; O’REILLY, 2016b; JERMAIN; BROUGH; WILLIAMS,
2018).

A técnica de spray drying é baseada na evaporagao de solvente,
sendo composta por algumas etapas. A primeira delas é a solubilizacéo
do farmaco e do polimero em um solvente em que 0s mesmos sejam
sollveis. A segunda etapa consiste na atomizacdo desta solu¢cdo em uma
camara de secagem de equipamento especifico para esta aplicagdo.
Durante esta etapa, a solucdo é bombeada para a cdmara de secagem para
a atomizacdo do liquido, que transforma a solucdo em pequenas goticulas
por meio da aplicacdo de forca. As goticulas atomizadas entram em
contato com o fluido secante, como por exemplo ar aquecido, sendo que
a grande superficie de contato destas goticulas favorece a secagem rapida
e eficiente das mesmas. Por fim, o so6lido seco é separado do fluido
secante e coletado através de um dispositivo coletor (PAUDEL et al.,
2013; SINGH; VAN DEN MOOTER, 2016). Dependendo na natureza
quimica do farmaco, a partir da técnica de spray drying, é possivel a
geracgdo de produtos finais amorfos, parcialmente cristalinos ou cristais
metaestaveis (PAUDEL et al., 2013).

A moagem mecanica é uma técnica comumente utilizada na
indUstria farmacéutica com o objetivo de reducéo de tamanho de particula
de matérias-primas variadas. A moagem é uma operagao unitaria onde
uma energia mecanica ¢ aplicada para quebrar fisicamente as particulas
cristalinas, reduzindo o tamanho destas particulas e ocasionando transicao
de fases cristalinas ou amorfizagdo do material solido. Quando um
farmaco solido é submetido a um processo de moagem de alta energia,
suas caracteristicas estruturais, microestruturais e mobilidade molecular
sdo consideravelmente alteradas. Durante a operacdo de moagem, a
redugdo do tamanho de particula cessa quando esta atinge um limite
pratico. Quando este limite é atingido, a transferéncia continuada de
energia mecénica do moinho para o farmaco leva a um acumulo de
defeitos nos cristais do sélido e a consequente desordem da estrutura
cristalina até a auséncia de um ordenamento molecular no mesmo. Estas
desordens podem ter um impacto nas propriedades biofarmacéuticas de
farmacos, sobretudo se as condi¢Bes operacionais do processo aplicado
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forem capazes de ocasionar a amorfizacdo completa dos mesmos. Assim,
a amorfizag&o por ativacdo mecénica é de grande interesse para farmacos
pouco sollveis em seu estado cristalino (DESCAMPS; WILLART, 2016;
LOH; SAMANTA, SIA HENG, 2014; NART et al., 2015).

2.5 FARMACOS MODELO E POLIMEROS SELECIONADOS

O presente trabalho foi conduzido com os farmacos CC e HCTZ e
os polimeros HPMC, HPMCAS e SOL (Figura5). A CC e HCTZ séo dois
farmacos anti-hipertensivos, selecionados com base nas suas
caracteristicas fisico-quimicas, classe BCS, e devido ao fato de existirem
no mercado comprimidos contendo ambos os fArmacos em associa¢do em
dose fixa, o que possibilitou o trabalho com os farmacos individualmente
e associados. Os polimeros HPMC, HPMCAS e SOL foram escolhidos
por apresentarem caracteristicas fisico-quimicas distintas, diferentes
mecanismos de inibicdo de precipitacdo ou aumento de solubilidade
aparente de farmacos pouco sollveis, e por serem comumente utilizados
para compor DS amorfas.

Figura 5 - Estruturas quimicas dos farmacos CC e HCTZ e unidades monoméricas
dos polimeros HPMCAS, SOL e HPMC
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2.5.1 Candesartana cilexetila

A CC é um novo e potente pré-farmaco antihipertensivo
esterificado, contendo como metabdlito ativo a candesartana, um
derivado tetrazolico que atua como antagonista altamente seletivo dos
receptores de angiotensina tipo I.

Este farmaco é amplamente utilizado para o controle da
hipertensdo arterial e, juntamente com os demais antagonistas de
receptores de angiotensina, teve um aumento de 4.054% nas prescri¢des
médicas entre os anos de 1996 e 2006. As doses comercialmente
disponiveis deste farmaco sdo de 8, 16 e 32 mg, na forma de comprimidos
simples (ARUMUGAM et al., 2016; HEMMELGARN et al., 2008;
HUSAIN et al., 2011).

A CC ¢ praticamente insolivel em agua, sendo sua solubilidade
aquosa menor que 8 x 10 M ou 0,05 pg/mL. CC possui coeficiente de
particdo octanol/agua maior que 1000 em pH 1,1; 6,9 e 8,9, indicando alta
hidrofobicidade. Este fArmaco possui massa molar de 610,66 g/mol, um
pKa de 6,0 e ponto de fusdo entre 157 e 160 °C (HUSAIN et al., 2011).

Ap6s administracdo oral, a CC ¢ rapida e completamente
hidrolisada e absorvida ao longo do trato gastrointestinal, sendo seu
comportamento de absor¢do predominante a difusdo passiva (ZHOU et
al., 2009). Sua biodisponibilidade oral é de 15%, com ligac&o as proteinas
plasmaticas maior que 99% e tempo de meia vida de 1,5 a 2 h
(ARUMUGAM et al.,, 2016; HUSAIN et al., 2011; LAINSCAK;
VITALE; SEFEROVIC, 2016).

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
biofarmacéuticas, o f&rmaco CC é classificado como BCS classe II,
possuindo baixa solubilidade e alta permeabilidade. Dessa maneira,
alternativas tecnoldgicas visando a melhoria de sua solubilidade aquosa
podem ser vantajosas para 0 aumento de sua absorcdo e
biodisponibilidade oral.

Ademais, poucos estudos foram encontrados reportando
estratégias para incremento de sua solubilidade ou propriedades
biofarmacéuticas na forma de DS. Gurunath e colaboradores
desenvolveram dispersoes sélidas de CC com o carreador polimérico PVP
K30 por trés técnicas diferentes e avaliaram a permeabilidade intestinal
de CC a partir destas formulagBes, ontendo resultados promissores
(GURUNATH; NANJWADE; PATILA, 2014). Surampalli e
colaboradores, por sua vez, desenvolveram comprimidos contendo DS de
CC e PVP K30 desenvolvida por Gurunath e colaboradores
(SURAMPALLI et al., 2014). Yuce e colaboradores, por sua vez



51

desenvolveram DS de CC com o carreador polietilenoglicol 4000 para
compor comprimidos de liberacdo imediata deste farmaco (YUCE et al.,
2016). Estudos englobando técnicas diversas para melhoria da
solubilidade aparente do farmaco CC também foram encontrados na
literatura cientifica, sendo elas nanosuspensbes, nanoparticulas,
formulagdes solidas automicroemulsionantes, complexos de inclusdo
com pB-ciclodextrinas e micelas polimericas (AL OMARI et al., 2011,
DETROJA, 2011; GECER et al., 2010; MAHESH et al., 2015;
NEKKANTI et al., 2009, 2010; SATTURWAR et al., 2007).

2.5.2 Hidroclorotiazida

A HCTZ é um potente diurético tiazidico, que atua inibindo a
retencdo de agua pelos rins por meio da inibicdo do transporte de Na* CI-
no tubulo coletor distal. Esta foi descoberta no ano de 1958, e foi 0
primeiro farmaco utilizado efetivamente para o controle da hipertenséo
arterial. Hoje, é amplamente utilizado para esta finalidade, sobretudo em
combinagdo com outros farmacos cardiovasculares, sendo que as
prescricdes deste farmaco, juntamente com os demais farmacos
diuréticos, aumentaram 128% no periodo entre 1996 e 2006 (GANESAN
etal., 2015; HEMMELGARN et al., 2008; MENDES et al., 2016).

Sua massa molar é de 297,74 g/mol, possuindo um valor de logP
de -0,07 e valores de pKa de 8,7 e 10,4. A HCTZ possui faixa de fusdo
entre 266 e 270 °C e solubilidade aquosa de cerca de 500 a 700 pg/mL.
Encontra-se disponivel no Brasil na forma de comprimidos simples, nas
dosagens de 25 e 50 mg/comprimido (BAKA; COMER; TAKACS-
NOVAK, 2008; BOGNER et al., 2010; USP, 2016).

Este farmaco é classificado como classe BCS IV, possuindo
biodisponibilidade baixa e variavel, que é atribuida a sua baixa
solubilidade e baixa permeabilidade através das membranas celulares.

A HCTZ ¢é absorvida a partir do trato gastrointenstinal, e sua
absorcdo é dose-dependente, sendo sugerida a difusdo passiva como
mecanismo predominante de absorcdo (PATEL et al., 1984). Este
farmaco é aparentemente ndo metabolizado, sendo excretado de forma
inalterada pela urina. Sua biodisponibilidade oral é de cerca de 60 a 80%
(GANESAN et al., 2015; MENDES et al., 2016).

Neste sentido, melhorias em sua solubilidade aquosa por meio de
abordagens tecnoldgicas sdo interessantes para minimizar variacdes e
aumentar sua absorcao a partir do trato gastrointestinal.
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2.5.3 Hidroxipropilmetilcelulose

A HPMC ¢é um polimero celuldsico hidrossolivel amplamente
utilizado como inibidor de precipitagdo em DS. Este polimero também é
utilizado como aglutinante, material de revestimento e matriz de liberagcdo
modificada em formas farmacéuticas sélidas (ALONZO et al., 2011;
DUKECK; SIEGER; KARMWAR, 2013; GANESAN et al., 2015;
KONNO et al., 2008; QIU et al., 2017; SHAH et al., 2014; VO; PARK;
LEE, 2013; XU; DAI, 2013).

O material de base da HPMC ¢ a celulose, um polimero natural
abundante em plantas. A celulose € um polissacarideo de cadeia longa, e
a HPMC é sintetizada a partir da reacdo da celulose com cloreto de
metileno, oxido de propileno e soda caustica. Neste processo, 0s trés
grupamentos OH presentes na celulose sdo substituidos por grupamentos
metoxila e hidroxipropila, sendo os tipos de HPMC classificados
conforme seu contelido destes grupamentos. Este polimero é disponivel
comercialmente em uma ampla faixa de viscosidade e seu efeito inibitério
de precipitacdo de farmacos é dependente do tipo de HPMC utilizado,
onde os tipos de baixa viscosidade (3 a 15 mPas) sdo tipicamente
utilizados para compor DS. A Tg da HPMC varia entre 155 a 180 °C
(NEWMAN, 2015; QIU et al., 2017; XU; DAL, 2013).

Existem alguns produtos comerciais no mercado na forma de DS
gue utilizam a HPMC como carreador polimérico. Exemplos destes sdo
os produtos Certican® (everolimo), Nivadil® (nilvadipina), Crestor®
(rosuvastatina), Prograf® (tacrolimo) e Sporanox® (ltraconazol) (SHAH
et al., 2014). No presente trabalho, o polimero HPMC com 28 a 30% de
grupos metoxila e 7 a 12% de grupos hidroxipropila, com viscosidade de
4,8 a 7,2 mPas (solucdo aquosa a 2%), comercialmente disponivel como
Methocel 6 Premium LV (DOW, 2013), foi avaliado como potencial
carreador polimérico para compor DS dos farmacos CC e HCTZ.

2.5.4 Hidroxipropilmetilcelulose acetato succinato

O HPMCAS é um polimero entérico derivado do HPMC, que tem
sido aplicado com sucesso como carreador polimérico em DS com relagéo
a sua boa performance anti-precipitante para fa&rmacos com diferentes
caracteristicas ~ fisico-quimicas (CURATOLO; NIGHTINGALE;
HERBIG, 2009; GHOSH etal., 2011; Ll etal., 2013; MITRA et al., 2016;
SOTTHIVIRAT et al., 2013; XU; DA, 2013).

HPMCAS possui boa estabilidade térmica, baixa higroscopicidade
e alta Tg (aproximadamente 120 °C), e por estes motivos é comumente
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utilizado como excipiente para DS. Este polimero existe em alguns tipos,
variando entre eles a razo molecular dos substituintes acetil e succinoil,
0 que o proporciona diferentes caracteristicas fisico-quimicas
(ASHLAND INC., 2016; UEDA et al., 2014b).

Por ser um polimero entérico, 0 HPMCAS ¢ insoluvel nos fluidos
gastricos, porém comeca a entumescer e se dissolver em valores de pH
acima de 5, dependendo do seu tipo, sendo que o pH de dissolugéo e a
hidrofobicidade deste polimero aumenta a medida que a razdo dos
sushtituintes acetil/succinoil aumenta (QIU et al., 2017).

Existem trés tipos comercialmente disponiveis: L, M e F. O
Quadro 1 demonstra a proporcao dos substituintes e o pH de solubilidade
dos diferentes tipos de HPMCAS (ASHLAND INC., 2016; NEWMAN,
2015; PINTO et al., 2018; SHAH et al., 2014).

Quadro 1 — Grupos substituintes e solubilidade dos diferentes tipos de HPMCAS
Tipo Grupos substituintes Solubilidade
Acetil | Succinoil | Metoxil | Hidroxipropil em pH
L 5a9 14218 | 20a24 5a9 >55
M 7all 10al1l4 | 21a25 5a9 > 6,0
H 10a14 4a8 22 a 26 6al0 >6,5

Fonte: Adaptado de ASHLAND INC., 2016.

O polimero HPMCAS é obtido a partir da esterificacdo do HPMC
com anidrido acético e anidrido succinico em acido acético, utilizando um
catalisador basico, como o acetato de sodio. O produto obtido é
precipitado pela adicdo de &gua e purificado por lavagens adicionais com
agua. A massa molar deste polimero varia entre 55.000 e 93.000 Da
(NEWMAN, 2015; QIU et al., 2017).

O HPMCAS foi primeiramente introduzido no mercado como um
polimero de revestimento entérico para comprimidos e sistemas
multiparticulados. Entretanto, este é atualmente um dos polimeros mais
utilizados para solubilizacdo de farmacos pela estratégia tecnologica de
DS. Devido a diferenca de hidrofobicidade entre seus diferentes tipos, a
performance do HPMCAS pode ser otimizada pelo ajuste dos niveis de
substituicdo dos grupos acetato e succinato para atingir a dissolucéo e
manutencdo da supersaturacdo desejada para o farmaco em estudo,
dependendo das caracteristicas fisico-quimicas deste, o que confere
versatilidade ao uso deste polimero como carreador em DS (NEWMAN,
2015; QIU et al., 2017).
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Exemplos de produtos na forma de DS utilizando o HPMCAS
como carreador polimerico disponiveis no mercado sdo o Zelboraf®
(verbufenib) e o Incivek® (telapravir) (WILLIAMS et al., 2013).

2.5.5 Polivinil caprolactama-polivinil acetato-polietilenoglicol

Recentemente, varios estudos reportaram o uso do copolimero
solubilizante SOL em DS (LINN et al., 2012; LUST et al., 2015;
SHAMMA; BASHA, 2013). Este polimero foi desenvolvido
especialmente para processos de extrusao a calor pela empresa BASF, em
2009. SOL foi desenhado para ser anfifilico por natureza e soldvel em
solventes organicos. Este polimero possui alta massa molar, Tg baixa (em
torno de 70 °C) e alta temperatura de decomposi¢cdo, 0 que 0 torna
excelente candidato para o desenvolvimento de DS por técnicas de Hot
Melt Extrusion e Spray-drying. Ainda, devido a suas propriedades
anfifilicas, SOL possui uma alta capacidade de solubilizacdo e formacéo
de solucdes soélidas de farmacos pouco soluveis (BASF PHARMA
INGREDIENTS & SERVICES, 2010; NEWMAN, 2015; QIU et al.,
2017; SHAH et al., 2014).

SOL é um copolimero hidrofilico ndo ibnico, e sua solubilidade
ndao muda ao longo do trato grastointestinal. Possui massa molar entre
90.000 a 140.000 g/mol e concentragdo micelar critica de 7,6 mg/L ou 7,6
ppm. SOL é solivel em &gua, sendo que altas concentragcdes deste
polimero podem formar solug6es aquosas turvas, devido & formagéo de
micelas coloidais. Este efeito é mais pronunciado a temperaturas mais
elevadas, de aproximadamente 40 °C. A literatura ainda relata que é
possivel que este copolimero forme micelas mistas com 0s componentes
dos fluidos gastrointestinais, como os sais biliares e fosfolipideos (BASF
PHARMA INGREDIENTS & SERVICES, 2010; NEWMAN, 2015;
SHAMMA; BASHA, 2013).

Ao contrario de outros solubilizantes classicos, como o
Cremophor® e Solutol®, SOL possui caracteristica bifuncional de
polimero formador de matriz para DS e solubilizante ativo atraves de
formagdo de micelas em &gua. Este polimero apresenta excelentes
propriedades de solubilizacdo de farmacos BCS classe Il e oferece a
possibilidade de produzir DS de uma variedade de farmacos pouco
sollveis, sobretudo por meio de técnicas de extrusdo a calor (SHAMMA,;
BASHA, 2013).
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Capitulo 11

ESTUDOS DE SUPERSATURAGCAO IN VITRO PARA SEI:E(;AO
DE INIBIDORES POLIMERICOS DE PRECIPITAGAO
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3 ESTUDOS DE SUPERSATU RACAO IN VITRO PARA
SELECAO DE INIBIDORES POLIMERICOS DE
PRECIPITACAO

3.1 INTRODUCAO

Os SDDS, especialmente as DS amorfas, constituem estratégias
para melhoria das propriedades biofarmacéuticas de farmacos pouco
sollveis, sendo capazes de gerar supersaturagdo temporaria e promover
maior absor¢do dos mesmos (AUGUSTIINS; BREWSTER, 2012;
BEVERNAGE etal., 2013; LU; LI; WANG, 2017; MILLER etal., 2012).
Entretanto, como o estado supersaturado é metaestavel, o farmaco tende
a retornar a sua forma cristalina e precipitar em solugdes aquosas. Para
contornar este comportamento, o uso de inibidores de precipitagdo, como
os polimeros, é requerido (ALTAMIMI; NEAU, 2017; BAGHEL;
CATHCART; O’REILLY, 2016b; GAO; SHI, 2012; ILEVBARE et al.,
2012).

Para o desenvolvimento de formulagdes efetivas na forma de DS
amorfas, a selecdo do carreador polimérico é uma etapa muito importante.
(GAO; SHI, 2012). Estudos de supersaturacdo in vitro vém sendo
aplicados como ferramenta para sele¢do destes carreadores para compor
DS de farmacos pouco sollveis. Estes estudos envolvem a geracdo da
supersaturacdo do farmaco em um meio selecionado e a quantificacéo
desta supersaturacdo na presenca e auséncia dos inibidores poliméricos
de precipitacdo (IPPs) (BEVERNAGE et al., 2013).

Existem diferentes métodos para a conducdo dos estudos de
supersaturacdo in vitro, que variam entre si a forma da geracdo da
supersaturacdo inicial ou a forma de quantificacdo desta
supersaturacao/precipitacdo do farmaco em estudo. O método solvent
shift consiste em adicionar o farmaco solubilizado em uma pequena
guantidade de solvente organico miscivel em &gua ao meio selecionado,
de modo a alcancar um indice de supersaturacdo (IS) previamente
determinado. Outro método utilizado para a geragéo da supersaturagao €
a adicéo do farmaco ao meio em uma forma de dissolucéo rapida, como
a forma amorfa (BEVERNAGE et al., 2013; BOGNER et al., 2010; SUN
etal., 2016; WARREN et al., 2010).

Independentemente de como a supersaturagdo inicial serd gerada,
0 meio utilizado nos estudos de supersaturacdo in vitro deve reproduzir,
ao maximo, as condicdes in vivo. Neste sentido, meios biorrelevantes tém
sido crescentemente empregados e tém demonstrado uma boa estimativa
das condicGes de dissolucdo in vivo (HENS et al., 2017; LU et al., 2017).
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Estudos de supersaturagdo in vitro também vém sendo conduzidos
utilizando fluidos gastrointestinais humanos como meio (HENS et al.,
2016; RUBBENS et al., 2016). Porém, devido a disponibilidade destes
meios ser consideravelmente restrita, seu uso apresenta limitagoes.

Um namero consideravel de estudos de supersaturacdo ainda vem
sendo conduzido em meios ndo-biorrelevantes, como a agua ou solucdes
tampdo (BAGHEL; CATHCART; O’REILLY, 2016¢c; RAINA et al.,
2015; UEDA et al., 2015). Estes meios podem ndo prover informagdes
consistentes sobre a capacidade dos carreadores poliméricos de atingir e
manter a supersaturacdo de farmacos pouco sollveis, ou ndo predizer
adequadamente seu comportamento in vivo.

Neste contexto, o presente capitulo aborda a aplicacdo de estudos
de supersaturacdo in vitro para a sele¢cdo de potenciais carreadores
poliméricos para compor DS de HCTZ e CC, por meio da avaliagdo da
atividade anti-precipitante dos polimeros selecionados sobre estes
farmacos. Os estudos serdo conduzidos por meio do método solvent shift
para o farmaco CC e pela adicdo do farmaco amorfo para a HCTZ, em
dois meios distintos: tampéao fosfato pH 6,8 e meio biorelevante FaSSIF.

3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Materiais

As matérias-primas CC (Xi’an Lyphar Biotech Co., Ltd) e HCTZ
(Suzhou Ausun Chemical Co., Ltd) foram adquiridas do fornecedor
Pharmanostra. O HPMC (Methocel® E6 Premium LV) foi doado pelo
Laboratorio Farmacéutico Elofar Ltda (Floriandpolis, Brasil). Os
polimeros HPMCAS tipos L, M e H (AquaSolve®, p6 fino) foram doados
pelo fabricante Ashland (S&o Paulo, Brasil). O SOL (Soluplus®) foi doado
pelo fabricante BASF (S&o Paulo, Brasil). O meio biorrelevante FaSSIF
foi adquirido do fabricante Biorelevant (Londres, Inglaterra). A dgua
ultrapura foi obtida através de sistema Milli-Q®. Todos os demais
reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico e/ou de
grau para uso em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Preparo dos meios

O meio biorrelevante FaSSIF foi preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante. Ap6s o preparo, este é composto por 3mM de
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taurocolato de sddio, 0,75 mM de lecitina, 105,9 mM de cloreto de sodio,
28,4 mM de fosfato de sddio monobésico e 8,7 mM de hidroxido de sédio
em agua, com um pH de 6,5 £ 0,05. O tampdo fosfato de potéssio pH 6,8
foi preparado conforme instru¢es da United States Pharmacopeia 39
(USP, 2016).

3.2.2.2 Estudos de solubilidade em equilibrio

Estudos de solubilidade em equilibrio foram realizados para 0s
farmacos cristalinos nos meios selecionados, com e sem a presenca dos
polimeros, pelo método Shake flask, utilizando uma Incubadora Shaker
NT-715 (Nova Técnica, Brasil).

Excesso dos farmacos (5 mg de CC e 100 mg e HCTZ) foram
adicionados individualmente a 10 mL de cada um dos meios contendo
0,0%, 0,10%, 0,25% e 0,50% (m/v) de SOL, HPMC, HPMCAS L, M ou
H, e submetidos a agitacdo de 240 rotagcBes por minuto (rpm) sob
temperatura de 37,0°C £ 1,0 °C. Aliquotas de 1 mL de cada meio foram
retiradas a cada 24 h, até o alcance do equilibro da concentracdo dos
farmacos solivel nos meios. Apés a coleta, as aliquotas foram
imediatamente filtradas por meio de filtro de seringa de poliamida com
0,45 pm de tamanho de poro (Chromaphil® Xtra), diluidas em acetonitrila
e quantificadas por CLAE conforme os métodos desenvolvidos.

Ainda, para avaliar o impacto de pequenas quantidades do solvente
organico na solubilidade em equilibrio da CC, o estudo de solubilidade
em equilibrio para este farmaco também foi conduzido nos meios sem a
adicdo de polimero, porém contendo 0,50% de DMSO.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.2.2.3 Obtencéo e caracterizacdo da hidroclorotiazida amorfa

Para a obtencdo da HCTZ na forma amorfa, 2 g do farmaco
cristalino foram pesados e transferidos para jarros de ago inox de
capacidade de 125 mL de um moinho de esferas Retsch PM200 (Haan,
Alemanha), contendo em seu interior trés esferas de aco inoxidavel de 10
mm de didmetro, de modo que a razdo esfera/pé se manteve em
aproximadamente 50:1 (m/m).

O farmaco foi moido a 560 rpm por 2,5 h a temperatura ambiente,
sendo as condicdes de moagem definidas por meio de testes
experimentais prévios. Apés sua obtencdo, a amorfizacdo do material foi
confirmada por analises de DRX, onde os difratogramas do farmaco
cristalino e moido foram obtidos utilizando equipamento 6-6 D2 Phaser
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(Bruker), com radiacdo de cobre Ko (A = 1,5418 A), operando em uma
corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV, equipado com um detector de
cintilagdo unidimensional LINXEYE. As medidas foram realizadas a
temperatura ambiente, em porta amostras com cavidade, através de
varredura angular a 26 na faixa de 5 ° a 40 ° e step angular de 0,091 °s.

O farmaco amorfo foi acondicionado em frasco ampola de vidro
com tampa plastica, vedado com filme Parafilm®, identificado e
armazenado em geladeira a temperatura de 2,0 a 8,0°C até sua utilizacdo
nos estudos de supersatura¢do in vitro, que foram executados no periodo
de uma semana a partir da data da realizacdo da moagem.

3.2.2.4 Estudos de supersaturacao in vitro

Os estudos de supersaturacao in vitro foram conduzidos nos meios
FaSSIF e tampéo fosfato pH 6,8 contendo 0,0%, 0,10%, 0,25% e 0,50%
(m/v) de SOL, HPMC, HPMCAS L, M ou H.

Frascos erlenmeyer de capacidade de 25 mL contendo 10 mL de
FaSSIF ou 20 mL de tampéo fosfato pH 6,8 (com a auséncia e presencga
dos polimeros nas concentracdes selecionadas) foram acomodados em
incubadora Shaker Nova Técnica NT-715. A temperatura foi mantida a
37,0 £ 1,0°C com agitacdo de 240 rpm durante todo o estudo.

Para a CC, solucbes estoque do farmaco em DMSO nas
concentragBes de 5,52 mg/mL e 154,18 mg/mL foram preparadas, de
modo a induzir um IS inicial de 20 para o meio tampéo fosfato pH 6,8 e
de 100 para o meio FaSSIF. Aliquotas destas solugdes estoque
correspondentes a 0,50% do volume dos meios (50 pL para o meio
FaSSIF e 100 pL para o meio tampao fosfato pH 6,8) foram adicionadas
a cada frasco contendo o meio pré-aquecido.

Para a HCTZ, massas de 100 mg (para o meio FaSSIF) e 200 mg
(para o meio tampéo fosfato pH 6,8) do farmaco amorfo foram pesadas
individualmente e adicionadas a cada frasco erlenmeyer contendo os
meios pré-aquecidos, com e sem a presenca dos polimeros.
Adicionalmente, o estudo foi conduzido com o farmaco cristalino apenas
nos meios sem a adi¢do de polimero, visando avaliar o incremento de
solubilidade proporcionado pela amorfizagéo do farmaco.

Nos intervalos de tempo de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90 e 120
min, aliquotas de 0,5 mL (para o meio FaSSIF) e 1,0 mL (para 0 meio
tampdo fosfato pH 6,8) foram retiradas e filtradas por filtros de seringa de
poliamida com 0,45 um de tamanho de poro (Chromaphil® Xtra). As
amostras filtradas foram imediatamente diluidas em acetonitrila, para
prevenir qualquer cristalizacdo adicional do farmaco, e injetadas em
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Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia para andlise da concentracdo
dissolvida dos farmacos.

Todos os estudos de supersaturagdo in vitro foram realizados em
triplicata.

3.2.2.4 Microscopia de Luz Polarizada

A técnica de Microscopia de Luz Polarizada (MLP) foi utilizada
para avaliar a tendéncia de cristalizagdo das amostras durante os estudos
de supersaturagdo in vitro. Nos intervalos de tempo de 5, 60 e 120 min,
aliquotas de 300 pL foram retiradas de cada frasco erlenmeyer,
transferidas para tubos Eppendorf e centrifugadas a 6.200 rpm por 5 min
em microcentrifuga MiniStar (MiniStar, Bélgica). O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado até que restassem poucos microlitros no
fundo do tubo. Aliquotas de 20 pL das suspensGes remanescentes foram
colocadas em laminas de vidro, cobertas com laminulas de vidro e
analisadas por meio de Microscépio Olympus CX41RF equipado com
analisador de luz transmitida (U-ANT) e polarizador de luz transmitida
(U-POT) (Olympus Corporation, Tdquio, Japao).

A avaliacdo da cristalinidade das amostras foi realizada, baseada
na observacao visual da birrefringéncia dos cristais (quando presentes),
em comparacao com as regides amorfas ndo-birrefringentes.

3.2.2.4 Quantificacdo dos farmacos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

As soluges amostra foram quantificadas por CLAE, conforme
métodos desenvolvidos e para esta finalidade, utilizando um
cromatografo liquido Shimadzu LC-10 (Shimadzu Corporation, Japao)
equipado com detector ultravioleta.

Para ambos os farmacos, foi utilizada coluna analitica de fase
reversa octadecilsilano (C18) Phenomenex Gemini 110 A, com
dimens6es de 250 mm x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 um, mantida
a uma temperatura de 25°C.

Para quantificacdo da CC, a fase mdvel foi utilizada em modo
isocratico e composta por acetonitrila; tampé&o acetato de sédio 5mM pH
4,0 (75:25 viv), a um fluxo de 1,5 mL/min. O comprimento de onda
utilizado para a analise foi de 215 nm. Ap0s filtracdo apropriada, 40 uL
das amostras foram injetados no sistema de CLAE.
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Para quantificacdo da HCTZ, a fase mdével foi composta de
acetonitrila: tamp&o acetato de sédio 5mM pH 4,0 (25:75 v/v), a um fluxo
de 1,5 mL/min. O comprimento de onda utilizado para a analise foi de
254 nm e, apds filtragdo apropriada, 10 uL das amostras foram injetados
no sistema de CLAE.

Curvas de calibragdo foram construidas em uma faixa linear de 0,2
a 100,0 pg/mL para a CC e de 5,0 a 200,0 pg/mL para a HCTZ. As
amostras foram diluidas de modo a apresentarem respostas dentro do
intervalo linear da curva de calibracdo, e quantificadas por meio das
equacdes da reta obtidas.

3.2.2.5 Analise estatistica

A anélise estatistica dos dados obtidos e os calculos de area sob a
curva (AUC) foram realizados utilizando o software GraphPad Prism® 6
(San Diego, EUA).

O teste t de Student foi utilizado para determinar a influéncia do
DMSO na solubilidade em equilibrio de CC.

A analise de variancias (ANOVA) fator Unico, seguida de teste de
multiplas comparacdes de Tukey foi empregada a fim de comparar e testar
a significancia estatistica dos valores de solubilidade em equilibrio dos
meios com e sem polimeros e dos valores de area sob as curvas (AUC)
obtidos nos experimentos de supersatura¢do in vitro para ambos 0s
farmacos.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
guando o valor de probabilidade (p) foi inferior a 0,05, a um nivel de
confianca de 95%.

3.2.2.6 Espalhamento Dindmico de Luz

Visando avaliar a ocorréncia da potencial interagdo entre o
polimero SOL e os sais bhiliares presentes em FaSSIF, o tamanho das
particulas dispersas em solucdo foi medido pela técnica de Espalhamento
Dindmico de Luz (DLS), em equipamento ALV laser goniometer com
laser de hélio-neon vermelho linearmente polarizado (A = 632,8 nm) e
correlacionador digital de maltiplo tau LSE-5004.

Para o preparo das amostras, frascos erlenmeyer de 25 mL
contendo 10 mL de FaSSIF, FaSSIF contendo 0,25% de SOL e tampao
fosfato de sddio pH 6,5 contendo 0,25% de SOL foram acomodados em
incubadora Shaker Nova Técnica NT-715. O tampéo fosfato pH 6,5 €
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utilizado para o preparo do meio biorrelevante FaSSIF, e foi preparado
conforme as instruc@es do fabricante Biorelevant.

Os meios, preparados em duplicata, foram pré-aquecidos a 37,0 +
1,0°C, e a um dos frascos aliquotas de 50 uL de uma solucéo estoque do
farmaco CC em DMSO a 154,18 mg/mL foram adicionadas. As amostras
dos meios com e sem o farmaco CC foram agitadas por 120 min a 240
rpm e entdo filtradas por meio de filtro de seringa de poliamida com 0,45
um de tamanho de poro (Chromaphil® Xtra). Em seguida, foram
introduzidas em células de vidro de 10 mm e analisadas em diversos
angulos de espalhamento no intervalo de 30° e 145°, a temperatura de 25
°C. Os resultados foram analisados utilizando software ALV-correlator
V.3.0.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Solubilidade em equilibrio de candesartana cilexetila e
hidrocolorotiazida

Os estudos de solubilidade em equilibrio foram realizados para
avaliar a influéncia dos polimeros na solubilidade dos farmacos. A
selecdo dos meios foi realizada considerando que a CC e HCTZ ndo
possuem um local preferencial de absorcdo e a literatura relata que a
absorcdo da HCTZ pode ser aumentada na presenca de alimentos no trato
gastrointestinal, enquanto a absorcdo da CC ndo é afetada por esse este
fator (BARBHAIYA et al., 1982; HUSAIN et al., 2011).

Deste modo, meios compativeis com a porgdo intestinal foram
utilizados, uma vez que este é conhecidamente um local preferencial de
absorcdo de farmacos (DUIZER et al., 1997). A condicdo de jejum foi
selecionada considerando que esta representaria 0 pior caso para a
absorcao do farmaco HCTZ.

Os resultados de solubilidade em equilibrio obtidos para os
farmacos HCTZ e CC encontram-se demonstrados na Tabela 2.

Para a CC, o equilibrio foi alcancado ap6s 72 h em tampéo fosfato
pH 6,8 e apds 48 h em FaSSIF, resultando em uma concentracdo de
farmaco soltvel de 1,38 + 0,07 pg/mL e 7,71 £ 0,12 pg/mL para os meios
citados, respectivamente.

Para a HCTZ, o equilibrio foi atingido ap6s 24h para ambos 0s
meios, resultando em valores de solubilidade em equilibrio de 978,08 +
8,68 ug/mL para o tampéo fosfato pH 6,8 e 1.262,83 + 32,84 ug/mL para
o0 FaSSIF.
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Tabela 2 - Solubilidade em equiibrio dos farmacos CC e HCTZ na presenga e auséncias dos polimeros em diferentes concentragdes
nos meios de estudo. * representa resultados estatisticamente diferentes quando comparados aos respectivos meios sem a adi¢éo de
polimeros (p<0,05).

Polimero Candesartana cilexetila (ug/mL) Hidroclorotiazida (ug/mL)
adicionado Tampdo fosfato pH 6,8 FaSSIF Tampao fosfato pH 6,8 FaSSIF
Sem polimero 1,38 £ 0,07 7,71+£0,12 978,08 + 8,68 1262,83 + 32,84
0,109% HPMC 1,17 £ 0,07 8,68+ 0,92 927,77 + 28,86 1214,68 £ 47,99
0,25% HPMC 1,25+ 0,03 8,77 £ 0,67 931,16 £ 14,70 1270,10 £ 41,90
0,50% HPMC 1,29 +0,10 8,36 £ 0,25 942,27 £22,11 1290,85 + 33,28
0,10% HPMCAS L 1,21+ 0,04 7,23 £0,10 997,57 £ 10,64 1285,55 + 14,12
0,25% HPMCAS L 1,21+0,01 7,11+0,14 952,39 + 18,99 1259,35 + 15,42
0,50% HPMCAS L 1,19+0,10 7,09+£0,24 971,47 £6,12 1254,60 + 32,57
0,10% HPMCAS M 1,43+0,04 7,53+ 0,63 971,29 £ 13,79 1216,42 + 18,36
0,25% HPMCAS M 1,58 + 0,08 8,17+0,11 978,02 £ 10,82 1250,21 + 66,67
0,50% HPMCAS M 2,02+0,12 7,41+£0,24 997,77 £ 59,42 1268,46 + 46,34
0,10% HPMCAS H 1,34 £ 0,03 8,34 £ 0,67 925,80 £ 21,52 1271,17 £ 49,18
0,25% HPMCAS H 1,77+0,11 8,67 +0,17 971,95+ 10,39 1295,74 + 24,45
0,50% HPMCAS H 1,83+0,13 8,76+ 0,44 946,86 + 25,02 1220,12 + 29,31
0,10% SOL 4,75 + 0,45 8,57+0,34 1146,86 + 25,02" 1343,88 £ 27,54
0,25% SOL 11,93 £0,31" 12,22 £+ 0,42" 1192,94 + 26,59" 1386,88 + 37,88"
0,50% SOL 13,11 +£1,57" 18,64 +0,74" 1208,99 + 11,65" 1400,52 + 23,32"
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Como esperado, o valor de solubilidade em equilibrio obtido para
os farmacos em meio FaSSIF sem a adicdo de polimeros foi superior
aquela obtida para o tampédo fosfato pH 6,8, devido aoc mecanismo de
solubilizagcdo micelar atribuido aos sais biliares presentes no meio
biorrelevante (BUCKLEY etal., 2013; HOLM; MULLERTZ; MU, 2013;
RIETHORST et al., 2016).

Para o farmaco CC, a solubilidade em equilibrio em FaSSIF foi
cerca de 5,5 vezes maior que em tampao fosfato pH 6,8, enquanto que
para a HCTZ este aumento foi de cerca de 1,3 vezes. Esta diferenca no
incremento de solubilidade pode ser atribuida as diferentes caracteristicas
fisico-quimicas dos farmacos, onde a CC, sendo mais lipofilica,
apresentou grande afinidade pelas micelas do meio biorrelevante, tendo
um incremento de solubilidade mais significativo em meio FaSSIF.

Os estudos de solubilidade em equilibrio também demonstraram
que a presenca dos polimeros HPMC e HPMCAS tipos L, M e H néo
influenciou na solubilidade em equilibrio da CC e da HCTZ cristalinas
em ambos os meios testados (p>0,05). Entretanto, a solubilidade dos
mesmos aumentou quando o polimero SOL foi adicionado ao meio
tampdo fosfato pH 6,8, em todas as concentragdes testadas, e a0 meio
FaSSIF contendo SOL a 0,25% e 0,50%, apresentando resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparados ao meio sem a
adicdo de polimeros. Ja para 0 meio FaSSIF contendo SOL a 0,10%
resultados estatisticamente semelhantes foram obtidos (p>0,05).

Em geral, a solubilidade de ambos os farmacos aumentou com o
aumento da concentracdo de SOL nos meios estudados. Como um
solubilizante polimérico, o SOL é capaz de promover a solubilizacdo
micelar de farmacos pouco sollveis. A formacdo de micelas ocorre
guando a concentracdo do surfactante se encontra acima de sua
concentracdo micelar critica (CMC) (SHAMMA,; BASHA, 2013). Todas
as concentracdes testadas nos estudos realizados se encontraram acima da
CMC do polimero SOL, que é de aproximadamente 0,0007%
(REINTJES, 2011), sendo, portanto, o aumento de solubilidade dos
farmacos atribuido a solubilizacdo micelar proporcionada por este
polimero.

A andlise estatistica dos dados demonstrou que a pequena
guantidade de DMSO adicionada ndo interferiu significativamente na
solubilidade em equilibrio do fArmaco CC em ambos 0s meios testados,
uma vez que o valor de p foi superior a 0,05 no teste t realizado. Assim
sendo, a solucdo estoque de CC em DMSO, quando adicionada na
concentragcdo de 0,5% do volume total dos meios, demonstrou ser
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adequada utilizagdo nos estudos de supersaturacgdo in vitro. Os resultados
obtidos encontram-se ilustrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados de solubilidade em equilibrio de CC em diferentes meios
com e sem a adi¢do de solvente organico

Concentracdo  Concentragdo média =

Meio (ug/mL) desvio padréo (ug/mL) p (teste 1
Tampdo 146
1,33 1,38 £ 0,07
fosfato pH 6,8
135 0,9652
Tampéo 1,39 '
fosfato pH 6,8 1,35 1,38+ 0,03
+ 0,5% DMSO 1,40
17,77
FaSSIF 7,78 7,71£0,11
a + ’
0,5% DMSO . 768+0,13

3.3.2 Definicdo do indice de supersaturacdo para o farmaco
candesartana cilexetila

Os métodos para condugdo dos estudos de supersaturagao in vitro
foram selecionados com base nas caracteristicas de solubilidade dos
farmacos. Como o farmaco CC possui baixa solubilidade aquosa, a
utilizacdo do farmaco amorfo para geracdo da supersaturacdo requer a
pesagem de massas muito pequenas do mesmo. Desta forma, optou-se
pela utilizagdo do método solvent shift para este farmaco, sendo que este
método requer a definigdo de um IS para condugdo dos estudos.

Com base nos resultados de solubilidade em equilibrio obtidos para
a CC nos meios sem a adicdo de polimeros, e sabendo-se que a extensao
da supersaturacdo pode interferir no efeito inibidor de precipitacdo dos
polimeros (SUN; WEN; TAYLOR, 2016), um IS inicial de 20 foi
selecionado para ambos o0s meios estudados. Os resultados obtidos
encontram-se ilustrados na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

Devido a baixa solubilidade da CC em tampao fosfato pH 6,8, 0 IS
de 20 demonstrou ser adequado para este meio, uma vez que precipitacao
significativa do farmaco foi observada apds apenas 5 min de teste (Erro!
onte de referéncia ndo encontrada. A).
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Por outro lado, comportamento diferente foi visualizado para o
meio FaSSIF, onde com o IS de 20, praticamente todo o farmaco
permaneceu soltvel até 120 min ap6s a adi¢do da solucéo estoque de CC
neste meio (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. B). Este
omportamento pode ser explicado pelo mecanismo de solubilizacdo
micelar atribuido aos sais biliares, que reduz a quantidade de farmaco
livre em solucdo e aumenta a solubilidade aparente da CC.

Figura 6 - Precipitacdo do farmaco CC nos diferentes meios e IS: A) tampéo
fosfato pH 6,8 e B) FaSSIF. Imagens de MLP (aumento de 100x) dos precipitados
em tampéo fosfato pH 6,8 (IS 20) e FaSSIF (IS 100) ap6s 120 min de teste. As
setas indicam estruturas representativas: cristais (seta sélida) e aglomerados néo
birrefringentes de tamanhos variaveis (seta tracejada).

A

30
5 -= 1S20
E 25
)
2 20
Q
o 15
S
5 10
o
5 s
o

0

0 20 40 60 80 100 120
B Tempo (min) "
800+ £ ‘

) - s B e
E = 1550 %
2600- — 1S 100 - 2
~ .
)
'S. 400+ o .
g .:...... = '
3
e 200+ * %
8 Ny | v A o ®

0 T

0 20

40 60 80 100 120
Tempo (min)

Estudos prévios também demonstraram que o0s sais biliares podem
agir como inibidores de precipitacdo, ainda que um estudo recente tenha
reportado que a lecitina pode reduzir o efeito inibitério de cristalizacdo
dos sais biliares para o farmaco modelo telapravir (BROUWERS;
BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009; HOLM; MULLERTZ; MU, 2013;
LU etal., 2017).

Sabe-se que o potencial quimico de um sistema supersaturado é

aumentado quando comparado a condicdo de saturacdo (equilibrio).
Assim, uma solucdo supersaturada é termodinamicamente instavel e



68

possui a tendéncia a retornar a seu estado de equilibrio (BROUWERS;
BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009). Por consequéncia, quanto maior o
IS e o potencial quimico do sistema supersaturado, maior a tendéncia de
precipitacdo do farmaco. Deste modo, devido a auséncia de precipitacdo
significativa da CC em FaSSIF com a utilizagdo do IS de 20, IS adicionais
de 50 e 100 foram testados neste meio.

Para o IS de 50, alguma precipitacdo do farmaco foi observada,
porém em pequena extensdo, o0 que ndo possibilitaria a adequada
visualizacdo do efeito inibidor de precipitacdo dos polimeros testados. Ja
0 IS de 100 demonstrou ser capaz de apresentar precipitacdo significativa
da CC, sendo selecionado para a conducdo dos estudos de supersaturagéo
in vitro no meio FaSSIF.

Adicionalmente, analises de MLP foram realizadas, e
demonstraram que a CC possui um comportamento de precipitacdo
diferente entre os dois meios testados.

A MLP é considerada técnica analitica de escolha para avaliacdo
qualitativa da cristalinidade de amostras (GUO; SHALAEV; SMITH,
2013; THAKRAL et al., 2016), sendo baseada na visualizacdo da
birrefringéncia das mesmas. A birrefringéncia é definida como a
diferenca numérica entre os indices de refragdes principais maximos e
minimos onde, para amostras amorfas e cristais em sistemas cubicos, a
birrefringéncia € igual a zero, em virtude destes materiais apresentarem
apenas um indice de refracdo. Visualmente, a birrefringéncia é detectada
na forma de cristais coloridos, enquanto que amostras amorfas séo
visualizadas com a coloragdo preta sob luz polarizada (DELLY, 2008).

Nas analises realizadas, foi possivel visualizar que em tampao
fosfato pH 6,8, a CC precipita como aglomerados desorganizados
abundantes e ndo-birrefringentes. Devido a presenca dos surfactantes
taurocolato de sédio e lecitina em FaSSIF, as ultraestruturas deste meio
sdo caracterizadas pela presenca de micelas simples de sais
biliares/fosfolipideos (RIETHORST et al.,, 2016), onde estruturas
arredondadas ndo-birrefringentes de tamanhos variaveis foram
observadas, provavelmente originadas por aglomeracdo micelar. Cristais
birrefringentes também puderam ser observados em FaSSIF (Erro! Fonte
e referéncia ndo encontrada.).

3.3.3 Caracterizacédo da hidroclorotiazida amorfa

Para a conducdo dos estudos de supersaturacdo in vitro para o
farmaco HCTZ, o método selecionado para a geracdo da supersaturagao
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foi a utilizacdo da sua forma amorfa, por ser esta uma forma de alta
energia e dissolucgdo rapida.

Este método foi selecionado uma vez que a HCTZ apresenta uma
solubilidade aquosa muitas vezes superior a da CC, o que inviabiliza a
sua solubilizacdo em uma pequena quantidade de solvente organico para
conducao do método solvent shift.

Desta forma, a obtencéo prévia da forma amorfa do farmaco foi
necessaria para a conducdo dos estudos. ApGs 0 processo de moagem
aplicado, a amorfizacdo da HCTZ foi confirmada pela técnica de DRX. A
Figura 7 ilustra os difratogramas obtidos para a HCTZ cristalina e moida.

Figura 7 - Difratogramas relativos a HCTZ cristalina e moida. A) Difratograma
ampliado do farmaco moido.
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O farmaco HCTZ exibiu alto grau de cristalinidade antes do
processo de moagem, com reflexdes caracteristicas em 26 evidenciadas
nas posicdes 9,55°, 19,11° e 28,85°, compativel com difratogramas
relatados em literatura cientifica para este farmaco (ACEVES-
HERNANDEZ et al., 2006; PARK et al., 2017; PIRES; DOS SANTOS;
SINISTERRA, 2011). Ja o difratograma obtido para a HCTZ moida
demonstrou auséncia de reflexdes agudas, e formacdo de halo
caracteristico de materiais amorfos, confirmando a amorfizacdo da
mesma proporcionada pelo processo de moagem aplicado.

Assim, a HCTZ moida foi utilizada para a condugéo dos estudos
de supersaturacdo in vitro para selecdo de potenciais carreadores
poliméricos para compor as DS deste farmaco.
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3.3.4 Influéncia dos polimeros na supersaturacdo dos farmacos em
tampéo fosfato pH 6,8

Os perfis de supersaturacao e suas respectivas AUC obtidas para o
farmaco CC em meio tampao fosfato pH 6,8 encontram-se demonstrados
na Figura 8. A AUC foi avaliada como uma medida da extensdo da
supersaturacdo alcancada pelos farmacos nos respectivos meios e
concentracdes de polimeros testados.

Figura 8 - Perfis de supersaturacdo de CC e suas respectivas AUC em tamp&o
fosfato pH 6,8 com diferentes polimeros. A) 0,10%; B) 0,25% e C) 0,50%. *
representa resultados estatisticamente diferentes quando comparados ao meio sem
a adicdo de polimeros (p<0,05).
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Adicionalmente, os resultados de 1S aos 120 min (1S120min) de teste
para cada polimero e concentra¢des testadas encontram-se demonstrados
na Tabela 4. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao.
Tabela 4 - Dados de 1S120min Obtidos para o farmaco CC nos diferentes polimeros
e concentragOes testadas em meio tampédo fosfato pH 6,8

1S120min
0,10% 0,25% 0,50%

HPMC 307051 293+042 2,78+041
HPMCASL 6,26+0,17 7,02+0,38 5,05+0,75
HPMCASM 706+0,43 1111+111 10,32+0,14
HPMCASH 39+0,12 7,09+0,34 7,98 +0,05

SOL 11,16 £0,01 18,90+2,28 19,60+0,12

Polimero

Nos estudos realizados, foi possivel observar que quando o
polimero SOL foi adicionado ao tampao fosfato pH 6,8, altos valores de
AUC e IS120min foram obtidos quando comparados ao meio contendo 0s
outros polimeros. Os valores de AUC se mostraram estatisticamente
diferentes daquele obtido para 0 meio sem polimeros, em todas as
concentrac@es de SOL testadas (p<0,05) (Figura 8).

Ainda se observou que os valores de AUC aumentaram a medida
gue a concentra¢do de SOL neste meio aumentou. A 0,25% e 0,50%, o
polimero SOL foi capaz de manter uma concentracdo de
aproximadamente 30 pg/mL de CC solGvel no meio, ou seja, praticamente
todo o farmaco adicionado permaneceu solvel em tampéo fosfato pH 6,8
pela influéncia do polimero adicionado ao meio, sendo que a AUC obtida
para o tampéo fosfato pH 6,8 contendo 0,50% de SOL foi cerca de 13
vezes maior que aquela obtida para 0 meio sem adicdo de polimeros.

Este mesmo comportamento foi observado nos estudos de
solubilidade em equilibrio realizados, demonstrando que a CC solubiliza
nas micelas de SOL. Assim sendo, a melhor efetividade demonstrada para
0 SOL no meio tampéo fosfato pH 6,8 pode ser atribuida ao fendmeno de
solubilizacdo micelar, ao invés de um efeito real de inibicdo de
precipitacdo. Ressalta-se que a solubilizagdo micelar reduz a quantidade
de farmaco livre em solucéo, o que pode influenciar na absorcéo in vivo
do mesmo (FRANCA et al., 2017).

Por outro lado, o polimero HPMC demonstrou a pior capacidade
de manutencdo de supersaturacdo da CC em tampao fosfato pH 6,8 dentre
os polimeros testados. Embora os resultados de AUC obtidos para o meio
com a presenca de HPMC tenham sido estatisticamente diferentes
daqueles obtidos para 0 meio sem adigéo de polimeros (p<0,05), 0 1S120min
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alcancado foi de apenas aproximadamente 3, demonstrando intensa
precipitacdo do farmaco CC, sendo que os valores de 1Si2omin N0 se
tornaram maiores com o aumento da concentracdo de HPMC no meio.

O polimero HPMCAS M demonstrou a melhor atividade
antiprecipitante sobre a CC dentre os diferentes tipos de HPMCAS
testados, atingindo maiores valores de AUC e ISizmin, conforme
demonstrado na Figura 8 e Tabela 4. A menor quantidade de HPMCAS
M presente no meio (0,10%) permitiu uma maior precipitacdo do
farmaco, enquanto que nenhuma diferenca estatistica significativa
(p>0,05) foi obtida entre as concentragdes de 0,25% e 0,50% deste
polimero em tampdo fosfato pH 6,8. Estes resultados sugerem efeito
concentracdo-dependente do HPMCAS M sobre a precipitagdo da CC, o
que requer testes experimentais para a determinacdo da razdo
farmaco/polimero apropriada para compor futuras DS de CC utilizando
este carreador polimerico.

Nas analises de MLP realizadas, a presenca de precipitados néo-
birrefringentes e cristais foi demonstrada para todos os polimeros e
concentracdes testadas em tampéo fosfato pH 6,8, conforme demonstra a
Figura 9. Os cristais visualizados apresentaram-se, em geral, pequenos e
detectados em propor¢do muito menor que 0s precipitados néo-
birrefringentes.

Figura 9 - Imagens de MLP (aumento de 200x) do tampdo fosfato pH 6,8
contendo os diferentes polimeros a 0,10% ap6s 120 min de estudo de
supersaturacao in vitro para o farmaco CC. A) SOL; B) HPMC; C) HPMCAS L;
D) HPMCAS M e E) HPMCAS H. As setas pretas indicam cristais
birrefringentes.
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Quando os polimeros SOL e HPMCAS M estavam presentes no
meio, pouco material precipitado foi visualizado quando comparado ao
meio sem a adi¢do de polimeros, 0 que concorda com os resultados de
supersaturacao proporcionados por estes polimeros.

A Figura 10 demonstra os perfis de supersaturagdo e suas
respectivas AUC, assim como a Tabela 5 sumariza os resultados de
1S120min Obtidos para o farmaco HCTZ em meio tampéo fosfato pH 6,8.
Os valores de 1Si20min foram calculados em relagcdo a concentracdo
dissolvida de HCTZ aos 120 min para o farmaco cristalino, e os dados
encontram-se expressos como média + desvio padréo.

Figura 10 - Perfis de supersaturagéo de HCTZ e suas respectivas AUC em tampé&o
fosfato pH 6,8 com diferentes polimeros. A) 0,10%; B) 0,25% e C) 0,50%. *
representa resultados estatisticamente diferentes quando comparados ao farmaco
amorfo em meio sem a adi¢éo de polimeros (p<0,05).
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Tabela 5 - Dados de ISizmin Obtidos para o farmaco HCTZ nos diferentes
polimeros e concentragdes testadas em meio tampdo fosfato pH 6,8

, 1S120min
Polimero 0,10% 0.25% _ 0,50%
Sem polimero (HCTZ amorfa) 1,01 +0,01

HPMC 1,46 £0,09 1,49+0,04 1,66+0,03

HPMCAS L 153+0,06 1,62+0,02 1,79+0,04
HPMCAS M 1,60+0,03 1,78+0,04 1,88+0,05
HPMCASH 1,77+0,01 2,03+0,21 1,61+0,05

SOL 141+0,09 152+0,06 1,47+0,04

Pode-se observar que, devido as caracteristicas fisico-quimicas dos
farmacos estudados, resultados diferentes daqueles obtidos para a CC
foram obtidos para o farmaco HCTZ no meio tampéao fosfato pH 6,8.

Inicialmente, foi possivel observar que, como esperado, a
amorfizacdo promoveu o aumento da solubilidade do farmaco HCTZ em
meio tampéo fosfato pH 6,8, gerando supersaturacdo do mesmo, como
pode ser visualizado pelo resultado de AUC estatisticamente diferente
guando comparado ao farmaco cristalino no meio sem adicdo de
polimeros (p<0,05). No entanto, a supersaturacdo obtida foi pequena, e
houve precipitacdo do fA&rmaco amorfo no meio, a partir dos 30 min de
teste. Por este motivo, apesar dos valores de AUC se apresentarem
estatisticamente diferentes entre o fA&rmaco cristalino e amorfo, 0 1S120min
obtido para o farmaco amorfo foi de apenas 1,01, conforme demonstrado
na Tabela 5. Este comportamento de reduzida extenséo de supersaturacéo
e precipitacdo em meio aquoso é condizente com estudos prévios
realizados com a HCTZ.

Apesar dos perfis de supersaturagdo obtidos com os diferentes
polimeros serem bastante semelhantes, como demonstra a Figura 10, o
polimero HPMCAS tipo M foi o que alcangcou os maiores valores de AUC
nas trés concentragdes testadas dentre todos os polimeros estudados.

O polimero SOL, que apresentou grande aumento da solubilidade
aparente da CC no meio tampédo fosfato pH 6,8, ndo exerceu tanta
influéncia sobre a solubilizacdo da HCTZ amorfa neste meio. Estes
resultados sugerem que a HCTZ pode ser menos sensivel ao mecanismo
de solubilizagdo micelar que a CC, possivelmente em virtude de sua maior
solubilidade aquosa e menor valor de logP. Assim, os polimeros
inibidores de cristalizagdo, como os polimeros derivados de celulose
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(HPMC e HPMCAS), exerceram efeito mais significativo sobre a
supersaturagdo da HCTZ, em comparacdo com o surfactante polimérico
avaliado (SOL), como pode ser visualizado na Figura 10 e Tabela 5.

Assim como para o farmaco CC, todos os polimeros adicionados
ao meio, nas diferentes concentracbes testadas, promoveram
supersaturagdo do farmaco em relagdo ao farmaco amorfo (p<0,05).

Ainda, as analises de MLP realizadas evidenciaram a presenca de
cristais birrefringentes no meio contendo todos os polimeros adicionados,
assim como para o tampéo fosfato pH 6,8 sem a adigdo de polimeros. As
imagens de MLP obtidas para os estudos de supersaturacdo de HCTZ em
tampéo fosfato pH 6,8 encontram-se demonstradas na Figura 11.

Figura 11 - Imagens de MLP (aumento de 200x) do tamp&o fosfato pH 6,8
contendo os diferentes polimeros a 0,50% apdés 120 min de estudo de
supersaturagdo in vitro para o firmaco HCTZ. A) farmaco amorfo; B) SOL; C)
HPMCAS L; D) HPMCAS M; E) HPMCAS H e F) HPMC. As setas pretas
indicam cristais birrefringentes.
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3.3.5 Influéncia dos polimeros na supersaturagédo dos farmacos em
FaSSIF

~x
+

Os estudos de supersaturagdo in vitro dos farmacos em meio
FaSSIF foram realizados com o objetivo de verificar o efeito
antiprecipitante dos IPPs selecionados em meio biorrelevante.

A Figura 12 apresenta os perfis de supersaturacéo e resultados de
AUC obtidos para o f&rmaco CC em meio FaSSIF e a Tabela 6 sumariza
o0s resultados de I1S1z20min. Os dados da Tabela 6 estdo expressos como
média + desvio padréo.
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Figura 12 - Perfis de supersaturacéo de CC e suas respectivas AUC em FaSSIF com
diferentes polimeros. A) 0,10%; B) 0,25% e C) 0,50%. * representa resultados
estatisticamente diferentes quando comparados ao meio sem a adi¢do de polimeros
(p<0,05).
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Tabela 6 - Dados de 1S120min Obtidos para o farmaco CC nos diferentes polimeros
e concentragoes testadas em meio FaSSIF

Polimero 1S120min
0,10% 0,25% 0,50%
HPMC 7160+252 7352+048 54,05+0,42
HPMCAS L 59,46 +8,35 64,54+6,86 5830+1,15
HPMCAS M 84,27+265 76,47+0,95 72,88+0,76
HPMCASH 51,41+098 54,60+1,58 43,16+ 0,53
SOL 60,68 +2,00 3524+1,10 28,32+0,48
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De fato, os resultados obtidos no meio biorrelevante para o
farmaco CC foram consideravelmente diferentes daqueles obtidos em
meio tampao fosfato pH 6,8. Em meio FaSSIF, observou-se que o efeito
solubilizante do polimero SOL sobre este farmaco foi drasticamente
diminuido no meio biorrelevante, como demonstram os valores de AUC
e 1S120min na Figura 12 e Tabela 6, respectivamente.

Estudos recentes reportaram ocorréncia de interacdo entre 0s
prétons da unidade de repeti¢do polietilenoglicol do polimero SOL e a
carga negativa do surfactante laurilsulfato de sédio, formando um
complexo que propiciou tanto o incremento (XIA et al., 2016) quanto o
decaimento (THIRY et al., 2016) da dissolucdo de farmacos pouco
soliveis. A lecitina e o taurocolato de sodio presentes em FaSSIF
possuem estruturas anfifilicas comparaveis a do laurilsulfato de soédio,
gue podem interagir com o SOL da mesma maneira, afetando sua
performance (THIRY et al., 2016).

Esta potencial interacdo pode ter sido responsavel pelo decaimento
da solubilizagdo da CC em FaSSIF, o que resultou em valores de AUC
menores do que aquele obtido para o meio sem a adi¢do de polimeros
guando SOL se encontrava presente neste meio a 0,25% e 0,50%.

Ainda, um outro indicativo da ocorréncia de tal interacdo sdo os
resultados de solubilidade em equilibrio obtidos para o farmaco.
Enquanto a solubilidade da CC em FaSSIF contendo 0,10% de SOL néo
demonstrou diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao
meio sem polimero, esta mesma concentracdo de SOL em tampao fosfato
pH 6,8 demonstrou um incremento de cerca de 3,5 vezes na solubilidade
em equilibrio do farmaco. A 0,50%, SOL aumentou a solubilidade da CC
em FaSSIF cerca de 2,4 vezes, enquanto em tampdo fosfato pH 6,8 este
aumento foi de aproximadamente 9,5 vezes. Estes resultados também
indicam a possivel interacdo entre 0 SOL e os sais biliares, que afeta a
solubilizacéo da CC.

A Figura 13 ilustra as imagens de MLP obtidas para o meio FaSSIF
sem a adicdo de polimeros e com a adicdo de 0,10% e 0,50% (m/v) de
SOL apds 120 min de teste.

As analises de MLP demonstraram que as estruturas arredondadas
ndo-birrefringentes observadas em FaSSIF sem adic¢do de polimeros ndo
estavam presentes quando SOL foi adicionado ao mesmo. Neste caso, o
precipitado remanescente apresentou caracteristica majoritaria de
aglomerados ndo-birrefringentes, relativamente semelhantes aos obtidos
no meio tampédo fosfato pH 6,8 sem adicdo de polimeros, porém mais
abundantes. Também foi possivel visualizar que a quantidade destes
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precipitados aumentou a medida que a quantidade de SOL dissolvida no
meio foi aumentada.

Figura 13 - Imagens de MLP (aumento de 200 x) do meio FaSSIF sem e com a
adicdo de SOL, aos 120 min de teste. A) FaSSIF, B) FaSSIF + 0,10% SOL (m/v),
e C) FaSSIF + 0,50% SOL (m/v)

A B “’*‘4
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Ainda, analises de DLS demonstraram alteracdo no tamanho das
micelas presentes em FaSSIF quando SOL foi adicionado a este meio,
conforme ilustra a Tabela 7, o que representa mais um indicio da
ocorréncia de interacdo entre o SOL e 0s componentes do meio
biorelevante FaSSIF, afetando a solubiliza¢do do farmaco CC neste meio.

Tabela 7 - Diametro médio das micelas em solucdo determinadas por DLS

Diametro
Amostras 0
médio (nm)

FaSSIF 9,24

FaSSIF + CC 38,94
FaSSIF + 0,25% SOL 68,76
FaSSIF + 0,25% SOL + CC 169,76
Tampao fosfato de sédio pH 6,5 + 0,25% SOL 63,02
Tampao fosfato de sodio pH 6,5 + 0,25% SOL + CC 215,34

A performance antiprecipitante do polimero HPMC foi
consideravelmente melhorada em FaSSIF, como pode ser observado
pelos valores de AUC e os perfis de supersaturacdo obtidos. Aos 120 min
de teste, a concentracdo de CC no meio biorrelevante contendo 0,10% e
0,25% de HPMC foi de aproximadamente 552 e 567 pg/mL,
respetivamente, enquanto em FaSSIF contendo 0,50% esta concentragdo
foi de 417 ug/mL. Estes dados representam supersaturacao consideravel
para as menores concentragdes de HPMC, uma vez que a concentracéo
do farmaco obtida em FaSSIF sem polimeros aos 120 min de teste foi de
388 pg/mL.
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O polimero HPMCAS M foi o que alcangou 0s maiores valores de
AUC e IS120min dentre os polimeros testados em FaSSIF, demonstrando
boa performance anti-precipitante sobre a CC em ambos 0s meios
testados. A menor concentragao deste polimero atingiu o maior valor de
AUC, assim como o0 maior 1S120min, conforme demonstrado na Figura 12
e Tabela 6, respectivamente. Também se observou que quanto menor a
concentracdo de HPMCAS M em FaSSIF, maior o valor de AUC obtido.

Entretanto, os polimeros HPMCAS tipos L e H demonstraram
pouca capacidade de inibicdo de precipitagdo da CC no meio
biorrelevante, exibindo performance superior apenas ao polimero SOL.

As andlises de MLP, ilustradas na Figura 14, demonstraram que as
estruturas arredondadas visualizadas em FaSSIF sem a adicdo de
polimeros permaneceram até 120 min de teste quando o polimero
HPMCAS M foi adicionado a este meio em todas as concentragdes
testadas, o que possivelmente aumentou a solubilidade aparente da CC.
Em todas as andlises de MLP realizadas, cristais birrefringentes puderam
ser detectados, assim como particulas nao-birrefringentes.

Figura 14 - Imagens de MLP (aumento de 200 x) de FaSSIF sem e com a adigdo
de polimeros a 0,50% (m/v), aos 120 min de teste dos estudos de supersaturacao
do farmaco CC. A) FaSSIF, B) FaSSIF + HPMC, C) FaSSIF + HPMCAS L, D)
FaSSIF + HPMCAS M, e E) FaSSIF + HPMCAS H. As setas sélidas pretas
indicam a presenca de cristais birrefringentes.

Em contraste ao evidenciado para o farmaco CC, os estudos de
supersaturacdo in vitro realizados para a HCTZ em meio FaSSIF ndo
demonstraram diferencas tdo significativas em relagdo ao meio tampéo
fosfato pH 6,8.



80

A Figura 15 apresenta os perfis de supersaturacdo e resultados de
AUC obtidos para o farmaco HCTZ em meio FaSSIF.

Figura 15 - Perfis de supersaturagdo de HCTZ e suas respectivas AUC em FaSSIF
com diferentes polimeros. A) 0,10%; B) 0,25% e C) 0,50%. * representa resultados
estatisticamente diferentes quando comparados ao farmaco amorfo em meio sem a
adicéo de polimeros (p<0,05).
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Os resultados de 1Siomin Obtidos para a HCTZ encontram-se
demonstrados na Tabela 8. Os dados estdo expressos como média +
desvio padrao.

Nos estudos realizados, observou-se diferenga entre os resultados
de AUC obtidos em meio tampéo fosfato pH 6,8 e em meio FaSSIF para
a HCTZ cristalina e amorfa. Enquanto em tampdo estes valores foram
estatisticamente diferentes, no meio FaSSIF, apesar do valor de AUC
obtido para o farmaco amorfo ser superior ao obtido para o farmaco
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cristalino, estes ndo demonstraram diferenca estatistica significativa. Este
comportamento é explicado pelo maior valor de AUC obtido para o
farmaco cristalino em comparacdo com o meio tampdo pH 6,8,
possivelmente em virtude da solubilizagcdo micelar do farmaco no meio
biorrelevante. Ainda, em meio FaSSIF a HCTZ amorfa apresentou
comportamento de precipitagdo ao longo do estudo de supersaturacao,
resultando em IS120min inferior ao do proprio farmaco cristalino (Tabela
8), apesar de apresentar valor de AUC superior.

Tabela 8 - Dados de ISizmin Obtidos para o farmaco HCTZ nos diferentes
polimeros e concentragdes testadas em meio FaSSIF

. 1S120min
Polimero 0.10% 025%  0,50%
Sem polimero (HCTZ amorfa) 0,95 + 0,09

HPMC 133+006 1,32+0,04 1,50+ 0,04

HPMCAS L 144+006 1,66+006 1.65z+0,02
HPMCAS M 1,71+013 1,69+0,12 1,75+ 0,04
HPMCAS H 148+005 151+005 1.43+0,02

SoL 1214003 129+004 154+0,03

Como observado para o0 meio tampéo fosfato pH 6,8, a adi¢do dos
polimeros nas diferentes concentracBes testadas no meio biorrelevante
promoveu aumento da AUC obtida em relagdo ao meio sem polimeros
(p<0,05), bem como perfis de supersaturacdo consideravelmente
semelhantes entre si foram obtidos com os diferentes polimeros, como
demonstra a Figura 15.

O polimero HPMCAS tipo M também alcangou 0s maiores valores
de AUC em meio biorrelevante dentre os polimeros estudados nas trés
concentracdes testadas, enquanto que o polimero SOL obteve os menores
valores de AUC, exceto para a concentracdo de 0,50%, o que demonstra
certo efeito concentracdo dependente de SOL sobre a solubilidade da
HCTZ, porém ainda enfatiza que os polimeros inibidores de cristalizacdo
sdo mais efetivos que os polimeros solubilizantes para manutencdo da
supersaturacdo deste farmaco, conforme observado para o0 meio tampao.

Cristais  birrefringentes, assim como precipitados néo
birrefringentes foram observados nas analises de MLP para todos os
estudos de supersaturacao realizados no meio biorrelevante paraa HCTZ,
assim como para o estudo realizado com o farmaco amorfo no meio sem
adicao de polimeros.
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3.3.6 A escolha do correador polimérico e consideracfes acerca da
selecdo dos meios para estudos de supersaturacdo in vitro

Com base nos dados de AUC obtidos nos estudos de
supersaturacao realizados, foi possivel ordenar os polimeros testados por
sua capacidade de inibicdo de precipitacdo dos farmacos modelo CC e
HCTZ, conforme dados demonstrados nas Tabela 9 e Tabela 10 abaixo.

Tabela 9 - Ranking do potencial de inibigdo de precipitacdo dos polimeros sobre
o fa&rmaco CC em diferentes meios

Meio % polimero Potencial de inibicdo de precipitacao

Tampéo 0,10 HPMCAS M > HPMCAS H > HPMCAS L > HPMC
fosfato 0,25 HPMCAS M > HPMCAS H > HPMCAS L > HPMC
pH 6,8 0,50 HPMCAS M > HPMCAS H > HPMCAS L > HPMC
0,10 HPMCAS M > HPMC > HPMCAS L > HPMCAS H
FaSSIF 0,25 HPMCAS M > HPMC > HPMCAS L > HPMCAS H
0,50 HPMCAS M > HPMC > HPMCAS L > HPMCAS H

Tabela 10 - Ranking do potencial de inibi¢do de precipitacdo dos polimeros sobre
o0 farmaco HCTZ em diferentes meios

Meio % polimero

Potencial de inibicdo de precipitacéo

Tampéo 0,10 HPMCAS M > HPMCAS H > HPMCAS L > HPMC
fosfato 0,25 HPMCAS M > HPMCAS H > HPMCAS L > HPMC
pH 6,8 0,50 HPMCAS M > HPMCAS L > HPMCAS H > HPMC
0,10 HPMCAS M > HPMCAS H > HPMCAS L > HPMC
FaSSIF 0,25 HPMCAS M > HPMCAS L > HPMCAS H > HPMC
0,50 HPMCAS M > HPMCAS L > HPMC > HPMCAS H

Devido ao mecanismo de solubilizagdo micelar promovido pelo
polimero SOL, que possui uma concentragdo micelar critica de 7,6 mg/L
(BASF PHARMA INGREDIENTS & SERVICES, 2010), a concentracao
dos farmacos livres em solucdo foi reduzida, sobretudo para o farmaco
CC, promovendo menor supersaturacdo dos mesmos, em virtude dos
farmacos se encontrarem solubilizados em micelas. Desta forma, os dados
de AUC obtidos nos estudos de supersaturagcdo conduzidos nos meios
contendo SOL ndo puderam ser comparados aos demais sistemas
testados. Por esta razdo, o polimero SOL néo foi incluido na Tabela 9 e
Tabela 10, assim como este ndo foi considerado um inibidor de
precipitacdo promissor para os farmacos estudados.

O polimero HPMCAS tipo M apresentou boa atividade anti-
precipitante para os farmacos HCTZ e CC em ambos os meios testados,
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atingindo os maiores valores de AUC quando comparado aos demais
polimeros, e foi capaz de manter a supersaturacdo pelos 120 min de teste.
Assim sendo, este polimero foi considerado a melhor escolha de carreador
polimérico para o desenvolvimento de DS dos farmacos CC e HCTZ.

O HPMCAS ¢ considerado um polimero efetivo em iniciar e
manter a supersaturacdo de varios farmacos com diferentes caracteristicas
fisico-quimicas (UEDA et al., 2014b). Embora o0 mecanismo de
estabilizacdo polimérica das solucdes supersaturadas ndo seja totalmente
conhecido, a hidrofobicidade intermediaria do HPMCAS e sua interacdo
com os farmacos em estudo aparentam ser fatores chave para a sua
performance como inibidor de precipitacdo da CC e HCTZ.

A literatura relata que polimeros muito hidrofilicos tendem a
interagir com as moléculas do solvente, enquanto polimeros muito
hidrofébicos tendem a interagir preferencialmente com outras unidades
monomeéricas. Assim, polimeros com hidrofobicidade intermediéria
apresentam regides hidrofébicas capazes de interagir com os farmacos
pouco sollveis, assim como possuem hidrofilicidade adequada para
promover a solvatagdo em meio aquoso, sendo, portanto, mais efetivos
como inibidores de precipitacdo (BAGHEL; CATHCART; O’REILLY,
2016¢; ILEVBARE et al., 2012; MOSQUERA-GIRALDO et al., 2016;
UEDA et al., 2014a, 2014b).

O polimero HPMCAS tipo M ¢é relatado como um polimero de
média hidrofobicidade (ILEVBARE et al., 2012; KLAR; URBANETZ,
2016) e, devido a esta caracteristica, foi capaz de interagir favoravelmente
com as moléculas dos farmacos HCTZ e CC, possivelmente adsorvendo
na superficie dos cristais e prevenindo a incorporacao de novas moléculas,
atuando como um inibidor de crescimento de cristal (ILEVBARE et al.,
2012). A literatura também relata que este polimero é capaz de atuar como
inibidor de cristalizacdo mesmo em solugdes micelares, como 0 meio
FaSSIF (UEDA et al., 2014b).

Nos experimentos realizados, também foi demonstrado que o meio
utilizado nos estudos de supersaturacdo in vitro desempenha um
importante papel nos resultados, assim como as caracteristicas fisico-
quimicas dos farmacos em estudo.

Os estudos conduzidos para a CC pelo método solvent shift
demonstraram que o IS deve ser cuidadosamente selecionado,
considerando a influéncia dos componentes particulares de cada meio e 0
seu potencial efeito na supersaturagdo dos farmacos. Nestes, foi
claramente demonstrado que o IS selecionado para o meio tampao fosfato
pH 6,8 ndo pode ser utilizado para 0 meio FaSSIF, sendo necessario um
IS maior para 0 meio biorrelevante, de modo a se obter resultados
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confidveis a respeito da habilidade de inibicdo de precipitacdo dos
polimeros testados. Assim, a utilizacdo de um meio apropriado pode
auxiliar na selecdo de polimeros capazes de atingir e manter a
supersaturacdo dos farmacos, assim como melhor predizer seu
comportamento de supersaturacdo in vivo.

Para o farmaco HCTZ, ndo foram evidenciadas alteracGes
significativas entre os dois meios estudados, possivelmente devido a
maior solubilidade aquosa deste farmaco quando comparado a CC, assim
como a sua maior tendéncia a recristalizagdo em meio aquoso.

Ainda para a CC, todos os polimeros avaliados apresentaram
performance anti-precipitante diminuida nas maiores concentracfes
testadas em meio FaSSIF. Este resultado sugere que a utilizagdo de
menores proporcdes de polimeros em DS deste farmaco pode ser capaz
de atingir maior supersaturacdo e consequentemente favorecer a absorcéo
fisioldgica do farmaco. Ja para o farmaco HCTZ, os resultados de AUC e
1IS120min obtidos para as diferentes concentracGes testadas ndo se
mostraram significativamente diferentes, apesar do ranking do potencial
de inibicdo de precipitacdo dos polimeros em meio FaSSIF ter variado
dentre as diferentes concentracdes testadas.

Foi possivel observar, sobretudo para a CC, que o aumento da
AUC promovido pelos IPPs em meio FaSSIF foi menor que aquele
visualizado em meio tampéo fosfato pH 6,8, provavelmente devido ao
efeito de solubilizagcdo micelar dos sais biliares. Assim, os altos valores
de AUC alcangados em tampdo fosfato pH 6,8 poderia superestimar a
extensdo do impacto dos polimeros na precipitagdo dos farmacos em
estudo, fato que reforca a importancia de se considerar a influéncia dos
constituintes fisiologicos dos meios selecionados para conducdo dos
estudos de supersaturacdo in vitro.

3.4 CONCLUSAO

A selecdo de potenciais carreadores poliméricos para obtencdo de
SDDS de farmacos pouco sollveis na forma de DS é um passo
fundamental em seu desenvolvimento. Os polimeros podem agir como
inibidores de precipitacdo e tém sido extensivamente aplicados para esta
finalidade.

Diferentes polimeros foram testados com relagdo a sua capacidade
de inibicdo de precipitacdo dos farmacos CC e HCTZ em dois diferentes
meios, € o0 polimero HPMCAS tipo M foi selecionado como a melhor
opcao de carreador polimérico para compor DS destes farmacos, dentre
o0s polimeros testados. Este € um polimero entérico derivado de celulose,
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capaz de inibir a precipitacdo dos farmacos estudados, alcancando e
mantendo seu estado de supersaturagdo em ambos 0s meios testados. Em
contraste, o polimero SOL aparentemente formou complexos com os sais
biliares presentes no meio biorrelevante FaSSIF, o que interferiu
diretamente na solubilidade aparente do farmaco CC, enquanto que para
o farmaco HCTZ a solubilidade aparente ndo foi consideravelmente
afetada, apesar dos valores de AUC obtidos com o o polimero SOL se
apresentarem, em geral, menor que as AUCs obtidas para os demais
polimeros testados em meio biorrelevante.

O ranking dos polimeros conforme seu potencial de inibigdo de
precipitacdo do farmaco CC foi completamente diferente entre os meios
testados, sugerindo que o uso de meios nao-biorrelevantes como o tampao
fosfato pH 6,8 pode tanto superestimar ou reduzir a performance dos
inibidores poliméricos de precipitacdo. Para este farmaco, o meio FaSSIF
também demonstrou ser mais discriminativo para avaliar a habilidade de
inibicdo de precipitacdo dos polimeros testados com relacdo a sua
concentracao adicionada aos meios.

Assim, 0 uso de meios biorrelevantes em estudos de
supersaturacdo in vitro de farmacos pouco sollveis é recomendado,
sobretudo para farmacos de alta lipofilicidade, de modo a guiar a selecéo
de carreadores poliméricos por prever as potenciais interacdes entre 0s
IPPs e os componentes dos fluidos gastrointestinais. Como a
disponibilidade  dos  fluidos  gastrointestinais  humanos &
consideravelmente limitada, o uso de meios biorrelevantes
comercialmente disponiveis € uma boa alternativa para conducdo dos
estudos de supersaturacao in vitro.
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Capitulo 111

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGCAO E AVALIACAO
DE DISPERSOES SOLIDAS DE CANDESARTANA
CILEXETILA E HIDROCLOROTIAZIDA
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4 DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGCAO E AVALIACAO
DE DISPERSOES SOLIDAS DE CANDESARTANA
CILEXETILA E HIDROCLOROTIAZIDA

4.1 INTRODUCAO

As DS constituem uma das mais bem sucedidas estratégias
tecnoldgicas para o incremento das propriedades biofarmacéuticas de
farmacos pouco sollveis (BAGHEL; CATHCART; O’REILLY, 2016b).

A primeira aplicacdo destes sistemas visando o aumento da
biodisponibilidade de farmacos foi reportada had mais de 50 anos €, na
atualidade, o nimero de formulacfes baseadas em DS em estégio final de
desenvolvimento ou em forma de produtos comercializados vem
crescendo, em virtude de sua cinética de dissolugdo melhorada, baixa
toxicidade, flexibilidade de dosagem e adequabilidade para administracdo
por meio das formas farmacéuticas orais convencionais, como
comprimidos e capsulas (HE; HO, 2015).

As DS sdo capazes de promover o aumento da biodisponibilidade
de farmacos pela manutengdo de um estado de supersaturagdo no trato
gastrointestinal (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009).
Neste sentido, a selecdo de carreadores poliméricos adequados exerce
fundamental papel, visando a rapida dissolucdo e liberagdo do farmaco, a
manutencdo do estado supersaturado por tempo adequado para permitir
sua absorcdo, bem como a manutencdo do farmaco no estado amorfo
durante seu armazenamento (HE; HO, 2015).

O carreador polimérico HPMCAS M foi selecionado com base em
estudos de supersaturacao in vitro, que demonstraram sua habilidade de
geracdo e manutencgdo de supersaturagdo dos farmacos CC e HCTZ em
meios compativeis com os fluidos intestinais, dados ja apresentados no
capitulo anterior. No entanto, estes estudos por si s6 ndo sdo capazes de
prover informag8es sobre a capacidade do polimero de formar DS com os
farmacos em estudo, e qual a proporcdo farmaco/polimero ideal a ser
aplicada.

Desta forma, o presente capitulo aborda o desenvolvimento de
DS dos farmacos em estudo utilizando diferentes proporgdes de
HPMCAS M, de modo a avaliar a efetividade da obtencéo de DS amorfas,
bem como determinar a proporcao farmaco/polimero mais adequada para
a geracdo e manutencdo da supersaturacdo em meio aquoso da CC e
HCTZ.
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As DS desenvolvidas foram caracterizadas em estado sélido por
técnicas diversas, assim como avaliadas em termos de rendimento, teor e
capacidade de promogdo e manutencdo de supersaturacdo da CC sob
condi¢cbes ndo-sink em meio biorrelevante FaSSIF. Estudos de
estabilidade fisico-quimica das formulagfes mais promissoras
selecionadas foram realizados com o objetivo de acompanhar a tendéncia
de recristalizacdo das DS desenvolvidas frente a diferentes condi¢des de
temperatura e umidade. Ainda, o efeito in vivo de bloqueio dos receptores
de angiotensina Il foi avaliado para a formulacdo mais promissora obtida
para o farmaco CC. Esta formulagdo foi selecionada para conducao de
estudos farmacodinamicos in vivo devido ao resultado expressivo de
incremento de solubilidade e gera¢do de supersaturacdo do farmaco
verificados para a formulacdo selecionada.

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Materiais

As matérias-primas CC e HCTZ foram adquiridas do fornecedor
Pharmanostra, provenientes dos fabricantes Xi’an Lyphar Biotech Co.,
Ltd/China e Suzhou Ausun Chemical Co., Ltd., respectivamente. O
polimero HPMCAS M (AquaSolve®, p6 fino) foi doado pelo fabricante
Ashland. O meio biorrelevante FaSSIF foi adquirido do fabricante
Biorelevant. A agua ultrapura foi obtida através de sistema Milli-Q®.
Todos os demais reagentes utilizados nos experimentos foram de grau
analitico e/ou de grau CLAE.

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Preparo das dispers@es solidas e misturas fisicas

O preparo das DS de CC e HCTZ foi realizado pela técnica de
moagem mecanica por moinho de esferas, e as composi¢des das mesmas
encontram-se descritas na Tabela 11. As misturas fisicas (MF) foram
preparadas respeitando a mesma composi¢do das DS, e codificadas
conforme Tabela 11.

Para a obtencédo das DS de CC e HCTZ pela técnica selecionada,
cada farmaco e o polimero HPMCAS M foram pesados nas proporgoes
pré-definidas de modo a compor uma massa final de 4,0 g para o farmaco
CC e 2,0 g para o farmaco HCTZ, e transferidos para jarros de ago inox
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de capacidade de 125 mL de um moinho de esferas Retsch PM200 (Haan,
Alemanha).

Tabela 11 - Composi¢do das DS e misturas fisicas

Proporc¢ao
Formulacao Farmaco Codificacdo  farmaco/HPMCAS M
(% m/m)
CC10 10:90
CC30 30:70
cc CC50 50:50
CC70 70:30
DS HZ10 10:90
HZ30 30:70
HCTZ HZ50 50:50
HZ70 70:30
MFCC10 10:90
ce MFCC30 30:70
MFCC50 50:50
ME MFCC70 70:30
MFHZ10 10:90
MFHZ30 30:70
HCTZ MFHZ50 50:50
MFHZ70 70:30

Os materiais s6lidos foram gentilmente misturados com auxilio de
espatula por cerca de 1 minuto, e em seguida foram adicionadas trés
esferas de aco inoxidavel de 10 mm de didmetro a cada jarro, de modo
gue a razéo esfera/p6 se manteve em aproximadamente 25:1 (m/m) para
as DS do farmaco CC e 50:1 (m/m) para o farmaco HCTZ.

O processo de moagem foi executado a 560 rpm por 2,5 h a
temperatura ambiente, sendo estas condi¢des definidas por meio de testes
experimentais prévios de moagem realizadas com os farmacos cristalino.

Apobs sua obtencéo, as DS foram acondicionadas em frascos
ampola de vidro com tampa plastica, vedadas com filme Parafilm®,
identificadas e armazenadas em geladeira a temperatura de 2,0 a 8,0°C,
para posterior analise, que foi realizada em até uma semana ap6s a
producdo das DS.

Amostras adicionais dos farmacos puros isolados foi obtida sob as
mesmas condicdes experimentais de moagem, sem a presenca do
polimero.
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As proporcdes farmaco/polimero testadas foram sugeridas de
modo contemplar amostras com alta e baixa concentragdo de polimero
nas DS. Sabe-se que DS mais estaveis geralmente podem ser obtidas com
maiores proporgdes de polimero em sua composi¢do (GUO; SHALAEV;
SMITH, 2013). Por este motivo, trés formula¢bes foram desenvolvidas
com proporgOes de polimero de 50% (m/m) ou superiores. No entanto,
visando avaliar formulagcGes com maiores concentragcdes de farmaco,
também foram propostas DS utilizando quantidade dos fArmacos superior
a 50% (m/m).

As misturas fisicas (MF) foram preparadas por meio da pesagem
dos farmacos e do polimero HPMCAS M nas proporcdes pré-definidas
(quantidade final de 1,0g) seguida de simples mistura por espatulagéo por
cerca de um minuto. As amostras obtidas foram acondicionadas em
frascos ampola de vidro com tampa plastica, vedadas com filme
Parafilm®, identificadas e armazenadas em geladeira a temperatura de 2,0
a 8,0°C, para posterior analise.

4.2.2.2 Determinag&o do rendimento das dispersdes sdlidas

O rendimento final das DS foi calculado em porcentagem (m/m),
por meio da realizacdo da pesagem das DS obtidas e correlacdo com a
massa inicial de 4,0 g para as DS de CC e de 2,0 g para as DS de HCTZ.

4.2.2.3 Determinag&o do teor dos farmacos nas dispersdes solidas

O teor dos farmacos puros moidos e das DS obtidas foi
determinado pelo método analitico por CLAE descrito no Capitulo 2, item
3.2.24.

Para tanto, as solugbes amostra foram preparadas pesando
individualmente, em balanca microanalitica, massas dos farmacos puros
moidos e DS equivalentes a cerca de 5,0 mg dos farmacos, e transferindo
para baldes volumétricos de 5 mL. Os materiais sélidos foram dissolvidos
em aproximadamente 3,5 mL de acetonitrila, com auxilio de banho
ultrassdnico, e em seguida o volume foi completado com o mesmo
solvente, de modo a obter solu¢des mée das amostras com concentracao
de 1000 pg/mL.

Diluic6es adicionais foram realizadas de modo a obter solu¢fes de
concentracdo aproximada de 50 pg/mL para o farmaco CC e 100 pg/mL
para o farmaco HCTZ.
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Solugdes padrdo dos farmacos nas mesmas concentracdes finais
das solucGes amostra foram preparadas com as matérias-primas
cristalinas, conforme o procedimento descrito acima para as solucfes
amostra.

As solugdes preparadas foram filtradas por filtros de seringa de
poliamida com 0,45 pum de tamanho de poro (Chromaphil® Xtra), e
injetadas em equipamento Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japdo). A solugéo
padrdo foi injetada em quintuplicata e sua area média foi considerada para
a quantificacdo das solucdes amostra. As solucbes amostra foram
injetadas em duplicata e suas areas médias foram consideradas para 0s
célculos de teor.

O célculo do teor das solucbes amostra foi realizado utilizando a
seguinte equacao:

Aa XCp X100
% teor = =T (4)

Onde Aa e Ap sdo as areas médias obtidas para as solucGes amostra
e padrdo, e Ca e Cp sdo as concentracdes das solu¢des amostra e padrdo,
respectivamente.

4.2.2.4 Caracterizagdo em estado sélido
4.2.2.4.1 Difracao de raios X de p6

Os difratogramas das DS e dos farmacos cristalinos e moidos
foram obtidos utilizando-se equipamento 6-6 D2 Phaser (Bruker), com
radiagdo de cobre Ka (A = 1,5418 A), operando em uma corrente de 10
mA e voltagem de 30 kV, equipado com um detector de cintilagdo
unidimensional LINXEYE. As medidas foram realizadas a temperatura
ambiente, em porta amostras com cavidade, e varredura angular a 26 na
faixa de 5° a 40° com step angular de 0,091°s.

4.2.2.4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas DSC de aproximadamente 2,0 mg dos farmacos
cristalinos, farmacos moidos e DS foram obtidas em célula Shimadzu
DSC-60 utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente fechados. A
faixa de temperatura das analises foi de 30 a 200 °C para as amostras
relativas ao farmaco CC e de 30 a 300 °C para as amostras relativas ao
farmaco HCTZ, em uma Unica corrida, a uma razdo de aquecimento de
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10 °C/min e sob atmosfera dindmica de N2 de 100 mL/min. O
equipamento foi previamente calibrado com padrfes de indio e zinco, e
0s dados obtidos foram processados em software TA-60.

4.2.2.4.3 Microscopia de Luz Polarizada

As anélises de MLP dos farmacos cristalinos, moidos, do polimero
HPMCAS M e das DS produzidas foram realizadas utilizando
Microscopio Olympus CX41RF equipado com analisador de luz
transmitida (U-ANT) e polarizador de luz transmitida (U-POT) (Olympus
Corporation, Téquio, Japao).

Para isso, pequena quantidade de p6 foi transferida para laminas
de vidro, espalhadas e recobertas com auxilio de laminula de vidro. As
amostras foram avaliadas quanto & presencga de cristais, por meio da
observacdo visual da birrefringéncia dos cristais (quando presentes), em
comparacgao com as regides amorfas ndo-birrefringentes.

4.2.2.4.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada
de Fourier

Os espectros FTIR dos farmacos cristalinos, farmacos moidos, do
polimero HPMCAS M, das MF e DS produzidas foram obtidos em
equipamento PerkinElmer Frontier FT-IR, em uma faixa espectral de 600
a 4000 cm*, com uma média de 10 varreduras em resolucéo espectral de
4,0 cm,

4.2.2.4.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

A avaliacdo da morfologia das particulas dos farmacos cristalinos,
farmacos moidos, do polimero HPMCAS M e das DS produzidas foram
realizadas através da analise de fotomicrografias obtidas por microscopia
eletrénica de varredura em microscépio Jeol modelo JSM6390LV, sob
voltagem de aceleracdo de 10 kV, em diferentes aumentos. As amostras
foram previamente preparadas pela fixacdo das mesmas em stubs de
aluminio, por meio de fita adesiva dupla face de carbono, e recobrimento
com ouro em recobridora a vacuo Leica EM SCD 500.

4.2.2.5 Estudos de supersaturacdo in vitro

Os perfis de supersaturagdo in vitro dos farmacos moidos e das DS
obtidas foram determinados em meio FaSSIF, uma vez que este se
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mostrou mais apropriado para este tipo de avaliagdo, conforme descrito o
Capitulo 2. Todos os estudos de supersaturacao in vitro foram realizados
em triplicata.

Para a conducéo dos estudos, frascos erlenmeyer de capacidade de
25 mL foram acomodados em incubadora Shaker Nova Técnica NT-715,
e 10 mL de meio FaSSIF foram adicionados em cada frasco. A
temperatura foi mantida a 37,0 + 1,0 °C, com agitagdo de 240 rpm,
durante as 24 h de estudo.

Massas das DS equivalente a 7,71 mg de CC e a 100,0 mg de
HCTZ foram individualmente pesadas e transferidas para os frascos
erlenmeyer contendo o meio previamente aquecido. Estas massas foram
definidas visando reproduzir as quantidades dos farmacos utilizadas para
0 meio FaSSIF nos estudos de supersaturagdo in vitro para selecdo de
polimeros (Capitulo 2). Aliquotas de 0,5 mL foram retiradas e filtradas
por filtros de seringa de poliamida com 0,45 um de tamanho de poro
(Chromaphil® Xtra) nos intervalos de tempo pré-determinados de 5, 10,
15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 480 e 1440 min. As amostras foram
imediatamente diluidas na propor¢do 1:10 (v/v) em acetonitrila, para
prevenir qualquer cristalizacdo adicional dos farmacos, e injetadas em
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia para analise da concentracdo de
CC e HCTZ, conforme métodos descritos no Capitulo 2, item 3.2.2.4.

Os célculos de AUC e as analises estatisticas dos dados obtidos
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® 6. A analise de
variancias (ANOVA) fator (nico, seguida de teste de multiplas
comparagdes de Tukey foi empregada para comparar e testar a
significancia estatistica dos valores de area sob as curvas (AUCs) obtidos
nos experimentos de supersaturacdo in vitro para ambos os farmacos.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
guando o valor de probabilidade (p) foi inferior a 0,05 a um nivel de
confianca de 95%.

4.2.2.6 Avaliacgdo in vivo do antagonismo de receptores de Angiotensina
1

O efeito antagonista dos receptores de angiotensina Il promovido
pela DS CC30 desenvolvida com o fA&rmaco CC foi avaliado por meio de
estudos farmacodindmicos in vivo em comparagdo com o farmaco
cristalino puro.

Dentre as DS desenvolvidas para ambos os farmacos avaliados
neste trabalho, a DS CC30 foi selecionada em virtude do grande
incremento de solubilidade proporcionado por esta formulacdo em
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relagdo ao seu respectivo farmaco na sua forma cristalina, além da
capacidade de manutencdo deste estado de supersatura¢do por periodo
prolongado promovido por esta formulag&o.

4.2.2.6.1 Preparo das amostras

Para o preparo e administracdo das amostras, foi utilizado o kit
Harvard Apparatus modelo PY2 72-4162 (Holliston, Massachusetts,
Estados Unidos), composto por mini-capsulas gelatinosas tamanho 9
(2,65 mm de didmetro externo, 8,6 mm de largura e capacidade para 25
mg ou 25 pL), seringa dosadora e funil para preenchimento das capsulas.

Amostras de CC cristalina e DS CC30 foram acondicionadas nas
mini-capsulas por auxilio do funil de enchimento, de modo que cada
capsula contivesse dose do farmaco equivalente a 0,7 mg/Kg de peso dos
animais.

Devido a baixa massa a ser pesada para o farmaco cristalino puro,
0 mesmo foi diluido em lactose monohidratada na propor¢éo de 1:9 (p/p)
por meio de simples mistura com auxilio de gral e pistilo de porcelana,
enquanto a DS CC30 foi pesada e acondicionada diretamente nas
capsulas, sem diluicéo prévia.

Cépsulas contendo apenas o diluente lactose monohidratada,
denominadas neste estudo como controle, também foram preparadas e
administradas aos animais, a fim de avaliar a interferéncia deste nos
resultados dos experimentos.

4.2.2.6.2 Animais

Ratos da linhagem Wistar adultos, machos, de 3 meses de idade,
pesando entre 200 a 300g, foram mantidos em ambiente com temperatura
(21 +2° C) e ciclo de claro/escuro (12/12h) controlados automaticamente,
com livre acesso a alimentacdo e agua até 0 momento do experimento.

Os animais foram ambientalizados no laboratério experimental por
aproximadamente 1 hora antes dos procedimentos.

Todos os procedimentos encontram-se aprovados pelo Comité de
Etica da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA n° 1037091017).

4.2.2.6.3 Protocolo experimental para avaliacdo da variacéo de pressao
arterial e fluxo sanguineo renal

Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos de 5 animais
cada. O grupo 1 recebeu as mini-capsulas contendo o farmaco CC
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cristalino, o grupo 2 recebeu a formulagdo DS CC30 e o grupo 3 recebeu
as mini-capsulas contendo apenas o diluente (grupo controle).

Imediatamente apds a administracdo das capsulas, cada animal
recebeu 200 uL de agua destilada e em seguida foram anestesiados com
solucdo de quetamina (75 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg), por via
intramuscular.

Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em decubito
dorsal sobre uma mesa cirtrgica aquecida (temperatura entre 35 e 36°C).
Apos a localizacdo da veia jugular direita, a mesma foi isolada e feito a
insercdo de uma céanula de polietileno (PE 50) e seringa. Este acesso
venoso teve por objetivo a administracdo do agente vasoconstritor
angiotensina Il

A artéria carétida esquerda foi localizada e, de forma cuidadosa e
rapida, separada do nervo vago e tecidos adjacentes. Em seguida, a artéria
teve seu fluxo sanguineo temporariamente suprimido por compressao de
uma pinga curva, para promover a insercdo de um cateter de polietileno
(Angiocath® nimero 19), devidamente heparinizado, o qual foi amarrado
na artéria e conectado a um transdutor de presséo acoplado ao PowerLab
8/30 (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australia).

Na sequéncia, foi realizada a tricotomia do abdémen dos animais e
a antissepsia do local com alcool 70%. Realizou-se uma inciséo
longitudinal no flanco esquerdo do abdémen dos animais e, com auxilio
de duas pincas, o intestino foi gentilmente movido permitindo a
localizagdo do rim esquerdo. Um sensor modelo VVP1 foi inserido sob a
superficie renal, sendo este sensor conectado ao laser Doppler de
monitoramento de fluxo sanguineo (moorVMS-LDF2, Moor Instruments,
Inglaterra) e acoplado ao sistema PowerLab®. O sensor foi mantido fixo
para evitar varia¢des bruscas nos valores do fluxo. A incisdo cirdrgica foi
coberta com uma gaze embebida de solucdo salina estéril e apos
aproximadamente 10 min de estabilizagdo, pode-se obter os valores basais
do fluxo sanguineo renal.

O experimento foi conduzido por 4 h, sendo os valores de pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca e fluxo sanguineo renal (FSR)
registrados em um computador por meio de software de integracdo
(ChartPro7®).

Ap6s a administracdo oral das diferentes amostras, a reatividade
vascular para antiogensina Il foi avaliada por meio da resposta de pressdo
arterial e fluxo sanguineo renal apds administracdo de doses repetidas de
angiotensina Il a 10 pmol/Kg nos tempos de 0,5,1,2,3e 4 h.

Durante a condugdo dos experimentos, foi realizado reforgo
anestésico a cada 45 min ou quando observadas alteracGes na frequéncia
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cardiaca e/ou pressao arterial, as quais estavam sendo monitoradas, bem
como qualquer reflexo apresentado pelo animal. Este reforco anestésico
foi realizado pela administragdo de um terco da dose anestésica inicial,
por via intramuscular.

Ao final do procedimento, os animais foram eutanasiados por
sobredosagem anestésica.

4.2.2.6.4 Analise estatistica

A significancia estatistica dos resultados de variacdo de pressao
arterial média e variacdo do fluxo sanguineo renal obtidos entre 0s grupos
foi avaliada por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida de teste de Newman-Keuls.

A normalidade dos dados e homogeneidade de variancias foram
verificadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartelett,
respectivamente.

As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas
guando o valor de probabilidade (p) foi inferior a 0,05, a um nivel de
confianga de 95%.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPadPrism® 6 (San Diego, EUA).

4.2.2.7 Estudos de estabilidade

A estabilidade fisico-quimica dos farmacos amorfos puros e das
DS selecionadas foi avaliada sob diferentes condi¢des de temperatura e
umidade. As DS que apresentaram a melhor performance de geragéo e
manutencao de supersaturacdo de cada um dos farmacos nos estudos de
supersaturacao in vitro realizados foram armazenadas por um periodo de
90 dias sob as seguintes condi¢cdes ambientais:

e 4 °C/0% umidade relativa (UR), em geladeira;

e 30°C/0% UR, em estufa marca Nova Etica;

o 30 °C/75% UR, em cdmara climéatica marca Climus;

e 40 °C/75% UR, em camara climatica marca Mecalor.

As amostras armazenadas em geladeira e em estufa foram
acondicionadas em frasco ampola de vidro fechados com tampa pléstica
e seladas com lacre de aluminio, de modo evitar o contato do material
com qualquer umidade residual.
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As amostras expostas a 75% de umidade relativa nas camaras
climaticas foram acondicionadas em placas de petri de vidro recorbertas
com filme de PVC perfurado.

Imediatamente apds a sua producao, e nos tempos 15, 30, 60 e 90
dias de armazenamento nas condi¢cdes ambientais definidas, as amostras
foram analisadas por técnica de DRX para a avaliacdo da tendéncia de
recristalizacdo dos farmacos, conforme o método citado no item 4.2.2.4.1.
As amostras relativas ao farmaco CC também foram analisadas por DSC
para esta finalidade, conforme método descrito no item 4.2.2.4.2 deste
Capitulo.

Anélises de teor e estudos de supersaturagdo in vitro também foram
conduzidas para as amostras de ambos os fArmacos, conforme os métodos
citados nos itens 4.2.2.3 e 4.2.2.5, respectivamente, no tempo inicial e
apos 90 dias de estudos de estabilidade.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Selecdo da técnica de obtencéo das dispersoes sdlidas

A técnica selecionada para a produgdo das DS de CC e de HCTZ
foi a moagem mecéanica por meio de moinho de esferas, devido a sua
ampla aplicacdo, uma vez que teoricamente todo farmaco no estado sélido
pode ser submetido ao processo de moagem, devido a rapidez e facilidade
de conducdo do processo de moagem, aos altos rendimentos associados
ao mesmo e ainda devido a auséncia da utilizagdo de solventes organicos
(LOH; SAMANTA,; SIA HENG, 2014).

Ainda, as caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos em estudo
inviabilizaram a obtencdo das DS por outras técnicas comumente
aplicadas para esta finalidade.

O farmaco CC apresenta instabilidade térmica, com o
comportamento caracteristico de degradacdo ap6s fusdo (MATSUNAGA
et al., 1999), o que impossibilitou o uso de técnicas por fusdo como o
guench cooling ou hot melt extrusion. J& o farmaco HCTZ apresenta um
alto ponto de fusdo, em cerca de 270 °C, e comportamento de degradacao
imediatamente apoés a sua fusdo (AGEN, 1996). O alto ponto de fusdo da
HCTZ requer utilizacdo de temperaturas acima da temperatura de
degradacdo do polimero HPMCAS M (258 °C a 276 °C) (ASHLAND
INC., 2016) para obtencdo das DS por métodos de fusdo, o que também
inviabilizou a sua execucdo. Ainda, como a solubilidade aquosa os
farmacos em estudo sdo baixas, este fato dificulta a utilizacdo de técnicas
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de solubilizacdo em solventes polares, p.ex. spray drying sem looping
inerte.

4.3.2 Rendimentos do processo e teor dos farmacos

Os resultados relativos ao rendimento das DS desenvolvidas
encontram-se descritos na Tabela 12.

Ap0s a sua produgdo, todas as DS se apresentaram como pos soltos
e finos, de coloragdo branca a levemente amarelada. Os rendimentos
obtidos foram considerados satisfatorios, uma vez que praticamente todas
as DS apresentaram valor de rendimento superior a 84,0%. As DS de
HCTZ, que possuiam menor massa inicial, assim como as DS que
possuiam maior proporcdo de farmaco (CC70 e HZ70) apresentaram
menor rendimento, devido a maior aderéncia do pd as esferas e aos jarros
do moinho e consequente dificuldade de recuperacdo ao final do processo.

Tabela 12 - Rendimentos das DS obtidas
DS Massa inicial (g) Massa final () Rendimento (%0)

CC10 3,63 90,0
CC30 3,70 92,5
CC50 4,00 3,62 90,0
CC70 3,51 87,8
HZ10 1,75 87,5
HZ30 1,74 87,1
HZ50 2,00 1,76 87,9
HZ70 1,69 84,5

Os resultados de teor (%) obtidos para os farmacos puros moidos
e para as DS produzidas encontram-se descritos na Tabela 13. Nas
andlises de teor realizadas, o coeficiente de variacdo (CV%) obtido entre
as replicatas de injecdo da solucdo padrdo foi considerado adequado,
sendo este inferior a 2,0% (BRASIL, 2010).

Como pode ser observado nos dados apresentados, 0s teores
obtidos para as DS desenvolvidas, assim como para os farmacos puros
moidos, se mostraram satisfatorios, uma vez que todos se encontram
acima de 90,0%.

As variacOes observadas nestes valores de teor podem ser
atribuidas as pequenas variac6es de pesagem dos materiais, ou eventuais
pequenas perdas nos processos de mistura prévia de farmaco e polimero
e transferéncia de pos.
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Tabela 13 - Teores obtidos para as DS produzidas

Amostra Teor de farmaco (%)
CC moida 99,2
CC10 99,9
CC30 98,1
CC50 94,6
CC70 96,5
HCTZ moida 98,9
HZz10 94,4
HZ30 95,5
HZ50 94,7
HZ70 98,2

4.3.3 Caracterizagéo no estado solido
4.3.3.1 Difracdo de raio X de pé

Os difratogramas referentes aos farmacos cristalinos e ao polimero
HPMCAS M encontram-se ilustrados na Figura 16.

Figura 16 - Difratogramas referentes aos farmacos cristalinos e polimero
HPMCAS M.
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A analise de DRX da matéria-prima CC utilizada para o preparo
das DS revela que esta exibe alto grau de cristalinidade. Suas reflex6es
em 260 sdo evidenciadas nas posi¢cBes 9.82°, 11.55°, 12.74°, 17.20°,
18.57°,19.20°, 20.20°, 23.11° e 25.03°, sendo a reflexdo em 9.82° a mais
intensa e caracteristica, e a que possibilita a diferenciacdo das formas
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polimorficas | e Il deste farmaco. Esta reflexdo confirma a natureza
cristalina da matéria-prima utilizada neste estudo como sendo a forma
polimorfica 1, uma vez que na forma polimérfica Il esta reflexdo se
apresentaria em cerca de 7.28°, conforme relatado da literatura
(MATSUNAGA et al., 1999).

A matéria-prima do farmaco HCTZ também exibiu alto grau de
cristalinidade nas anélises de DRX realizadas, com reflexdes
caracteristicas em 20 evidenciadas nas posicdes 9.55°, 19.11° e 28.85°,
em concordancia com dados relatados em literatura cientifica para este
farmaco (ACEVES-HERNANDEZ et al., 2006; DE SOUZA et al., 2017;
PARK et al., 2017; PIRES; DOS SANTOS; SINISTERRA, 2011).

Os difratogramas relativos aos farmacos moidos e as DS obtidas
para os farmacos CC e HCTZ encontram-se demonstrados na Figura 17.

Figura 17 - Difratogramas relativos as DS de CC e HCTZ
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Os difratogramas obtidos para os farmacos CC e HCTZ moidos
demonstraram que o processo de moagem resultou na obtencdo de
material amorfo para ambos. Esta amorfizacdo é visualizada pela auséncia
de reflexfes agudas e formagdo de halo caracteristico de materiais
amorfos nos difratogramas obtidos para os farmacos moidos.

A amorfizacdo também foi observada para todas as DS
desenvolvidas com o polimero HPMCAS M, tanto para o farmaco CC
quanto para o farmaco HCTZ, em todas as proporcdes testadas. E
importante enfatizar que, mesmo na menor proporcdo de polimero
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utilizada nas formulagdes, DS amorfas foram obtidas por meio do
processo aplicado.

4.3.3.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas DSC referentes a CC cristalina, CC moida, polimero
HPMCAS M e DS de CC encontram-se demonstradas na Figura 18,
enguanto as curvas DSC obtidas para a HCTZ cristalina, moida e para DS
de HCTZ encontram-se ilustradas na Figura 19.

Como pode ser visualizado na Figura 18, a CC cristalina
apresentou um Unico evento de fusdo em 160,23 °C, seguido de evento
exotérmico caracteristico da decomposicao do mesmo. Este perfil térmico
caracteriza a matéria-prima como sendo composta pela forma polimérfica
I (MATSUNAGA et al., 1999).

Figura 18 - Curvas DSC referentes a CC cristalina, moida, polimero HPMCAS
M e DS desenvolvidas.
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O farmaco HCTZ cristalino (Figura 19), por sua vez, apresentou
um evento endotérmico caracteristico da fusdo do farmaco em 269,76 °C,
condizentes com as especificacdes e resultados relatados em literatura
para este farmaco (BRASIL, 2010; DE SOUZA et al., 2017; MENDES et
al., 2016; USP, 2016).
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Figura 19 - Curvas DSC referentes & HCTZ cristalina, moida e dipers@es sélidas
desenvolvidas.
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O polimero HPMCAS tipo M é um polimero entérico de natureza
amorfa, que possui uma temperatura de transicdo vitrea de
aproximadamente 120 °C, e temperatura de decomposi¢do de 267 °C
(ASHLAND INC., 2016). A Figura 18 demonstra a curva DSC deste
polimero, confirmando sua forma amorfa pela auséncia de eventos de
fusdo.

Todas as DS de CC desenvolvidas demonstraram possuir natureza
amorfa, confirmada pela auséncia de qualquer evento de fusdo nas curvas
DSC obtidas, assim como a CC pura moida (Figura 18), ratificando os
resultados das analises de DRX realizadas.

A curva DSC da HCTZ moida demonstrou um evento exotérmico
abaixo da temperatura de decomposicdo do farmaco, em torno de 139 °C,
seguido de evento endotérmico relativo a fusdo do mesmo, em torno de
264 °C. O evento endotérmico visualizado é caracteristico da
recristalizacdo do farmaco amorfo ocorrida mediante o aquecimento da
amostra, o que explica a presenca do evento de fusdo do farmaco na curva
DSC obtida (IONASHIRO, MASSAO; CAIRES, F. J.; GOMES, 2005).

Este perfil térmico com evento caracteristico de recristalizacio
também foi visualizado para as DS HZ70 e HZ50, que contem maior
propor¢do do farmaco dentre as DS produzidas. Ainda, devido a
temperatura de decomposi¢éo térmica do polimero HPMCAS M (267 °C)
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ser muito préxima ao ponto de fusdo do farmaco HCTZ, nas curvas DSC
das DS deste farmaco, ndo foi possivel verificar o evento de fusdo
decorrente da recristalizagdo visualizada. Deste modo, a analise de DSC
ndo foi considerada uma técnica conclusiva para avaliacdo da natureza do
estado s6lido das DS de HCTZ desenvolvidas. No entanto, como
demonstrado nas analises de DRX realizadas, os difratogramas obtidos
demonstram a caracteristica amorfa destas amostras.

4.3.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de
Fourier

A técnica de FTIR é utilizada para detectar possiveis interacoes
entre farmacos e polimeros, por meio de deslocamento, surgimento ou
desaparecimento de bandas promovidos por estas interacbes (BAGHEL;
CATHCART; O’REILLY, 2016a).

Sabe-se que a miscibilidade do farmaco no sistema polimérico
utilizado como carreador possui um efeito significativo tanto no
incremento de solubilidade do farmaco quanto na formacgédo de um sistema
amorfo fisicamente estavel. O termo miscibilidade aplicado a sistemas
farmaco/polimero tem sido descrito como uma fase homogénea Unica na
qual o farmaco e o polimero estdo misturados a um nivel molecular, e o
sistema possui propriedades fisicas diferentes daquelas dos componentes
puros isolados (BAGHEL; CATHCART; O’REILLY, 2016a; MENG;
DAVE; CHAUHAN, 2015).

Ainda, combinaces farmaco/polimero capazes de promover
ligagdes de hidrogénio em solucdo sdo mais efetivas em prevenir a
recristalizacdo do farmaco, quando comparadas a sistemas sem estas
interacdes, uma vez que a forte interacdo entre o farmaco e o polimero
pode prevenir a associacdo das moléculas do farmaco, requerida para a
formacédo de uma rede cristalina estavel durante a cristalizacdo do mesmo
em meio aquoso (BAGHEL; CATHCART; O’REILLY, 2016a).

Deste modo, analises de FTIR foram realizadas para os farmacos
cristalinos e amorfos puros, o polimero HPMCAS M e para as DF e MF
preparadas, com o objetivo de verificar a potencial interacdo dos farmacos
em estudo com o polimero utilizado como carreador para as DS
desenvolvidas. Na Figura 20 encontram-se ilustrados os espectros FTIR
dos materiais de partida CC cristalina, HCTZ cristalina e HPMCAS M,
assim como o espectro FTIR de ambos os farmacos moidos (amorfos).

O espectro FTIR obtido para a CC cristalina apresentou as bandas
vibracionais caracteristicas do farmaco em 2940,90 cm* (estiramento C-
H aromético), 2861,66 cm™ (estiramento C-H alifatico), 1751,23 cm™ e
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1718,21 cm? (estiramento C=0), 1612,66 cm™ (estiramento C=N),
1546,25 cm* (estiramento C=C aromatico) e 1281,49 cm (estiramento
C-O de éster), confirmando a sua identidade, em conformidade com os
relatos da literatura (BARBOSA, 2007; MATSUNAGA et al., 1999;
SURAMPALLI et al., 2014; YUCE et al., 2016).

Figura 20 - Espectros FTIR dos farmacos cristalinos, amorfos e polimero
HPMCAS M
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O espectro FTIR obtido para a HCTZ cristalina também
demonstrou a presenca das bandas caracteristicas do fa&rmaco em 3362,
3265 and 3169 cm’, atribuidas as ligacdes N-H das sulfonamidas
primarias e secundarias. A banda na regido de 1602 cm foi atribuida a
sobreposi¢do das bandas associadas a deformacéo das ligagdes C-C e
C=C do anel aromético. As bandas localizadas em 1334, 1319 e 1165 cnm
! foram associadas ao grupamento SO, da sulfonamida e a banda
localizada em 1123 cm™ foi relacionada ao anel heterociclico SO, em
conformidade com relatos da literatura para o farmaco (DE SOUZA et
al., 2017).

O espectro FTIR da CC amorfa demonstrou algumas modificacdes
guando comparado ao espectro da CC cristalina, que compreenderam o
alargamento e sobreposicdo de algumas bandas, como por exemplo as
bandas caracteristicas das carbonilas em 1751-1718 cm™. No entanto,
mudancas nas bandas referentes a esses grupamentos sao esperadas, visto
que a literatura relata que na CC amorfa, a banda vibracao de estiramento
de carbonila em 1718,21 cm™ é deslocada para uma posicdo média
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(1723,06 cm) em relagdo as formas polimorficas I e 11 fo farmaco, o que
de fato ocorreu no espectro FTIR obtido (MATSUNAGA et al., 1999).

Assim como para a CC, o espectro FTIR da HCTZ amorfa
apresentou alteragdes em relacdo ao farmaco cristalino, com alargamento
e sobreposicao de bandas.

O espectro FTIR obtido para o polimero HPMCAS M se
apresentou semelhante ao demonstrados em literatura, sendo a banda
caracteristica mais importante em 1733,38 cm! referente a vibragdo de
estiramento de carbonila (AL-OBAIDI; BUCKTON, 2009; TANNO et
al., 2004).

A Figura 21 e Figura 22 exibem os espectros FTIR das misturas
fisicas e DS de CC e de HCTZ produzidas com o carreador polimérico
HPMCAS M.

Figura 21 - Espectros FTIR das DS e MF de CC
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A interpretacdo dos espectros FTIR das formulagBes desenvolvidas
foi realizada correlacionando os espectros das MF com os espectros das
DS obtidas, de modo a verificar a ocorréncia de interagdes quimicas entre
o farmaco e o carreador polimérico, por meio de deslocamento de bandas
nos espectros das DS.

Nas analises realizadas, os espectros obtidos apresentaram apenas
sobreposi¢do das bandas referentes aos farmacos e ao polimero HPMCAS
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M, sem deslocamentos significativos nas bandas de interesse, 0 que
sugere a auséncia de interacGes quimicas entre as substancias em estado
solido.

Figura 22 - Espectros FTIR das DS e MF de HCTZ
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4.3.3.4 Microscopia de Luz Polarizada

As figuras abaixo ilustram as imagens de MLP obtidas para as
matérias-primas CC e HCTZ cristalinas e moidas (Figura 23), assim como
para o polimero HPMCAS M (Figura 24).

As andlises de MLP realizadas, técnica esta considerada de escolha
para avaliacdo qualitativa da cristalinidade de amostras (GUO;
SHALAEV; SMITH, 2013; THAKRAL et al., 2016), comprovaram a
natureza cristalina dos farmacos antes da moagem, bem como sua
amorfizacdo apds este processo.

A presenca de material cristalino é detectada pela birrefringéncia
visualizada na Figura 23 A e C, resultando na visualiza¢do de cristais
coloridos sob a luz polarizada. J4 0 material amorfo é caracterizado pela
auséncia de birrefringéncia, apresentando-se como pontos pretos sob a luz
polarizada, como se apresentaram os farmacos ap6s 0 processo de
moagem (Figura 23 B e D). Esta andlise também demonstrou a
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caracteristica amorfa do polimero HPMCAS M, carreador polimérico
utilizado para compor as DS de CC e HCTZ (Figura 24).

Figura 23 - Imagens de MLP (aumento de 40x) dos fArmacos cristalinos e moidos.
A) CC cristalina, B) CC moida, C) HCTZ cristalina e D) HCTZ moida

Nas imagens de MLP obtidas para as DS, pode-se observar que
estas apresentaram caracteristica predominantemente amorfa. No entanto,
pequenos cristais birrefringentes puderam ser visualizados em todas as
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DS produzidas, tanto para o farmaco CC (Figura 25) quanto para o
farmaco HCTZ (Figura 26), em quantidade infima quando comparada ao
material amorfo, ndo sendo inclusive detectados pelas técnicas de DRX e
DSC, e ndo influenciando significativamente na natureza amorfa das DS
desenvolvidas.

Figura 25 - Imagens de MLP (aumento de 200 x) das DS de CC. A) CC10, B)
CC30, C) CC50, e D) CC70. As setas solidas brancas indicam a presenca de
cristais birrefringentes.

Todavia, este é um resultado importante, uma vez que a presenca
de pequenos cristais no material amorfo pode atuar como “semente” e
induzir e/ou acelerar o processo de recristalizacdo do farmaco nas DS
(VAN EERDENBRUGH; BAIRD; TAYLOR, 2010). Estudos de
estabilidade fisica sob diferentes condicdes ambientais sdo utilizados
como ferramenta para a avaliacdo desta potencial recristalizacdo de DS
amorfas.
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Figura 26 - Imagens de MLP (aumento de 200 x) das DS de HCTZ. A) HZ10, B)
HZz30, C) HZ50 e D) HZ70. As setas sdlidas brancas indicam a presenca de
cristais birrefringentes.

4.3.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

As fotomicrografias dos farmacos cristalinos e moidos encontram-
se ilustradas na Figura 27, e a fotomicrografia do polimero HPMCAS M
encontra-se demonstrada na Figura 28.

Conforme observado na Figura 27, as matérias-primas CC e HCTZ
antes do processo de moagem possuem natureza claramente cristalina,
como também evidenciado pelas analises de DRX, DSC e MLP. O
farmaco CC se apresenta como pequenos cristais com aparéncia de
escamas alongadas, enquanto a HCTZ se apresenta como cristais grandes
e irregulares, com aparéncia de placas de superficie relativamente lisas.
Fotomicrografias destes farmacos apresentando morfologias semelhantes
as encontradas neste trabalho encontram-se relatadas na literatura (DE
SOUZA et al., 2017; MARTINS et al., 2012; NEKKANTI et al., 2009,
2010; PIRES; DOS SANTOS; SINISTERRA, 2011; SAYYAD;
TULSANKAR; KOLAP, 2013; VACULIKOVA et al., 2016).

Ainda foi possivel observar que o processo de moagem resultou na
reducdo significativa do tamanho de particula dos farmacos, quando
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comparada ao farmaco cristalino, resultando em destruicdo de sua
estrutura cristalina e consequente amorfizacdo. Sob observacéo visual das
fotomicrografias, é possivel perceber que as particulas resultantes do
processo realizado apresentaram tamanhos variaveis para ambos os
farmacos. No entanto, ndo foi possivel visualizar particulas com os
formatos caracteristicos dos cristais dos farmacos, mesmo nas particulas
de maior tamanho.

Figura 27 - Fotomicrografias dos farmacos cristalinos e moidos. A) CC cristalina
(1000x); B) CC moida (1000x); C) HCTZ cristalina (50x) e D) HCTZ moida
(100x)
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Segundo o fabricante Ashland, o polimero HPMCAS M apresenta-
se como pequenas particulas arrendondadas a alongadas, misturadas a
aglomerados densos com diametro aproximado de 10 um (ASHLAND
INC., 2016), morfologia que é consistente com os resultados deste
trabalho, demonstrados na Figura 28.

A Figura 29 e Figura 30 ilustram as fotomicrografias das DS
obtidas com farmacos CC e HCTZ com o carreador polimérico HPMCAS
M. Como pode ser observado nestas figuras, todas as DS desenvolvidas
apresentaram alteracGes morfoldgicas significativas em relagdo aos
farmacos cristalinos, apresentando-se sob a forma de aglomerados de
forma e superficie irregulares e tamanhos consideravelmente variaveis.

Nas analises realizadas, ndo foi visualizada claramente a presenca
de cristais caracteristicos referentes aos farmacos nas amostras
analisadas, indicando que 0s mesmos tiveram sua estrutura cristalina
destruida durante o processo de moagem, bem como a propor¢do de
farmaco/polimero (m/m) ndo pareceu influenciar na morfologia das DS
obtidas, de modo que as formulagdes desenvolvidas para ambos 0s
farmacos apresentaram aspecto semelhante.

Figura 29 - Fotomicrografias das DS de CC (1000x). A) CC10, B) CC30, C)
CC50 e D) CCT70.

100um s .-LCME~UFSC
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Figura 30 - Fotomicrografias das DS de HCTZ (100x). A) HZ10, B) HZ30, C)
HZ50 e D) HZ70.
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4.3.4 Estudos de supersaturacéo in vitro

A Figura 31 demonstra os perfis de supersaturacédo in vitro obtidos
em meio FaSSIF para os farmacos moidos (amorfos) e para as DS de CC
e de HCTZ obtidas com o carreador polimérico HPMCAS M em
diferentes proporcbes farmaco/polimero (m/m). A solubilidade em
equilibrio da CC cristalina, assim como o perfil de supersaturacdo da
HCTZ cristalina neste meio também foram incluidas nos graficos, para
fins de comparacao.

Inicialmente, é possivel observar que a solubilidade aparente da
CC amorfa é muitas vezes maior que a da CC cristalina. Enquanto este
farmaco no estado cristalino possui uma solubilidade em equilibrio de
7,71 £0,12 ug/mL em FaSSIF, no tempo 24h do estudo de supersaturacéo
utilizando a CC amorfa concentragéo obtida foi de 492,63 + 21,71 ug/mL,
valor aproximadamente 64 vezes superior que sua solubilidade em
equilibrio.

Este resultado indica que a estratégia de amorfizacdo da CC é
extremamente Gtil para o incremento de sua solubilidade aparente em
meio biorrelevante FaSSIF. De fato, sabe-se que materiais amorfos
exibem maiores valores de solubilidade em relacdo aos seus homologos
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cristalinos, devido a sua alta mobilidade molecular e elevadas energias
metaestaveis, o que justifica os resultados obtidos (TAYLOR; ZHANG,
2016)(HANCOCK; ZOGRAFI, 1997, KAWAKAMI, 2012).

Figura 31 - Perfis de supersaturacdo in vitro em meio FaSSIF das DS de CC e
HCTZ desenvolvidas. * representa resultados estatisticamente diferentes quando
comparados aos respectivos farmacos amorfos (p<0,05).
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No entanto, a estratégia de amorfizacdo ndo se mostrou téo
benéfica para o incremento de solubilidade do farmaco HCTZ. No estudo
de supersaturagdo conduzido com a HCTZ cristalina em FaSSIF, a
concentracdo maxima obtida foi de 1,31 + 0,02 mg/mL no tempo de 30
min. Para a HCTZ amorfa, a concentracdo maxima alcancada foi de
apenas 1,44 £ 0,10 mg/mL em 25 minutos do estudo de supersaturagéo in
vitro. Adicionalmente, os valores de AUC obtidos para os perfis de
supersaturacao in vitro da HCTZ cristalina e HCTZ amorfa se mostraram
estatisticamente semelhantes (p>0,05).

Conforme demonstrado na Figura 31, é possivel observar que
praticamente todas as DS produzidas com o carreador polimérico
HPMCAS M, para ambos os farmacos apresentaram supersaturacdo
superior aquela promovida pelos farmacos amorfos, com excecdo da DS
HZ10, que apesar de apresentar valor de AUC superior ao obtido para a
HCTZ amorfa, estes ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre si (p>0,05).
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Os valores de AUC obtidos para as formulagdes CC30, CC50,
CC70, Hz30, HZ50 e HZ70 foram considerados significativamente
superiores e estatisticamente diferentes daqueles apresentados pelos
respectivos farmacos amorfos puros (p<0,05).

Sabe-se que a habilidade de gerar e manter supersaturacdo de
misturas amorfas de farmaco e polimero é fortemente dependente tanto
do tipo de polimero quanto da concentracdo do farmaco nas mesmas
(SHAH et al., 2014). Nos perfis de supersaturacdo obtidos para ambos 0s
farmacos, destaca-se o fato de que as DS desenvolvidas com a maior a
proporcdo de polimero em relagdo ao farmaco (CC10 e HZ10)
apresentaram 0s menores valores de AUC e consequentemente as
menores extensfes de supersaturacdo. De fato, os estudos de
supersaturacdo conduzidos em meio FaSSIF para a selecdo de carreadores
poliméricos neste trabalho (Capitulo 2) evidenciaram que as maiores
concentracdes de polimero dissolvidos neste meio ndo proporcionaram a
maior inibicdo de precipitacdo dos farmacos em questdo, levando a
conclusdo de que o uso de altas concentracGes deste polimero em DS dos
mesmos poderia ndo ser tdo benéfica com relacdo & extensdo da
supersaturacao atingida.

Dentre as formulacdes testadas para cada farmaco, as DS CC30 e
HZ70 promoveram as maiores extensdes de supersatura¢éo, evidenciadas
pelos maiores valores de AUC apresentados. Adicionalmente, os perfis
de supersaturagdo in vitro obtidos para estas formulagdes demonstram
gue a supersaturacdo da CC e da HCTZ foram mantidas por até 24 h em
meio biorrelevante FaSSIF, o que é um dado significativo relevante, uma
vez que formulacdes capazes de manter um estado de supersaturagdo de
farmacos pouco sollveis por no minimo 2 h sdo fisiologicamente
relevantes, e representam formulagGes vidveis para serem investigadas in
vivo (SHAH et al., 2014).

435 Avaliagdo in vivo do antagonismo dos receptores de
Angiotensina Il

Os resultados obtidos para a variacdo da pressdo arterial média e
da variacdo do fluxo sanguineo renal do farmaco CC cristalino e DS CC30
mediante a administracdo de angiotensina Il sdo mostrados na Figura 32
e Figura 33, respectivamente.

Os resultados obtidos nos experimentos realizados encontram-se
apresentados como média + erro padrdo da média. Os dados apresentaram
distribuicdo normal e variancias homogéneas, sendo estas condicOes
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verificadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartelett,
respectivamente.

O sistema renina-angiotensina, especialmente a angiotensina Il, é
envolvido na patogénese da hipertensdo essencial e hipertensao
renovascular. Na hipertensdo essencial, a resisténcia vascular renal €
rotineiramente aumentada e o fluxo sanguineo renal, assim como a
perfusdo renal, € muitas vezes diminuido. Os antagonistas de receptor de
angiotensina atuam interagindo seletivamente com receptores ATI,
promovendo antagonismo competitivo e consequentemente reduzindo a
vasoconstrigdo ocasionada pela angiotensina 11, assim como aumentando
a perfusdo e taxa de filtracdo renal (BARRERAS; GURK-TURNER,
2003; SCHMIEDER, 2005).

Na Figura 32, é possivel observar que a varia¢do na pressao arterial
média mediante a administracdo de angiotensina Il nos diferentes tempos
analisados para o grupo controle foi de cerca de 35 mmHg.

Figura 32 - Variagdo da pressdo arterial média frente a administragdo da
angiotensina 1l avaliada em diferentes tempos. Os simbolos ** e ***
correspondem a p<0,01 e p<0,001, respectivamente, comparados ao grupo
controle; & e && correspondem a p<0,05 e p<0,01, respectivamente, comparados
ao grupo CC cristalina.
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Para o grupo tratado com o farmaco CC cristalino, nos tempos de
0,5h e 1h, ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) na
variacdo da pressao arterial média quando comparada ao grupo controle.
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Porém, a partir de 2h de estudo, a variagdo deste parametro comegou
a ser diminuida, apresentando resultados estatisticamente diferentes
(p<0,05) daqueles obtidos com o grupo controle. No tempo de 4h, a
variacao da pressdo arterial média diminuiu de cerca de 35 mmHg (grupo
controle) para cerca de 15 mmHg para o grupo tratado com o farmaco CC
cristalino.

Figura 33 - Variagdo do fluxo sanguineo renal frente a administragdo de
angiotensina Il avaliada em diferentes tempos. Os simbolos *, ** e ***
correspondem a p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente, comparados ao
grupo controle; & corresponde a p<0,05 comparado ao grupo CC cristalina.
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Para o grupo tratado com a DS CC30, logo nas primeiras
administragdes da solugdo de angiotensina Il (0,5h e 1h), variacdo
reduzida na pressdo arterial média dos animais foi observada,
demonstrando resultados estatisticamente diferentes (p<0,05) quando
comparados ao grupo controle e ao grupo tratado com a CC cristalina.
Estes dados indicam um inicio de acdo mais rapido atribuido a formulacéo
DS30 quando comparada ao farmaco CC cristalino.

Ainda, ao longo de todo o experimento, a variagdo na pressao arterial
média obtida para o grupo tratado com a DS desenvolvida foi menor que
aquela obtida para o grupo tratado com a CC cristalina, indicando também
um efeito aumentado da DS CC30 em relagéo ao farmaco cristalino.
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Resultados semelhantes foram obtidos para a variagdo de fluxo
sanguineo renal (Figura 33), onde o grupo tratado com a formulagéo
DS30 apresentou menor decaimento deste fluxo sanguineo mediante a
administragdo da solucdo de angiotensina Il quando comparado com 0
grupo tratado com a CC cristalina pura, ao longo de todo o tempo do
experimento.

Assim, verificou-se um potencial hipotensor aumentado da
formulagdo CC30 desenvolvida em comparacdo com o farmaco CC
cristalino puro, assim como inicio de acdo mais rapido para esta
formulacdo. Desta forma, foi possivel observar que, como esperado, a
geracdo e manutencdo de supersaturagdo in vitro para o farmaco CC
proporcionada pela formulagdo CC30 desenvolvida refletiu em efeito in
vivo aumentado deste farmaco nos estudos farmacodinamicos realizados.

4.3.5 Estudos de estabilidade

Os sélidos amorfos sdo geralmente mais solUveis e se dissolvem
mais rapidamente do que os seus homélogos cristalinos. No entanto,
muitas vezes as DS demonstram baixa estabilidade quimica e fisica
(KOU; ZHOU, 2014; WARREN et al., 2010).

Neste sentido, estudos de estabilidade sdo importantes para
determinar a influéncia dos fatores ambientais e condicGes de
armazenamento, como temperatura e umidade, na tendéncia de
recristalizacédo e perfis de supersaturagdo in vitro destas formulagdes.

As DS CC30 e HZ70 foram as que obtiveram melhores resultados
de geracdo e manutengdo de supersaturacdo dos farmacos em estudo em
meio FaSSIF, em comparagdo com as demais formulagdes desenvolvidas.
Deste modo, estas foram selecionadas para a condugdo dos estudos de
estabilidade, e os resultados obtidos encontram-se descritos nos itens
abaixo. Estudos de estabilidade também foram conduzidos com os
farmacos amorfos puros, para fins de comparacao.

4.3.5.1 Difracéo de raios X de po

Os resultados obtidos para as anélises de DRX realizadas sob as
diferentes condicbes climaticas para o fdrmaco CC encontram-se
demonstradas da Figura 34 a Figura 37. Os resultados obtidos de DRX
para o f&rmaco HCTZ encontram-se demonstradas da Figura 38 a Figura
41.
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Figura 34 - Difratogramas obtidos para a CC amorfa e DS CC30 armazenada a 4
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Figura 35 - Difratogramas obtidos para a CC amorfa e DS CC30 armazenada a
30 °C/0% UR
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Figura 36 - Difratogramas obtidos para a CC amorfa e DS CC30 armazenada a
30 °C/75% UR
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Figura 37 - Difratogramas obtidos para a CC amorfa e DS CC30 armazenada a
40 °C/75% UR
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Figura 38 - Difratogramas obtidos para a HCTZ amorfa e DS HZ70 armazenada
a4 °C/0% UR
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Figura 39 - Difratogramas obtidos para a HCTZ amorfa e DS HZ70 armazenada
a 30 °C/0% UR
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Figura 40 - Difratogramas obtidos para a HCTZ amorfa e DS HZ70 armazenada
a 30 °C/75% UR
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Figura 41 - Difratogramas obtidos para a HCTZ amorfa e DS HZ70 armazenada
a 40 °C/75% UR
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De acordo com as analises de DRX realizadas, foi possivel
observar que o farmaco CC possui baixa tendéncia a recristalizacdo, uma
vez que o préprio farmaco amorfo puro, assim como a DS CC30, ndo
apresentou reflexdes caracteristicas da recristalizagdo do farmaco até 90
dias em todas as condi¢cBes ambientais estudadas. A presenca de halo
amorfo caracteristico em todos os difratogramas obtidos indica que as
amostras de CC amorfa pura e da DS CC30 se mantiveram amorfas por
90 dias, mesmo na condicdo mais dréastica testada (40 °C/75% UR),
demonstrando a boa estabilidade fisica tanto do fa&rmaco amorfo puro
guanto da DS desenvolvida.

O farmaco HCTZ amorfo puro, por sua vez, apresentou maior
tendéncia a recristalizacdo em todas as condi¢cBes de armazenamento
testadas. Nas condicGes de 4 °C/0% UR e 30 °C/0% UR, reflexdes
caracteristicas da recristalizagdo do farmaco amorfo puderam ser
observadas a partir de 60 e 30 dias, respectivamente, enquanto que nas
condicdes de 30 °C/75% UR e 40 °C/75% estas reflexdes puderam ser
observadas ja a partir de 15 dias de armazenamento das amostras.

No entanto, a incorporacao do farmaco HCTZ na matriz polimérica
de HPMCAS M na forma de DS amorfa demonstrou ser capaz de
aumentar a estabilidade fisica da HCTZ frente a recristalizacdo. Nas
condicGes de 4 °C/0% UR e 30 °C/0% UR, a DS HZ70 se apresentou
predominantemente amorfa por 90 dias de armazenamento, sendo apenas
reflexbes muito pequenas detectadas a partir dos 60 dias de
armazenamento nestas condicdes. Com a presenca de umidade, a
recristalizacdo do farmaco ndo pode ser evitada e, assim como para a
HCTZ amorfa pura, a DS HZ70 apresentou reflexdes carateristicas da
recristalizacdo do farmaco ap6s 15 dias de armazenamento.

Estes resultados demonstram que a presenc¢a de umidade é capaz
de acelerar o processo de recristalizacdo em estado sélido tanto do
farmaco HCTZ amorfo puro quanto da DS HZ70 desenvolvida.

4.3.5.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

Analises de DSC foram realizadas para as amostras armazenadas
sob as diferentes condi¢des climaticas contendo CC, e seus resultados
encontram-se demonstrados da Figura 42 a Figura 45.

Confirmando os resultados obtidos para as analises de DRX
realizadas e a baixa tendéncia a recristalizacdo em estado solido do
farmaco CC, as curvas DSC obtidas para o farmaco amorfo e para a DS
CC30 apresentaram a auséncia de evento caracteristico da fusdo do
farmaco, em todos os tempos e condicGes de armazenamento testadas.
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Figura 42 - Curvas DSC obtidas para a CC amorfa e dispersdo solida CC30

armazenada a 4 °C/0% UR
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Figura 43 - Curvas DSC obtidas para a CC amorfa e dispersdo solida CC30
armazenada a 30 °C/0% UR
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Figura 44 - Curvas DSC obtidas para a CC amorfa e dispersdo solida CC30
armazenada a 30 °C/75% UR
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Figura 45 - Curvas DSC obtidas para a CC amorfa e dispersdo sélida CC30
armazenada a 40 °C/75% UR
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4.3.5.3 Teor e perfil de supersaturagéo in vitro

Os resultados de teor, perfil de supersaturagdo in vitro e AUC
obtidos para as amostras dos farmacos amorfos e DS CC30 e HZ70 recém
produzidas (tempo zero) e ap6és 90 dias armazenadas sob as diferentes
condicdes estudadas encontram-se demonstrados na Tabela 14, Figura 46
e Figura 47.

Como pode ser observado nos resultados demonstrados na Tabela
14, o teor das amostras se manteve estavel ao longo dos 90 dias do estudo
de estabilidade. Pequenas variagdes nos valores de teor entre o tempo zero
e 0 tempo 90 dias puderam ser observadas, porém todas inferiores a 2,0%,
sendo estas atribuidas a pequenas variaces analiticas entre as analises
realizadas nos diferentes tempos de estudo.

Tabela 14 - Teor de CC e HCTZ nas amostras de estabilidade nos tempos zero e
90 dias de armazenamento

Amostra Condicéo de Teor (%) - Teor (%) -
armazenamento  Tempo zero  Tempo 90 dias
4°C/0% UR 99,3
30 °C/0% UR 100,4
CCamorfa 35 c/759 UR 995 98.3
40 °C/75% UR 98,5
4 °C/0% UR 96,0
30 °C/0% UR 96,7
DSCC30 - 30ecr75% UR 9.9 95.9
40 °C/75% UR 95,0
4 °C/0% UR 99,7
30 °C/0% UR 98,5
HCTZ amorfa 30 °C/75% UR 99,4 100.4
40 °C/75% UR 99,0
4 °C/0% UR 98,0
30 °C/0% UR 99,3
DSHZT0 35eci750% UR 9%,7 98.4
40 °C/75% UR 97.8

Os perfis de supersaturacdo in vitro obtidos para o farmaco amorfo
CC e DS CC30 no tempo zero e no tempo 90 dias sob as diferentes
condicbes de estabilidade avaliadas demonstraram caracteristica
semelhante, assim como valores de AUC estatisticamente semelhantes,
comprovando a estabilidade destas amostras e a manutencdo da
capacidade de manter um estado supersaturado deste farmaco em meio
FaSSIF mesmo ap6s o armazenamento sob condicdes elevadas de
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temperatura e umidade. Estes resultados concordam com as analises de
estado solido realizadas e confirmam a estabilidade do farmaco amorfo e
da DS de CC desenvolvida.

Figura 46 - Perfis de supersaturagdo in vitro obtidos para o farmaco CC amorfo
(A) e DS CC30 (B) em meio FaSSIF apds 90 dias de estudo de estabilidade sob
as diferentes condi¢des de armazenamento avaliadas
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Para o farmaco HCTZ amorfo, diferenca significativa (p<0,05) nos
perfis de supersaturacdo in vitro e valores de AUC foi visualizada entre o
tempo zero e o tempo 90 dias em todas as condi¢bes de armazenamento
avaliadas. De fato, a anélise de DRX demonstrou que a HCTZ amorfa
pura apresentou recristalizacdo durante o armazenamento, 0 que
influenciou na extensédo da supersaturacéo obtida para este farmaco.

Jaa DS HZ70 armazenada sob as condicGes de 4 °C/0% UR e 30
°C/0% UR apresentaram resultados de AUC levemente inferiores, porém
estatisticamente semelhantes (p>0,05) quando comparados ao tempo
zero. Em contrapartida, sob as condi¢cbes de armazenamento de 30
°C/75% UR e 40 °C/75% UR demonstraram resultados de AUC
estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparados ao valor obtido
para a mesma formulacéo analisada imediatamente apds a sua produgéo
(tempo zero).
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Figura 47 - Perfis de supersaturagdo in vitro obtidos para o farmaco HCTZ amorfo
(A) e DS HZ70 (B) em meio FaSSIF apds 90 dias de estudo de estabilidade sob
as diferentes condi¢des de armazenamento avaliadas
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Neste capitulo, DS de CC e HCTZ com o carreador polimérico
HPMCAS M foram desenvolvidas com sucesso. A técnica de moagem
mecanica por moinho de esferas se mostrou efetiva, proporcionando a
adequada amorfizacdo tanto dos farmacos puros quanto das DS
desenvolvidas para ambos os farmacos, em todas as proporcdes
farmaco/polimero (m/m) testadas. As formulacdes apresentaram bons
rendimentos e valores satisfatorios de teor dos farmacos.

A amorfizacdo das formulacGes desenvolvidas foi confirmada por
técnicas de caracterizacdo em estado sélido distintas. No entanto, a
presenca de pequenos cristais, em quantidade infima, foi detectada por
meio de MLP em todas as DS obtidas para ambos os fArmacos.

Os estudos de supersaturacdo in vitro em condi¢des ndo-sink
demonstraram que as DS desenvolvidas com o carreador polimérico
HPMCAS M foram promissoras com relagéo a geragao e manutencéo de
um estado de supersaturacdo dos farmacos modelo em meio biorelevante
FaSSIF, sendo as formulagdes CC30 e HZ70 ao que promoveram maior
extensdo de supersaturacao dos farmacos em estudo, que foi mantida por
até 24 h. Esta supersaturacdo, ocasionada pela estratégia tecnoldgica
aplicada, demonstrou resultados melhorados de reducdo de variacdo de
pressdo arterial e fluxo sanguineo renal frente a administragdo de
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angiotensina | paraa DS CC30 em comparacao ao farmaco CC cristalino
nos estudos in vivo realizados, comprovando a capacidade dos sistemas
geradores de supersaturagd0 em promover a maior absor¢do e
consequentemente maior efeito terapéutico para farmacos de baixa
solubilidade aquosa.

Ainda, a estabilidade fisico-quimica da formulagdo CC30,
contendo o farmaco CC, foi confirmada por até 90 dias sob condicGes
variadas de temperatura e umidade, enquanto que a formulacdo HZ70,
gue continha o f&rmaco HCTZ, se manteve estavel por até 90 dias quando
armazenada em condic¢des protegidas do contato com a umidade. Os
perfis de supersaturacdo in vitro obtidos paraa DS CC30, armazenada sob
todas as condi¢cBes de estabilidade avaliadas, e pela DS HZ70 nas
condicdes isentas de umidade (4 °C/75% e 30 °C/0% UR) demonstraram
valores de AUC estatisticamente semelhantes as formulagbes recém
produzidas e analisadas. Sob estas condi¢cbes de armazenamento, a
capacidade de geracdo e extensdo de supersaturacdo dos farmacos em
estudo proporcionadas por estas formulag6es foi mantida pelo periodo de
90 dias avaliado.
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Capitulo IV

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGAO E AVALIACAO
DE DISPERSOES SOLIDAS TERNARIAS CONTENDO OS
FARMACOS EM ASSOCIAGCAO EM DOSE FIXA
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5 DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO
DAS DISPERSOES SOLIDAS :I'ERNARIAS CONTENDO 0OS
FARMACOS EM ASSOCIACAO EM DOSE FIXA

5.1 INTRODUCAO

A hipertensdo é a mais comum condicdo cardiovascular crénica
diagnosticada por médicos de cuidados primarios de salde. Esta aumenta
0 risco de acidente vascular cerebral, doenca arterial coronariana,
insuficiéncia cardiaca, fibrilacdo atrial e doengas vasculares. O controle
efetivo da pressdo arterial é capaz de reduzir a ocorréncia destas
complicagdes. No entanto, a maioria dos pacientes exigird mais de um
medicamento para obter o controle adequado da pressdo arterial
(CDER/FDA, 2018).

Medicamentos contendo farmacos em associacdo em dose fixa sdo
combinagdes de um ou mais farmacos em uma Unica forma farmacéutica
com razdo de dosagens fixas entre 0s mesmos (EMA, 2017; GAUTAM,;
SAHA, 2008).

O desenvolvimento de medicamentos em doses fixas combinadas
esta se tornando cada vez mais importante de um ponto de vista de salde
publica, sendo suas vantagens, quando comparadas a monoterapia, sdo a
possibilidade da associacdo prover resposta clinica e seguranga
melhoradas e, consequentemente, tratamento mais efetivo, assim como
simplificar a administracdo dos farmacos quando presentes em um Gnico
medicamento (EMA, 2017; WHO, 2005).

Os farmacos CC e HCTZ compdem uma associa¢do em dose fixa
combinada na forma de comprimidos simples, em que o0 medicamento de
referéncia no Brasil é o Atacand HCT®, do fabricante Astrazeneca. Este
medicamento existe no pais nas dosagens de 8 mg + 12,5 mg e 16 mg +
125 mg de CC e HCTZ, respectivamente. Dados da consultoria
especializada na area farmacéutica IMS Health demonstram que, no
Brasil, a dosagem de 16 mg + 12,5 mg é a mais vendida e, portanto, mais
prescrita entre as duas dosagens do produto disponiveis.

As DS podem ser classificadas como binarias ou ternarias, com
base no numero de componentes presentes nestas, sendo que as DS
ternarias compreendem formulagdes que contem trés componentes.
Assim sendo, este capitulo aborda o desenvolvimento de DS ternérias
contendo o carreador polimérico HPMCAS M e os farmacos CC e HCTZ
na forma de associacdo em dose fixa, respeitando a proporgédo entre 0s
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farmaco de 56:44 (% m/m CC:HCTZ), proporcao esta correspondente ao
medicamento de dosagem 16 mg + 12,5 mg comercialmente disponivel.

5.2 METODOLOGIA
5.2.1 Materiais

As matérias-primas CC e HCTZ foram adquiridas através do
fornecedor Pharmanostra, provenientes dos fabricantes Xi’an Lyphar
Biotech Co., Ltd/China e Suzhou Ausun Chemical Co., Ltd,,
respectivamente. O polimero HPMCAS M (AquaSolve®, p6 fino) foi
doado pelo fabricante Ashland. O meio biorrelevante FaSSIF foi
adquirido do fabricante Biorelevant. A agua ultrapura foi obtida através
de sistema Milli-Q®. Todos os demais reagentes utilizados nos
experimentos foram de grau analitico e/ou de grau CLAE.

5.2.2 Métodos
5.2.2.1 Preparo das dispersdes solidas e misturas fisicas

O preparo das DS contendo os farmacos CC e HCTZ em
associacdo em dose fixa (DS ternarias) foi realizado pela técnica de
moagem mecanica por moinho de esferas, e as composi¢des das mesmas

encontram-se descritas na Tabela 15.

Tabela 15 - Composig¢do das DS terndrias e misturas fisicas

Formulacdo Codificacéo cc /HCTZI—Pilgcl)\a(C):rg\aSOM (% m/m)
CH30 17:13:70
DS CH50 28:22:50
CC70 39:31:30
MFCH30 17:13:70
MF MFCH50 28:22:50
MFCH70 39:31:30

Para a obtencdo das DS, os farmacos e o polimero HPMCAS M
foram pesados nas propor¢des pré-definidas, de modo a compor uma
massa final de 2,0 g, e transferidos para jarros de aco inox de capacidade
de 125 mL de um moinho de esferas Retsch PM200 (Haan, Alemanha).
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Os materiais sélidos foram gentilmente misturados com auxilio de
espatula por cerca de 1 minuto e, em seguida, foram adicionadas trés
esferas de aco inoxidavel de 10 mm de didmetro a cada jarro, de modo
que a razdo esfera/pd se manteve em aproximadamente 50:1 (m/m).

O processo de moagem foi executado a 560 rpm por 2,5 h a
temperatura ambiente, sendo estas condic¢des definidas por meio de testes
experimentais prévios de moagem realizadas com os farmacos cristalinos,
bem como por meio dos resultados obtidos para as DS desenvolvidas para
os farmacos isolados (Capitulo Il1). Apos sua obtencdo, as DS foram
acondicionadas em frascos ampola de vidro com tampa pléastica, vedadas
com filme Parafilm®, identificadas e armazenadas em geladeira a
temperatura de 2,0 a 8,0°C, para posterior andlise, que foi realizada em
até uma semana apés a producdo das DS.

Amostra adicional dos farmacos puros associados na propor¢éo de
56:44 (% m/m CC:HCTZ) foi obtida sob as mesmas condiches
experimentais de moagem, sem a presenca do polimero.

As propor¢des farmaco/polimero testadas foram embasadas nas
proporcOes testadas para as DS dos farmacos isolados (Capitulo II1).
Nestes estudos, a DS com 90% de polimero ndo demonstrou resultados
promissores com relacdo a extensdo de supersaturacdo dos farmacos
modelo. Por este motivo, esta formulacao néo foi testada para os farmacos
em associagdo como DS ternédrias. Deste modo, selecionou-se as
proporcdes de 30%, 50% e 70% de polimero para o desenvolvimento das
DS dos farmacos em associacdo em dose fixa.

As misturas fisicas (MF) foram preparadas respeitando a mesma
composicdo das DS, através da pesagem dos farmacos e do polimero
HPMCAS M nas proporcdes pré-definidas (quantidade final de 1,0g),
seguidas de simples mistura por espatulacdo por cerca de um minuto. A
codificacdo das mesmas encontra-se descrita na Tabela 15. Uma MF
contendo somente os farmacos na proporcéo 5,6:4,4 (CC:HCTZ) também
foi preparada conforme as condigdes de preparo descritas para as MF,
sendo esta nomeada como MFCH. As MF obtidas foram acondicionadas
em frascos ampola de vidro com tampa plastica, vedadas com filme
Parafilm®, identificadas e armazenadas em geladeira a temperatura de 2,0
a 8,0°C, para posterior analise.

5.2.2.2 Determinagdo do rendimento das dispersdes sélidas
O rendimento final das DS foi calculado em porcentagem (m/m),

através da realizacdo da pesagem das DS obtidas e correlagdo com a
massa inicial de 2,0 g.
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5.2.2.3 Determinacao do teor dos farmacos nas dispersdes sélidas

Os farmacos CC e HCTZ foram quantificados por CLAE,
conforme método desenvolvido para esta finalidade, utilizando um
cromatdgrafo liquido Shimadzu LC-10 (Shimadzu Corporation, Japdo)
equipado com detector ultravioleta.

Uma coluna analitica de fase reversa octadecilsilano (C18)
Phenomenex Luna 100A com dimensdes de 150 mm x 4,6 mm e tamanho
de particula de 5 um foi utilizada, e mantida a uma temperatura de 40°C.
A fase movel foi composta por acetonitrila e tampéo acetato de sodio
5mM pH 4,0, em eluicdo gradiente a um fluxo de 2,0 mL/min, conforme
a Tabela 16 abaixo.

Tabela 16 - Composic¢do do gradiente de eluicdo cromatografica
Tempo (min)  Tampdao acetato pH 4,0 (%) Acetonitrila (%)

0 80 20
7 30 70
10,5 30 70
11 80 20
14 80 20

O comprimento de onda utilizado para a analise foi de 254 nm e,
apos filtracdo apropriada, 10 puL das amostras foram injetados no sistema
de CLAE.

Curvas de calibra¢éo foram construidas em uma faixa linear de 2,5
a 200,0 pg/mL para a CC e de 5,0 a 400,0 pg/mL para a HCTZ. As
solugBes amostra para determinacdo de teor foram preparadas pesando
individualmente, em balanga microanalitica, massas dos farmacos puros
moidos e DS equivalentes a cerca de 10 mg dos farmacos associados, €
transferindo para balGes volumétricos de 10 mL. Os materiais sélidos
foram dissolvidos em aproximadamente 7 mL de acetonitrila, com auxilio
de banho ultrassénico, e em seguida o volume foi completado com o
mesmo solvente, de modo a obter solugBes mde das amostras com
concentracdo de 560 pg/mL de CC e 440 pug/mL de HCTZ. Diluicbes
adicionais foram realizadas de modo a obter solu¢des de concentracao
aproximada de 56 pg/mL para o farmaco CC e 44 ug/mL para o farmaco
HCTZ.

Solugdes padrdo dos farmacos nas mesmas concentracdes finais
das solucBes amostra foram preparadas com as matérias-primas
cristalinas, conforme o procedimento descrito acima para as solucGes



137

amostra. Apds seu preparo, as solugcdes padrao e amostra foram filtradas
por filtros de seringa de poliamida com 0,45 um de tamanho de poro
(Chromaphil® Xtra), e injetadas em equipamento Shimadzu LC-10A
(Kyoto, Japao). A solucdo padrao foi injetada em quintuplicata e as areas
médias dos analitos foi considerada para a quantificacdo das solucgdes
amostra. As solugdes amostra foram injetadas em duplicata e suas areas
médias foram consideradas para os calculos de teor.

O calculo do teor das solucdes amostra foi realizado utilizando a
seguinte equacao:

Aa XCp X100

% teor = 1 xCa ()

Onde Aa e Ap sdo as areas médias obtidas para as solu¢Ges amostra
e padrdo, e Ca e Cp sdo as concentracdes das solu¢des amostra e padrdo,
respectivamente.

5.2.2.4 Caracterizacdo no estado sélido

5.2.2.4.1 Difracéo de raios X de p6

Os difratogramas das DS terndrias desenvolvidas, dos farmacos
cristalinos isolados e dos farmacos moidos associados foram obtidos
utilizando-se equipamento 6-6 D2 Phaser (Bruker), com radiacéo de cobre
Ka (A =1,5418 A), operando em uma corrente de 10 mA e voltagem de
30 kV, equipado com um detector de cintilagdo unidimensional
LINXEYE. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente, em
porta amostras com cavidade e varredura angular a 26 na faixa de 5° a
40°, com step angular de 0,091°s™.

5.2.2.4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas DSC dos farmacos cristalinos isolados, farmacos moidos
associados e DS ternarias desenvolvidas foram obtidas em célula
Shimadzu DSC-60 utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente
fechados. Para tal, pesou-se aproximadamente 2,0 mg e a faixa de
temperatura das analises foi de 30 a 300 °C, em uma Unica corrida, com
razdo de aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera dindmica de N2 de 100
mL/min. O equipamento foi previamente calibrado com padrées de indio
e zinco, e os dados obtidos foram processados em software TA-60.
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5.2.2.4.3 Microscopia de Luz Polarizada

As andlises de MLP dos farmacos cristalinos isolados, farmacos
moidos associados, do polimero HPMCAS M e das DS ternérias
desenvolvidas foram realizadas utilizando Microscopio Olympus
CX41RF equipado com analisador de luz transmitida (U-ANT) e
polarizador de luz transmitida (U-POT) (Olympus Corporation, Tdquio,
Japdo). Pequena quantidade das amostras sélidas foi transferida para
laminas de vidro, espalhadas e recobertas com auxilio de laminula de
vidro. As amostras foram avaliadas quanto a presenca de cristais, por
meio da observagdo visual da birrefringéncia dos cristais (quando
presentes), em comparagdo com as regides amorfas ndo-birrefringentes.

5.2.2.4.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada
de Fourier

Os espectros FTIR dos farmacos cristalinos isolados, farmacos
moidos associados, polimero HPMCAS M, das MF e DS ternérias
desenvolvidas foram obtidos em equipamento PerkinEImer Frontier FT-
IR, em uma faixa espectral de 600 a 4000 cm, com uma média de 10
varreduras em resolucéo espectral de 4,0 cm™.

5.2.2.4.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

A avaliacdo da morfologia das particulas dos farmacos cristalinos
isolados, farmacos moidos associados, polimero HPMCAS M e das DS
ternarias desenvolvidas foram realizadas através da anélise de
fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura em
microscopio Jeol modelo JSM6390LV, sob voltagem de aceleracéo de 10
kV, em diferentes aumentos. As amostras foram previamente preparadas
através da fixacdo das mesmas em stubs de aluminio, por meio de fita
adesiva dupla face de carbono, e recobrimento com ouro em recobridora
a vacuo Leica EM SCD 500.

5.2.2.5 Estudos de supersaturagdo in vitro

Os perfis de supersaturacdo in vitro dos farmacos moidos
associados e das DS ternarias desenvolvidas foram determinados em meio
FaSSIF. Frascos erlenmeyer com capacidade de 25 mL foram
acomodados em incubadora Shaker Nova Técnica NT-715, e 10 mL de
meio FaSSIF foram adicionados em cada frasco. A temperatura foi
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mantida a 37,0 £ 1,0 °C, com agitacdo de 240 rpm, durante as 24 h de
estudo.

Massas das DS ternérias equivalente a 100,0 mg de HCTZ e 127
mg de CC foram individualmente pesadas e transferidas para os frascos
erlenmeyer contendo o meio previamente aquecido. Aliquotas de 0,5 mL
foram retiradas e filtradas por filtros de seringa de poliamida com 0,45
um de tamanho de poro (Chromaphil® Xtra) nos intervalos de tempo pré-
determinados de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 480 e 1440
min.

As amostras foram imediatamente diluidas na proporcdo 1:10
(v/v) em acetonitrila, para prevenir qualquer recristalizacdo adicional dos
farmacos, e injetadas em Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia para
analise da concentracdo de CC e HCTZ, conforme o sistema
cromatogréfico e condi¢des analiticas descritas no item 5.2.2.3.

Os célculos de AUC e as analises estatisticas dos dados obtidos
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® 6. A analise de
variancias (ANOVA) fator Unico, seguida de teste de multiplas
comparagdes de Tukey foi empregada para comparar e testar a
significancia estatistica dos valores de area sob as curvas (AUCs) obtidos
nos experimentos de supersaturacao in vitro para ambos os farmacos. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o
valor de probabilidade (p) foi inferior a 0,05 a um nivel de confianca de
95%.

Os estudos de supersaturagcdo in vitro foram realizados em
triplicata.

5.2.2.6 Estudos de estabilidade

A estabilidade fisico-quimica dos farmacos amorfos associados e
das DS ternérias selecionadas foi avaliada sob diferentes condicdes de
temperatura e umidade.

As DS que apresentaram a melhor performance de geracdo e
manutencdo de supersaturacdo dos farmacos modelo nos estudos de
supersaturacao in vitro realizados foram armazenadas por um periodo de
90 dias sob as seguintes condi¢des ambientais:

e 4 °C/0% umidade relativa (UR), em geladeira;

e 30 °C/0% UR, em estufa marca Nova Etica;

e 30°C/75% UR, em camara climatica marca Climus;
o 40 °C/75% UR, em cdmara climéatica marca Mecalor.
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As amostras armazenadas em geladeira e em estufa foram
acondicionadas em frasco ampola de vidro fechados com tampa plastica
e seladas com lacre de aluminio, de modo evitar o contato do material
com qualquer umidade residual.

As amostras expostas & 75% de umidade relativa nas cémaras
climaricas foram acondicionadas em placas de petri de vidro recorbertas
com filme de PVC perfurado.

Imediatamente ap0s a sua producéo, e nos tempos 15, 30, 60 e 90
dias de armazenamento nas condi¢cdes ambientais definidas, as amostras
foram analisadas por técnica de DRX para a avaliacdo da tendéncia de
recristalizacdo dos farmacos, conforme o método citado no item 5.2.2.4.1.
Andlises de teor e estudos de supersaturacdo in vitro também foram
conduzidas, conforme os métodos citados nos itens 5.2.2.3 e 5.2.2.5,
respectivamente, no tempo inicial e apds 90 dias de estudos de
estabilidade.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Selecao da técnica de obtencéo, rendimento e teor dos farmacos
nas dispersdes solidas

A técnica selecionada para a producdo das DS dos farmacos CC
e HCTZ em associacdo em dose fixa foi a moagem mecénica por meio de
moinho de esferas, devido as caracteristicas dos farmacos. Ainda, o0s
dados obtidos previamente para as DS desenvolvidas para os farmacos
isolados por esta técnica foram levados em conta, conforme detalhado no
Capitulo 11 deste trabalho.

Os resultados relativos ao rendimento das DS terndrias
desenvolvidas encontram-se descritos na Tabela 17. Apds a sua produg&o,
todas as DS se apresentaram como pos soltos e finos, de coloragéo branca
a levemente amarelada.

Tabela 17 - Rendimento das DS obtidas
DS Massa inicial (g) Massa final (g) Rendimento (%)

CH30 1,83 91,5
CH50 2,00 1,81 90,5
CH70 1,78 89,0

Os rendimentos obtidos foram considerados satisfatdrios, uma vez
que estes foram iguais ou superiores a 89,0%. Assim como observado no
desenvolvimento das DS dos farmacos isolados (Capitulo I11), a DS que
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possuia maior propor¢do de farmaco (CH70) apresentou menor
rendimento, devido a maior aderéncia do pd as esferas e aos jarros do
moinho e consequente dificuldade de recuperagdo do material sélido ao
final do processo.

Os resultados de teor obtidos para os farmacos puros moidos e para
as DS desenvolvidas encontram-se descritos na Tabela 18. Nestas
analises, o coeficiente de variagcdo (CV%) obtido entre as replicatas de
injecdo da solucdo padrdo foi considerado adequado, sendo este inferior
a2,0% (BRASIL, 2010).

Tabela 18 - Teores obtidos para as DS ternérias produzidas
Amostra  Teorde CC (%) Teor de HCTZ (%)

CC+HCTZ 99,3 98,4
CH30 96,5 97,6
CH50 98,3 95,2
CH70 97,4 96,9

Os teores obtidos para as DS ternarias desenvolvidas, assim como
para os farmacos moidos em associa¢do se mostraram satisfatorios, uma
vez que todos se encontram acima de 90,0%.

As variacBes observadas nestes valores de teor podem ser
atribuidas as pequenas varia¢fes de pesagem dos materiais, ou eventuais
pequenas perdas nos processos de mistura prévia de farmaco e polimero
e transferéncia de pos.

5.3.2 Caracterizacéo em estado solido
5.3.2.1 Difracéo de raio X de p6

Os difratogramas relativos aos farmacos associados moidos e as
DS ternérias obtidas encontram-se demonstrados na Figura 48.

Os difratogramas obtidos para os farmacos CC e HCTZ moidos em
associacdo demonstraram que o processo de moagem dos farmacos
cristalinos resultou na obtencdo de material amorfo, sendo esta
amorfizagdo visualizada pela auséncia de reflex6es nos difratogramas
obtidos.

A amorfizacdo também foi observada nas DS ternarias
desenvolvidas com o carreador polimérico HPMCAS M, em todas as
proporgdes testadas, visualizada pela auséncia de reflexdes e obtencéo de
halo amorfo caracteristico nos difratogramas obtidos.
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Figura 48 - Difratogramas relativos aos farmacos associados moidos e as DS
ternérias desenvolvidas
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5.3.2.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial

As curvas DSC referentes aos farmacos associados moidos e DS
ternarias desenvolvidas encontram-se demonstradas na Figura 49.

Figura 49 - Curvas DSC referentes a aos farmacos associados moidos e dipersdes
solidas ternarias desenvolvidas
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A curva DSC obtida para os farmacos associados moidos
demonstrou um evento exotérmico em cerca de 130 °C, assim como
eventos endotérmicos pouco definidos a partir de 220 °C. O evento
exotérmico foi associado a recristalizacdo da HCTZ amorfa, conforme
demonstrado no Capitulo 3, item 4.3.3.2. J4 os eventos endotérmicos
foram associados a degradacdo do farmaco CC, que ocorrem a partir de
160 °C. Eventos de degradagdo em curvas DSC sdo tipicamente
exotérmicos, porém alguns fenbmenos como vaporizacao e sublimacao
se apresentam como eventos endotérmicos, sendo provavelmente os
ocorridos nas curvas DSC obtidas (IONASHIRO, MASSAQ; CAIRES,
F. J.; GOMES, 2005).

As DS terndrias desenvolvidas apresentaram 0 mesmo
comportamento, porém o evento de recristalizacdo visualizado em cerca
de 130 °C diminuiu a medida que o farmaco HCTZ se apresentou mais
diluido na formulagdo, ou seja, a medida que a proporcdo do polimero
HPMCAS M foi aumentada. Os eventos de degradacdo se mostraram
mais intensos nas DS desenvolvidas, em virtude da degradacdo do
polimero, que ocorre a partir de 267 °C (ASHLAND INC., 2016).

Deste modo, a DSC néo foi considerada uma técnica conclusiva
para avaliagdo da natureza do estado sélido das DS ternarias
desenvolvidas. No entanto, como visualizado nas anélises de DRX
realizadas, os difratogramas obtidos demonstram a caracteristica amorfa
destas amostras.

5.3.2.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de
Fourier

A técnica de FTIR foi utilizada para detectar possiveis interacoes
entre farmacos e polimeros. A interpretacdo dos espectros FTIR das DS
ternarias desenvolvidas foi realizada correlacionando os espectros das MF
com os espectros das DS, de modo a verificar a ocorréncia de interac@es
guimicas entre os farmacos e o carreador polimérico, por meio de
deslocamento de bandas nos espectros das DS.

Os espectros FTIR relativos aos farmacos isolados cristalinos,
amorfos e ao polimero HPMCAS M encontram-se ilustrados no Capitulo
3, item 4.3.3.3, enquanto os espectros FTIR relativos aos farmacos
associados moidos, DS ternérias desenvolvidas e MF preparadas
encontram-se ilustrados na Figura 50.

As bandas visualizadas em aproximadamente 1751 cm™ e 1718
cm?® presentes no espectro da MFCH referem-se as vibragdes de
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estiramento de carbonila e sdo relativas ao farmaco CC, conforme
demonstrado na Figura 20 ilustrada no item 4.3.3.3 do Capitulo 2.

Ligacbes de hidrogénio podem ocorrem em qualquer sistema
contendo um grupo doador de prétons (X-H) e um grupo aceptor de
prétons, como a carbonila (C=0), sendo que ligacdes de hidrogénio
intermoleculares envolvem a associacdo de duas ou mais moléculas do
mesmo composto, ou de diferentes compostos. As ligagdes de hidrogénio
alteram as constantes de forca tanto dos grupos aceptores quanto doadores
de elétrons, sendo as bandas relativas as vibragfes de estiramento de
carbonila comumente movidas para frequéncias mais baixas
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998).

Figura 50 - Espectros FTIR dos farmacos associados, DS ternarias e MF
produzidas
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Comparando-se 0s espectros obtidos paraa MFCH e CC + HCTZ
moidas (Figura 50), é possivel perceber a supressao da banda visualizada
em cerca de 1718 cm e o deslocamento da banda presente em cerca de
1751 cm™* na MFCH, sendo visualizada no espectro FTIR relativo a CC
+ HCTZ moidas uma Unica banda nesta regido, em cerca de 1732 cm™.
Estes resultados sugerem a ocorréncia de ligacoes de hidrogénio entre a
funcéo carbonila presente no farmaco CC e os grupos doadores de prétons
presentes no farmaco HCTZ.
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Nas analises realizadas para as DS desenvolvidas, 0s espectros
FTIR obtidos apresentaram apenas sobreposicdes das bandas referentes
aos farmacos e ao polimero HPMCAS M, sem deslocamentos
significativos nas bandas de interesse quando se comparam 0S espectros
das MF e DS. Isto sugere a auséncia de interagcBes quimicas entre as
substancias em estado sélido. No entanto, como o polimero HPMCAS M
também apresenta uma banda intensa em cerca de 1730 cm™, a técnica de
FTIR aplicada pode ndo ser capaz de identificar a ocorréncia das ligagdes
de hidrogénio entre os farmacos e o polimero, ou até mesmo entre 0s
préprios farmacos.

5.3.2.4 Microscopia de Luz Polarizada

As imagens de MLP obtidas para as matérias-primas CC e HCTZ
cristalinas e polimero HPMCAS M encontram-se demonstradas no item
4.3.3.4 do Capitulo 3. As imagens relativas aos farmacos associados
moidos e DS ternérias desenvolvidas encontram-se demonstradas na
Figura 51.

Figura 51 - Imagens de MLP (aumento de 200 x) dos farmacos associados moidos
e DS ternarias. A) CC + HCTZ moidas, B) CH30, C) CH50, e D) CH70. As setas
solidas brancas indicam a presenga de cristais birrefringentes.

TN ‘v“!;.f[ " -
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Assim como visualizado para as DS desenvolvidas para 0s
farmacos isoladamente (Capitulo 3), nas analises de MLP realizadas para
os farmacos associados moidos e para as DS ternérias, pode-se observar
gue estas apresentaram caracteristica predominantemente amorfa.

A presenca de pequenos cristais birrefringentes foi detectada, em
guantidade infima quando comparada ao material amorfo, porém estes
ndo foram detectados pela técnica de DRX e ndo influenciaram
significativamente na natureza amorfa das DS desenvolvidas.

5.3.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura

As fotomicrografias dos farmacos cristalinos e moidos encontram-
se ilustradas no item 4.3.3.5 do Capitulo 3, e as fotomicrografias dos
farmacos associados moidos e das DS ternarias desenvolvidas encontram-
se demonstradas na Figura 52.

Figura 52 - Fotomicrografias dos farmacos associados moidos e DS ternérias
(100x). A) CC + HCTZ moidas, B) CH30, C) CH50 e D) CH70
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Como pode ser observado nestas figuras, todas as DS
desenvolvidas apresentaram alteracfes morfoldgicas significativas em
relagdo aos farmacos cristalinos, apresentando-se sob a forma de
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aglomerados de forma e superficie irregulares e tamanhos
consideravelmente varidveis, de tamanho de particula reduzido em
comparagdo com os materiais cristalinos.

Ndo foi visualizada claramente a presenca de cristais
caracteristicos referentes aos farmacos nas amostras analisadas, e todas as
formulagdes desenvolvidas apresentaram aspecto semelhante.

5.3.3 Estudos de supersaturacao in vitro

A Figura 53 demonstra os perfis de supersaturacdo in vitro em
meio FaSSIF obtidos para os farmacos associados moidos e para as DS
ternarias desenvolvidas.

Figura 53 - Perfis de supersaturacdo in vitro em meio FaSSIF das DS ternarias
desenvolvidas. A) CC e B) HCTZ. * representa resultados estatisticamente
diferentes quando comparados aos respectivos farmacos amorfos (p<0,05).
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Na Figura 53, é possivel observar que praticamente todas as DS
ternérias desenvolvidas com o carreador polimérico HPMCAS M
promoveram extensdo de supersaturagdo superior aquela dos farmacos
associados moidos, com excecdo da DS CH30 para o farmaco CC, que
apresentou resultado de AUC superior, porém ndo estatisticamente
diferente da AUC obtida para a amostra dos farmacos associados moidos
(p>0,05). Os valores de AUC obtidos para o farmaco HCTZ para todas as
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formulagBes desenvolvidas foram estatisticamente diferentes daquele
obtido para os fArmacos associados moidos (p<0,05).

Assim como para as DS desenvolvidas para os farmacos isolados
(Capitulo 3), a DS CH30, produzida para os farmacos associados com a
maior carga de polimero (m/m), apresentou os menores valores de AUC
e menor extensdes de supersaturacdo para ambos os farmacos,
demonstrando que o uso de altas concentragBes deste polimero ndo é
benéfico com relacdo & extensdo da supersaturagdo atingida.

Dentre as formulagGes testadas, as DS CH50 e CH70 promoveram
as maiores extensdes de supersaturacdo para ambos o0s farmacos,
evidenciadas pelos maiores valores de AUC apresentados. A DS CH 50
obteve 0 maior valor de AUC dentre as formulacdes desenvolvidas,
enquanto que para o farmaco HCTZ este maior valor foi alcancado pela
DS CH70. No entanto, para o farmaco HCTZ, as formulagdes CH50 e
CH70 ndo apresentaram valores de AUC estatisticamente diferentes
guando comparadas entre si (p>0,05), sendo a performance de extenséo e
manutencao de supersaturacdo promovida por estas formulagdes para este
farmaco considerada semelhante.

Apesar das DS terndrias apresentarem a capacidade de geracéo e
manutencao de supersaturagdo in vitro dos farmacos HCTZ e CC em meio
FaSSIF, é interessante observar que seu comportamento nos estudos de
supersaturacdo in vitro foi diferente daquele apresentado pelas DS
desenvolvidas com os farmacos isoladamente, resultados estes
demonstrados no Capitulo 3.

Para o farmaco CC, a DS CC30, que apresentou melhor
performance de supersaturacdo in vitro, alcancou a concentracdo maxima
de CC soltvel em FaSSIF de aproximadamente 700 pg/mL, e valor de
AUC de aproximadamente 950000 pg.min.mL1. J4 a DS ternaria CH50
foi capaz de promover a solubilizacdo maxima de cerca de 400 pug/mL
deste farmaco, obtendo um valor aproximado de AUC de
aproximadamente 450000 pg.min.mL?. Para o farmaco HCTZ, este
comportamento foi inverso, onde a DS CH70 (DS ternéria) e HZ70 (DS
obtida apenas com o farmaco HCTZ) apresentaram valores de
solubilidade méxima do farmaco em FaSSIF de aproximadamente 5.000
ug/mL e 3.800 pg/mL, e valores de AUC aproximados de 5,25 x 106e 4,0
X 108 pg.min.mL™, respectivamente.

Este comportamento diferente entre as formulac6es desenvolvidas
pode ser explicado, em primeiro lugar, pelo aumento consideravel da
massa do farmaco CC adicionada ao meio nos estudos de supersaturagéo
conduzidos com as DS ternérias.
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Estes estudos foram planejados de modo a se adicionar a0 meio
FaSSIF massa das formulacGes de DS ternérias equivalentes a 100 mg de
HCTZ, sendo esta a mesma massa aplicada para os estudos de
supersaturacao in vitro realizados para as DS contendo apenas a HCTZ.

Como nas DS ternarias desenvolvidas os farmacos CC e HCTZ se
encontram associados na proporgdo de 56:44, respectivamente, a massa
aproximada de CC adicionada ao meio FaSSIF foi de aproximadamente
127 mg, enquanto que nos estudos de supersaturagdo in vitro realizados
para as DS desenvolvidas apenas com o farmaco CC (Capitulo 3), esta
massa foi de aproximadamente 7,71 mg apenas.

Sabe-se que o potencial quimico de um sistema supersaturado é
aumentado quando comparado & condicdo de saturagdo. Por
consequéncia, quanto maior o potencial quimico do sistema
supersaturado, maior a tendéncia de precipitacdo do farmaco.
(BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009). Assim, a maior
guantidade do farmaco CC amorfo adicionado ao meio a partir das DS
ternarias pode ter aumentado o potencial quimico do sistema e induzido a
maior precipitacdo deste farmaco no meio.

Por outro lado, observa-se que a presenca do farmaco CC
aparentemente proporcionou uma condicdo mais favoravel para a
solubilizagdo do farmaco HCTZ no meio aquoso FaSSIF.

5.3.4 Estudos de estabilidade

Estudos de estabilidade foram conduzidos para avaliar a influéncia
dos fatores ambientais e condi¢des de armazenamento na tendéncia de
recristalizacdo e perfis de supersaturagdo in vitro das DS ternérias
selecionadas. Nos estudos de supersaturagdo in vitro realizados, a DS
CH50 obteve resultados superiores de AUC para o farmaco CC, enquanto
que as DS CH50 e CH70 obtiveram os maiores valores de AUC para o
farmaco HCTZ. Deste modo, estas duas formulagdes foram selecionadas
para a conducdo dos estudos de estabilidade fisico-quimicos. Estudos de
estabilidade também foram conduzidos com os farmacos associados
moidos, para fins de comparacao.

5.3.4.1 Difrac&o de raios X de p6

Os resultados obtidos para as analises de DRX realizadas
encontram-se demonstradas da Figura 54 a Figura 57 abaixo.
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Figura 54 - Difratogramas obtidos para os farmacos associados moidos e DS
ternérias armazenadas a 4 °C/0% UR
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Figura 55 - Difratogramas obtidos para os farmacos associados moidos e DS
ternérias armazenadas a 30 °C/0% UR
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Figura 56 - Difratogramas obtidos para os farmacos associados moidos e DS
ternérias armazenadas a 30 °C/75% UR
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Figura 57 - Difratogramas obtidos para os farmacos associados moidos e DS
ternarias armazenadas a 40 °C/75% UR
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Os difratogramas obtidos para as amostras em estabilidade
demonstraram que tanto os farmacos associados moidos quanto as DS
ternarias desenvolvidas possuem menor tendéncia a recristalizagdo
guando armazenados em baixa temperatura e protegidos da umidade,
sendo a umidade a condicdo mais critica quanto a inducdo da
recristalizacdo das formulacdes.

De fato, a literatura relata que a agua absorvida pelas DS a partir
do ambiente age como um agente plastificante, capaz de destruir as
interacdes farmaco/polimero e aumentar significativamente a mobilidade
molecular, levando a imiscibilidade do sistema e consequentemente
acelerando a recristalizagdo em estado solido (CHEN et al., 2018;
FRANCA et al., 2017; LUST et al., 2015). Ainda, é relatado que o
armazenamento abaixo da Tg dos farmacos pode prevenir a cristalizagdo
e aumentar a estabilidade fisica dos farmacos amorfos (SCHAMME et
al., 2015).

Nos difratogramas obtidos para as amostras armazenadas a 4
°C/0% UR (Figura 54), pequenas reflexdes caracteristicas da
recristalizacdo foram evidenciadas para os fArmacos associados moidos a
partir de 30 dias de armazenamento, e para as DS ternarias a partir de 60
dias de armazenamento.

Ja as amostras armazenadas nas condi¢cGes ambientais mais
drésticas testadas, 40 °C/75% UR (Figura 57), demonstraram reflexGes
caracteristicas de recristalizacdo em estado sélido a partir de 15 dias para
os farmacos associados moidos. Para as DS ternérias, é possivel observar
gue a DS CH50 apresentou pequenas reflex6es somente aos 90 dias de
armazenamento, enquanto que a DS CH70 apresentou estas reflexdes a
partir dos 30 dias de armazenamento sob estas condi¢Ges de temperatura
e umidade.

Sabe-se que os polimeros atuam inibindo a recristalizacdo de
solidos amorfos, e DS mais estaveis costumam ser obtidas com cargas de
polimero mais elevadas (BAGHEL; CATHCART; O’REILLY, 2016b;
GUO; SHALAEV; SMITH, 2013). Os resultados obtidos nas analises de
DRX realizadas para acompanhamento da estabilidade fisica das DS
demonstraram que, de fato, a incorporagdo dos farmacos em uma matriz
polimérica demonstrou aumentar a estabilidade fisica dos mesmos com
relacdo a tendéncia de recristalizacdo em estado sélido, assim como a DS
CH50, que possui carga de 50% p/p de HPMCAS M, apresentou maior
estabilidade frente a recristalizacdo que a DS CH70, que possui carga
polimérica de 30% p/p.

E interessante destacar que a possivel interagdo entre os farmacos
por meio de ligagBGes de hidrogénio aumentou a estabilidade fisica dos
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farmacos associados moidos e possivelmente das formulagdes ternarias
desenvolvidas. Conforme demonstrado nos estudos de estabilidade
conduzidos para as formulacdes obtidas com os farmacos isolados CC30
e HZ70 (Capitulo 3), o farmaco CC amorfo demonstrou estabilidade
frente a recristalizagdo, enquanto que o farmaco HCTZ amorfo
apresentou alta tendéncia a recristalizacdo em estado sélido. Quando os
resultados de DRX obtidos no estudo de estabilidade dos farmacos
associados moidos sdo comparados aos resultados obtidos para o farmaco
HCTZ amorfo (Capitulo 3, item 4.3.5), fica evidente que a presenc¢a do
farmaco CC retardou a cristalizacdo da HCTZ em estado sélido, o que
pode ser atribuido & miscibilidade e interacdo entre os mesmos.

5.3.2.2 Teor e perfil de supersaturacdo in vitro

Os resultados de teor obtidos para as amostras dos farmacos
associados moidos e DS CH50 e CH70 recém produzidas (tempo zero) e
ap6s 90 dias armazenadas sob as diferentes condi¢bes estudadas
encontram-se demonstrados na Tabela 19 e Tabela 20.

Tabela 19 - Teor de CC nas amostras de estabilidade de CC + HCTZ, DS CH50
e DS CH70 nos tempos zero e 90 dias de armazenamento

Condicéo de Teor (%) - Teor (%) -
Amostra .
armazenamento  Tempo zero  Tempo 90 dias

4°C/0% UR 98,2
CC+HCTZ 30 °C/0% UR 975 99,0
moidas 30 °C/75% UR ' 98,9
40 °C/75% UR 97,8
4 °C/0% UR 97,1
30 °C/0% UR 97,7
DS CHS0 30 °C/75% UR %8 98,6
40 °C/75% UR 95,0
4°C/0% UR 98,7
30 °C/0% UR 96,7
DS CH70 30 °C/75% UR 97,2 95,4
40 °C/75% UR 95,5

Nestas tabelas, observa-se que o teor tanto do farmaco CC quanto
do farmaco HCTZ se manteve estavel nas amostras de estabilidade ao
longo dos 90 dias do estudo. As variages nos valores de teor entre o
tempo zero e o tempo 90 dias foram inferiores a 2,0%, sendo estas
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atribuidas a variacdes inerentes a técnica de quantificagéo aplicada para
analises realizadas nos diferentes tempos de estudo.

Tabela 20 - Teor de HCTZ nas amostras de estabilidade de CC + HCTZ, DS
CH50 e DS CH70 nos tempos zero e 90 dias de armazenamento

Condigao de Teor (%) - Teor (%) -
Amostra .
armazenamento  Tempo zero  Tempo 90 dias

4 °C/0% UR 103,8
CC+HCTZ 30 °C/0% UR 103.6 104,8
moidas 30 °C/75% UR ' 101,8
40 °C/75% UR 103,1
4°C/0% UR 98,9
30 °C/0% UR 99,0
DS CHS0 30 °C/75% UR 1003 98,7
40 °C/75% UR 99,6
4 °C/0% UR 101,8
30 °C/0% UR 101,2
DS CH70 30 °C/75% UR 102.4 100,6
40 °C/75% UR 103,5

Os resultados de perfil de supersaturagéo in vitro e AUC obtidos
para as amostras dos farmacos associados moidos e DS CH50 e CH70
recém produzidas (tempo zero) e apos 90 dias armazenadas sob as
diferentes condicdes estudadas encontram-se demonstrados na Figura 58
e Figura 59.

Nos perfis de supersaturacdo in vitro obtidos para o farmaco CC,
observou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) nos
valores de AUC entre o tempo zero e o tempo 90 dias para todas as
condicbes de armazenamento, e os perfis de supersaturacio
demonstraram caracteristicas semelhantes entre si. Estes resultados
comprovam a estabilidade das amostras frente as diferentes condi¢des de
armazenamento aplicadas, e a manutenc¢éo da capacidade de promocéo de
supersaturacdo do farmaco CC em meio FaSSIF destas formulages,
mesmo apo6s 0 armazenamento sob condi¢des elevadas de temperatura e
umidade.

Para o farmaco HCTZ, é possivel perceber que os valores de AUC
apresentaram pequeno decaimento a medida que a temperatura e umidade
foram aumentadas. No entanto, estes valores se apresentaram
estatisticamente semelhantes (p>0,05) entre si.
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Figura 58 - Perfis de supersaturagdo in vitro obtidos para o farmaco CC nas
amostras de CC + HCTZ moidas (A), DS CH70 (B) e DS CH50 (C) em meio
FaSSIF ap6s 90 dias de estudo de estabilidade sob as diferentes condicfes de
armazenamento avaliadas
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Apesar das analises de DRX realizadas detectarem pequenos
eventos de recristalizacdo dos farmacos aos 90 dias de armazenamento,
sobretudo para as condicBes mais drasticas aplicadas, estas nao
influenciaram significativamente nos perfis de supersaturacdo obtidos,
comprovando a capacidade destas formulacGes em gerar e manter a
supersaturacao do farmaco HCTZ frente as condi¢des de armazenamento
e tempo de exposicao aplicadas.
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Figura 59 - Perfis de supersaturagdo in vitro obtidos para o farmaco HCTZ nas
amostras de CC + HCTZ moidas (A), DS CH70 (B) e DS CH50 (C) em meio
FaSSIF ap6s 90 dias de estudo de estabilidade sob as diferentes condicfes de
armazenamento avaliadas
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O desenvolvimento de medicamentos na forma de associa¢do em
dose fixa é uma tendéncia e esta se tornando cada vez mais importante de
um ponto de vista de satde publica.

Neste capitulo, DS ternarias contendo os farmacos CC e HCTZ em
dose fixa combinada foram desenvolvidas com sucesso utilizando o
carreador polimérico HPMCAS M. Assim como para as DS
desenvolvidas para estes farmacos de forma isolada (Capitulo 3), atécnica
de moagem por moinho de esferas se mostrou efetiva, proporcionando a
amorfizagdo dos farmacos e obtendo bons rendimentos de processo. A
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natureza amorfa das formulagdes desenvolvidas foi confirmada por
técnicas de caracterizacdo em estado solido distintas.

Os estudos de supersaturacdo in vitro em condi¢bes nao-sink
demonstraram que as DS foram promissoras com relagdo a geracgao e
manutencdo de um estado de supersaturacdo dos farmacos associados em
meio biorelevante FaSSIF. Para o farmaco CC, a DS CH50 demonstrou
maior extensdo de supersaturacdo neste meio, enquanto que para o
farmaco HCTZ, ambas as DS CH50 e CH70 promoveram supersaturagédo
superior quanto comparada a DS CH30.

As DS CH50 e CH70 foram selecionadas para a conducdo dos
estudos de estabilidade, que demonstrou o potencial dos farmacos
associados e do polimero HPMCAS M em reduzir o potencial de
recristalizacdo em estado sélido das formulagfes desenvolvidas, que se
mostraram estaveis por até 90 dias nas condi¢cGes de armazenamento
avaliadas.

Também foi possivel verificar que as condi¢des de armazenamento
aplicadas ndo interferiram negativamente na geracdo e manutencdo de
supersaturacdo dos farmacos em meio FaSSIF, apesar das analises de
DRX terem detectado a presenca de pequenas reflexdes caracteristicas de
recristalizacdo dos farmacos, sobretudo nas condi¢cdes mais drasticas de
armazenamento aplicadas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho abordou a obtengéo de sistemas supersaturados
de liberacdo de CC e HCTZ na forma de DS amorfas dos farmacos
isolados e associados, visando o aumento de sua solubilidade aparente e
manutencdo do estado de supersaturacdo em meio aquoso.

Inicialmente, a solubilidade em equilibrio dos farmacos foi
determinada em meio tampéo fosfato pH 6,8 e meio biorelevante FaSSIF,
com e sem a presenca dos polimeros HPMC, HPMCAS L, M ou H e SOL,
nas concentracdes de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Estes estudos permitiram a
comprovacao da baixa solubilidade dos farmacos em estudo, sobretudo
do farmaco CC, e demonstraram que os polimeros ndo interferiram na
solubilidade em equilibrio dos mesmos nestes meios.

Estudos de supersaturacéo in vitro foram conduzidos para avaliar
0 potencial de inibigdo de precipitacdo dos polimeros selecionados sobre
os farmacos em estudo, e assim permitir a selecdo dos carreadores
poliméricos mais adequados para compor as DS. Estes estudos foram
realizados por diferentes métodos, de acordo com as particularidades dos
dois diferentes farmacos estudados, e se mostraram fundamentais para a
selecdo racional de polimeros para atuar como inibidores de precipitacao
em DS. A capacidade do polimero HPMCAS tipo M em promover a
supersaturacdo e inibir a precipitacdo de ambos os farmacos nos dois
meios testados foi demonstrada, sendo este um resultado de fundamental
importancia para possibilitar o desenvolvimento de dispersfes solidas
ternarias, que contem ambos os farmacos e um Unico polimero.

Apos a selecdo do carreador mais adequado dentre os polimeros
avaliados, as DS foram obtidas para os farmacos individualmente, pela
técnica de moagem mecénica. A amorfizacdo foi confirmada para todas
as formulacGes obtidas, assim como o teor dos farmacos nas mesmas foi
adequado e o rendimento dos processos considerados satisfatérios.

Os estudos de supersaturagdo in vitro das formulagdes
desenvolvidas confirmaram que a estratégia de amorfizacdo e
incorporacdo dos farmacos CC e HCTZ em matrizes de polimero
hidrofilico resultou em aumento da solubilidade aparente destes, com
geracdo e manutencdo de supersaturagdo em meio biorelevante FaSSIF.
Nestes estudos, as DS de CC se destacaram pelo grande aumento da
solubilidade aparente quando comparado com o farmaco cristalino,
sobretudo a DS CC30, que atingiu concentracdes de aproximadamente
100 vezes o valor de solubilidade em equilibrio deste farmaco em meio
FaSSIF. Para o farmaco HCTZ, apesar do incremento de solubilidade ndo
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ser tdo extenso quanto o demonstrado para o farmaco CC, os estudos
realizados demonstraram a capacidade de geracdo e manutencdo de
supersaturacao deste farmaco pelas DS desenvolvidas. Neste contexto, a
DS HZ70 teve destaque com relagdo a extenséo da superaturacdo gerada
em comparagdo com as demais DS desenvolvidas.

Considerando os resultados obtidos para as DS obtidas com 0s
farmacos individualmente, DS ternérias contendo ambos os fA&rmacos em
dose fixa combinada e o polimero HPMCAS tipo M foram desenvolvidas,
onde diferentes proporcoes de polimero foram avaliadas. Assim, como as
DS dos farmacos isolados, as DS contendo os farmacos associados
demonstraram amorfizacdo adequada e geracdo de supersaturacdo dos
farmacos em meio aquoso.

Para a caracterizacdo de todas as DS obtidas, dos farmacos
cristalinos e dos farmacos amorfos, técnicas de estado sdlido foram
utilizadas, e se mostraram de fundamental importancia para a avaliacdo
destes sistemas. Neste ponto, destaca-se 0 uso e o potencial da MLP, que
foi capaz de detectar pequenos cristais nas amostras, enquanto que as
técnicas de DRX e DSC ndo demonstraram claramente esta presenca.

Visando verificar a estabilidade das DS, as mesmas foram
armazenadas em diferentes condi¢es ambientais controladas por 90 dias,
e acompanhadas durante este periodo por doseamento por CLAE, técnicas
de caracterizac8o em estado solido e estudos de supersaturagdo in vitro.

Para as DS contendo apenas o farmaco CC, ndo foi verificada
reducdo significativa de teor do mesmo, bem como quaisquer alteragdes
significativas de sua natureza amorfa durante o periodo de estudo,
confirmando a baixa tendéncia a recristalizacao deste farmaco. Os estudos
de supersaturacao in vitro realizados aos 90 dias de estudo igualmente ndo
demonstraram alteragdes significativas em relagdo as analises iniciais
realizadas. Ja para o farmaco HCTZ, foi observada a maior tendéncia a
recristalizacdo deste, sobretudo em presenca de umidade, que impactaram
diretamente nos estudos de supersaturacao realizados. No entanto, quando
a HCTZ se encontrava associada ao farmaco CC e ao polimero HPMCAS
tipo M na forma de DS terndria, esta tendéncia a recristalizacdo foi
consideravelmente diminuida, assim como ndo houve prejuizo a geracao
e manutengdo de supersaturacdo dos farmacos aos 90 dias de estudo,
guando comparados aos perfis de supersaturacao obtidos no tempo inicial
de estudo.

Como complemento importante dos estudos in vitro realizados, a
DS CC30, que foi considerada a formulacdo mais promissora
desenvolvida com relagcdo a extensdo de supersaturacéo, foi testada em
modelo farmacodinadmico in vivo quanto a sua capacidade de antagonismo
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dos receptores de angiotensina, em comparacao ao farmaco CC cristalino.
Estes estudos demonstraram que a geracao da supersaturacdo promovida
por esta formulagdo foi capaz de prover resposta aumentada in vivo, assim
como inicio de agdo mais rapido, comprovando que os SDDS séo capazes
de melhorar as propriedades biofarmacéuticas de farmacos pouco
sollveis como a CC, e consequentemente favorecer a sua resposta
bioldgica.

Como perspectivas futuras deste trabalho, citam-se a possibilidade
de realizacdo de estudos farmacodindmicos in vivo com as DS HZ70 e
HC50, para verificagdo do seu potencial de aumento da resposta bioldgica
in vivo. Com base nestes estudos, formas farmacéuticas sélidas das DS
CC30, HZ70 e CH50 poderiam ser desenvolvidas, assim como sua
comparagdo in vitro e in vivo com os medicamentos de referéncia
disponiveis no mercado. Exemplos destas formas farmacéuticas seriam
capsulas, comprimidos ou ainda sistemas multiparticulados (como pellets
ou minicomprimidos), que sdo vantajosos para aumento de perfil de
dissolucdo de farmacos pouco sollveis.
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