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RESUMO

A Hidroclorotiazida (HCTZ) é um farmaco pertencente a categoria dos diuréticos
tiazidicos. E um composto heterociclico que possui formula C7HsCIN304S2, sendo
formado por dois grupos sulfonamida. Conhecida a mais de meio século, € um dos
farmacos na escolha para o tratamento de hipertensdo arterial, tendo seu
mecanismo de ac¢do baseado no aumento da excrec¢éo renal de sodio. Segundo o
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico (BCS), a HCTZ se enquadra na
categoria IV, ou seja, possui baixa solubilidade e baixa permeabilidade, tendo
biodisponibilidade de aproximadamente 65%. Através da complexacdo da HCTZ
com o oligbmero ciclico B-ciclodextrina (BCD) e adi¢cdo do sal biliar colato de sédio
(COL), objetivou-se a obtencdo de um sistema com melhores caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade para o farmaco. Também foi desenvolvida e
validada uma nova metodologia para identificacdo da HCTZ e seus produtos de
degradacdo 4-amino, 6-cloro dissulfonamida (DSA) e clorotiazida (CTZ) através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O método mostrou-se especifico,
linear, preciso, exato e robusto. Nos ensaios de fotoestabilidade foi verificado que
a complexacdo melhorou a estabilidade a luz do farmaco. Em relacédo a avaliacéao
da dissolucéo in-vitro (fluido gastrico simulado, pH 1,2) o perfil de liberacdo da
HCTZ mostrou-se acentuadamente melhor para a formulagcdo HCTZ:CD:COL, o
que é um indicativo de uma possivel maior quantidade do farmaco disponivel no
lumen intestinal, e consequente melhora de seu efeito terapéutico. O ensaio in-
vivo demonstrou aumento no volume urinario e maior excrecao eletrolitica nos
grupos aos quais administrou-se o complexo de inclusdo contendo o colato de
sédio. Pode-se entdo concluir que a complexacdo da HCTZ é um grande passo na

melhoria de seu efeito terapéutico.



ABSTRACT

Hydrochlorothiazide (HCTZ) is a drug that belongs to the class of thiazide diuretics. It
Is a heterocyclic compound having the formula C7HsCIN3O4S2, being formed by two
sulfonamide groups. Known for more than half century, it is one of the drugs of choice
when treating high blood pressure and its mechanism of action is based on increased
renal sodium excretion. According to the Biopharmaceutical Classification System
(BCS), Hydrochlorothiazide belongs to the IV class, ie very low solubility and perme-
ability, and its bioavailability around 65%. The aim of this study was to improve these
aspects of Hydrochlorothiazide by complexation with the cyclic oligomer f-
cyclodextrin (BCD) and the bile salt hydrated sodium cholate (HCOL). Also a new
HPLC method was developed and validated for the identification of HCTZ and its
degradation products 4-amino-6-chloro disulfonamide (DSA) and chlorothiazide
(CTZ). The method proved to be specific, linear, accurate, precise and robust. In the
in-vitro dissolution test (simulated gastric fluid, pH 1.2) the release profile of the
HCTZ was improved for the formulation containing HCTZ: BCD: COL. On the photo-
stability assays it was verified that the complexation improved the stability of the drug
against light. The in-vivo assays showed an increase on the urinary volume and the
eletrolytes excretion on the groups that was administrated the inclusion complex con-
taining sodium cholate. According to the data presented, the complexes containing
cholate achieved the best dissolution results, which may indicate a greater amount of
drug in the intestinal lumen and consequent improvement of its therapeutic effect. It
can be concluded that the complexation of hydrochlorothiazide represents an im-

provement of its therapeutic effect.

Keywords: Hydrochlorothiazide, Cyclodextrins, Validation, Bile Salts.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hipertenséo

A condicdo conhecida como hipertensao arterial (HA) € uma das principais
causas de mortalidade e morbidade no mundo (ALMEIDA, 2015). Sua prevaléncia é
de aproximadamente 30-45% na populacdo em geral (FILIPOVSKI, 2015), e tende a
aumentar com a idade e com a exposi¢cado constante a fatores de risco tais como
tabagismo, obesidade, sedentarismo ou predisposicdo genética. A condicdo se
caracteriza pelo aumento da pressao arterial sistémica, e sua patogénese envolve
varios mecanismos e vias metabdlicas diferentes. Possui, desta maneira, uma gama
distinta de etiologias, que é dependente de varios fatores, tanto ambientais quanto
fisiolégicos/bioquimicos  (FRISO, 2015). Esta associada a condicbes
cardiovasculares mais graves, tais como infarto agudo do miocardio, insuficiéncia
cardiaca, ateroesclerose, problemas renais e acidente vascular cerebral. Dentre os
mecanismos indutores da HA, podem-se destacar 0s mecanismos neurais, 0 sistema
renina-angiotensina e a sensibilidade ao sédio.

O sistema nervoso autbnomo tem participacdo importante no controle da
pressdo arterial. Isto se propbe através do modelo exposto na figura 1, que
demonstra uma ativacdo exacerbada do mesmo, promovendo aumento do débito
cardiaco e da resisténcia vascular periférica (SANJULIANI, 2002). H& evidéncia
concreta que a estimulacdo exacerbada do sistema nervoso simpatico seja um dos
desencadeadores da HA, visto que uma ativacdo simpatica exagerada e mudancas
na sensibilidade dos baroreceptores sdo observadas em pacientes com hipertensao
arterial (OLIVEIRA-SALES, 2014). Varios estudos apontam que diminuicdes em
certas catecolaminas plasmaticas ou o aumento na liberacdo e sensibilidade a
norepinefrina também estariam relacionados ao surgimento da condi¢cdo (MANCIA,
2013).
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Figura 1: Relagdo do SNC no controle da presséo arterial
(Fonte: Adaptado de Sanjuliani, 2002)

—1_Sistema Nervoso Simpatico

— B
B l l’d. A Renina
B

DC x RVP Angiotensina Il
A

!

P Expansio de volume *——— Aldosterona

Q

Onde: DC — Débito Cardiaco; RVP — Resisténcia Vascular Periférica. Uma ativacédo inadequada do
sistema nervoso simpatico pode ocasionar quadros de hipertenséo arterial por diversas vias.

O sistema renina-angiotensina tem papel fundamental nas doencas
cardiovasculares. Além de exercer efeito regulatorio sobre a pressao arterial, age na
contratilidade da musculatura das paredes dos vasos, remodelando-as (van THIEL,
2015). Através da liberacao de renina pelas células justaglomerulares renais, ha a
formacao de angiotensina I, biotransformada nos pulmdes em angiotensina Il pela
enzima conversora da angiotensina (ECA), um octapeptideo com grande potencial
vasoconstritor, que é produzido quando ha baixa concentracdo de aldoesterona no
organismo (SANJULIANI, 2002). Através de seu receptor AT1R, a angiotensina Il
interfere de forma negativa em muitas vias metabdlicas que podem culminar em HA,
podendo-se citar o aumento da reabsorcdo de sodio, o aumento da secrecdo de
vasopressina, aldosterona e endotelina, contratilidade cardiaca e ativacéo
exacerbada do sistema nervoso simpatico (CAREY, 2015).

O consumo inadequado de sal também ¢é um fator importante no
desenvolvimento de HA. Os céations Na* contibuem para o equilibrio osmoético do
liquido extracelular e para a conducdo dos potenciais de acdo neuronais, sendo
recomendada um ingestdo de no maximo 2000 mg/dia de so6dio segundo as
instituicbes reguladoras (REDDY, 2015). Quando a quantidade de sédio ingerida é
muito superior a recomendada, a tendéncia do organismo é a de reter agua para
conservar o equilibrio osmético, e com o aumento do volume sanguineo, havera
aumento da pressao arterial. Alguns estudos propdem que o papel do sodio na HA
se da através de um aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, bem como
gue o sistema renal dopaminérgico tenha um importante envolvimento na regulacao
do mecanismo renal de excre¢éo de sodio (SANJULIANI, 2002). A figura 2 apresenta

alguns dos possiveis mecanismos de patogénese da HA através da ingestdo de
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sadio.

Figura 2: Mecanismos patolégicos relacionados a ingestdo de sodio
(Fonte: Adaptado de Reddy, 2015)

/’d___..-—-' Alto consumo de sadio
4—"”,, X l

NADPH Superdxido
oxidase dismutase Atividade do nervo simpatico

T

Super-expressao de ENaC

l

4
Elevago [0=] Secrecdo enddgena de ouabaina Enrijecimento arterial
Canais de Ca2* e K* Bomba oz Na*/Ca®*  Entrada de NCX1Ca?*  Falhana sinalizacao

| ~, 7

Falha na atividade da NOS PASMC [Ca™] elevado

| |

Reducdo da vasodilatacdo Aumento da vasoconstricio

Tonus miogénico aumentado

Onde: EnaC - Canal epitelial de sédio; NO - Oxido nitrico; PASMC — Células Musculares Lisas da
Artéria Pulmonar; NCX1 — Transportador de sodio/calcio; NOS — Oxido Nitrico Sintetase.

1.2 Diuréticos

Diuréticos sdo substancias amplamente utillizadas para as mais diversas
condicdes, tais como hipertensdo, problemas cadiacos e disturbios eletroliticos
(ROUSH, 2013). Tem como principal mecanismo de acdo o bloqueio da recaptacao
de sédio pelos tubulos renais, consequentemente diminuindo a pressao sanguinea.
Trata-se de um extenso grupo farmacologico, que compde-se de: Inibidores da
Anidrase Carbonica (Acetazolamida); Diuréticos de alca (Furosemida); Tiazidicos
(Hidroclorotiazida); Poupadores de potassio (Amilorida e Triantereno); Diuréticos

osmoéticos (Manitol); Antagonistas da vasopressina (ROUSH, 2013).



16

1.3 Diuréticos Tiazidicos

Os diuréticos tiazidicos compreendem um grupo farmacolégico menos
potente em comparacédo aos diuréticos de alca, porém muito melhor tolerados. Agem
ligando-se ao sitio de ligacéo do cloreto do sistema de cotransporte tubular distal de
Na*/Cl, promovendo natriurese através da excrecdo urinaria (RANG, DALE, 2012).
Como todos os diuréticos, os tiazidicos também podem provocar uma série de
alteracdes eletroliticas, tais como hipocalemia, hiponatremia e desidratacdo. Estas
complicacBes sdo mais comuns em pacientes com problemas cardiacos ou com
cirrose hepética descompensada. Estudos ainda apontam que a HCTZ, um dos
diuréticos tiazidicos mais utilizados no mundo, possa causar uma intolerancia
endogena a glicose, 0 que pode acarretar em um quadro de diabetes. Este efeito
parece estar ligado a deplecdo de potassio causada pelo farmaco (FEILH, 2012).
Sao utilizados em terapia combinada com diuréticos de alca, exercendo efeito
sinérgico sobre a natriurese exercida pelos mesmos, melhorando assim o controle
da pressdo arterial. Esta combinacdo geralmente é utilizada em pacientes que
utilizam diuréticos por longos periodos e desenvolvem hipertrofia do néfron distal.
Finalmente, por exercer intensa excrecao de potassio, pode ser (til no tratamento da
hipercalemia provocada pelos diuréticos de alca (AGARWAL, 2012). A figura 3

demonstra 0 mecanismo de acdo dos diuréticos tiazidicos.
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Figura 3: Mecanismo de a¢do dos diuréticos tiazidicos
(Fonte: adaptado de Rang et al, 2012)

Xy

Tiazidicos ———— o L* :

K Ca

Onde: C1: sistema de cotransporte de Na*, K* e Cl; C2*; cotransporte eletroneutro de K*/CI-; P:
bomba de sdédio

1.4 Sistema de Classificagcdo Biofarmacéutica (SCB)

A biodisponiobilidade oral de um farmaco é influenciada por sua velocidade de
dissolucéo e sua permeabilidade intestinal. Farmacos com baixa permeabilidade e
baixa dissolucédo tendem a apresentar valores de biodisponibilidade reduzidos, o que
pode diminuir o efeito terapéutico esperado (JAMBHEKAR, 2013). Para se obter
uma boa absorc¢do, € necessario que o farmaco apresente capacidade de dissolver-
se em meios fisioldgicos e que consiga permear a membrana intestinal de maneira
satisfatoria. Varios fatores podem interferir na dissolucdo de um farmaco, e estes
podem ser parametros fisico-quimicos (como difusdo, polimorfismo ou tamanho de
particula) ou fisiologicos (como molhabilidade, pH do fluido gastrointestinal ou
presenca de surfactante no fluido gastrointestinal). Baseado nestes dois parametros
Amidon e colaboradores propuzeram em 1995 o Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica (AMIDON et al, 1995). Este sistema classifica os farmacos em
quatro categorias distintas, de acordo com sua solubilidade aguosa e permeabilidade

intestinal, como demonstrado na tabela 1.
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Tabela 1: Sistema de Classificagao Biofarmacéutico.

(Fonte: Adaptado de Amidon et al, 1995)

Classe Solubilidade Permeabilidade
I Alta Alta
Il Baixa Alta
1 Alta Baixa
A\ Baixa Baixa

Os farmacos inseridos na classe | sdo considerdos altamente sollveis e
permedaveis, tendo como fatores limitantes destas caracteristicas 0 esvaziamento
gastrico ou o perfil de dissolugcdo do farmaco. Um farmaco € considerado muito
soluvel guando a maior quantidade do mesmo presente em uma forma farmacéutica
de liberacdo imediata dissolve-se completamente em 250 mL de 4gua com pH entre
1,0 e 7,5. Porém, se o farmaco atingir a dissolucdo de pelo menos 85% em 30
minutos, pode-se garantir a biodisponibilidade do mesmo, e abaixo desta faixa é
considerado pouco soluvel (AMIDON, GORDON L et al., 1995; UEDA et al., 2002;
KASIM et al., 2004).

A classe Il compreende os farmacos pouco sollveis, porém altamente
permedveis. Para os farmacos inseridos nesta classe, o fator limitante de absorcéo é
a dissolucao in vivo, e seu perfil de absorcdo ndo sera tdo alto quanto aqueles
pertencentes a classe |.

Inseridos na classe Il estdo os farmacos com alta solubilidade e baixa
permeabilidade, sendo esta ultima o fator limitante de absorcdo nesta classe.
Possuem perfis de dissolucéo in vitro semelhantes aos dos farmacos da classe |,
porém sua permeabilidade intestinal é reduzida. Os farmacos da classe Il possuem
perfis altamente variaveis de absorcdo porque a permeabilidade intestinal é
dependente da velocidade de esvaziamento gastrico. (AMIDON, 1995).

Na classe IV encontram-se os farmacos com baixa solubilidade e baixa
permeabilidade. Membros deste grupo possuem absorcdo significativamente
reduzida e consequente queda em sua biodisponibilidade, sendo bastante dificil
estabelecer uma correlacao in vitro/in vivo (AMIDON 1995).

Atualmente, mesmo com 0 avanco da tecnologia



19

biofarmacéutica/biofarmacotécnica, aproximadamente 40% dos farmacos em
desenvolvimento e 60% dos farmacos obtidos por sintese tém perfis de solubilidade
considerados baixos e ndo exercem seu efeito terapéutico maximo relacionado a
dose devido a baixa biodisponibilidade oral. Novas estratégias tem sido
desenvolvidas visando a melhoria destas caracteristicas, tais como dispersdes
sélidas com polimeros hidrofilicos, microemulsdes, uso de co-solventes, formacao
de complexos de inclusdo com ciclodextrinas e a formacédo de sais (EL-GIZAWY,
2015).

1.5 Hidroclorotiazida

A HCTZ (Figura 4), é um diurético tiazidico de férmula C7HsCIN304S2, sendo
composta por dois grupos sulfonamida (SANPHUI, 2013). E conhecida ha mais de
meio século, e mesmo assim encontra-se entre os farmacos mais prescritos no
mundo (MESSERLI, 2011). Seu mecanismo de ag&o consiste na inibicdo do sistema
de contransporte de ions sodio-cloreto no tubulo distal, diminuindo a reabsorcao de
sédio e consequentemente aumentando sua excrecdo, exercendo desta forma a
diurese. Produz também, certa resisténcia vascular periférica, contribuindo assim
para o efeito anti-hipertensivo. Indiretamente a HCTZ reduz o volume plasmatico,
aumentando a excre¢do urinaria de potassio, a atividade da renina plasmatica, a
secrecdo de aldosterona e promove diminuicdo do potassio plasméatico (PIRES,
2011a). E utilizada primariamente em casos de hipertensdo arterial, sozinha ou
associada a outros farmacos (SANTOVENA, 2011). E também, farmaco de escolha
em casos de falha cardiaca por hipertensdo, por promover efeitos mais duradouros
(JINGHONG, 2011).

Apesar de sua ampla utilizacédo, trata-se de um farmaco classificado pelo
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) como classe IV, ou seja, baixa
pemeabilidade (log de P = -0,07) e baixa solubilidade (0,7 mg/mL™* a 25° C). Seus
valores de pKa sao 8,75 e 9,88, estando em sua forma ionizada em pH proximo de 6
(BAKA, 2008). Possui biodisponibilidade de aproximadamente 65% (SANPHUI,
2013), caracteristica que reduz consideravelmente sua acédo terapéutica. A HCTZ é
um po cristalino, branco ou quase branco, praticamente inodoro e com gosto
levemente amargo. Possui uma meia-vida plasmatica de aproximadamente 3 ou 4

horas, meia-vida biolégica de 12 horas, sendo excretada inalterada na urina
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(SANTOVENA, 2011).

Figura 4: Estrutura quimica da hidroclorotiazida
(Fonte: Adaptado de United States Pharmacopeia, 2011.)
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1.5.1 HCTZ: Vias de sintese e produtos de degradacéao

A HCTZ é obtida através da combinacdo de aminoclorobenzeno
dissulfonamida (aminobenzeno, DSA) e formaldeido em meio aquoso basico. Este
processo gera também a clorotiazida (CTZ), através de uma reacdo de oxidacao.
Esta Gltima é considerada uma impureza, visto que exerce menor poder terapéutico
que a HCTZ (FANG et al., 2001). A figura 5 mostra resumidamente a via de sintese
da HCTZ.

Figura 5: Via de sintese da hidroclorotiazida
(Fonte: Adaptado de Fang et al, 2011)
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A degradacao da HCTZ ocorre através de hidrélise irreversivel. Esta reacdo é
pH dependente e apresenta pico de degradacdo em pH 7,2 e minimo em pH entre
2,2 e 3,0. Tem como produtos o DSA e o formaldeido. Ja a CTZ é obtida através de
uma reacgdo de oxidagdo e ndo de hidrolise (DEVENTER et al., 2009; HERTZOG et
al., 2002; MOLLICA et al., 1969; MOLLICA et al., 1971).

1.6 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas compreendem uma familia de oligossacarideos ciclicos
isolados do amido. O amido € composto de unidades de D-Glucopiranose,
possuindo ligacbes glicosidicas em a 1,4 e a 1,6 (DAVIS, 2004). Através da
degradacédo do amido pela enzima glicosiltransferase, sdo gerados oligdbmeros
ciclicos denominados ciclodextrinas ou cicloamilases (BARRETO, 2008). Estas séo
moléculas glicosidicas que possuem uma cavidade vazia e tem a capacidade de
formar complexos de inclusdo com uma variada gama de compostos organicos,
inorganicos, biolégicos e farmacéuticos (SILVA, 2013). Por possuirem uma
superficie hidrofilica e uma cavidade hidrofébica, apresentam elevada eficacia no
transporte de farmacos com baixa solubilidade aquosa dentro de meios fisioldgicos,
através da modificagdo de suas caracteristicas fisico-quimicas (MURA, 2014).

Quanto a classificacdo, esta se da de acordo com a quantidade de moléculas
de glicose que as forma, sendo que as mais conhecidas séo a a-ciclodextrina (aCD),
formada por um hexadmero glicosidico; a B-ciclodextrina (BCD), formada por um
heptdmero glicosidico; e a y-ciclodextrina (yCD) formada por um octamero glicosidico
(DAVIS, 2004), como demonstrado na figura 6. Devido a seu alto rendimento através
da degradacdo do amido estas sdo denominadas ciclodextrinas naturais, sendo a 3-
ciclodextrina a mais pesquisada devido as caracteristicas favoraveis a formacédo de
complexos de inclusdo com a maioria dos farmacos conhecidos (BARRETO, 2008),
mesmo que possuindo uma menor solubilidade aquosa (LIANDONG, 2012). Tendo
em vista estas limitagdes, foram desenvolvidas ciclodextrinas sintéticas para melhora
do perfil de dissolugdo, bem com maior controle na liberacdo do farmaco da
cavidade da CD (YUAN, 2013), como por exemplo a Hidroxipropil B-ciclodextrina, um
derivado hidroxialquil, com elevada solubilidade aquosa e menor toxicicidade,
representando uma alternativa as ciclodextrinas naturais (YUAN, 2013).

A complexacdo de farmacos com ciclodextrinas demonstra acentuada
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melhoria nos perfis de estabilidade, solubilidade, taxa de dissolugdo e
biodisponibilidade de farmacos, razdo pela qual ganhou visibilidade, sendo
amplamente estudada por suas propriedades fisico-quimicas favoraveis. Zhang et al
(2015) complexaram o anti-inflamatério ndo esteroidal Flurbiprofeno com
ciclodextrinas, melhorando assim o perfil de biodisponibilidade do mesmo. Ja Tang et
al (2015) obtiveram complexos entre o miorelaxante Clorzoxazona e ciclodextrinas,
diminuindo significativamente sua toxicidade e melhorando sua solubilidade

intrinseca.

Figura 6: Aspectos conformacionais das ciclodextrinas
(Fonte: Adaptado de Freitag, 2010)
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As ciclodextrinas naturais sdo classificadas de acordo com o nimero de moléculas de agUcar que as
forma. a-CD com 6 moléculas; 3-CD com 7 moléculas e y—CD, com 8 moléculas.

Atualmente é possivel afirmar que a tecnologia de complexacdo com
ciclodextrinas é realmente promissora e pode ser utilizada para obtencdo de
medicamentos com melhores perfis de dissolucdo, solubilidade e permeabilidade
quando comparados ao farmaco puro. A formacdo dos complexos se d4 em meio
aguoso, através da substituicdo da agua presente na cavidade da ciclodextrina pela
molécula-hGspede, ja que a mesma apresenta-se mais energeticamente favoravel
(pois a &gua € menos apolar que a molécula-hospede). Nao ha formacgédo de
ligacbes covalentes durante a complexacdo, e sua estabilidade quimica se da
através de ligacbes nédo-covalentes, como ligacbes de Vander Walls, interacdes

hidrofobicas e efeitos eletronicos (LOFTSSON et al., 2007; RASHEED; KUMAR,;
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SRAVANTHI, 2008).

Dentre as técnicas para obtencdo de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas pode-se citar a co-precipitacdo, co-evaporacdo, neutralizacdo e
liofilizacdo, que sdo procedimentos utilizados em fase liquida. Em fase semi-soélida, o
método utilizado é a malaxagem, e este é aplicado quando a molécula-hdspede é
pouco soluvel em 4gua. Consiste na adicdo gradual do farmaco a uma pasta aquosa
de CD, e posterior secagem, que pode ser efetuada através de spray-drying ou
liofilizacdo. Para a complexacdo da HCTZ com a BCD, o processo de malaxagem
melhorou caracteristicas importantes na formacdo do sistema binario, tal como o
nivel de insercdo da molécula-alvo na cavidade da CD (MENDES, 2013). A figura 7

demonstra a equacéo de formacao de complexo entre a HCTZ e BCD.

Figura 7: Equacdao representativa da formacdo do complexo de inclusdo entre
farmaco e CD na proporgéo molar 1:1

(Fonte: Mendes, 2013)
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1.7 Acidos biliares

Acidos biliares sdo sintetizados nos hepatdcitos a partir do colesterol, e
armazenados no figado na forma de seus sais. Agem como surfactantes, tendo um
importante papel na digestdo e absorcdo de nutrientes (MALDONADO-
VALDERRAMA, 2011). Possuem nucleo esterodide, e sua diferenciagéo se da através
da quantidade, da disposicdo e da estereoquimica dos grupos hidroxila que
possuem em seu nucleo esteroidal (OLESEN, 2015). Sao classificados em dois
grupos, primarios e secundarios. Acidos biliares primarios sdo sintetizados através
dos hepatécitos, em um processo que envolve varias vias metabdlicas e acgbes

enzimaticas, e na maioria dos mamiferos, os principais acidos biliares endégenos
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s&o o Acido Colico e o Acido Chenodeoxicolico. Os acidos biliares secundarios séo
formados quase em sua totalidade no intestino grosso, através de hidrolise
bacteriana, visto que muitas bactérias intestinais possuem hidrolases que sao
capazes de reagir com acidos biliares conjugados (HOLM, 2013).

Os é&cidos biliares séo utilizados como carreadores farmacoldgicos pela
grande capacidade de solubilizacdo e emulsificacdo. Através destas caracteristicas
melhoram a biodisponibilidade, alterando a velocidade de dissolucédo de farmacos no
trato gastrointestinal (CHUN, 2012). Sao substancias naturais bi-planares que
possuem duas superficies moleculares com funcionalidades diferentes: uma face
hidrofébica convexa do nucleo esteréide e uma face hidrofilica concava (SILVA,
2013). Solucdes micelares compostas de sais biliares podem influenciar no perfil de
solubilizacdo de substancias organicas pouco sollveis em meio aguoso, bem como
aumentar a permeabilidade celular frente as mais variadas substancias (SILVA,
2013).

1.8 Caracterizagéo fisico-quimica

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas de uma farmaco é crucial
para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas. Caracteristicas como ponto
de fusdo, tamanho e forma das particulas podem fornecer informa¢des importantes
sobre possiveis interacfes entre o farmaco e seus excipientes, que podem
comprometer aspectos importantes do mesmo, principalmente sua estabilidade e
biodisponibilidade (BERNARDI et al., 2009; CHADHA; BHANDARI, 2014,
CHAKRABORTY et al.,, 2013; McDAID et al.,, 2003). A Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC), a Termogravimetria (TG) e a Espectroscopia na Regido do
Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) sdo técnicas que permitem a
caracterizacdo, sendo de grande auxilio no conhecimento das possiveis interacdes
entre componentes da formulagéo.

A Analise Térmica compreende um conjunto de técnicas onde alguma
propriedade fisica do analito € analisada em fungdo do aumento de temperatura
(ROUQUEROL, 2013). As técnicas mais conhecidas dentro da analise térmica sédo a
TG e a DSC. Na DSC, o farmaco e seus excipientes sdo submetidos ao
aguecimento constante e através da variacdo nos valores de entalpia ou

desaparecimento de picos exotérmicos ou endotérmicos presentes na curva pode-se
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obter informacdes sobre possiveis interacdes entre o farmaco e os excipientes, bem
como sobre o deslocamento do ponto de fusdo das amostras. A DSC também é
importante na caracterizacdo de complexos de inclusédo, pois tem a capacidade de
identificar a complexacao verdadeira, pois quando ha formacdo de complexo o ponto
de fusdo do fa&rmaco aumenta, ha um alargamento do evento térmico ou ha a
aparicdo de novos eventos endotérmicos (LI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009).

A Termogravimetria consiste na avaliacdo do diferencial de massa da amostra
quando submetida & aquecimento em atmosfera controlada (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). E importante na avaliacido da estabilidade térmica, e também
na identificacdo dos niveis de umidade do analito.

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier &
uma técnica que consiste na identificacdo de bandas caracteristicas de certos
compostos através de seu espectros no infravermelho. E utilizada nos estudos de
polimorfismo, elucidagdo de estrutura, interacbes entre misturas binarias (farmaco-
excipiente), entre outras (KALINKOVA, 1999).

1.9 Estudos de estabilidade

Segundo a definigdo da ANVISA, estabilidade “é a capacidade de um produto
manter inalteravel suas propriedades e seu desempenho durante um tempo definido,
de acordo com as condicbes previamente estabelecidas, relacionadas a sua
identidade, concentragdao ou poténcia, qualidade, pureza e aparéncia fisica”. Todas
as formas farmacéuticas conhecidas possuem vias de degradacéo, que séo ativadas
mediante os mais variados estimulos externos tais como umidade, luz, temperatura
ou contaminacao microbiolégica. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) através de sua RDC N° 58/2013 estipula requisitos minimos a serem
realizados para determinacdo de estabilidade em insumos farmacéuticos ativos, tais
como estudos de degradacao, consideracdes sobre rotulagem e armazenamento e
estudos de fotoestabilidade (BRASIL, 2012).

Melhorar a solubilidade e permeabilidade de farmacos com baixo perfil de
dissolugcéo consiste em um dos maiores desafios no melhoramento de Insumos
Farmacologicamente Ativos (IFA) e desenvolvimento de novas formulacdes. Existem

variadas alternativas para a melhoria das caracteristicas fisico-quimicas de IFA's,
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dentre elas a complexagdo, formacdo de sais, co-cristalizacdo e amorfizagcéo
(CHADHA, 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar in vitro e in vivo complexos de

hidroclorotiazida com B—ciclodextrina e adicdo de colato de sodio.
2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Obter os complexos de inclusdo entre a hidroclorotiazida e a B-ciclodextrina;
e entre a hidroclorotiazida, B-ciclodextrina e colato de sodio através de
malaxagem seguida de liofilizac&o;

2.2.2 Realizar a caracterizacao fisico quimica dos complexos através de
Calorimetria Exploratéria Diferencial, Termogravimetria e Espectroscopia nha
regido do infravermelho com transformada de Fourier;

2.2.3 Desenvolver metodologia indicativa de estabilidade através de cromatografia

liguida de alta-eficiéncia (CLAE);

2.2.4 Realizar o estudo de fotoestabilidade;

2.2.5 Avaliar o perfil de dissolucéo in vitro em fluido géastrico simulado;

2.2.6 Realizar ensaios de permeabilidade aparente;

2.2.7 Avaliar a atividade diurética in vivo do complexo de inclusdo com -

ciclodextrina e colato de sédio.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Materiais, substancias e reagentes utilizados:

acetonitrila, grau cormatogréfico (Tedia, Fairfield, OH, EUA);

acido cloridrico (Synth, Diadema, SP, Brasil);

acido fosférico (Synth, Diadema, SP, Brasil);

agua ultrapura, obtida pelo sistema de purificacdo Milli-Q (Merck Millipore,
Darmstadt, HE, Alemanha).

4-amino, 6-cloro, 1.3-benzeno-dissulfonamida (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA);

B-ciclodextrina (Roquette Corporate, Lestrem, Franca);

cloreto de sédio (Synth, Diadema, SP, Brasil);

clorotiazida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

colato de sédio hidratado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

fosfato de potassio monobasico (Synth, Diadema, SP, Brasil);
hidroclorotiazida (Galena, Campinas, SP, Brasil);

hidréxido de sédio (Synth, Diadema, SP, Brasil);

membrana acetato de celulose de poro 0,45 um (Millipore, Sao Paulo, SP,
Brasil).

Lampada germicida UV-C 15 watts (OSRAM, Munigue, Alemanha);
Lampada fluorescente OSRAM 15 watts (OSRAM, Munique, Alemanha);
Lampada UV-A 15 watts (SCT, Sao Paulo, Brasil)

Metanol, grau cromatografico (Tedia, Fairfield, OH, EUA).

papel filtro quantitativo 28um (J Prolab, Sao josé dos Pinhais, PR, Brasil);

peréxido de hidrogénio (Synth, Diadema, SP, Brasil).

Equipamentos:

Balanca analitica Shimadzu AUX220 (Kyoto, Japao);
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Calorimetro Shimadzu DSC-60 (Kyoto, Japao);

Cromatografo Shimadzu LC 10AVP (Kyoto, Japéo);

Dissolutor Agilent 708-DS (Santa Clara, CA, EUA);

Espectrofotdmetro Agilent Cary 100 UV-VIS (Santa Clara, CA, EUA).
Espectrofotdmetro infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Frontier Perkin Elmer Prestige (Massachusetts, EUA);

Liofilizador Terroni LD 1500 (S&o Paulo, SP, Brasil);

pHmetro Hanna EDGE (Barueri, SP, Brasil);

Sistema de purificacdo Milli-Q Merck Millipore (Darmstadt, HE, Alemanha);
Termobalanca Shimadzu TGA-50 (Kyoto, Japao);
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtencéo dos complexos de inclusdo no estado sdlido

Os complexos de inclusdo entre a BCD, HCTZ e COL foram obtidos através
de malaxagem seguida de liofilizacdo, uma vez que os complexos obtidos por esta
técnica apresentaram aumento no grau de insercdo entre a molécula-héspede e o
farmaco (MENDES, 2013). Pesou-se aliquotas estequiometricamente proporcionais
de BCD:HCTZ (1:1 M) e BCD:HCTZ:COL (1:1:0,16 M) e misturou-se em gral de
porcelana por 20 minutos. Apés este processo, adicionou-se 1 mL de agua ao po e
misturou-se por mais 5 minutos. Adicionou-se 50 mL de agua a 40 °C & mistura e 0
pH da solucédo resultante foi ajustado para 3,0. A solucdo foi levada a agitacéo
magneética por 20 minutos e 40 °C, filtrada, congelada a -40 °C por 24 horas e entédo

liofilizada.

3.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para o desenvolvimento do método, as condi¢cdes cromatograficas foram
otimizadas de acordo com metodologias previamente validadas (JOSHI, 2010;
SHAIKH, 2008; ANANDKUMAR, 2013; HACIOGLU, 2012). Os parametros
verificados foram especificidade, linearidade, limite de quantificacdo (LdQ), limite de
deteccao (LdD), precisao, exatidao e robustez.

3.2.2.1 Preparacdao das solugdes

Para a preparacdo das solucbes-mae, uma aliquota exata de HCTZ foi
pesada e, em seguida, diluida com metanol, até atingir a concentracdo de 500
ug/mL. O mesmo procedimento foi realizado para os produtos de degradacdo DSA e
CTZ, ambos diluidos até concentracdo de 500 ug/mL. Na preparacéo das solucdes
que continham os complexos de inclusdao BCD:HCTZ, BCD:HCTZ:COL e suas
misturas fisicas, a quantidade pesada foi de aproximadamente 40 mg devido a
proporcdo tedrica da amostra (1:1:0,16 M). As solugbes de trabalho foram
preparadas diariamente e diluidas adequadamente em fase movel. As solu¢cdes-méae

foram armazenadas a 2 — 8 °C e protegidas da luz.
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3.2.2.2 Condi¢bes cromatograficas

e Coluna cromatografica Phenomenex Gemini Fusion Cis (150 mm x 4,60
mm; 5 pm);

e Eluicao isocratica;

e Vazdo da fase moével: ImL/min;

e Composicdo da fase moébvel: acetonitrila:metanol:tampdo fosfato
monobasico — pH 3; 0,02M (9:9:82 v/v/v) ;

e Temperatura 40 °C;

e Comprimento de onda: 270 nm;

e Volume de injegdo: 20 uL;

e Tempo de eluicdo: 10 minutos;

e Detector espectrofotométrico UV-Vis;

e Integracdo do método: Slope — 800; Width — 5;

A fase movel foi previamente filtrada a vacuo e degaseificada por membrana

acetato de celulose de poro 0,45 um.

3.2.2.3 Validacdo do método por CLAE

O desenvolvimento e validacdo da metodologia é um fator crucial na
descoberta, producdo e melhoria de produtos farmacéuticos. A International
Conference on Harmonisation (ICH) preconiza uma variedade de ensaios que
determinam se o método € adequado para o que se propde. Os ensaios realizados
foram: especificidade, linearidade, limite de deteccado, limite de quantificagéo,

exatidao, preciséo e robustez.

3.2.2.3.1 Especificidade

Solugcbes contendo misturas de todos o0s excipientes e produtos de
degradacéo foram preparadas, devidamente diluidas em fase movel e injetadas no
sistema cromatografico para verificacdo de seus picos. Solu¢cbes de HCTZ (1 mg/mL)
foram preparadas e submetidas a diversas condi¢cdes de estresse como preconizado
pelo ICH Q2R1 (ICH, 2005). Aliquotas foram acondicionadas em tubos de ensaio,
seguidos dos seguintes reagentes: HCI 1 M (hidrélise acida); NaOH 1 M (hidrolise
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bésica); H20210% (oxidacdo); e H20 mediante com aquecimento a 80 °C (hidrélise
neutra). Todas as amostras foram deixadas sob rea¢ao durante 4 horas e, ao final
deste periodo, foram devidamente diluidas (15 pg/mL) em fase movel e analisadas
por CLAE. Também foram realizados ensaios de fotdlise. A amostra soélida foi
submetida a radiacéo fluorescente (luz do dia) por 16 dias, totalizando 1,2 milhdes
de LUX/h e radiacdo UV (UVC — emissdo maxima de 254 nm) por 48 horas, como
preconizado pelas agéncias reguladoras. A presenca de interferéncia foi
determinada através da injecdo de amostra contendo todos os excipientes da

formulacéo (placebo) e uma amostra da HCTZ.

3.2.2.3.2 Linearidade

Para a linearidade foram construidas trés curvas de calibracdo independentes
para a HCTZ e para seus produtos de degradacdo DSA e CTZ. As curvas foram
construidas em triplicata e em sete concentracfes diferentes para a HCTZ (0,16, 1, 5,
10, 15, 20 e 30 pug/mL) e cinco concentracdes para o DSA e CTZ (0,1, 0,5, 1,5 e 10
ug/mL). Os coeficientes de correlagdo e inclinagbes das curvas foram obtidos
através da plotagem da &rea dos cromatogramas obtidos versus a concentracao

tedrica da amostra, e cada curva foi analisada através de regressao linear.

3.2.2.3.3 Precisao

A precisado foi calculada pela variagdo no doseamento da amostra e foi
determinada pela repetibilidade e precisédo intermediaria. Para a repetibilidade, foram
realizadas seis avaliagbes da mesma amostra, no mesmo dia e com as mesmas
condi¢cBes de andlise. Para a preciséo intermediaria, foram realizados ensaios inter-
dia, em trés dias diferentes e com diferentes analistas. As areas dos picos foram
obtidas e comparadas. Os resultados foram expressos como coeficiente de variacédo

ou desvio padréo relativo (RSD%).

3.2.2.3.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada através da recuperacdo de quantidades conhecidas
dos padrbes adicionados em uma solucéo placebo. Uma solucé&o contendo 20 pug/mL

de HCTZ e seus produtos de degradacdo CTZ e DSA foi preparada, e quantidades
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pré-determinadas foram pipetadas para a obtencdo de solu¢cdes com as
concentracOes finais de 12, 15 e 18 ug/mL para a HCTZ e 0,8, 1 e 1,2 ug/mL para
CTZ e DSA. Estas concentragdes correspondem a 80, 100 e 120% da concentragéo
nominal analitica, como preconizado (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Os calculos de

recuperacao foram realizados de acordo com a equacao 1:

Exatiddo = concentracdo média experimental x 100 (Equacao 1)

concentracéo teorica

3.2.2.3.5 Limites de quantificacdo e deteccéo

Os limites de quantificacdo e de deteccdo foram calculados a partir da
inclinacdo e do desvio padrédo do intercepto com o eixo y da média de trés curvas de
calibragéo, utilizando modelo de regressao linear, tal como definido pelo ICH (ICH,
2005). O limite de quantificacdo foi estabelecido como a mais baixa concentragdo
absoluta da substancia em analise que pode ser quantificada em uma solugcédo de
amostra. O limite de deteccdo foi estabelecido como a mais baixa concentracdo
absoluta da substdncia em andlise que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada. Os calculos dos limites de deteccao e quantificacédo

foram realizados através das equacdes 2 e 3 respectivamente.

LD=DPx3 (Equagéo 2)
IC

LQ=DPx 10 (Equacéo 3)
IC
Onde:

DP = desvio padrao do intercepto,
IC = inclinacdo da curva de calibragéo.
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3.2.2.3.6 Robustez

A robustez de um método analitico é avaliada através de pequenas
modificacdes em alguns dos parametros do mesmo. A robustez do método proposto
foi avaliada através de mudancas em: | - a temperatura da coluna em 40 + 2 °C; Il -
o pH da fase mével em 3,0 + 0,2; Ill — o fluxo de 1 £ 0,2 mL/min. A estimativa da
robustez do método foi determinada pela percentagem de doseamento de uma

mesma amostra.

3.2.2.3.7 Aplicabilidade do método

Os ensaios de fotodegradacdo foram realizados em camara de
fotoestabilidade com lampada fluorescente simulando a luz do dia e UV (UVC -
emissdo maxima de 254 nm) até as amostras atingirem a quantidade de 1,2 milhdes
de LUX, como preconizado pela RDC 45/2012 da ANVISA (BRASIL, 2012).
Amostras de HCTZ pura, complexos de inclusdo e suas misturas fisicas foram
expostas a radiacao por 16 dias (lampada fluorescente) e 48 horas (UVC). Apés a
exposicao, aliquotas foram pesadas e solubilizadas em metanol. As solu¢des obtidas

foram entéo diluidas em fase movel e analisadas por CLAE.

3.2.3 Caracterizacao do estado sélido

A caracterizacéo fisica da HCTZ, seus excipientes e produtos de degradacao
foi realizada através de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), Termogravimetria
(TG) e espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR).

3.2.3.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas utilizando cadinhos de aluminio com cerca de 2
mg de amostra. A faixa de temperatura foi de 25-300 °C com razdo de aquecimento
de 10 °C min't em atmosfera dinamica de N2 (50 mL mint). O equipamento de DSC
foi calibrado com padrdo de referéncia de indio (pf 156,6 °C; AHwus = -28,54 gt J) e
zinco (pf 419,5 °C).
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3.2.3.2 Termogravimetria (TG)

A andlise termogravimétrica foi realizada em faixa de temperatura de 30 a
600 °C, utlizando cadinhos de platina, com cerca de 4 mg de amostra, sob

atmosfera dinamica de N2 (50 mL min) e razdo de aquecimento de 10 °C min-.

3.2.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos em espectrofotdmetro FTIR Perkin EImer
Prestige, dentro de um intervalo de varredura de 4000-600 cm™, com uma média de
mais de 32 varreduras e resolugdo espectral de 4 cm™. Um espectro de fundo

(branco) foi obtido para cada condigédo experimental.

3.2.4 Estudo de solubilidade de fases

Para a avaliacdo do perfil de solubilidade da HCTZ foi empregada a técnica
shake-flask saturation estabelecida por Higuchi e Connors (1965). Uma aliquota de
10 mg de HCTZ (excesso) foi adicionada a solu¢cdes aquosas contendo
concentragdes crescentes de CD em uma faixa entre 0 e 12,25 mM. A quantidade
de colato utilizada foi crescente, nas concentragfes 1, 2, 5, 10 e 25 mM. Ambas as
solugdes (BCD e COL) foram submetidas a sonicacdo por 30 minutos. Apés este
procedimento, o pH das solucdes foi ajustado para 3,3 com acido citrico 2%, e as
mesmas foram levadas a agitacao por 24 horas a 150 rpm e 25 °C. A leitura das
amostras foi realizada através de espectroscopia na regidao do UV, em 273 nm, e a
guantidade de HCTZ solubilizada foi calculada através da equacdo da reta obtida
(y=0,062X + 0,0076).

3.2.5 Ensaios de dissolucao

Com o propésito de avaliar os diferentes perfis de liberacdo da HCTZ pura,
suas misturas fisicas e complexos de inclusdo, foram realizados ensaios de
dissolugdo com os seguintes parametros:

e Aparatos e velocidade de agitagéo: Aparato | (cesta) a 75 rpm;

e Meios de dissolucgéo: fluido gastrico simulado sem enzimas (pH 1,2)
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e Temperatura: 37 £ 1°C;
e Volume do meio: 900 mL;
e A=273nm.

Capsulas de tamanho 0, contendo aproximadamente 50 mg de HCTZ, complexos
de inclusdo e misturas fisicas foram preparadas em triplicata e submetidas a
dissolucdo em meio gastrico simulado sem enzimas. Foram retiradas aliquotas de 10
mL de cada cuba no tempo de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 e 90 minutos, com
reposicdo de 10 mL de meio em cada tempo. A leitura foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 273 nm, e os calculos efetuados

levaram em conta a reposi¢ao de meio.

3.2.5.1 Preparagéo do meio

Fluido gastrico simulado sem enzimas (pH 1,2):

Pesou-se 2 g de cloreto de sédio e dissolveu-se em 500 mL de &gua,
adicionou-se 7,0 mL de acido cloridrico P.A. (37%), e completou-se o volume para
1000 mL com agua destilada. Ajustou-se pH para 1,2 com solu¢bes de NaOH e
acido citrico a 10%. Os meios foram previamente filtrados a vacuo para
degaseificacdo e para a retirada de interferentes, como preconizado pela United
States Pharmacopeia (USP, 2011).

3.2.6 Estudo de permeabilidade aparente

Para avaliacdo da permeabilidade aparente foi empregado o modelo de
permeabilidade intestinal com células Caco-2. Células Caco-2 (ATCC # HTB 37,
passagens 114-115) foram cultivadas conforme padronizacdo no Laboratério de
Virologia Aplicada da Universidade Federal de Santa Catarina (KRATZ et al., 2011).
Para os experimentos de transporte, monocamadas celulares foram cultivadas em
insertos com membranas permeaveis de policarbonato, em uma atmosfera de 5% de
CO2 a 37 °C, com uma densidade de 100.000 células por inserto, por um periodo
entre 21-25 dias para permitir a diferenciacdo celular. A integridade da monocamada
celular foi avaliada rotineiramente através da resisténcia elétrica transepitelial (TEER)
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e da permeabilidade do marcador fluorescente lucifer yellow (100 ug/mL). Para os
experimentos foram empregadas apenas monocamadas com valores de TEER
acima de 200 Q/cm? e valores de permeabilidade para o marcador inferiores a 5 x
107 cm/s. Os experimentos de transporte foram realizados no sentido apical-
basolateral (absortivo), empregando como tampéo de transporte o tamp&o aquoso
HBSS (pH 6,5 e 7,4 nos compartimentos apical e basolateral, respectivamente, a fim
de mimetizar as condi¢cdes in vivo). Como solucdo doadora foram empregadas
solucdes de hidroclorotiazida (150 puM) ou de seus complexos com concentracao
equivalente de farmaco. Em intervalos apropriados, aliquotas foram retiradas do
compartimento receptor e um volume equivalente de tampé&o foi reposto. Ao final do
experimento (90 min), aliquotas foram retiradas do compartimento doador para o
calculo do balanco de massa. As amostras foram analisadas logo apos o0s
experimentos por CLAE, empregando-se metodologia analitica previamente validada.
Os resultados foram expressos como coeficiente de permeabilidade aparente (Papp),
calculados de acordo com a equagéo: Papp = (AQ/At) X 1/ACo, onde AQ/At representa
a taxa de permeabilidade (quantidade de amostra permeada por segundo); A é a
area de difusado das células (filtro) e Co € a concentracdo inicial da amostra. A analise

estatistica foi realizada através de analise de variancia (ANOVA).

3.2.7 Ensaios in vivo

Para a realizacdo dos estudos in-vivo, ratos Wistar fémeas (pesando entre
210-250 g), foram mantidos em ambiente controlado, com uma temperatura de 22° C
+ 2° e com ciclos de dia e noite de 12 horas cada. Os animais tiveram livre acesso a
comida e &agua, e todos os protocolos preconizados pelo Comité de Etica
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina foram realizados, estando o
experimento de acordo com o CONCEA (Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal).

3.2.7.1 Avaliacédo da atividade diurética in vivo

A atividade diurética dos complexos contendo a HCTZ foi avaliada por uma
metodologia ja amplamente descrita (KAU et al, 1984), com algumas pequenas
modificacdes. Os animais foram distribuidos de forma randomizada em quatro

grupos com seis individuos cada. O Grupo | recebeu os complexos de inclusdo com
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a HCTZ, com adicdo do colato de soédio. O Grupo Il recebeu a mistura fisica. O
Grupo Ill recebeu HCTZ pura, na concentracdo de 10 mg/kg, e 0 grupo quatro
(controle), ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. ApOs este processo, 0S animais
foram acondicionados em gaiolas metabdlicas com livre acesso a agua e comida, e
a excrecgdo urinéria foi mensurada em diferentes intervalos de tempo — 2; 4, 8 e 24
horas. A excrecao urinaria cumulativa foi calculada em relacdo ao peso dos animais,
e expressa por mL/100 g. Para minimizar o erro relativo ao volume de liquido
ingerido pelo animais e a variacdo urinaria interindividual, a concentracao eletrolitica
(Na*, K*, e CI") também foi avaliada através de um método ion-seletivo em um Dade
Behring Dimension RXL Analyzer.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento e validacdo de metodologia por CLAE para determinacao

de HCTZ e seus produtos de degradacéo

O desenvolvimento de uma metodologia adequada para determinacédo da
HCTZ em diversas condicbes foi baseado em métodos previamente validados
(JOSHI, 2010; SHAIKH, 2008; ANANDKUMAR, 2013; HACIOGLU, 2012), a fim de
se obter uma melhor resolucédo e simetria de pico para a HCTZ, seus complexos de
inclusédo com CD e seus produtos de degradacéo.

Para a determinacao da fase movel, varias combinacdes foram testadas. Para
o tampdo, fosfato de sédio monobésico e fosfato de potassio monobasico (pH 3,0;
0,02 M) foram testados e o tampao potassico obteve um melhor desempenho. Os
solventes organicos testados para a fase movel foram acetonitrila e metanol, e a
combinacdo de ambos em diferentes concentracbes. A combinacdo tampéao fosfato
monobasico, acetonitrila e metanol (82:9:9 v/v/v) respectivamente, foi escolhida por
apresentar um tempo de retengao relativamente baixo de 7,5 minutos minutos para a
HCTZ, 5,2 minutos para o DSA e 6,4 minutos para a CTZ. Nao houve interferéncia
de seus excipientes, BCD e colato de sddio hidratatado, visto que 0s mesmos néo
possuem absorcdo no espectro UV por ndo possuirem grupos cromoéforos em suas

estruturas.

4.1.1 Validacdo da metodologia analitica

O processo de validacdo de metodologia analitica é crucial para averiguar se
o método € realmente aplicavel ao fim que se destina. Segundo a ANVISA, “A
validacéo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados”.
A metodologia desenvolvida por CLAE teve por objetivo estabelecer melhores
condicbes de identificacdo e quantificacdo para a HCTZ, seus produtos de
degradacédo e complexos de inclusdo com BCD e colato de sodio hidratado. O
processo de validagcdo compreende os ensaios de especificidade, linearidade, limite

de quantificacéo, limite de deteccao, precisdo, exatidao e robustez (BRASIL, 2003,
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ICH, 2005).

4.1.1.1 Especificidade

Um método de validacdo é considerado especifico quando consegue
identificar/quantificar os principios ativos de uma formulacdo sem qualquer
interferéncia dos produtos de degradacédo, impurezas do processo, excipientes ou
outras impurezas potenciais (BRASIL, 2003). Os ensaios de especificidade foram
realizados com o intuito de verificar se houve interferéncia no sinais obtidos entre a
HCTZ, a BCD e o colato de sédio, e seus produtos de degradacéo.

Ensaios de degradacdo forcada sdo uma 6tima ferramenta para a
identificagdo de possiveis impurezas, suas vias de obtencdo e estabilidade
intrinseca da molécula, sendo assim um importante indicador de estabilidade (JAIN,
2013). Os ensaios de degradacdo acida, basica, oxidativa e neutra, bem como a
degradacdo fotolitica foram realizados neste trabalho. Os cromatogramas dos
ensaios de degradacdo forcada sdo mostrados na figura 8. A hidrélise basica
mostrou uma diminuicdo da area da HCTZ em 16,42%. A formacdo de DSA foi
observada (figura 8B), o que corrobora a informacao da literatura, de que a formacao
deste produto de degradacédo ocorre por hidrélise irreversivel, tanto em meio acido
como em meio alcalino, atingindo um méximo de degradagdo em pH 7,2 e um
minimo em pH 2,2 (DEVENTER et al, 2009; HERTZOG et al, 2002; MOLLICA et al,
1969; MOLLICA et al, 1971). A hidrélise acida também mostrou diminuicdo da &rea
da HCTZ (15,85%) e foi observada a formacdo de DSA (figura 8C). Nos ensaios
neutros/térmico, observou-se uma grande degradacdo da HCTZ, verificada pela
diminuicdo na area do cromatograma. Novamente, o DSA foi formado, apresentando
um pico mais elevado (figura 8D), o que sugere que a maior parte da HCTZ foi
convertida neste produto de degradacdo, com reducdo na area do pico de 51,15%.
Esta degradacdo foi superior a obtida nas hidrélises acia e béasica e pode ser
explicada pelo meio aguoso onde a amostra foi diluida, visto que a agua pura possui
um pH que oscila entre 5,8 e 6,2, valores estes que correspondem ao maximo de
degradacéo do farmaco. A degradacédo oxidativa foi a Unica a apresentar a formacgao
da impureza de processo conhecida como CTZ (figura 8E), corroborando os dados
da literatura que afirmam que este composto se forma somente através de reacdes
de oxidacédo (DEVENTER et al., 2009; HERTZOG et al., 2002; MOLLICA et al., 1969;
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MOLLICA et al., 1971). Também foi observada a formacdo de DSA, devido ao meio
aquoso utilizado para a degradacdo. Um pico adicional foi detectado em
aproximadamente de 2 minutos, proveniente do peroxido de hidrogénio utilizado
para gerar a reacdo de oxidacdo. A degradacao fotolitica mostrou uma pequena
diminuicdo da area da HCTZ em ambas as radiac¢des, fluorescente (figura 8F) e UV
(figura 8G). As figuras 8H e 8l representam respectivamente a injecado do colato de

sodio e BCD, e nao foi observada eluicdo no tempo da HCTZ.

Figura 8: Cromatogramas obtidos nos ensaios de especificidade
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Onde: A — HCTZ (padréo); B — hidrélise basica (NaOH 1M); C — hidrélise &cida (HCI 1M); D —
hidrélise térmica (H20, 80 °C); E — degradacao oxidativa (H202 10%); F — degradacéo fotolitica (luz
fluorescente, 16 dias); G — degradacao fotolitica (luz UV, 48 h); H — colato de sddio hidratado; | - BCD.

Em seu trabalho, HERTZOG et al (2002) identificaram o DSA e a CTZ como
produtos de degradacédo. H& alguma controvérsia sobre a formacao dos produtos de
degradacéo para a HCTZ e estudos propuseram que o principal composto formado
em condicdes de stress seria a CTZ (TAGLIARI, 2008), e que a mesma ¢é
considerada uma impureza de processo, um contaminante sintético ou um produto
de degradagdo (SANGOI, 2013). No presente trabalho, a principal impureza
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identificada foi o DSA, e observou-se que a degradacdo € mais provavel de ocorrer
em valores de pH que estdo proximos de um valor neutro, atingindo um maximo a
degradacédo 7,2 (LUSINA, 2005). Isso foi verificado por MENDES, (2013), que
alcancou grande melhoria da estabilidade quimica em solucdes pediatricas de HCTZ
gquando as mesmas tiveram seu pH reduzido de 6,5 para 3,3. Por estas razdes,
neste trabalho, o pH foi ajustado para 3, minimizando, assim, a degradagao.

4.1.1.2 Linearidade

A linearidade € o parametro da validacdo que indica o grau de
proporcionalidade entre o sinal analitico obtido e a concentracéo tedrica da amostra
(BRASIL, 2003; ICH, 2005). O valor do coeficiente de correlacao obtido deve ser de
no minimo 0,99 para que o método tenha linearidade aceitavel dentro de uma faixa
conhecida. Para verificar a relagéo entre a concentracdo da amostra e a resposta do
instrumento, a linearidade foi estabelecida através da construcdo de 3 curvas
analiticas para cada amostra — HCTZ, DSA e CTZ. O intervalo de concentracdes
adotado para a HCTZ foi 0,16, 1, 5, 10, 15, 20 e 30 ug/mL, e para este intervalo a
equacao da reta obtida foi y = 32430x — 3535,4 e o coeficiente de correlacédo foi igual
a 0,9997. Para o produto de degradacdo DSA, o intervalo de concentracdes
estabelecido foi 0,1, 0,5, 1, 5 e 10 pug/mL, a equacéao da reta obtida foi y = 47010x —
524,63, e o coeficiente de correlacdo foi igual a 0,9999. Para a impureza de
processo CTZ, o intrervalo de concentracfes estabelecido foi 0,1, 0,5, 1, 5 e 10
pug/mL, a equacédo da reta obtida foi y = 15629x — 625,5 e o coeficiente de correlacéo
foi igual a 0,9999. Desta forma é possivel afirmar que o método é linear na faixa de
trabalho estabelecida, ou seja, o sinal analitico é diretamente proporcional a
concentracdo do analito. A linearidade das curvas de calibracéo foi verificada por
andlise de variancia (ANOVA), mostrando uma regressao linear significativa e desvio
da linearidade n&o significativo tanto para a HCTZ como para seus produtos de
degradacgéo (p(5%) = 2,96 para a HCTZ, 3,26 para o DSA e 3,71 para a CTZ). As

figuras 9, 10 e 11 demonstram graficamente a linearidade das trés amostras.
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Figura 9: Representagéo grafica da curva analitica para a Hidroclorotiazida

obtida por CLAE
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Figura 10: Representacgdo grafica da curva analitica para o Aminobenzeno

obtida por CLAE
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Figura 11: Representagéo gréfica da curva analitica para a Clorotiazida obtida por
CLAE
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4.1.1.3 Limites de quantificacdo e deteccéo

Os limites de quantificacdo e deteccdo sdo, respectivamente, a menor
concentracdo em que o analito pode ser quantificado e a menor concentracdo em
gue o analito pode ser detectado, respectivamente (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Com a linearidade do método devidamente estabelecida, os limites de
quantificacdo e deteccdo foram estabelecidos através da curva analitica, levando-se
em conta o desvio padrdo do intercepto e a média da inclinacdo de trés curvas-
padrdo através das equacdes 2 e 3. A tabela 3 demonstra os valores obtidos para

ambos os limites, e os valores calculados foram comprovados experimentalmente.
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Tabela 2: Limites de deteccéo e quantificacdo para a hidroclorotiazida,
aminobenzeno e clorotiazida

Analito Limite de deteccao Limite de quantificacao
pg mL* ng mL*
HCTZ 0,14 0,43
DSA 0,03 0,10
CTz 0,06 0,19

4.1.1.4 Precisao

Segundo a ANVISA, “A precisao é a avaliacdo da proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem mudiltipla de uma mesma
amostra” (BRASIL, 2003). No presente estudo, a precisdo foi avaliada pela
repetibilidade e precisdo intermediaria (inter-dia e inter-analistas). Para o ensaio de
repetibilidade, solu¢cdes foram preparadas nas concentracbes de 10 ug/mL para a
HCTZ e 1 ug/mL para seus produtos de degradacdo. Analisou-se o coeficiente de
variacdo de seis replicatas para cada analito e verificou-se que 0S mesmos
mantiveram-se abaixo de 5%, assegurando precisdo ao método. Os resultados para

a repetibilidade sdo demonstrados na tabela 3.

Tabela 3: Resultados dos ensaios de repetibilidade para a hidroclorotiazida,
aminobenzeno e clorotiazida

Teor (%)

Amostra HCTZ DSA CTz
1 98,17 100,69 97,50

2 98,36 100,39 98,34

3 97,58 101,36 99,16

4 98,80 100,44 99,48

5 98,85 101,27 98,54

6 97,40 100,77 97,34
Média 98,19 100,70 98,39

CV% 0,61 0,44 0,87
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A precisao intermediaria consiste em verificar se um método analitico fornece
resultados precisos quando submetidos a diferentes condi¢cdes laboratoriais, tais
como analistas diferentes ou dias diferentes (ICH, 2005). A preciséo intermediaria do
meétodo foi avaliada através da analise de amostras com concentracdes de 10 pg/mL
para a HCTZ e 1 pug/mL para o DSA e a CTZ, realizadas por analistas diferentes, em
um mesmo dia. As tabelas 4 e 5 demonstram os valores encontrados nos ensaios de

precisdo intermediaria (inter-analistas) e ensaios inter-dias, respectivamente.

Tabela 4: Resultados dos ensaios de precisédo intermedidria (inter-analistas) para a
hidroclorotiazida, aminobenzeno e clorotiazida

Teor (%)
Analista HCTZ DSA CTz
1 99,06 100,69 98,42
2 98,53 99,29 98,31
3 99,19 99,39 99,60
Média 98,93 99,79 98,78
CV% 0,35 0,78 0,72

Tabela 5: Resultados dos ensaios de precisédo intermediaria (inter-dias) para a
hidroclorotiazida, aminobenzeno e clorotiazida

Teor (%)
Dia HCTZ DSA CTzZ
1 99,63 99,68 99,15
2 99,81 100,12 98,89
3 99,17 99,62 98,66
Média 99,53 99,81 98,90

CV% 0,41 0,53 0,69
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4.1.1.5 Exatidao

A exatiddo € a capacidade de um método analitico em fornecer resultados
proximos de um valor real conhecido (BRASIL, 2003; ICH, 2005). No experimento
em questéo, exatidado foi avaliada a partir de trés solugdes padréo diferentes, que
continham 12, 15 e 18 pg/mL para a HCTZ e 0,8, 1 e 1,2 pg/mL para o DSA e CTZ,
representando 80, 100 e 120% da concentracdo de andlise respectivamente. A
recuperacédo foi de 11,74 - 14,46 e 17,97 ng/mL para a HCTZ, 0,79 - 1,04 e 1,22
ug/mL para o DSA e 0,78 - 1,01 e 1,22 pug/mL para a CTZ. Estes valores
demonstram que o método € exato no intervalo proposto, como demonstrado na
tabela 6.

Tabela 6: Resultados dos ensaios de exatidao para a hidroclorotiazida,
aminobenzeno e clorotiazida
Recuperacédo média % (CV%)

Concentracao HCTZ DSA CTz
tedrica
80% 97,87(0,38) 98,75 (0,72) 97,13 (2,91)
100% 96,40 (3,55) 103,08 (0,86) 100,56 (0,96)
120% 99,83 (0,47) 102,04 (1,55) 102,15 (0,70)

4.1.1.6 Robustez

No processo de validagdo, a robustez avalia a influéncia de pequenas
mudancas em seus parametros, tais como composicdo da fase maovel, alteracdo do
pH ou a temperatura da coluna (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Para o presente estudo,
as condicOes alteradas foram o pH da fase movel, o fluxo, e a temperatura da coluna.
Os percentuais de recuperagcdo, bem como seus valores de RSD (%) para cada

condigéo alterada estéo dispostos nas tabelas 7, 8 e 9:
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Tabela 7: Parametros da avaliacdo da robustez do método analitico para analise da

hidroclorotiazida por CLAE.

Variavel Faixa investigada Teor (%) CV (%)
Fluxo da fase movel 0,9 98,00 0,27
(mL/min) 1,0 100,20 0,05
1,1 101,80 0,31
Temperatura (°C) 38 100,13 0,41
40 100,20 0,05
42 100,40 0,04
pH da fase mével 2,9 99,30 0,56
3,0 100,20 0,05
3,1 99,70 0,74

Tabela 8: Parametros da avaliacdo da robustez do método analitico para andlise do

aminobenzeno por CLAE.

Variavel Faixa investigada Teor (%) CV (%)
Fluxo da fase movel 0,9 100,01 1,13
(mL/min) 1,0 98,57 0,46
11 100,14 1,27
Temperatura (°C) 38 99,50 0,46
40 98,57 0,46
42 99,70 0,13
pH da fase moével 2,9 97,40 1,39
3,0 98,57 0,46
3,1 98,00 1,06
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Tabela 9: Parametros da avaliacdo da robustez do método analitico para analise da
clorotiazida por CLAE.

Variavel Faixa investigada Teor (%) CV (%)
Fluxo da fase movel 0,9 99,12 0,44
(mL/min) 1,0 100,70 0,76
1,1 98,95 0,50
Temperatura (°C) 38 99,90 1,84
40 100,70 0,76
42 101,40 0,76
pH da fase mével 2,9 95,50 1,76
3,0 100,70 0,76
3,1 97,60 1,56

De acordo com os dados apresentados, as percentagens de recuperagao
mantiveram-se na faixa entre 95 e 105%, e os valores de coeficiente de variagao
nao ultrapassaram o 5%, demonstrande-se que o método é robusto dentro da faixa

de alteracdes proposta.

4.1.1.7 Aplicabilidade do método

O farmaco puro, quando exposto a radiacdo demonstrou pouca degradacao,
tanto no espectro visivel (8,77%) quanto no UV (8,78%). As misturas fisicas
contendo HCTZ: BCD também apresentaram eventos de degradacédo limitados. A
mistura fisica contendo o colato ndo apresentou eventos de degradacao
significativos, em ambos os tipos de luz utilizados. Em relagdo aos complexos,
também néo foram observados efeitos de degradacéo significantes, sugerindo uma
protecdo fotolitica exercida pela complexacdo da HCTZ. Na mistura fisica entre o
colato e a BCD, nenhum pico relevante foi visualizado. A literatura aponta a formacao
de dissulfonamida atraves da hidrélise induzida pela luz (CIBOROWSKI, 2004), fato
este comprovado pela formacdo de DSA nos ensaios de fotoestabilidade. Através
dos dados obtidos € possivel constatar que a complexagdo da HCTZ, além de
melhorar a dissolucdo e solubilidade, também promove prote¢cdo contra a

degradacédo fotolitica. A tabela 10 sumariza os resultados dos testes de
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fotoestabilidade.

Tabela 10: Resultados do ensaio de fotoestabilidade

Teor %
Amostra Luz fluorescente Luz UV
HCTZ pura 91,23 91,22
M.F Hp 89,11 89,78
M.F HBC 93,12 92,24
COMP HB 100,03 100,30
COMP HBC 99,87 99,93

M.F BC

A figura 12 demonstra as alteracdes visuais observadas nas amostras apos a

exposicao a luz fluorescente por 16 dias (A) e UV por 48 horas (B).
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Figura 12: Alteragdes visuais provenientes do ensaio de fotoestabilidade

Onde: A1 — HCTZ pura (padréo); A2 — HCTZ pura (luz fluorescente); A3 — HCTZ pura (luz UV); B1 —
MF entre 3-CD e HCTZ (padréo); B2 — MF entre B-CD e HCTZ (luz fluorescente); B3 — MF entre B-CD
e HCTZ (luz UV); C1 — MF entre B-CD, HCTZ e COL (padrao); C2 — MF entre 3-CD, HCTZ e COL (luz
fluorescente); C3 — MF entre B-CD, HCTZ e COL (luz UV) D1 — Complexo HB (padrdo); D2 —
Complexo HB (luz fluorescente); D3 — Complexo HB (luz UV); E1 — Complexo HRC (padrdo); E2 -
Complexo HBC (luz fluorescente); E3 — Complexo HBC (luz UV).
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Pode-se observar que a HCTZ pura nao demonstrou alteracdes visuais
significativas apds ser exposta a luz fluorescente (figura 12A2) e a luz UV (figura
12A3). Houve minima alteracdo de cor devido a analise ter sido efetuada com
amostras no estado solido, o que diminui a formacdo de DSA, visto que 0 mesmo
necessita de meio aquoso para formar-se através de hidrélise. As analises
correspondentes a mistura fisica entre a BCD e HCTZ na fluorescente (figura 12B2)
e UV (figura 12B3) e BCD, HCTZ e colato (figuras 12C2 e 12C3) também n&o
apontaram alteracdes significantes.

As amostras 12D2 (luz fluorescente) e 12D3 (luz UV), referentes aos
complexos contendo apenas B-CD e HCTZ, apresentaram mudancas em sua
coloracdo. Ja nos complexos contendo o colato de sodio (figuras 12E1 e 12E3)
também foram observadas alteracGes visuais nas amostras. Estas porém foram
menos evidentes que as econtradas nos complexos sem o colato, sugerindo uma

maior protecéo fotolitica para os complexos produzidos com 0 mesmo.
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4.2 Estudo de solubilidade de fases

Para a verificagdo da formacdo dos complexos de inclusdo, varios
procedimentos podem ser adotados. Dentre eles podem-se citar as técnicas fisico-
quimicas de caracterizacdo, como analise térmica, difracdo de raios-X,
espectrometria na regido do infravermelho, microscopia eletronica de varredura, e
como procedimento inicial os ensaios de solubilidade de fases (BREWSTER,;
LOFTSSON, 2007; LOFTSSON et al., 2007).

A formacédo de complexos de incluséo foi classificada por Higuchi e Connors
(1965), levando-se em conta a concentracdo do ligante (BCD) em relacdo a
solubilizagdo do farmaco (substrato), formando assim o perfil de solubilidade de
fases. Estes perfis podem ser classificados de acordo com a curva formada, como
demonstrado na figura 13. Quando o complexo formado entre o ligante e o substrato
é de primeira ordem, obtem-se uma curva do tipo AL Se a formacdo do complexo for
de primeira ordem em relacdo ao substrato e de segunda ordem em relacdo ao
ligante, a curva obtida representara um perfil de solubilidade denominado Ar. Quando
0 substrato apresenta problemas em sua solubilizacdo em concentracbes maiores,
ou quando h& agregacao dos complexos, obtem-se um perfil de solubilidade do tipo
An. J& o perfil do tipo B € obtido quando a solubilidade do substrato € influenciada
pelo ligante até certo ponto, atingindo seu ponto de saturacdo em determinada
concentracdo e possuindo solubilidade limitada para complexacdo. Seu subtipo Bsé
caracterizado por solubilidade aquosa limitada, onde a adicdo de mais ligante
provoca consequente precipitacdo de complexo insollivel. Por fim, o subtipo B
comporta-se de maneira semelhante ao Bs, porém o complexo formado é tao
insolivel que ndo se consegue mensurar 0 aumento inicial da concentracdo do
farmaco (HIGUCHI; CONNORS, 1965; TAKAHASHI, ANDREA IKEDA; VEIGA,
FRANCISCO JOSE BAPTISTA; FERRAZ, HUMBERTO GOMES, 2012).
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Figura 13: Tipos de diagramas de solubilidade de fase obtidos da formacéo de
complexos de inclusédo entre farmacos e CD.

Fonte: Adaptado de Takahashi, 2012.
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O presente ensaio de solubilidade teve como objetivo avaliar o perfil de
solubilidade da HCTZ mediante adicdo de concentracdes crescentes de BCD, e na
presenca do colato de sédio hidratado. Véarias concentracbes de colato foram
testadas (1, 2, 5, 10 e 25 mM), e a que apresentou maior solubilizacdo do farmaco
foi a concentracdo de 2 mM (r2 = 0,9803; y = 0,0976X + 1,3516). Alem disso, todas
as curvas obtidas apresentaram perfil de solubilidade AL, ou seja, 0 processo
acontece através de uma reacdo de primeira ordem, e a complexa¢édo do substrato é
proporcional a concentracdo do ligante adicionado. Os valores obtidos para a
constante de estabilidade (Kc), mantiveram-se abaixo de 1, indicando desta forma
que os complexos de inclusdo formados possuem de fato estequiometria de 1:1
(M:M). O valor de pH utilizado (3,3) foi estabelecido levando-se em conta a rapida
degradacédo da HCTZ em valores de pH préximos de 7, que acontece via hidrélise
irreversivel (DEVENTER et al., 2009; HERTZOG et al., 2002; MOLLICA et al., 1969;
MOLLICA et al.,, 1971). A diminuicdo do pH também interfere diretamente no
processo de complexacgao, visto que a quantidade de farmaco néo-ionizado é muito

maior em valores de pH baixos, proporcionando condigbes mais adequadas a
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complexacdo, devido a caracteristica apolar da cavidade da BCD. Este valor foi

selecionado também pelo fato da BCD sofrer hidrélise em valores de pH muito
baixos (MIRANDA et al, 2011). A figura 14 demonstra os perfis de solubilidade

obtidos em diferentes concentracfes de colato de sodio:

Figura 14: Perfis de solubilidade de fases obtidos para HCTZ: BCD em diferentes

concentragdes de colato de sédio:
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Os valores obtidos para solubilidade aquosa intrinseca do farmaco (So),

solubilidade maxima antes de atingir a saturacdo (Smax), constante de estabilidade

(Kc) e eficiéncia de solubilizacdo (ES) estdo demonstrados na tabela 11.
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Tabela 11: Resultados do ensaio de solubilidade de fases para HCTZ: BCD
mediante adicdo de diferentes concentracdes de colato de sédio:

Sistema  Concentracao Kc So Smax ES
de colato (MY (mg/mL) (mg/mL) (Smax/So)
(mM)
HCTZ: BCD 1 54,80 0,31 0,63 2,03
HCTZ: BCD 2 38,54 0,42 0,77 1,84
HCTZ: BCD 5 58,43 0,36 0,64 1,78
HCTZ: BCD 10 78,14 0,33 0,63 1,90
HCTZ: BCD 25 33,78 0,48 0,71 1,48

Onde: Kc — Constante de estabilidade aparente; So - solubilidade inicial; Smax — Solubilidade méxima;
ES — Eficiéncia de solubilizacdo

De acordo com os dados apresentados, € possivel constatar que a
concentracdo de 2 mM obteve o melhor perfil de solubilidade, razdo pela qual esta
concentracéo foi utilizada na preparacdo dos complexos de inclusdo. Apesar de néo
ter obtido os mlehores resultados de eficiéncia de solubilizagdo (1,84), obteve o
maior valor de solubilidade maxima, o qui reflete diretamente na absorcdo do
farmaco. O valor de r? (0,9803) também foi utilizado como parametro de escolha,
pois quanto mais linear a curva, mais HCTZ estara complexada de acordo com a
adicao do ligante, o que indica formacao de uma curva do tipo AL (estequiometria de

1:1, reag&o de primeira ordem)..

4.3 Caracterizacéo fisico-quimica da matéria-prima

Com o objetivo de avaliar os aspectos fisico-quimicos da HCTZ, foram
realizados procedimentos para caracterizacao fisico-quimica no estado sélido. Os
procedimentos realizados foram analise térmica, através de Calorimetria Exploratoria
Diferencial, Termogravimetria e Espectroscopia na regido do infravermelho com

transformada de Fourier.

4.3.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A DSC é uma técnica amplamente utilizada para a avaliacdo de sistemas
binarios, tais como complexos de inclusdo, devido a pouca amostra necessaria para
a andlise, e a rapidez dos resultados (GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001). A
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figura 15 demonstra as endotermas obtidas para a HCTZ, BCD, mistura fisica e
complexos de inclusdo. O endoterma obtido para HCTZ (figura 15A) demonstra
evento de fusdo em 265,17 °C (AHfusao = - 123,38 J/g). Ja o obtido para a BCD (figura
15B) revela um evento endotérmico em 115,58 °C, efeito este proveniente da
evaporacdo das moléculas de agua contidas na cavidade da BCD. Para a
comprovacao deste efeito, a amostra foi aquecida primeitamente até 200 °C, para
que houvesse o total desprendimento das moléculas de 4gua presentes. ApGs este
primeiro ciclo de aquecimento, a amostra foi resfriada e submetida a um segundo
ciclo, desta vez até 300 °C e ndo se observou o evento endotérmico, comprovando
gue 0 mesmo se deu pela evaporagao das moléculas de agua da BCD (figura 16). Ja
a curva obtida para a mistura fisica (1:1; m/m) apresentou dois eventos
endotérmicos, um em 114,32 °C e outro em 262,3 °C (figura 15C). A ligeira diferenca
observada entre os pontos de fusdo da HCTZ pura e da mistura fisica deve-se a um
evento de complexacdo leve entre a HCTZ e a BCD, devido a solubilizacdo do
farmaco na cavidade da BCD em fung¢d@o do aquecimento, como ja observado por Li
e colaboradores e Delrivo e colaboradores (LI et al., 2005; DELRIVO; ZOPPI;
LONGHI, 2011).

No que se refere aos complexos de inclusdo, ndo foi observada a endoterma
de fusdo para a HCTZ (figuras 15D e 15E). Isto pode ser explicado pelo
adentramento total ou parcial do farmaco na cavidade da BCD e pelo processo de

liofilizacdo, que resulta na amorfizacdo da amostra.
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Figura 15: Entotermas obtidas atraves de DSC para HCTZ, BCD, mistura fisica e
complexos de incluséo.
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Figura 16: Curva de DSC obtida para BCD. 1° aquecimento: 30 a 200 °C, 2°
aquecimento: 30 a 300 °C.
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4.3.2 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria € uma técnica analitica utilizada em conjundo com a DSC
para caracterizacdo térmica de um composto. Andlises termogravimétricas foram
realizadas para HCTZ pura, BCD, mistura fisica e complexos de inclusdo, como

demonstrado na figura 17. Para a HCTZ pura (figura 17A), observou-se um evento
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de perda de massa (58,77%) em aproximadamente 366° C, indicando que o farmaco
se decompde nesta temperatura. Ja a BCD (figura 17B) apresentou evento de perda
de massa (76,55%) proximo a 349,7° C. A perda de massa observada em 105° C é
relacionada a perda de moléculas de agua pela BCD, totalizando 9% como descrito
na laudo do fabricante. A mistura fisica (figura 17C) demonstrou interacdo entre a
HCTZ e BCD, visto que a quantidade de agua perdida pela BCD diminuiu de 9% para
7%, e um evento de degradacéao foi observado em aproximadamente 310° C.

Nos complexos de inclusdo (figura 17D e figura 17E) observou-se uma
melhora da estabilidade térmica do farmaco quando comparado a sua mistura fisica,
apresentando evento de degradacdo em aproximadamente 320° C. Com base nos
resultados obtidos é possivel afirmar que a complexacdo da HCTZ com a BCD

alterou a estabilidade térmica da mesma.
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Figura 17: Curvas termogravimétricas obtidas para a HCTZ, BCD e complexos de
incluséo
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Onde: A - HCTZ pura; B — BCD; C — Mistura fisica; D — Complexo HB; E — Complexo HBC
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4.3.3 Espectroscopia naregiao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier é
uma metodologia analitica muito utlizada no processo de caracterizacdo de uma
moléula. Esta técnica € especialmente Util na caracterizagdo dos complexos de
incluséo e pode fornecer informacdes sobre possiveis interacdes entre a molécula-
héspede e a BCD (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).

Através desta técnica analitica, foi possivel identificar as bandas
caracteristicas da HCTZ, como demonstrado na figura 18. No espectro a banda
observada em 1121 cm™ corresponde ao grupo SOz do anel heterociclico, e as
bandas em 1316 cm?® e 1331 cm® correspondem aos grupamentos SOz da
sulfonamida. A banda encontrada em 1597 cm™ pode ser atribuida ao efeito de
sobreposicao das bandas de ligacdes C=C do anel benzénico e ligacdes C-N, sendo
esta mais uma banda caracteristica da HCTZ. As bandas observadas em 3359 cm,
3264 cm™ e 3164 cm™ correspondem as vibracdes de deformacéo axial dos atomos
de nitrogénio presentes na molécula. A banda em 3164 cm™ é causada pelas
vibrag6es assimétricas do grupo N-H da sulfonamida primaria. J4 a banda em 3264
cm™ é causada pelas vibracdes simétricas e, finalmente, a banda localizada em

3359 cm indica uma ligacdo N-H que pertence ao grupo amina secundaria.
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Figura 18: Espectro de absorcao infravermelho obtido para a
hidroclorotiazida
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A figura 19 sumariza os espectros obtidos para a HCTZ, BCD, misturas fisicas
e complexos de inclusdo. O espectro obtido para a BCD pura (figura 19B) revelou a
presenca de moléculas de agua no interior de sua cavidade, evidenciado pela
deformacéo observada nas ligacbes O-H que deram origem a banda caracteristica
em 1644 cm. As bandas observadas em 1146 cm™ e 1023 cm™ correspondem as
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bandas do estiramento assimétrico de C-O-C, e entre 1500 — 1200 cm™ pode-se
observar os modos de deformacdo dos grupos hidroxila no plano da BCD. J4 em
2926 cm " encontra-se a banda de estiramento da ligacdo C-H, e em 3300 cm™
observa-se bandas relacionadas ao estiramento simétrico e assimétrico das
hidroxilas presentes no exterior da BCD. O espectro obtido para a mistura fisica
(figura 19C) corresponde a sobreposicao das bandas principais da HCTZ e BCD. No
complexo de inclusdo HCTZ: BCD (figura 19D), a banda em 1120 cm* referente ao
grupo SO2do anel heterociclico desapareceu por completo, e a banda em 1602 cm™,
referente ao anel benzénico da molécula sofreu uma pronunciada diminuicdo. Isto
sugere que a porcao heterociclica e aromatica da molécula foi quase totalmente
inserida na cavidade da BCD. J4 em 1150 cm™,a banda intensa encontrada sugere
que o grupamento SOz da sulfonamida nao esta de fato incluido na cavidade da BCD.
Em 1333 cm™ e 1320 cm™* ainda é possivel observar as bandas referentes ao grupo
SO:2 da sulfonamida. Observou-se uma pronunciada diminuicdo da banda presente
em 1643 cm™, o que indica que a grande maioria das moléculas de agua da BCD
cedeu lugar a HCTZ. N&o é possivel distinguir as bandas de estiramento das
ligagbes N-H devido ao fendmeno de sobreposicédo de banda da hidroxila da BCD
acima de 3000 cm 1. O complexo contendo o colato de soédio (figura 19E)

apresentou um perfil semelhante ao do complexo contendo somente a BCD.

Figura 19: Espectros obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho para
HCTZ, BCD, mistura fisica e complexos de inclusao
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Onde: A —HCTZ pura; B — BCD; C — Mistura fisica; D — Complexo Hf; E — Complexo HRC
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4.4 Avaliacao do perfil de dissolucéo

A HCTZ é um farmaco pertencente a classe IV do SCB, ou seja, apresenta
baixa solubilidade aquosa e baixa permeabilidade. Para exercer seu efeito, um
farmaco deve estar dissolvido e solubilizado, para permear a membrana
gastrointestinal e poder exercer o efeito terapéutico. No caso da classe |V, estes
parametros estdo diminuidos devido as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
muitas vezes nao gerando o efeito esperado (LIPINSKI, 2002; BUCKLEY et al.,
2012).

No presente estudo foram realizados diversos ensaios para avaliagao do perfil
de dissolucdo da HCTZ, de seus complexos de inclusdo e de suas misturas fisicas.

Os experimentos foram realizados em fluido gastrico simulado (pH 1,2).

4.4.1 Fluido géstrico simulado (FGS)

Para que um farmaco seja absorvido de forma efetiva, € necessario que o
mesmo esteja ndo-ionizado tanto quanto possivel, pois a forma nédo-ionizada é mais
apolar, e promove maior absorcdo pelas membranas plasmaticas (RANG, DALE,
2012). A HCTZ possui minimo de degradacdo em pH abaixo de 2, e quase todo o
farmaco estd em sua forma ndo-ionizada neste valor, 0 que auxiliaria a dissolucéo
da mesma em pH gastrico (1,2). Nos ensaios de dissolucdo em fluido gastrico
simulado, varios perfis de dissolugcdo foram obtidos, e 0s mesmo estdo

demonstrados na figura 20.
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Figura 20: Perfis de dissolucdo obtidos para a HCTZ, complexos de incluséo e
misturas fisicas em fluido gastrico simulado (pH 1,2):
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O perfil da HCTZ pura demonstrou no tempo de cinco minutos uma liberacao
de aproximadamente 2,34%, e um maximo de liberacdo de 76,64% em 90 minutos.
Os perfis obtidos para ambas as misturas fisicas (BCD:HCTZ e BCD:HCTZ:COL)
foram semelhantes, e apresentaram uma maior liberagdo do farmaco quando
comparados com a HCTZ pura. Isto corrobora o fato de que valores de pH baixos
contribuem favoravelmente a interacdo do farmaco com a cavidade apolar das
ciclodextrinas, e que este fendbmeno se mostra mais pronunciado quando a
molécula-h6spede se encontra em sua forma livre (ndo-ionizada) (VEIGA, et al,
1996).

Ja4 os complexos de inclusdo contendo BCD e HCTZ mostraram perfil de
liberacdo do farmaco aumentado. Em aproximadamente cinco minutos, 36,69% do
farmaco ja havia sido liberado, atingindo um méximo de liberacéo de 93,59%. Estes
resultados nos permitem afirmar que de fato a complexacdo com a BCD promove
uma aumento consideravel da solubilidade aquosa do farmaco, melhorando os
parametros fisico-quimicos da HCTZ.

O perfil de dissolugdo obtido para o complexo de inclusdo contendo BCD,
HCTZ e colato de sodio apresentou caracteristicas semelhantes as encontradas no
perfil obtido para os complexos contendo apenas BCD e HCTZ, porém houve um
pequeno atraso no inicio da liberacdo do farmaco. No perfil obtido pode-se observar

que o complexo contendo o colato de sodio liberou, no tempo de cinco minutos,
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aproximadamente 21,28% do farmaco, atingindo um méximo de liberacdo de
99,51% em 90 minutos. Apesar do complexo contendo o colato ter apresentado um
atraso no inicio de sua liberacdo em relacdo ao complexo sem o colato, esta
formulacdo teve maior liberacéo a partir de 40 minutos, mantendo este perfil até o
final do experimento. O atraso na liberacdo do farmaco nos complexos contendo
colato de sodio pode ser relacionado as caracteristicas anfipaticas dos sais biliares,
gue possuem suas hidroxilas localizadas abaixo do equador de um esqueleto
esteroidal planar. A orientacdo destes grupos hidroxila basicamente determina se ele
sera hidrofilico ou hidrofébico (NASKAR, 2013), influenciando no inicio da liberagcéo
do farmaco. Na andlise estatistica, realizada através da aplicacdo do teste t de
Student (bi-caudal, pareado), observou-se que mesmo o complexo contendo colato
de sodio tendo apresentado uma maior porecentagem final de liberacdo do farmaco,
esta diferenca ndo é estatisticamente significativa (p(5%) = 0,13). Porém, o uso de
acidos biliares como surfactantes pode ser uma alternativa no desenvolvimento e/ou
aprimoramento de formas farmacéuticas contendo farmacos pertencentes a classe
IV no SCB.

4.5 Estudos de permeabilidade aparente

Os coeficientes de permeabilidade obtidos nao foram significativamente
diferentes entre si, indicando que o processo de permeabilidade intestinal passiva, ja
descrito para a HCTZ, ndo sofreu alteracdo pelo processo de complexacdo com
ciclodextrinas (ANOVA/SNK, p >0,05), como demonstrado na tabela 12.

Tabela 12: Coeficientes de permeabilidade obtidos para HCTZ livre, HB, HRC e suas

respectivas misturas fisicas.

Papp (cm/s - 107)

Exp HCTZ HB HBC  MFHB  MF HBC
1 4,37 2,54 2,61 7,61 4,49
2 9,21 5,82 6,95 8,16 5,68
Média 6,79 4,18 4,78 7,88 5,08

DP 3,42 2,32 3,07 0,39 0,84




67

Entretanto, quando verificados os indices totais de permeabilidade, pode-se
notar um aumento da quantidade total permeada para o complexo de incluséo entre
a HCTZ e a BCD, e um aumento ainda mais acentuado para o complexo com colato
(tabela 13). Este fato deve-se provavelmente a presenca de uma maior quantidade
de HCTZ dissolvida no meio capaz de permear as células. Mesmo nao influenciando
de maneira significativa o coeficiente de permeabilidade do farmaco, observou-se
um aumento significativo na solubilidade da HCTZ complexada com o colato,
indicando que o mesmo possui uma acao sinérgica com a BCD, melhorando a

solubilidade e consequentemente a permeabilidade total da HCTZ.

Tabela 13: Quantidade total permeada para para HCTZ livre, HB, HBC e suas
respectivas misturas fisicas

Quantidade total permeada (ug/mL)
HCTZ HB HBC MF HB MF HBC
0,11 0,37 0,43 0,27 0,25

Adicionalmente, a incubacdo das monocamadas celulares com a ciclodextrina
isolada, nas mesmas concentragcdes presentes nos complexos, nao afetou a
viabilidade e as propriedades de barreira das células, verificada através da avaliacédo

da permeabilidade do marcador fluorescente “lucifer yellow”.

4.6 Avaliacao da diurese in-vivo

A HCTZ é um farmaco importante no tratamento da hipertenséo arterial. Sua
atividade farmacoldgica, baseada na inibicdo do co-transporte de ions Na*e CI- no
tubulo distal, gera a diurese proveniente da excrecdo destes ions. Diuréticos
tiazidicos possuem efeito terapéutico limitado, visto que normalmente ha uma
reabsorcdo de sodio de cerca de 5% e grande excrecdo de ions potassio (K*)
(BRUNTON et al., 2010; RANG et al., 2012; SEAN and SWEETMAN, 2002). Com a
melhoria observadas nos perfis de dissolu¢cdo da HCTZ ap6s complexacdo com a
BCD com e sem adicao de colato de sodio, e dada hipotese de que os complexos de
inclusdo teriam o potencial de melhorar as caracteristicas de absor¢cdo do farmaco,

foi realizado o ensaio in-vivo da HCTZ pura, complexos de inclusdo contendo colato
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de sddio e suas respectivas misturas fisicas. A diurese dos animais foi monitorada e
avaliada para observar o efeito dos complexos de inclusdo. A concentracéo
eliminada de ions Na*, ClI- e K*também foi avaliada, e comparada com a HCTZ pura
e mistura fisica.

O volume urinério obtido em 2, 4, 8 e 24 horas apds administracdo oral,
juntamente com as concentracdes eletroliticas dos diferentes grupos é
demonstarado na figura 21. Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre a
atividade terapéutica da HCTZ e da mistura fisica HCTZ:BCD:COL. No que se refere
a excrecdo urinaria (figura 21A), os complexos de inclusdo contendo o colato de
sbédio apresentaram em 2 horas perfil de excre¢cdo semelhante ao do farmaco em
sua forma livre, porém ambos apresentaram significancia estatistica em relacdo ao
grupo controle. J& em 4 horas, os complexos de inclusdo obtiveram maior excre¢ao
urinéria, apresentando significancia em relacdo ndo s6 ao grupo controle, mas
também em relagdo ao grupo tratado com o farmaco livre. Nos tempos de 8 e 24
horas, ndo foi observada alteracdo significativa. A excrecdo urinaria observada no
tempo de 4 horas para os complexos contendo o colato foi maior do que nos
complexos sem o mesmo, demonstrando que esta formulagdo conseguiu manter a
excrecao urindria por mais tempo, através do aumento da permeabilidade da HCTZ.
Tal fato também pode ser explicado pela acéo inibitéria dos sais biliares exercida
sobre uma proteina chamada BCRP (Breast Cancer Resistence Protein) (STAUD,
2004; LAI, 2013). Tal proteina faz parte de um grupo conhecido como
Transportadores ABC (ATP binding cassette) cuja funcdo é o transporte de uma
variada gama de substratos através do meio intracelular, tais como produtos
metabolicos, toxinas, farmacos, produtos endogenos, etc (STAUD, 2004). Foi
comprovado por Hasegawa et al. que a HCTZ também age como substrato desta
proteina, o que diminui sua concentracdo maxima disponivel no lumen intestinal e
consequente absor¢cdo (HASEGAWA, 2007). Com o efeito inibitério exercido pelo sal
biliar sobre a BCRP, houve maior concentracdo de HCTZ disponivel, o que
ocasionou um efeito diurético prolongado nos animais que ingeriram o complexo
HBC. Considerando que a BCRP esta presente também nos rins (HASEGAWA,
2007), é possivel que a inibic&do renal desta proteina diminua a taxa de excrecéo da
HCTZ, ocasionando um efeito mais duradouro.

Para a quantificacdo da natriurese exercida pelos complexos, foi utilizado o

meétodo de quantificacdo eletrolitica de ions sodio e cloro, bem estabelecido pela
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literatura (OPIE e KAPLAN, 1991), e os resultados podem ser observados na figura
21B. Em 2, 4, 8 e 24hs os complexos de inclusédo apresentaram excre¢ao ne Na*
significativa em comparacdo ao grupo controle. Na avaliacdo da kaliurese (figura
21C) e cloriurese (figura 21D) nédo foram encontradas diferencas significativas entre

os perfis de excrecéo de todas as amostras analisadas.

Figura 21: Resultados obtidos nos ensaios in-vivo para os complexos HBC
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Onde: A —diurese; B — natriurese; C — kaliurese; D — cloriurese. A analise estatistica foi realizada
através de ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. *P < 0,05 quando comparado ao grupo — controle;
#P < 0,05 diferenca significante entre os complexos.

Em comparacao, os resultados obtidos por Mendes (2016) para os complexos
contendo apenas a BCD (figura 22) mostraram excrec¢ao urinaria antecipada (figura
22A), sugerindo que a complexacgdo alterou a velocidade de liberacdo do farmaco,
porém ndo houve diferenga significativa na diurese observada nos outros tempos. Ja
na excrecao eletrolitica houve acentuada natriurese (figura 22B) e a mesma iniciou
no mesmo tempo do farmaco livre (2 h), e foi mantida por 24 h. A kaliurese (22C)

apresentou excregao significante nos tempos de 2 e 24 h, enquanto a cloriurese
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(22D) manteve-se por 24 h. Como mencionado anteriormente, este efeito pode ser
proveniente da complexacdo e consequente amorfizacdo da HCTZ, que é melhor

absorvida que o farmaco em sua forma livre (MENDES, 2016).

Figura 22: Resultados obtidos nos ensaios in-vivo para os complexos Hf
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Onde: A — diurese; B — natriurese; C — kaliurese; D — cloriurese. A analise estatistica foi realizada
através de ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. *P < 0,05 quando comparado ao grupo — controle;
#P < 0,05 diferencga significante entre os complexos.

Os resultados obtidos sugerem que a administracdo de uma Unica dose dos
complexos de inclusdo melhorou o perfil de diurese da HCTZ. Nos complexos Hf
houve uma maior excrecdo, porém nos complexos HBC observou-se efeito excretor
prolongado. Houve aumento do volume urinario, acompanhada de significante
excrecao eletrolitica, o0 que comprova a eficacia da complexacgéo para a melhoria das

propriedades de dissolucao e solubilidade limitantes da HCTZ.

A formulacdo contendo complexo HCTZ:BCD com adicdo de colato
apresentou melhor efeito in vivo, demonstrando a possibilidade de aprimorar o perfil

farmacoldgico de farmacos BCS IV com a utilizacdo desta tecnologia.
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5. CONCLUSOES

O método desenvolvido em CLAE para a identificacdo da HCTZ e seus
produtos de degradacdo se mostrou especifico, linear, preciso, exato e
robusto;

Foi evidenciado que a complexacdo com BCD e colato de sdédio conferem
protecdo fotolitica a HCTZ;

Os ensaios de solubilidade de fases demonstraram que o colato de sodio na
concentracédo de 2 mM obteve melhor resultado para a complexacgao;

A caracterizacdo fisico-quimica revelou que houve o complexacdo da HCTZ
com a BCD;

Os ensaios de dissolucdo em fluido gastrico simulado revelaram que o
complexo contendo o colato de sbédio teve um pequeno atraso em sua
liberagédo inicial, quando comparado ao complexo sem o mesmo. Contudo, 0
complexo contendo o colato teve um perfil de liberagéo superior a partir de 40
minutos do experimento, porém, foi constatado que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os complexos;

Os estudos de permeabilidade demonstraram que a complexacdo nao
interfere de forma significativa no coeficiente de permeabilidade da HCTZ.
Porém, a adicdo de colato concedeu a formulacdo uma maior quantidade total
de HCTZ permeada, sugerindo maior solubilizacdo do farmaco no lumen
intestinal e consequente aumento em sua absorc¢ao;

Os complexos de inclusdo com adi¢cdo de colato revelaram melhor perfil in-
vivo em comparacdo ao farmaco puro e sua mistura fisica, demonstrando a
utilidade desta ferramenta para a melhoria das caracteristicas dos farmacos
BCS classe IV.
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