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INTRODUCCIO BIBLIOGRAFICA

En la actualitat, la gran majoria de les noves entitats quimiques emergents, fruit dels
estudis de les noves linies d’investigacid de les companyies farmacéutiques, son
molecules de Classe II (Avdeef A.et al, 2001) segons la classificacido Biofarmaceutica
(BCS), aix0 és, entitats quimiques amb una permeabilitat acceptable perd amb una
absorcio molt limitada degut a la seva baixa solubilitat. Per aquest motiu, des de la
primeria dels anys noranta la investigacido 1 el desenvolupament de noves entitats

quimiques ha avangat de manera considerable gracies a noves tecnologies.

L’equacié de Noyes-Whitney mostra de forma clara els parametres que teoricament

podrien ésser modificats per tal de millorar la velocitat de dissolucid d’un principi actiu:

dC  AD(Cs—C)
d h

En I’equacio dC/dt representa la velocitat de dissolucio, A I’area superficial exposada al
medi de dissolucio, D el coeficient de difusio del principi actiu en solucid, Cs la
solubilitat del principi actiu, C la concentracid de principi actiu en el medi de dissolucid
a un determinat temps t 1 h el gruix de la capa de difusid. Molts sén doncs els
parametres potencials a ajustar per tal de poder millorar aquesta velocitat de dissolucio,
per exemple, augmentar-ne I’area superficial, el coeficient de difusid, o bé disminuir el
gruix de la capa de difusio. Aquestes idees s’han intentat aplicar 1 abordar durant els
darrers anys amb més o menys exit com ara: a) amb teécniques de disminucid de la mida
de particula del principi actiu, b) formacié de sals, polimorfs o bé pseudopolimorfs c)
complexacié mitjangant 1’us de surfactants, 4) formaci6é de pro-drogues més solubles
pero el seu principal problema €s que cap d’elles proporciona una solucié universal 1

totes, en una mesura o altra, tenen limitacions practiques.

Un dels camps on les noves tecnologies i técniques en estudi poden resultar de gran
utilitat, és en la seleccié de formulacions basades en solucions 1 suspensions solides.
Aquest tipus de formulacions representen un important aveng en la seleccid de les
molecules de Classe II (segons la BCS) com a viables en el desenvolupament
farmaceutic 1 alhora, 1’s de les noves tecnologies permet caracteritzar-les, determinar-

ne la composicid, la viabilitat en termes de solubilitat i en alguns casos, fins 1 tot,
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I’estabilitat fisica, critica en un producte farmaceutic acabat. La majoria de treballs
publicats fins ara en aquesta disciplina es centren en formulacions liquides o semi-
solides (Desrosiers P.et al, 2003), (Morissette SL. et al, 2004). Es per tant en el camp de
les formes farmaceutiques solides on les solucions/suspensions solides tenen un gran

potencial per descobrir.

Les solucions i suspensions solides son formulacions meta estables en les que el principi
actiu es troba dissolt en forma amorfa o bé dispers en forma de particules molt fines en
un excipient que actua com a matriu. En el ben entés que aquesta solucié/suspensio
s’aconsegueixi a nivell molecular, la solubilitat del principi actiu es veu absolutament
influenciada per la de les particules de 1’entorn (en aquest cas 1’excipient matriu) 1 aixi
¢s susceptible de millora (A.T.M. Serajuddin, 1999). La teoria de les solucions i

suspensions solides s’explica en detall en I’apartat segiient d’aquesta tesi.

Es important remarcar que el terme “solucid solida” i “suspensié solida” en la
bibliografia s’ha emprat de forma intercanviable i alguns cops fins i tot incorrecta. De
fet, una “soluci6 solida” només es pot referir a molécules de principi actiu dissoltes o bé
dispersades molecularment dins del polimer que actua com a matriu perdo on mai hi ha
present cap mena de precipitacid ni cristal-litzacid. En canvi en una “suspensi6 solida”
el sistema conté de forma clara molécules en suspensid, que poden trobar-se en estat

cristal-li o bé amorf.

Per tant, una forma farmaceutica basada en una solucié 0 suspensid solida, no tant sols
ha d’aconseguir millorar la solubilitat del principi actiu in vivo sind inhibir la seva

recristal-litzacio en el temps (Lipinski et al, 2001).

1-INTRODUCCIO A LA TEORIA DE LES SOLUCIONS I
SUSPENSIONS SOLIDES

Una de les multiples opcions per tal de millorar la solubilitat i aixi, la biodisponibilitat
d’un principi actiu és la formulacié de suspensions 1 solucions solides estables
(Serajuddin ATM, 1999).

Per entendre bé les bases de les solucions i suspensions solides cal que ens remuntem a

la definicid d’una simple mescla eutectica. Tal 1 com es mostra en la Figura 1, una
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mescla euteéctica esta formada per dos components que sén completament miscibles en

estat liquid pero en canvi tenen una solubilitat limitada en estat solid.

r T T,

Sol. Liguida

Solid B +

Solid & + Sol. Liguida Sol. Liguida

SmMA+FMdB

]
A (100 %) - B (100 %)

Figura 1: Diagrama de composicié de fases d’una mescla eutéctica

Quan una mescla de A i B amb una determinada composicié6 X es refreda, A i B
cristal-litzen simultaniament, mentre que quan es refreden barreges amb una altra

composicid, un dels components comenga a cristal-litzar abans que 1’altre.

Les mescles eutéctiques solides normalment es preparen mitjangant el refredament
sobtat d’una mescla dels dos components a fi efecte d’aconseguir una barreja intima de

co-cristalls molt fins d’ambdos.

Aixi doncs, 1 per aquest mateix principi, quan es té una determinada mescla d’un
principi actiu poc soluble (Gardner CR et al., 2004) i un excipient inert molt soluble,
amb una composicié X, aquesta mescla es dissol rapidament 1 permet la alliberacio de
fins cristalls de principi actiu, que a la vegada que milloren la seva solubilitat gracies al
vehicle, aconsegueixen redispersar-se amb una area superficial elevada. Les solucions
solides son comparables doncs a les solucions liquides que consisteixen en una sola fase

independentment del nombre de components (Avdeef A, 2001).

Per tant, una solucid 0 una suspensid solida s’aconsegueix quan el principi actiu es

presenta en forma de suspensié molecular englobat en un excipient o bé una mescla

-7 -



Introduccié Bibliografica

d’excipients vehiculitzants. Aix0 és molt avantatjos alhora de millorar la solubilitat del
principi actiu per diverses raons: a) si el vehicle s’escull de manera acurada i té una
solubilitat apropiada, s’aconsegueix millorar considerablement la higroscopicitat del
principi actiu i aixi la seva solubilitat, doncs és la velocitat de dissolucid del vehicle la
que governa el parametre de solubilitat del medi, b) a més teoricament, quan
s’aconsegueix una suspensio solida correcta, com que es tracta d’una mescla a nivell
molecular la mida de particula del principi actiu es redueix al maxim possible
(molécules aillades dissoltes o bé en suspensid) i ¢) en alguns casos, el principi actiu
queda dispers en forma amorfa dins la xarxa reticular del vehicle/s i per tant és més

soluble que en el seu estat cristal-li (Goldberg AH, et al. 1965).

2-CLASSIFICACIO

Les solucions solides es poden classificar mitjangant dos meétodes (Christian Leuner, et
al, 2000), segons la seva miscibilitat o bé segons la forma en que les molecules del

solvat es distribueixen en el solvent:

2.1-Segons la seva miscibilitat (Continues vs. Discontinues)

a. Solucions solides continues: Aquest ¢és el cas teoric d’'una solucid on els
components son miscibles en totes les seves proporcions, ja que la for¢a d’uni6 entre
diferents components ¢s més forta que la forca intermolecular de cadascun dels

components individuals.

b. Solucions solides discontinues: en aquest cas, la solubilitat de cada component en
I’altre és limitada. Com es pot observar en la Figura 2, en el diagrama oo i 3 mostren
les regions on hi ha una soluci6 solida real. En aquestes zones, un dels components
solids es troba completament dissolt en I’altre component solid. Cal esmentar que per
sota d’una determinada temperatura, les solubilitats de tots dos components comencen
a disminuir. A efectes practics (Goldberg et al., 1965) varen definir que la terminologia
solucid solida només s’hauria d’emprar quan la solubilitat mutua de tots dos

components és superior al 5%.
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Sol. iquida

¥ +

g8+
Sol. liguida Sol. liguida 2
o
o+
A (100 %) B (100 %)

Figura 2: diagrama de composicié de fases d’una soluci6 solida discontinua

2.2- Segons la forma en queé les molécules del solvat es
distribueixen en el solvent

Segons la forma en qué les molecules del solvat es distribueixen en el solvent es

divideixen en constitucionals- cristal-lines, intersticials - cristal-lines o amorfes.

Solucions solides substitucionals cristal-lines: Aquest és el cas de les solucions
solides amb una estructura cristal-lina classica, en la que les molecules de solut poden
substituir molécules de solvent en I’estructura reticular o bé en I’espai intersticial entre
les molécules de solvent, com es mostra en la Figura 3. La substitucié només és possible
quan la mida molecular de les molecules de solut difereix aproximadament en menys

d’un 15 % de les molécules de solvent.

Figura 3: Solucions solides substitucionals cristal-lines

-29.



Introduccié Bibliografica

Solucions solides intersticials cristal-lines: En aquest escenari, veure Figura 4, les
molecules dissoltes ocupen els espais intersticials entre les molecules de solvent i
I’estructura reticular. Tal i com en el cas de les solucions solides substitucionals
cristal-lines, la mida molecular relativa €s un criteri decisiu alhora de classificar el tipus
de solucid solida. Aixi doncs, en el cas de les solucions solides intersticials cristal-lines,
les molecules de solut han de tenir un diametre molecular inferior al 0.59 del diametre
molecular de la molécula de solvent. A més, el volum total de les molécules de solut ha

de ser de menys del 20 % de solvent.
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Figura 4: Solucions solides intersticials cristal-lines

Solucions solides amorfes: En les solucions solides amorfes, com mostra la Figura 5,
les molecules de solut es troben molecularment disperses pero de forma irregular dins
del solvent amorf. La major part d’excipients de tipus polimeéric tenen tendéncia a
formar solucions solides de tipus amorf ja que, en molts casos, el propi polimer és de
naturalesa amorfa. A més, les moleécules de solut en aquest cas poden actuar com a
plastificants, 1 aixo resultaria en la reduccié de la temperatura de transicio vitria del

polimer.
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Figura 5: Solucions solides amorfes

3-METODES DE PREPARACIO

Existeixen dos metodes for¢a comuns per tal de preparar solucions i suspensions

solides:

3.1-Per evaporacio del solvent (“Solvent Casting”)

En aquest cas, el principi actiu i el vehicle o excipient/s es dissolen en un dissolvent
(normalment organic) comu i1 posteriorment aquest s’elimina per evaporacid. Hi ha
diverses publicacions que descriuen aquesta técnica erroniament com a co-precipitats,
doncs el terme correcte en aquestes condicions es el de co-evaporats. Existeixen
diferents metodes per evaporar el solvent: elevar la temperatura, liofilitzar o bé “spray-
drying”. Es important recordar que, quan s’evapora un solvent, petits canvis en la
metodologia poden tenir conseqiiencies significatives en el producte final. Per altra
banda, si s’empren dissolvents organics, €s critic d’assegurar-se que s’ha evaporat
absolutament tot el solvent, doncs normalment els dissolvents organics presenten certa

toxicitat.

Val a dir que en ’actualitat existeix comercialment la formulacié de Sporanox®, de

Janssen Pharmaceuticals, formulada mitjancant aquesta técnica, i que mitjangant una
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suspensio solida de itraconazol en hidroxipropil metil cel-lulosa aconsegueix una

formulacio estable que millora considerablement la solubilitat d’aquest actiu.

Una altra variant d’aquest mateix metode, consisteix en aconseguir la formacié d’un
material amb caracteristiques termoplastiques, preparat mitjangant la dissolucio del
principi actiu en un vehicle polimeric (com hidroxipropil metil cel-lulosa) , un agent
complexant (hidroxipropil B ciclodextrina) i un excipient que infereixi caracter acidic
(acid citric) en un dissolvent organic comu. Posteriorment el solvent s’evapora
mitjancant buit. Aquesta mescla millora considerablement la solubilitat del principi
actiu alhora que estabilitza la formulacid i inhibeix la recristal-litzacid. E1 metode per
evaporacio €s practic 1 permet processar en solucions solides principis actius termolabils
o bé excipients amb punt de fusié molt elevat, tot i que, per raons ecologiques i

economiques es continua preferint el metode per fusid.

3.2-Per fusio

El meétode per fusio consisteix en fondre el vehicle i el principi actiu junts 1 aixi, en
refredar la mescla de forma sobtada, aconseguir una soluci6 solida. En els casos on
només es fon el vehicle/s s’obté una suspensio solida. Per a formular suspensions

solides mitjancant aquesta técnica cal tenir en compte les segiients limitacions:

= El principi actiu 1 el vehicle han de ser solubles en forma fosa, per la qual cosa
¢s molt important estudiar préviament el diagrama de fases de la mescla 1 si
existeixen buits de solubilitat recordar que, molt possiblement, el principi actiu
no es dispersara molecularment.

= Una altre limitacid important ¢és 1’estabilitat térmica del principi actiu i de
I’excipient/s. Si cal treballar a temperatures molt altes és possible que el principi
actiu s’evapori o bé es degradi (en alguns casos aixo es pot resoldre treballant en

atmosferes inerts o bé sota buit).
Existeixen forces variants d’aquest meétode, perdo el més interessant i aplicable

industrialment és el de 1’extrusio6 per fusid, que ha arribat a la industria farmaceutica del

camp de la quimica polimérica industrial. Cal mencionar que també existeixen ja
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productes comercials elaborats mitjangant aquesta técnica, com ara una formulacio de

verapamil (Isoptin SR-E 240, Knoll Pharmaceutical Company).

En un extrusor per fusié (Figura 6) la mescla entre el principi actiu i excipient/s es
barreja mitjancant un doble vis-sens-fi (del mateix tipus que s’utilitza en la industria
polimerica) alhora que es sotmet a altes temperatures i1 es fon. Un cop la mescla és
homogenia es pot donar a I’extrudat forma de granuls, micro-granuls, pols, barretes,
etc...fins 1 tot es poden mesclar amb excipients que en facilitin la compressio 1 obtenir
comprimits convencionals. Val a dir que, en I’extrusié per fusid, la mescla només es
troba sotmesa a elevades temperatures durant molt pocs minuts i, per tant, el risc de

degradacio de I’actiu és forca baix.

Un extrusor convencional normalment esta compost per una tremuja d’omplerta, on es
col-loca la mescla de polvores, la cambra extrusora o motlle, un vis-sens-fi i una
matriu. Al voltant de I’extrusor hi ha la unitat calefactora i/o de refrigeracid.

El diagrama d’un extrusor per fusi6é convencional seria el segiient:

Hopper

Screw I

—

Melt ploymer

77078 %%

) ) ) ] Metering
Screw Feeding region Melting region region
shaft -

Figura 6: Diagrama d’un extrusor convencional

(Tadmor et al., 1970)

També es disposa de ganivetes o bé esferonitzadors o altres accessoris per tal de

processar I’extrudat un cop fos i de monitoratges dels parametres critics del procés, com
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ara sondes de temperatura, velocitat del vis-sens-fi, resisténcia del motor, torque i

sondes de pressio.

Durant el procés hi ha diferents zones de la cambra d’extrusié (motllo) que es pre-
escalfen a temperatures especifiques que s’han determinat préviament com a optimes
per aquella mescla a processar. Un cop I’equip s’ha escalfat s’introdueix a través de la
tremuja la mescla de polimers termoplastics, que €s monitorada per els sensors 1 parells
termics de dins la cambra d’extrusid. La massa molta s expulsada a través de la matriu

que es troba situada va I’extrem distal del vis-sens-fi.

Amb el temps també s’han anat introduint forces variants d’aquesta técnica, com ara la
de espraiar la mescla fosa sobre una superficie freda, o bé refredar la mescla en motlles

freds.

Per a mostres a més petita escala i sota el mateix principi s’utilitza la premsa per fusid
(Figura 7), en aquest cas, les mescles de pols es barregen a ma, normalment amb 1’ajuda
d’un morter i les mostres es col-loquen entre dues plaques calefactades d’una premsa
hidraulica. Un cop les plaques han assolit la temperatura pre-seleccionada les mostres es

premsen, amb 1’ajuda d’un motllo a una forga i temps predeterminats.

Figura 7: Premsa per fusié convencional
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En general aquestes premses s’han usat fins ara en técniques de caracteritzacid de
materials pero, ultimament se n’esta estudiant la utilitat com a potencials sistemes de
seleccio i cribratge de mostres que “a posteriori” s’escalen amb 1’extrusor per fusié. Un
cop processades les mostres es deixen reposar sobre una superficie freda, o bé refredar

en motlles freds.

4- CARACTERITZACIO DE LES MOSTRES

Les técniques principals emprades per a caracteritzar solucions i suspensions
solides son, entre altres:
+ Metodes termo-analitics (DSC 1 TGA)
+ Difracci6 de raigs X (XRDP)
+ Espectroscopia de IR
+ Microscopi de llum polaritzada

+ Test de dissolucid

A banda de la caracteritzacio fisico quimica de la mostra, mitjangant aquestes técniques
s’aconsegueix diferenciar si s’ha assolit una suspensi6 o bé una solucidé solida.
Normalment s’utilitza la preséncia o abséncia de cristal-linitat per a definir aquest

criterl.

El test de dissolucid, que €s I’emprat majoritariament en aquesta tesi (especialment en el
Capitol 1, corresponent a 1’etapa de cribratge) per limitacions técniques, no €s una eina
que es pugui emprar per tal de discernir si s’ha aconseguit o no una soluci6 solida, pero
¢s extremadament util per tal de determinar si s’ha aconseguit millorar de forma
qualitativa la solubilitat “in vitro del principi actiu. Es important, en aquests casos
emprar controls en el disseny d’experiments que incloguin el principi actiu tot sol 1
també la mescla de tots els components presents en la formulacié sense processar si es

tracta d’una forma farmacéutica.
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5-FORMES FARMACEUTIQUES DISSENYADES AMB
SOLUCIONS | SUSPENSIONS SOLIDES

El mateix principi explicat fins ara es podria extrapolar doncs a una forma
farmaceutica, on el principi actiu es podria doncs trobar englobat en un excipient que
actués com a matriu, o bé dispersat com a particules fines nanocristal.lines o fins 1 tot
particules amorfes, totes ells formades per les técniques descrites anteriorment i la
solucié o suspensio solida aconseguida en el moment de refredar la mostra o bé
d’evaporar el solvent (per les técniques per fusi6 O evaporacidé de solvent
respectivament). Com ja s’ha comentat en la seccio basica de descripcid de les solucions
1 les suspensions solides el polimer que fa de matriu s normalment hidrosoluble, com
per exemple el polioxid d’etile, la polivinilpirrolidona o la hidroxipropil metil
cel-lulosa. Actualment, en el mercat existeixen formulacions d’aquest tipus amb algunes
molécules molt insolubles com ara la Griseofulvina en polietilenglicol (Gris-PEG®,
Novartis), la nabilona en povidona (Cesamet®, Lilly) i I’itraconazol en una mescla de

polietilenglicol i hidroxipropil metil cel-lulosa (Sporanox®, Janssen).

Quan ens ho mirem des de la perspectiva d’una forma farmaceutica acabada, cal tenir en
compte que, mentre que els polimers hidrofils poden actuar com a estabilitzants de
I’estat solid del principi actiu, en general, tots els principis actius molt insolubles quan
es troben en forma amorfa tendeixen a recristal-litzar després de ésser exposats al medi

gastrointestinal (Leuner and Dressman, 2000; Serajuddin, 1999).

També és conegut que formules basades en suspensions preparades amb surfactants
semi-solids, com ara Vitamina E TPGS (Shin and Kim, 2003) i Gelucire 44/14 (Soliman
and Khan, 2005; Yuksel et al., 2003) tenen 1’activitat potencial de facilitar la dissolucid
1 inhibir la precipitacid en el tracte gastrointestinal. Aixo és degut a les seves propietats
solubilitzants pero val a dir que tipicament tenen punts de fusié forga més baixos 1 per
tant permeten un grau de mobilitat molt major de les molécules en estat solid que no pas
els polimers. Per tant, totes les formulacions basades doncs amb aquests excipients es
preveu que haurien de ésser bastant menys estables en front a la recristal-litzacid del
compost en estat solid (Khoo et al.,2000). A més a més, val a dir que en general, tots
els semi-solids son més dificils de incorporar en les formes solides orals. Per tant
formulacions que puguin contenir ambdos punts forts: a) polimers hidro-solubles amb

elevades temperatures de transicid vitria 1 b) surfactants potents son teoricament les
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millors candidates per combinar la millora de solubilitat (i potencial biodisponibilitat) i
I’estabilitat a llarg termini. Recerca basada en 1’addicié de un 10 % de surfactants a
suspensions solides basades en PVP 1 HPMC ha demostrat que aquestes combinacions
poden arribar a ésser molt potents en termes de millora de solubilitat sense comprometre
I’estabilitat de les formulacions (Ghebremeskel et al., 2006). Aixi mateix, Okonogi 1
Puttipipatkhachorn (2006), també van descriure una millora considerable de la velocitat
de dissolucidé de I’oflaxacina quan s’empraven suspensions solides basades en PEG 1
que contenien un 10 % de surfactant. Per tant sembla que les suspensions solides que
combinen més d’un excipient poden potencialment trobar sinérgies i millorar i
aconseguir refinar certes formulacions amb una magnitud que sembla forga superior al

que es pot aconseguir quant es treballa amb un excipient sol.

6- LIMITACIONS | ESTAT DE LA TECNICA

La recerca publicada fins al moment perd, tot i que sembla concloure de forma
contundent que les formulacions de solucions i suspensions solides multi-component
son molt més exitoses que les treballades amb excipients simples, hi ha com a comu
denominador el fet que en general s’estudia un nombre limitat de formulacions en tots
els casos. Donat el nombre de polimers i surfactants potencials existents el nombre de
combinacions 1 ratios a provar conceptualment €s infinit i en fa practicament impossible
un cribratge agil i senzill. S’han comengat a descriure també certes combinacions
basades en propietats especifiques de solubilitat dels polimers (Ghebremeskel at al,
2007) o bé basades amb I’HLB dels surfactants per poder limitar el numero de
formulacions amb les que caldria fer experimental. Tot 1 aixi, aquestes técniques encara
deixen la porta oberta a una combinacié massa amplia de potencials experiments i a més
incorporen el risc que el fet de que la seva finalitat sigui disminuir el nombre

d’experiments a fer es descartin potencials formules bones d’entrada directament.

Es per tot aix0, que qualsevol técnica de cribratge rapid que permeti I’avaluacié de
multiples combinacions compost/polimer/surfactant per poder identificar sinergies
inicials 1 guiar posteriors estudis de formulacid representa una valuosa aportacid

cientifica.
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Aixi mateix, D’altre limitacidé important és la forma farmaceéutica final: en molts dels
casos, es descriu com a excipient majoritari o bé adjuvant ideal un surfactant o bé un
lipid, amb punts de fusié normalment baixos i que es presenten, a temperatura ambient
com a liquids o semi-solids. Aquesta €s una de les barreres i limitacions en 1’estudi de
les solucions 1 suspensions solides si és que 1’objectiu final de la forma farmacéutica

requerida €s un solid per via oral.

La majoria de treballs publicats fins ara en aquesta disciplina es centren en formulacions
liquides o semi-solides (Desrosiers P.et al, 2003), (Morissette SL. et al, 2004). En
aquest cas, aquesta tesi doctoral s’ha enfocat en 1’s d’aquests tipus de formulacions 1 la

seva caracteritzacid per formes farmaceutiques solides.
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OBJECTIUS

Aquesta tesi doctoral, fruit de la col-laboracid entre varies disciplines, per tal

d’aconseguir formulacions viables i millorades que continguin molecules de Classe 11

(segons BCS), es centra en els aspectes galénics d’aquest estudi, la metodologia

emprada per destriar i caracteritzar formulacions viables, el canvi d’escala, la produccid

de mostres per a estudis “in vivo” 1 la transformacio6 final de totes aquestes tasques de

pre-formulacid inicial en 1’elaboracid de formes farmaccutiques.

Els objectius especifics d’aquesta tesi doctoral son els segiients:

1.

4,

Estudi de la possible obtenci6 de solucions i suspensions solides a escala de
laboratori, mitjangcant técniques rapides de seleccid 1 cribratge de
formulacions emprant: la premsa per fusido 1 la evaporacido de solvents

(“solvent casting”).

Estudi del possible escalat i de la viabilitat d’algunes de les formulacions,
fruit de la preseleccido de I’objectiu 1, elaborades ja a escala pilot (amb

I’extrusor per fusid).

Comprovacié d’una potencial millora de la solubilitat i la velocitat de
dissolucié del principi actiu “in vitro” 1 “in vivo”, de les formulacions

obtingudes en 1’objectiu 2.
Preparaci6 de formes farmaceutiques que continguin solucions o suspensions

solides que demostrin millora de la solubilitat del principi actiu,

seleccionades gracies al cribratge rapid posat a punt en els punts anteriors.
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CAPITOL 1: CRIBRATGES EN PRE-FORMULACIO
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1-MATERIALS | METODES

1.1-Materials

1.1.1-Principi actiu

El principi actiu base de I’estudi, que anomenarem GC-3413 per motius de
confidencialitat, és una nova entitat quimica (NEQ), de la familia dels antagonistes

selectius dels receptors cannabinoides CB1.

El primer bloquejador del receptor selectiu CB1 va ésser el Rimonabant® (Sanofi-
Aventis). A Europa s’emprava principalment en pacients amb graus d’obesitat molt
important, juntament amb dieta 1 exercici fisic per a reduir pes. Malgrat la seva eficacia,
I’any 2008 I’ Agencia Europea de Medicaments (EMA) va suggerir la suspensid de la
seva comercialitzacio després que el Comit¢ de Productes Meédics dis Huma
conclogués que els seus riscos de consum havien superat els seus beneficis potencials,
principalment després d’haver detectat un augment significatiu de casos notificats de
trastorns psiquiatrics severs, depressié 1 increment de suicidis. La cancel-laci6 de la seva

aprovacid de comercialitzacid va ésser el 16 de gener del 2009.

Usant el Rimonabant com a lead compound algunes empreses farmaceutiques van
sintetitzar 1 caracteritzar homolegs estructurals i/o funcionals derivats, dels quals, el

GC-3413, que s’ha emprat en aquesta tesi.

L’estructura quimica, formula i pes molecular no es mostren al complert per raons de
confidencialitat. El Principi actiu GC-3413 ¢és una pols de color blanc trencat, té¢ un punt
de fusio al voltant dels 168 °C, un pKa de 2,8 1 una solubilitat de 0.0002 mg/ml a pH 2.0
1apH 7.4.
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1.1.2-Excipients emprats en el cribratge

Els excipients emprats en ’elaboracié de les formulacions a petita escala 1 a

escala pilot, juntament amb els seus proveidors es troben resumits 1 agrupats per

families en la segiient taula.

Taula 1: Excipients emprats, denominacié compendial i proveidor

TIPUS EXCIPIENT Ph.EU 6 USP PROVEIDOR
Polietilenglicols PEG 1000 Macrogol DOW
Polietilenglicols PEG 1450 Macrogol DOW
Polietilenglicols PEG 4000 Macrogol DOW
Polietilenglicols PEG 8000 Macrogol DOW

Surfactants anionics Brij 35 Macrogol Cetostearyl Eter Aldrich
Surfactants anionics Brij 72 Macrogol Cetostearyl Eter Aldrich
Surfactants anionics Mirj 52 Polyoxyl Stearate (USP) Lambent
Surfactants anionics Poloxamer 188 Poloxamer BASF
Surfactants anionics Poloxamer 237 Poloxamer BASF
Surfactants anionics Poloxamer 338 Poloxamer BASF
Surfactants anionics Poloxamer 407 Poloxamer BASF
Surfactants anionics Precirol ATO-5 Palmitoestearat de Glicerina Gattefossé
Surfactants anionics Volpo N10 Polyoxyl Oleyl Eter Croda
Surfactants anionics Crodesta F110 Sucrose stearate Croda
Surfactants anionics Crodesta F160 Sucrose stearate Croda
Surfactants anionics Tween 80 Polisorbat 80 Sigma-Aldrich
Surfactants anionics Cremophor EL Polyoxyl Castor Oil BASF

Glicerids Gelucire 44/14 Macrogolglicerids Gattefossé

Glicérids Gelucire 50/13 Macrogolglicerids Gattefossé

Glicerids Vit E-TPGS Vitamina E Eastman
Surfactants ionics LSS Lauril Sulfat Sodic Sigma-Aldrich

Polimers de suspensid Povidona Povidona ISP

Polimers de suspensid PVP-VA Copovidona BASF
Homopolimers anionics Polyox N10 Oxid de polietilé DOW
Homopolimers anionics Polyox N80 Oxid de polietile DOW

Derivats Cel-lulosics HEC Hidroxietil cel-lulosa Aqualon
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Derivats Cel-lulosics HPC SL Hidroxipropil cel-lulosa NIPPON
Derivats Cel-lulosics HPMC K100LV Hidroxipropilmetil cel-lulosa DOW
Derivats Cel-lulosics HPMC E5 Hidroxipropilmetil cel-lulosa DOW
Derivats Cel-lulosics HPMC K15MCR Hidroxipropilmetil cel-lulosa DOW

) ) Hidroxipropilmetil cel-lulosa ]
Derivats Cel-lulosics HPMC AS ) Shin-Etsu
acetat succinat

Derivats Cel-lulosics HPMCP 50 Hidroxipropilmetil cel-lulosa ftalat Shin-Etsu

) Copolimer de etil acrilat i metil )
Polimers Metacrilics Eudragit® RS100 ) Evonik
metacrilat

) ) Copolimer de etil acrilat i metil )
Polimers Metacrilics Eudragit® L100 ) Evonik
metacrilat

Tots aquests excipients es van seleccionar segons les seves caracteristiques fisico-
quimiques i mecaniques aixi com per la seva capacitat de ser processats via fusio per

calor, compressid 0 extrusio.
A continuaci6 s’inclou una breu descripcié de les caracteristiques fisico-quimiques,
considerades critiques per les families d’excipients emprades en aquest treball

experimental.

Polietilenglicols

Esta descrit (Miralles MJ et al., 1982), que els polietilenglicols s6n polimers que sén
capacos de millorar la solubilitat en aigua o bé les caracteristiques de dissoluci6 de
principis actius poc solubles quan s’empren en solucions/suspensions solides. Tots els
graus de polietilenglicol sén solubles en aigua i1 miscibles en qualsevol proporcido amb
altres polietilenglicols (després de fondre’ls si és necessari). Solucions aquoses de
polietilenglicols d’alt pes molecular poden formar gels (que en el nostre cas afavoririen
la hidratacié del principi actiu de forma una mica més sostinguda en el temps), aixi la
velocitat de dissoluci6 de molécules solubles en aigua 1 formulades amb
polietilenglicols disminueix quan augmenta el seu pes molecular. En el cas que ens
ocupa també és important destacar que els polietilenglicols es poden usar també com a
agents de suspensié o adjuvants de viscositzants i per tant, quan s’empren amb altres

agents emulsificants actuen com a estabilitzants de I’emulsio.
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Els polietilenglicols son un polimer d’addicio entre 1’0xid d’etile 1 aigua. Emprats
basicament com a solvents, plastificants 1 també lubricants en formes farmaceutiques
H H solides. Els graus que van del 200 fins

al 600 son liquids i els superiors a 1000

HO——C— (CH;—0—CHj) —C——0H 6n solids a temperatura ambient. Els
. . emprats en aquest estudi son tots solids
el 1000, el 1450 1 el 4000 tenen textures entre pastoses 1 ceroses 1 el PEG 8000 és un
pols micronitzat que flueix lliurement. Els punts de fusi6 dels graus emprats en aquest
estudi oscil-len entre els 50 °C i els 82 °C, fet que els fa candidats acceptables per 1’ts
en I’extrusié per fusio, tot i que no Optims, ja que punts de fusi6 més proxims als de
principi actiu implicarien una millor homogeneitzaci6. Es tracta generalment de
productes estables a temperatura ambient 1 en solucid tot i que els graus inferiors al
2000 soén higroscopics. En el cas del seu s en calent, cal anar en compte de no sobre
passar els 150 °C, que sota aquestes condicions durant més d’una hora es produiria
oxidacid, ’enfosquiment 1 la formacié de productes de degradacié de caracter acid.

Aquests efectes es podrien mitigar si es treballa sota atmosfera de nitrogen en cas

necessari.

Surfactants anionics

Brijs i Volpo N10

Es tracta d’alquil-eters de polioxietile. SoOn surfactants anionics usats en
formulacions com a agents emulsificants 1 estabilitzadors de micro-emulsions. Son
series d’¢ters de polietilenglicol de n-alcohols (lauril, oleil, miristil, cetil, etc...)
preparats per condensacid d’alcohols grassos lineals amb oxid d’etilé. La reaccid es
controla de forma que s’aconsegueix l’¢ter requerit amb el polietilenglicol del pes
molecular desitjat. El Brij 35 és el Polioxil-23-lauril ¢ter i1 el Brij 72 el Polioxil-2-
esteraril ¢ter, mentre que el Volpo N10 és el Polioxil-10-oleyl eter. La bibliografia
mostra que s’han emprat com a agents solubilitzants en molts principis actius poc
solubles en aigua com I’acetat de cortisona, la griseofulvina, la menadiona, (Elworthy
PH, Patel MS, 1982) el chlordiazepoxide (Abdel Rahman AA et al., 1991) i el
colesterol ( Mueller-Goymann CC and Usselmann BS., 1988). També s’han estudiat

dins de sistemes d’alliberacié controlada que contenen oleosomes, hidrosomes,
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fosfosomes, vesicules (Friberg SE et al., 1998) 1 niosomes (Arunothayanun P et al,

1999; Parthasarathi G ef al. 1994, Tabbakhian M et al., 2006).

També s ha descrit que milloren 1’absorci6 a traves de mucoses (Sawicki W and Janicki
S., 1998) 1 una combinacié d’un agent mucolitic amb un grup tiol lliure 1 un alquil eter
de polioxietile com a surfactant han demostrat una millora considerable en I’absorcid

intestinal de productes hidrofilics que s’absorbien malament. (Takatsuka S et al., 2008).

Tant el Brij 35 com el 72 s6n molt solubles en aigua, i el seu punt de fusié es troba entre
30 1 45 °C. Per tant, son bons candidats per el cribratge del nostre principi actiu, tot i
que el seu punt de fusio és forga baix. Per el que fa el Volpo N10 es va emprar només

en la técnica de “solvent casting”, al tractar-se d’un producte liquid.

Myrj 52

Els estearats de polioxietile i concretament el Myrj 52 (Polioxil 40 estearat),
s’han emprat com a agents solubilitzants, humectants i emulsificants (Cohn I. et al.,
1963). La seva hidrofilia depén del nombre d’unitats d’oxid d’etilé que tinguin presents,
aixi, com més unitats millors son les seves propietats hidrofiliques. El seu punt de fusié
és baix, al voltant dels 38 °C, 1 el seu HLB és 16,9.
Els Myrjs d’extremada utilitat com a agents emulsificants quan tenen altres electrolits

presents en I’ambient.

Poloxamers

Com a copolimers no ionics, els Poloxamers 1 principalment el 188 s’han emprat
com a emulsificants en I’elaboracié de solucions/suspensions solides i com a tals,
recentment també s’han incorporat en sistemes d’alliberacio controlada de farmacs (Lu
G and Jun HW, 1998; Oh T ef al., 2004, Bochot A et al. 1998; Kim EK et al.,2002;
Anderson BC et al, 2001, Moore T et al; 2000). Es tracta de copolimers de
polioxietile-polioxipropile anionics amb propietats humectants, lubrificants i
solubilitzants. Degut a que una part del segment del copolimer és hidrofilic (el
polioxietile) 1 el polioxipropile ¢és hidrofobic aixdo 1i infereix grans propietats

emulsificants. Tots els Poloxamers tenen una composicié quimica semblant, que només
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difereix en les quantitats relatives de grups

fHa polipropile 1 oxid d’etilé 1 aquestes diferéncies
- %\/O o O\}H son les que marquen diferents propietats fisico-
‘ @ quimiques. Els quatre graus emprats en aquest

b

estudi son els que es presenten en forma solida
(188, 237,338 1407). El punt de fusié d’aquests quatre tipus es troba entre els 50 i els 60
°C, essent suficient per treballar amb I’extrusié per fusio pero forca distant del punt de

fusid de la nostra NEQ.

Precirol ATO-5

Es tracta d’un palmitostearat de glicerina, és una mescla de mono, di i
triglicerids de acids grassos de 16 i 18 carbonis. Es presenta en forma de pols blanc, fi i
amb una olor suau que fon al voltant dels 53 °C. Es un material biodegradable que
s’empra majoritariament en formes solides com a lubricant (Holzer AW and Sjogren,
1981; Allen LV., 2000). Pero la importancia del seu us en aquest treball experimental €s
el seu potencial us descrit en formulacions de matrius d’alliberaci6 controlada (Saraiya
K and Bolton S., 1990; Bodmeier R et al, 1990) i comprimits preparats via granulacié o
fusié (Malamataris S et al., 1991; Evrard B et al., 1999), on s’ha vist que s’obtenen
formulacions amb perfils de dissoluci6 més rapids quan s’augmenten els nivells de

Precirol.

Crodestas F110i F116

Son esters d’acids grassos de sucrosa que constitueixen un grup de surfactants
anionics amb un ampli ventall de HLBs. Sén insipids i inodors. El Crodesta F110 es
I’ester de sucrosa estearat i sucrosa diestearat, amb un HLB de 12 mentre que el
Crodesta F116 ¢€s el monoester de surosa estearat amb una HLB de 14.5, son per tant
forca hidrofilics. Son estables a elevades temperatures 1 per contrast, formen emulsions
a temperatures relativament baixes (45 °C). Tots dos es presenten en forma de pols
blanca, soluble en aigua. La seva utilitzacio en formes solides orals remunta en el seu s
com a adjuvants en formulacions de comprimits de disgregacio rapida, ja que faciliten la

humectabilitat i la disgregacid dels comprimits i també poden millorar ’estabilitat i la
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biodisponibilitat d’alguns principis actius. El seu punt de fusid es troba entre els 44 i els

52 °C.

Tween 80

Els polisorbats son series de esters parcials d’acids grassos de sorbitol. En
concret, el polisorbat 80 és el polioxietile 20 sorbitan monooleat. Es tracta de
surfactants anionics que son ampliament usats en la preparacidé d’emulsions
farmaccutiques estables. També son emprats com a solubilitzants de molecules actives, 1
humectants en formulacions orals i fins i tot suspensions parenterals. S’ha demostrat
(Nerurkar MM et al., 1999) que també son efectius com agents per millorar la
biodisponibilitat oral (Zhang H et al., 2003). Fisicament el tween 80 es presenta com un
liquid groc, de gust amargant 1 olor caracteristica. Al tractar-se d’un excipient liquid es

va emprar directament només en el cribratge per “solvent casting”.

Cremophor EL

El Cremophor ¢és oli de castor hidrogenat. En concret pel Cremophor EL
es tracta d’un grau purificat del polyoxyl 35 castor oil. Es presenta com un oli de color
groc pal-lid, transparent a temperatures superiors als 26 °C. Al tractar-se d’un excipient
liquid es va emprar directament només en el cribratge per “solvent casting”. El
Cremophor emulsifica de forma facil vitamines i olis essencials. S’empra com a agent
solubilitzant en solucions aquoses de principis actius hidrofobics (miconazol,
hexetidina, clotrimazol, benzocaina) i també esta descrit que s’empra com a agent
solubilitzant per la Cyclosporina A (Ran Y et al., 2001), el Paclitaxel (Gelderblom H et
al., 2001), (Seo, M.H., et al., 2003) i el Cisplati (Gelderblom H et al., 2002).

Glicérids
Gelucires

Sota aquesta denominaci6 s’engloben els Macrogolglicérids 0 Polioxilglicérids,
mescles de monoesters, diesters i triesters de glicerol i monoesters i1 diesters de
polietilenglicols (PEGs). En concret el Gelucire 44/14 (Lauryl polyoxylglycerid) i el
Gelucire 50/13 (Stearyl polyoxylglycerid) son els dos tipus emprats en aquest treball
experimental. Es tracta de materials semi-solids de caracter amfifilic. En el camp de la

tecnologia farmaccutica s’empren com a potenciadors de la dissolucid, agents
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emulsificants, surfactants no 1i0nics, agents de penetracid, agents solubilitzants 1
mecanismes d’alliberacié controlada. El Gelucire 44/14 té un punt de fusié al voltant
dels 44 °C 1 un HLB de 14 1 el Gelucire 50/13 de 50 °C i un HLB de 13. (Jannin V et
al, 2008, Chauhan B ef al., 2005, Chambin O and Jannin V., 2005; Shimpi SL et al.,
2005).

Vitamina E-TPGS
La Vitamina E Tocoferil Polietilen Glicol Succinat és un derivat de la Vitamina
E (Tocoferol) esterificada principalment emprat com a agent solubilitzant i emulsificant,

basicament degut a les seves propietats surfactants. Estructuralment és una molécula

amfifatica 1 hidrofila. Al

pe022 ésser emprada en certes

contrari que els tocoferols

¢s hidrosoluble i per tant

aix0 la fa candidata a

tecnologies farmaceutiques com ara 1’extrusi6 per fusid (Repka MA and McGinity JW.,
2000), essent una de les seves aplicacions més importants es seu Us com a vehicle per
formulacions basades en lipids que formen part de mecanismes d’alliberaci6é de farmacs
(Constantinides PP ef al., 2004). Es tracta d’un producte sintétic, que es presenta en
forma de semi-solid de consisteéncia cerosa/greixosa de color blanc 0 beix practicament

insipid. Es incompatible amb acids forts i bases fortes.

Quimicament ¢és una mescla composada principalment de polietilenglicol 1000
monoesterificat, polietilenglicol 1000 diesterificat, polietilenglicol 1000 Iliure i
tocoferol Iliure. Es soluble en aigua, la seva concentracié micel-lar critica és del 0,02 %

en pes als 37 °C i el seu HLB ¢és al voltant de 13.
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Polimers de suspensio

Povidona

La Povidona es presenta en forma de pols fina de color

@ crema practicament inodora 1 higroscopica que fon als 150 °C.
N o Tot 1 que s’empra en moltes formulacions de formes solides

— CH—CHy— com a desintegrant i en solucions aglutinants (Fikentscher H

and Herrle K., 1945; Becker D et al.,1997) s’ha descrit també¢ el

seu us com a agent potenciador de solubilitat en entitats quimiques de baixa solubilitat
(Stubberud L et al.,1996; Iwata M and Ueda H., 1996). Les seves propietats
solubilitzants fan també que s’empri com a agent de suspensid, estabilitzador o
viscositzant. Tot i que s’ha descrit que si s’empra en processos a temperatures superiors

als 130 °C s’enfosqueix, sembla ser que no perd les seves propietats.

PVP-VA
La Copovidona és un copolimer de 1-etinilpirrolidin-2-ona 1 acetat d’etil en la

proporcio de 3:2. Es presenta com un pols de color groguenc, amorf, amb olor i1 gust

H suau 1 que fon a 105 °C. S’empra
CH—CHz~1--C~CH,
N _o 5\ .0 n=1.2m principalment com a aglutinat i com a agent
C.l'
<—7¢ .:';H3 matricial en formulacions d’alliberacio
n m

controlada ja que infereix bones propietats
d’adhesio, elasticitat i duresa. Es fabrica directament per la polimeritzacidé de radicals
lliures de vinilpirrolidona i vinilacetat al ratio de 6:4. En concret, el Kollidon VA64, que
¢s el que s’ha emprat en aquest treball experimental, té una estructura esferica perdo amb
una elevada proporcio d’esferes trencades i aixo li infereix unes propietats duals
uniques: millorar la fluidesa de les mescles de les formulacions en les que participa i
alhora, les particules trencades son capaces de omplir forats més petits dins de
I’estructura reticular de la barreja i1 per tant el fa un molt bon aglutinat(Kolter K, Flick
D., 2000). També esta descrit (Lipp R., 1998), en el seu us en films sobretot per
aplicacions transdermiques, que millora les propietats de fusido d’una mescla reduint-ne

el punt de fusi6 d’alguns principis actius.
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Homopolimers anionics

Oxid de Polietilé

L’0xid de polietile és un homopolimer no ionic d’oxid d’etile que pot contenir fins a
un 3 % d’oxid de silice o bé d’algun altre antioxidant. Es una pols de color beix amb
lleugera olor d’amoniac que fon al voltant dels 70 °C. Normalment s’empra com a
aglutinant 1 els de pesos moleculars més elevats també s’utilitzen com a components
principals en matrius hidrofiliques en formulacions d’alliberacié controlada (Dhawan S
et al.,, 2005; Dhawan S et al., 2005). També esta descrit (Repka MA and McGinity JW.,
2000; Coppens KA et al. , 2005) que facilita 1’extrusio per fusid i per aquesta rad s’han

inclos en el cribratge.

Derivats Cel-lulosics

HEC

Es tracta d’un polihidroxietil &ter de cel-lulosa parcialment substituit. Es una pols de

color blanc/gris6s inodor i insipid, molt higroscopic, amb un punt de fusié al voltant

RO dels 135 °C. Es un polimer anionic, soluble amb aigua

1 molt emprat en tecnologia farmaceutica com a agent

OR

OH

de recobriment, agent de suspensid, aglutinant i
viscositzant (Grove J et al., 1990; Gauger LJ., 1984;
Delonca H et al, 1978; Kovacs B et al, 1990;
Sweetman SC, 2009). També s’utilitza en matrius de
tipus hidrogel com a excipient regulador de
’alliberaci6 d’alguns principis actius (Li J and Xu Z.,

2002).

R sén H o [CH,CH,0—] ,, H i on m és un nombre comu de derivats cel-lulosics.

Fon al voltant dels 150 °C, quan esta en solucié ’augment de temperatura disminueix la

seva viscositat.
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HPC-SL

Es tracta d’un polihidroxpropil éter de cel-lulosa parcialment substituit. Pot
contenir fins a un 0,6 % de silice com a agent antiaglomerant i esta present al mercat
sota diferents graus que es caracteritzen per tenir viscositats diferents en dissolucid. Es
tracta d’una pols de color blanc-grogos insipid i inodor. En formes farmacéutiques orals
s’empra principalment com a aglutinant (Skinner GW et al., 1999), com a agent de
recobriment 1 tamb¢ com a agent formador de matrius d’alliberacié controlada (Lee DY
and Chen CM, 2000; Alderman DA,1987), on la velocitat de dissolucié del principi
actiu augmenta quan disminueix la viscositat del polimer. En algunes ocasions s’empra
en conjunt amb altres derivats cel-lulosics per millorar les propietats fisiques d’una
mescla 1 tenir més control en ’ajust fi de I’alliberacié d’un farmac de forma controlada
(Skinner GW, 2001; Guo JH and Skinner GW, 2002; Diirig TJ, 2008). Fon al voltant de
130 °C. Com que es tracta d’un material termoplastic es pot processar per molts
metodes de fabricacid diferents i esta descrit que s’empra la extrusio per fusid per fer

films d’us topic (Repka MA, McGinty JW, 2001).

HPMC

La HPMC (hipromellosa) és una cel-lulosa parcialment O-metilada 1 O-(2-
hidroxipropilada). Existeix en diferents graus que varien en viscositat 1 grau de
substitucié. La USP especifica el tipus de substitucions del polimer afegint a la
denominacié un nombre de quatre digits. Els primers dos digits corresponen al
contingut en percentatge de grups metoxi i els segons dos digits al percentatge de grups
hidroxi propoxi. Les multiples combinacions d’aquestes substitucions sén les que donen

lloc a diferents graus de HPMC.

Aixi doncs, els graus emprats en aquest treball experimental han compreés tres

viscositats molt diferents:
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Taula 2: Viscositats de Methocel emprades en el treball experimental

Graus de HPMC Designacio USP viscositat (mPas)

Methocel K100 LV 2208 100
Methocel KI15SM 2208 15000
Methocel E5 2910 5

Es tracta d’un excipient soluble en aigua freda i practicament insoluble en aigua
calenta, que fon en torn als 170 °C 1 altament emprat en moltes formes farmaceutiques,
sobretot com a aglutinant (Chowhan ZT, 1980) 1 agent de recobriment (Rowe RC, 1977;
Rowe RC, 1980; Banker G ef al.1981; Okhamafe AO and York P, 1982; Alderman DA
and Schulz GJ, 1989; Patell MK, 1990) i també com a agent formador de matrius
d’alliberacié controlada (Hardy JG et al., 1982; Hogan JE, 1989; Shah AC et al, 1989;
Wilson HC and Cuff GW, 1989; Dahl TC et al., 1990) . Els graus de molt elevada
viscositat son els més emprats en formulacions que han de controlar ’alliberacid del

farmac durant moltes hores.

HPMC AS

L’acetat succinat de hipromellosa ¢s una mescla d’acid acétic i de esters d’acid
mono succinic de hidroxipropil metil cel-lulosa. Es presenta en forma de pols o granuls
de color blanc ¢ blanc trencat amb una olor feble d’acid aceétic que practicament ¢&s
imperceptible al gust. Fon als 180 °C 1 la seva temperatura de transici6 vitria €s als 113
°C.
Es molt emprat en formes farmacéutiques orals sobretot com a agent de recobriment
enteric ( Hilton AK and Deasy PB, 1993; Streubel A et al., 2000; Tezuka Y et al.,
1991). Quan s’empra en solucions i suspensions solides €s un agent potenciador de la
solubilitat. Es insoluble en fluids gastrics perd un cop és a I’intesti prim s’infla i es desfa
de forma molt rapida. També s’usa, en combinacido amb altres polimers o aglutinants
s’empra en la preparaci6é de formulacions d’alliberacid controlada pH-dependents. Les
suspensions de principis actius poc solubles en HPMC AS es preparen, normalment per
técniques de evaporacio de solvent o bé d’extrusid per fusidé (Jeong Y1 et al. , 2001;

Nakamichi K, 1994; Miyajima M et al., 1989; Takeichi Y ef al, 1990).
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HPMC P

RO,

La hidroxipropil metil cel-lulosa

o ftalat és una cel-lulosa en la que alguns

dels seus grups hidroxil s’han substituit

OR

or amb grups metil- eter, 2-hidroxipropil eter

W I o esters de ftalil. Es presenta en forma de

« pols, granuls 1 flocs de color blanc. Fa una
RR=H. Gy, CHOHEDHICH, olor molt lleugera d’acid i és insipid. T¢ un
0 o . punt de fusid proper als 150 °C.

. 0 o+| S’empra principalment, en formulacions
galéniques com a agent de recobriment
enteric (Ehrhardt L ef al., 1973; Delporte

JP and Jaminet F., 1976; Patt L and Hartmann V., 1976; Stafford JW., 1982; Thoma K
et al., 1987), ja que és insoluble en fluids gastrics perd es dissol rapid quan arriba a
I’intesti prim. També s’usa, en combinacid amb altres polimers o aglutinants s’empra en
la preparacid de formulacions d’alliberacid controlada pH-dependents. També s’ha
descrit que (Takada K ez al., 1989) la HPMCP s’ha emprat en forma de co-precipitat en

molécules molt insolubles per millorar les seves caracteristiques de dissolucio.

Polimers Metacrilics

EUDRAGIT

L’Eudragit és un copolimer sintétic d’acid metacrilic i etil acrilat. En concret els
graus utilitzats en aquest treball experimental corresponen al RS 1 al L100. L’Eudragit
RS és parcialment permeable a 1’aigua i normalment s’utilitza en formes farmaceutiques
com a recobriments per aconseguir alliberacions retardades. La seva solubilitat és
independent del pH del medi. Es presenta en forma de granuls de color blanc opac.
L’Eudragit L100 conté un 97 % del seu pes en polimer sec, s’empra normalment per
inferir propietats entériques als recobriments i la seva solubilitat és pH dependent,

soluble a pH superiors a 5.5.
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EUDRAGIT RS100
R1=H, CH3 ~ _
R R’ ' R?
R2 = CH3, C2H5 | | | |
——T—CHE—T—CHQ—C—EHE—T—CHz——
R3 = CH3 TZO T:G T:O TZO
R4 = CH2CH2N(CH3)3 +Cl- ‘|3‘ T T T
R R R R4
EUDRAGIT L 100 .

R1,R3=H,CH3, R2=H, R4=CH3,C2H5

1.1.3-Reactius

Tots els reactius emprats en I’estudi: Acetona, Etanol i n-propanol provenen de
JT Baker and Co. i son qualitat HPLC. Per als tests de dissolucid, el medi intestinal
artificial va ésser preparat segons USP29/NF 24S1, utilitzant fosfat potassic monobasic,

i es va ajustar a pH 6.8 + 0,1 amb hidroxid sodic 0 acid clorhidric.
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1.2-Metodes

1.2.1-Meétode 1: cribratge en premsa per fusio

La técnica de preparacio de les lamines va ser la segiient (Figura 8):

Es va preparar, una mescla geometrica d’aproximadament 500 mg d’excipient (0
excipients totals en el cas de les mescles binaries). Aquesta mescla es va col-locar en un
marc d’acer inoxidable (10 cm), entre dues lamines de plastic cobertor de poliestire
siliconat per una cara (fabricat per 3M), amb les cares siliconades en contacte amb el

producte.

Posteriorment, aquesta mostra es va transferir a una premsa hidraulica Carver, Model
M25T (Figura 9). Per al procés de compressid es varen emprar els parametres

identificats préviament, utilitzant formulacions “placebo” per cada mescla.

Per al procés de compressid, com a parametre orientatiu de treball es va emprar el
seglient principi: de la bibliografia (Ghebremeskel et al, 2006) s’extreu que aquest
procés de fabricaci6 compren una temperatura Optima de treball de la mostra d’uns 20
°C per sobre del punt de fusioé de I’excipient, tot i verificant que aquesta temperatura no
sobrepassi els 210 °C, doncs dades experimentals obtingudes mitjangant analisi termo-
gravimetrica del principi actiu GC-3413 indiquen una possible degradacidé a aquesta

temperatura.

Un cop comprimides, les mostres es van deixar refredar, a temperatura ambient, durant
24 hores, per tal de minimitzar qualsevol tipus de estrés que pogués afectar el seu

comportament o integritat fisica.

Després de la fase de refredament, les mostres es van preparar per igualar-ne la
superficie. Es van tallar seccions de 2.5 cm de diametre amb un punxo d’acer inoxidable
1 es van obtenir films, que pesaven al voltant de uns 100 mg amb un contingut de NEQ

del 10 %.
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Els films obtinguts es van separar de les cobertes de plastic de poliestire siliconat
mitjancant un bisturi, en aquest cas, si les mostres obtingudes eren solides es separaven
amb facilitat. En el cas de mostres que estaven preparades amb excipients semi-solids
es va optar per separar només una cara del plastic de poliestire 1 deixar I’altra com a

suport fisic del film.

Figura 8: Diagrama del procés de preparacié

dels films amb la técnica de compressio per
fusio.

El  diagrama mostra els cinc  passos
corresponents al procés de preparacio de films
mitjangant la compressio per fusio: 1) la mescla
geomeétrica manual dels excipients mitjiangant un l
morter. 2) La collocacié de la pols resultant L~ N
entre lamines de poliestire siliconat en un marc N
d’acer inoxidable. 3) La fase de premsat, sota
condicions de For¢a (kN), Temps (segons) i
Temperatura (°C) préviament definits. 4) El repos
de les mostres en superficies fredes (marbre), a
temperatura ambient durant 24 hores, i 5) La
preparacio de seccions de igual superficie per
totes les mostres tallades mitjangant un motllo.

Figura 9: Premsa hidraulica per fusio Carver, Model M25T,
emprada durant el procés experimental.

La foto mostra la premsa emprada, un tipus de premses estandard
a nivell de laboratori per la seva versatilitat. Aquest tipus de
premses s utilitzen fonamentalment en recerca de materials, durant
etapes de caracteritzacio de propietats fisiques.

En general van caldre forces de 1’ordre de 11 kN, temps
de residéncia de 30 segons i temperatures de aproximadament 20 °C per sobre del punt

de fusi6 de I’excipient emprat en la formulacid.
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Aixi, es varen aconseguir lamines acceptables, com s’observa en les fotografies adjuntes

(Figura 10).

Figura 10: Exemples experimentals de lamines obtingudes amb la premsa “Carver”.
La figura A mostra un film de HPMC mentre que la figura B és un exemple d’un Gelucire 50/13

Per evitar que els resultats estessin esbiaixats per possibles problemes d’estabilitat de la
mostra 0 inclus per possibles canvis polimorfics de la NEQ totes les mostres es van

analitzar després de 24 hores de la seva preparacio.
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1.2.2-Métode 2: cribratge amb “Solvent Casting” miniaturitzat

Per les mostres analitzades per “solvent casting”, es van emprar la majoria dels
excipients descrits en 1’apartat de la premsa per fusi6 1 s’hi van incloure, en alguns casos
excipients amb punts de fusio molt baixos amb els que era poc viable preparar mostres
amb la premsa per fusio.

Durant la fase experimental, totes les operacions en les que hi va intervenir una
manipulacié de liquids es van
fer mitjancant el sistema de
manipulacié de liquids Tecan
Genesis Freedom 200 de Tecan
(Figura 11) (Durham, NC,
USA), i emprant puntes d’un
sol s de tipus Tecan. Les
formulacions es van preparar,
diluir 1 incubar en plaques de

96-pous (Figura 12) (Bel-Art

Products (Pequannock, NIJ,
USA).

Figura 11: Tecan Genesis Freedom 200 de Tecan (Durham, NC, USA)

La figura mostra el robot emprat durant el cribratge d’alt rendiment per “solvent casting” miniaturitzat.
L’equip incorpora un sistema de manipulacio automatitzada de liquids provat i fiable per a diferents
escales i rendiments. Amb l'eleccio de les diverses quantitats de liquids/reactius gracies a la manipulacio
mitjangant bragos robotics proporciona una area de treball extensible i configuracions variables.

Les solucions mare d’excipient i principi actiu es van preparar amb una mescla
d’acetona:etanol (1:1). Aquesta barreja de
solvents es va triar perque era la mescla que
dissolia el ventall més ampli de polimers del

nostre interes.

Figura 12: Placa de 96-pous, Bel-Art Products
(Pequannock, NJ, USA).

La figura mostra les plaques emprades en la fase
experimental robotitzada, poc comu en la galénica tradicional. Es tracta d’una placa plana amb
multiples "pous" utilitzats com petits tubs d'assaig. La microplaca s'ha convertit en una eina estandard en
la investigacio analitica. Cada vaset d'una microplaca pot encabir tipicament d’entre desenes de
nanolitres a diversos millilitres de liquid.
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Les solucions mare d’excipients simples es van preparar a concentracions de 2 mg/ml,
mentre que la solucié mare de principi actiu es va preparar a una concentracié de 0,2
mg/ml. Per tal de preparar les mostres polimer/excipient, es va programar el sistema de
dispensacid de liquids per tal de dosificar de forma precisa 225 pl de solucié mare del
polimer, 75 pl de solucid mare de surfactant i 300 ul de solucié mare de principi actiu a
cada pou, corresponent a un ratio final excipient:principi actiu 10:1. Les formulacions
que només tenien un polimer o bé un surfactant, en combinacié amb el principi actiu, es
van preparar emprant 300 ul de la solucid6 mare simple de 1’excipient 1 300 ul de la
soluci6 mare de principi actiu. Per tant, per totes les formulacions estudiades, la
quantitat d’excipient per pou va ésser de 0,6 mg, i la quantitat de principi actiu per pou
de 60 pg. De cada formulacié se’n van realitzar tres replicats, que es van preparar en
pous consecutius. Un exemple d’un mapa de pous d’aquesta fase experimental es pot

veure en la figura 13.

Sense Polimer Polimer 1 Polimer 2 Polimer 3

Surfactant 1

Surfactant 2

Surfactant 3
Surfactant 4
Surfactant 5

Surfactant 6

Surfactant 7

Surfactant 8

Figura 13: Exemple de el mapa de placa emprat per fer el cribratge de les formulacions
polimer/surfactant.

Corresponent, en aquest cas a les formulacions de només surfactant (single screening), totes les
formulacions de cada placa es van preparar per triplicat en la mateixa placa. Les columnes 1-3 contenen
només surfactant i només principi actiu, mentre que la resta de pous conte, polimer, surfactant i principi
actiu. La quantitat total d’excipient per pou és de 0,6 mg per totes les formules , i el ratio polimer
surfactant, per totes les formules, és 3:1.

Al dispensar les mostres en cada placa, es van passar per el vortex per assegurar una
barreja homogenia entre les solucions mare 1 després es va procedir a I’evaporacio del
solvent mitjangant d’is d’una centrifuga de buit Genvac® HT-4X equipada amb una
bomba de buit tipus Genvac© CVP-100 (Genvac, Suffolk, UK). La velocitat del rotor
que es va emprar era de 1300 rpm, la temperatura de 40 °C, i la consigna de pressio de 5
psi. El pas de centrifugacié és va fer sota temperatura controlada per evitar que el
solvent es refredés amb excés durant 1’evaporacid. Sota aquestes condicions de treball,
la gran majoria del solvent es va evaporar amb una hora 1 mitja, i el temps total del cicle
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va ¢ésser de dues hores i mitja. Al final del cicle d’evaporacid, cada micro-punta del pou
contenia un petit pellet o un petit film de formulacid, d’un pes total de 0,66 mg. Les
plaques es van sellar amb paper de film i es va deixar reposar, a temperatura ambient,
fins I’endema abans de procedir al seu analisi per test de dissolucié. Aixo es va fer per
tal de donar, a les formulacions més inestables, temps de comengar a recristal-litzar i
aixi detectar millor les mostres més prometedores a llarg termini. Aixi mateix, es
podrien haver emprat temps d’espera més llargs 1 condicions d’emmagatzematge més
severes per forgcar aquest fenomen i intentar predir comportaments d’estabilitat a llarg

termini, com a part del procés de seleccié de formulacions.

1.2.3-Métode 3: Generacio de mostres a escala pilot, extrusor per
fusio

Després d’analitzar les dades procedents del cribratge a petita escala, les formulacions
amb més probabilitat d’éxit en termes de: a)
millors resultats de millora de solubilitat, b)
viabilitat de procés i c¢) estabilitat de la mostra,
es van preparar a escala pilot (x100) per a una
millor caracteritzacio.

Amb la finalitat de preparar lots d’uns 10 g
aproximadament es va emprar un extrusor per
fusio del tipus HAAKE PolyLab (Figura 14)
amb doble vis-sens-fi (Figura 15) de Thermo

Electron  Corporation. En les mostres

preparades el ratio polimer:surfactant:principi

actiu va ésser 75:25:10.

Figura 14: Extrusor per fusi6 Haake Minilab.

El micro mesclador Haake minilab de Thermo Scientific és ideal per a la extrusio reactiva controlada
amb precisio d’alta viscositat: Treballa temperatures de fins a 350 °C i només requereix una quantitat de
mostra de 5 g de o 7 cm’. Minimitzant aixi el dispendi en materials cars o facilitant la experimental a
petita escala. Alhora, les propietats reologiques es pot emmagatzemar per tal de documentar els canvis
estructurals. Mitjian¢ant ['us de la forca té un alimentador que fa que I’ extrusio continua amb fluxos de
volum molt petits sigui possible.

-65 -



1-Cribratge: premsa, solvent casting 1 extrusor per fusio

Primerament i per determinar les condicions de treball sense gastar principi actiu es
varen preparar mostres placebo, inicialment amb els excipients individuals i
posteriorment amb les combinacions binaries. Aixi es varen determinar els parametres

critics de procés per cada mostra.

.‘

, . .

L’extrosor Haake MiniLab es capag¢ de treballar en L , 3
continu i el seu escalat a mides superiors, industrials
1 semi-industrials, €s senzill. A més va permetre
emprar temperatures de treball molt semblants a la
. R o .
premsa per fusid, cosa que garantia |’estabilitat 1

consisténcia fisica del producte final.
Figura 15: Extrusor Haake MiniLab, detall del doble vis-sens-fi
Com es pot veure be la figura el sistema es basa en una cambra conica, que conté el mesclador amb
doble vis-sens-fi amb un canal de flux de retorn integrat. Gracies a aquest canal i a una valvula de
derivacio, el temps de residencia de la mostra aixi com la seva recirculacio esta perfectament definit.
Integrats al canal de retorn de flux hi ha dos transductors de pressio que permeten la mesura (relativa)

de la viscositat del producte fos. Aquest equip pot fer girar els vis-sens-fi en co-rotacio o en contra
rotacio i també esta equipat amb un sistema d’injeccio de gas inert.

La velocitat emprada en 1’extrusor va ser, en
totes les formulacions, de 100 rpm (continues) i
les mostres es van recircular durant uns 10
minuts aproximadament, per tal d’aconseguir
mescles homogenies. L’aparell esta equipat amb

un sensor de Torque, indicador de la viscositat de

la mostra. Aixi, quan el parametre s’estabilitza
en un valor constant s’assumeix la seva
homogeneitat.

Figura 16: Exemple d’una suspensio solida
La figura mostra I’aspecte d’una suspensio solida amb aspecte clarament opac degut a la suspensio de
particules, tal i com surt de I’extrusor per fusio.
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Figura 17: Exemple d’una soluci6 solida
Com a contrast amb la figura 16, la figura 17 mostra gg

laspecte d’una solucié solida amb aspecte clarament | y
transhicid degut a la solubilitzacié de particules, tal i | ' ‘5’
com surt de [’extrusor per fusio. o 4
Yy &
/ y & &
En aquest cas es va emprar, en la sortida de & o 4 /
F Vi

P’extrusor una matriu standard d’uns 2 mm /
y

de diametre. Tal i com mostren les imatges y
& & .
les mostres obtingudes degut a la seva (/’ R 4 &

v

composicid 1 depenent de si s’ha aconseguit

obtenir una solucié o una suspensié solida tenen aparenga i caracteristiques fisico-
quimiques molt diferents (Figures 161 17).

Després de deixar reposar les mostres a temperatura ambient durant uns 30 min, cada
mostra es va passar per un moli, durant menys d’un minut, i la pols obtinguda es va
passar per un tamis per minimitzar diferéncies en la distribucid granulometrica i evitar

aixi mides de particula massa

grans (Figura 18). \ /

Figura 18: Diagrama del procés

de preparacié dels extrudats l

amb la técnica de extrusié per

fusio

La figura mostra la preparacio de

films  mitjancant [’extrusio per

fusio: la barreja pre-mesclada, es

processa en [’extrusor per fusio i,

tal com surt (amb [’aspecte de | |

caracteristics ‘fideus” es deixa
reposar 30 minuts a temperatura
ambient sobre una superficie freda
(marbre). Posteriorment, el
producte resultant es passa per un
moli per tal d’igualar la mida de
particula de la mostra, per evitar

que aquest factor influeixi en el
cribratge de formulacions.
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1.3-Caracteritzacio de les mostres

1.3.1- Caracteritzacio “in vitro”: test de dissolucio

1.3.1.1-Films generats amb la premsa per fusio

Totes les mostres es van analitzar per a
determinar-ne la seva velocitat de dissolucio. Val
a dir que, al tractar-se de formulacions a emprar
per a fer una seleccid inicial, no es va considerar
emprar metodes estandard descrits en les
farmacopees per a avaluar formes
farmaceutiques d’us oral, ben al contrari, es van
centrar els esfor¢os en dissenyar un meétode que

fos capa¢ de discriminar entre les nostres

formulacions (Nicolaides et al. , 2001).

Figura 19: Aparell de dissolucié USP tipus VII
La figura mostra una foto de [’aparell de dissolucio tipus 7. Introduit originalment en la USP com a
alternativa per a tests de petit volum ha esdevingut el metode de referéncia per pegats transdérmics i
emprant alguns suports addicionals també s utilitza com alternativa per altres sistemes com bombes
osmotiques, i altres sistemes de baixa dosi.

Per aix0, per analitzar les lamines es va emprar un

aparell de dissolucié USP tipus VII (Figura 19), tipic

de pegats transdeérmics (Karande P et al. 2002),
lleugerament modificat, en el que es van col-locar E\
suports de disc. En cada suport de disc s’hi va fixar |
(mitjangant una malla de plastic) una lamina problema
(Figura 20).

Figura 20: Suports de disc emprats
La figura mostra els suports emprats: es tracta de un vidre de rellotge de borosilicat amb una malla units
per clips. En el cas de les nostres mostres es col-locaven entre el vidre i la malla i s analitzaven en el test
de dissolucio.

El medi de dissolucié emprat va ser Fluid Intestinal Simulat (FIS), 200 ml a 37 °C. A

temps inicial 1 posteriorment als 5, 15, 30 i 60 minuts, es van treure aliquotes de 1 ml,

- 68 -



1-Cribratge: premsa, solvent casting i extrusor per fusio

centrifugar per separar possibles solids en suspensio i es va analitzar el sobrenedant
mitjancant HPLC equipat amb detector de UV. La columna emprada era una Thermo
Hypersil BDS C18, 50x4,6 mm, 5 um i la fase mobil 50 mM format d’amoniac (pH
3,3):Acetonitril (40:60 v/v). El flux era de 1,5 ml/min. La temperatura de la columna es

va mantenir a 35 °C 1 el principi actiu es va detectar a 260 nm, utilitzant el detector UV.

Per les formulacions control, la mostra es va col-locar manualment dins una capsula de
gelatina (Torpac Inc, NJ, USA) i posteriorment es va seguir el mateix metode descrit

anteriorment.

1.3.1.2-Films generats per “solvent casting” miniaturitzat

Per avaluar el test de dissoluci6 del film o pellet de mostra obtinguda en la placa de 96-
pous, es va procedir a afegir 300 pl de Fluid Intestinal simulat (pH 6,8) a cada pou i es
va col-locar la placa en un mesclador orbital, per assegurar la uniformitat de les mostres,
durant 1 hora a temperatura ambient. El contingut de cada pou es va transferir a una
placa de filtre de membrana de PVDF de 0,2 um (Corning NY, USA), les mostres es
van fer passar per el filtre mitjancant buit 1 el filtrat es va recollir en plaques col-lectores
de filtrat (Varian,Inc., Palo Alto, CA, USA). Llavors es van transferir 150 pl de filtrat
en una placa “deep-well” de Varian i el contingut es va mesclar amb 150 ul de n-
propanol pipetejant diverses vegades. En aquest pas, la dilucié del filtrat amb n-
propanol evita la reprecipitacid del principi actiu en aquest punt i abans de I’analisi i a
més elimina qualsevol terbolesa residual degut a particules o agregats fins que pugui
tenir la mostra i en facilita el pas per el filtre. Aquest ultim punt és critic, ja que 1’analisi
quantitatiu de concentracid6 de principi actiu es fa per absorcio UV, i1 per tant és
imprescindible eliminar qualsevol possible font de dispersié de la llum, que interferiria

en la mesura analitica.

En aquest punt, 200 pl del filtrat diluit es van transferir a una placa de mesura de UV
(Corning, NY, USA) per procedir a I’analisi immediat. Es va mesurar la densitat optica
a 320 nm emprant un equip del tipus Spectramax amb una placa lectora 386 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA). Aquesta longitud d’ona es va triar després d’examinar
amb cura ’espectre UV de tots els excipients que podien tenir una absorcié per UV

significativa a 320 nm 1 es va veure que no interferien i1 era un punt d’absorcio forta per
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part del principi actiu. El blanc de la densitat optica deguda a la possible absorbancia de
la placa i1 de la mescla tampd/propanol es va determinar en un experiment que es va fer
per separat i, els valors de densitat Optica es van corregir restant-ne aquesta absorbancia.
Finalment, els valors d’absorbancia es van convertir en concentracié de principi actiu en
ug/ml, mitjangant una recta de calibracio. Per el procediment explicat anteriorment,
préviament s’havia demostrat una correlacié excellent (1*>0,998) entre les mostres
d’aquest compost avaluades per metodes de UV 1 per HPLC (Mansky et al., 2007), que
s’havia preparat mitjangant mostres comuns, filtrades i1 analitzades per ambdos metodes.
Aixi doncs, per la rapidesa, practicitat i preu del UV, totes aquestes mostres es van

analitzar per UV per0 es va considerar que podien comparar-se amb resultats de HPLC.

1.3.1.3-Mostres generades amb I’extrusor per fusié

Les mostres procedents de I’extrusor per fusio, un cop molturades es van analitzar en les
seglients condicions: La pols molturada es va col-locar dins de capsules de gelatina dura
1 posteriorment es van col-locar en un aparell de dissolucié USP tipus VII. El medi de
dissolucidé emprat va ser Fluid Intestinal Simulat, 200 ml a 37 °C. A temps inicial i
posteriorment als 5, 15, 30 i 60 minuts, es van treure aliquotes de 1 ml, centrifugar per
separar possibles solids en suspensio 1 es va analitzar el sobrenedant mitjangant HPLC
equipat amb detector de UV. La columna emprada era una Thermo Hypersil BDS C18,
50x4,6 mm, 5 um i la fase mobil 50 mM format d’amoniac (pH 3,3): Acetonitril (40:60
v/v). El flux era de 1,5 ml/min. La temperatura de la columna es va mantenir a 35 °C i

el principi actiu es va detectar a 260 nm, utilitzant el detector UV.

1.3.2- Caracteritzacio “in vivo”: estudi farmacocineétic

Per la caracteritzacié “in vivo” de les mostres seleccionades en el cribratge
inicial es va realitzar un estudi farmacocinétic en rates mascle Sprague-Dawley (n=6 per
grup). Les rates, que pesaven entre 350-400 g (proveidor: Charles River Laboratories
(Hollister, CA)), es van mantenir en deju durant 12 hores i se’ls hi va proporcionar
aigua ad libitum. Cada animal va rebre un 3 % de isofluora inhalat com a anestesia

immediata prévia a la dosificacio. Les formulacions amb les suspensions solides es van
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administrar a la dosi de 3 mg/kg en una o bé dues capsules del namero 9 ( Torpac Inc,
NJ, USA) emprant una agulla modificada del nimero 14. Després de 1’administracid
de les capsules es van administrar dos cents microlitres d’aigua amb xeringa via oral.

Els animals es varen recuperar al cap de 5 minuts de la seva dosificacio.

Un dels grups va rebre principi actiu cristal-li, administrat en les mateixes condicions
que les formulacions de suspensions solides com a ‘“control negatiu” o pitjor cas
possible (la menor solubilitat). Per tal de determinar la biodisponibilitat absoluta, es va
administrar una formulacié intravenosa consistent en etanol:solutol:principi actiu
(48:48:4, p/p), que es va diluir en solucid salina abans d’injectar per tal d’obtenir una
concentracio del compost de 2 mg/ml que es va administrar a la dosi de 2 mg/kg.

Es varen realitzar extraccions de sang, emprant xeringues heparinitzades als temps 0,
0,5, 1, 2, 4, 6 1 8 hores. El plasma es va transferir a crio-vials i posteriorment, passant
per gel sec, es va emmagatzemar a -80 °C fins que se’n va realitzar 1’analisi.
Posteriorment, 100 ul de cada mostra de plasma es van transferir a tubs de centrifuga de
2 ml i s’hi van afegir 500 ul de solucid standard de principi actiu (1 mg/ml solucid
d’acetonitril).

Els tubs es van passar per el vortex durant 4 minuts i es van centrifugar a 14000 rpms
durant 5 minuts. Posteriorment, 500 ul del sobrenedant es van transferir a una placa de
96-pous i es va injectar una aliquota de 10 pl a un sistema API 4000 LC/MS/MS. La
columna emprada va ésser una MetaChem Polaris, 3 pum C18-A 100 mm x 3,0 mm i les
fases mobils eren 10 mM en aigua desionitzada i acetonitril. Es va emprar un gradient
per establir una velocitat de flux de 0,42 ml/min. La temperatura de la columna es va
mantenir a 22 °C. L’efluent es va detectar emprant un espectrometre de masses
d’Applied Biosistems API 4000. La font de temperatura es va fixar a 550 °C i el
voltatge del “ion spray” era de 5500 V. El sistema es va activar amb el mode MRM
(multiple reaction-monitoring mode). La concentracid del principi actiu es va calcular
emprant analisi de regressio lineal de les arees respecte la corba standard. El rang de
calibracié emprat va ser de 1-1000 ng/ml i el limit de quantificacié més baix va ser de 1
ng/ml. A partir d’aqui es van poder determinar els parametres Cpax, Tmax, AUC (08 1), 1
biodisponibilitat absoluta. L ’area sota la corba de 0 a 8 hores es va calcular emprant el

metode de trapezoides lineal.
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3-CONCLUSIONS DELS CRIBRATGES EN PRE-FORMULACIO

3.1-Conclusions del cribratge amb la premsa per fusié

= La teécnica de cribratge amb premsa per fusid és capag de discriminar les

formulacions que milloren la solubilitat del principi actiu, tot i que és tedids,

manuals, i només permet provar un niamero limitat de formules.

= Els resultats més prometedors del cribratge amb un sol excipient es van obtenir de

dos grups de materials:
o Surfactants i potenciadors de la solubilitat en general

o Derivats cel-lulosics

= La diluci6 de les mostres millora el resultats de solubilitzacid del principi actiu, tot i

que en alguns casos els resultats mostraren indicis de re-precipitacid en les

cingtiques.

= En DP’estudi combinatori els millors resultats van obtenir-se amb combinacions de

polimers com derivats cellulosics 1 de PVP-VA amb Vitamina E-TPGS,

possiblement gracies a la seva capacitat emulsificant.

3.2-Conclusions del cribratge amb “Solvent Casting”

= Es va aconseguir desenvolupar una nova técnica per fer cribratge rapid d’alt

rendiment i avaluar possibles solucions/suspensions solides viables amb analisi

mitjancant test de dissolucid.

= El métode miniaturitzat va ésser especialment util per el test rapid de formulacions

binaries emprant poc temps, recursos i poca quantitat de principi actiu.

= El metode miniaturitzat va ésser capac de detectar qualitativament solucions 1

suspensions solides fruit de mescles sinergiques que “a priori” no s haurien predit.

= Les formulacions considerades més bones eren de dos tipus:

o les que el seu poder depenia del poder del surfactant emprat, on el més

prometedor va ser Vit E-TPGS

o les que van demostrar un clar efecte sinérgic entre el polimer emprat i el

surfactant, sobretot HPMCP 1 PVP-VA.

- 140 -



1-Cribratge: premsa, solvent casting i extrusor per fusio

= Tot i que la metodologia del cribratge rapid té clars aspectes a millorar, les dades
avaluades suggereixen que pot ésser un metode potencialment util en els primers
estadis de pre-formulacid per fer bateries de molts excipients 1 les seves
combinacions per trobar combinacions de formulacions que resultin en

solucions/suspensions solides.

3.3-Conclusions de I’escalat amb I’extrusor per fusio i dels resultats
de I'estudi “in vivo”

= L’avaluacid de la biodisponibilitat in vivo de les formulacions més prometedores va
demostrar que la técnica de cribratge rapid va ésser capag¢ de predir formulacions

que milloraven la biodisponibilitat (20-40 %) respecte el principi actiu.

= La comparativa dels sistemes de screening i la seva validaciéo amb els resultats “in
vivo” suggereix que totes tres técniques son valides per un secreening qualitatiu
inicial 1 per tant I’ts d’un metode o un altre vindria més limitat per la necessitat de

estudiar molts o pocs excipients.

= Les sis mostres testades “in vivo” van presentar una clara millora de
biodisponibilitat respecte el principi actiu, 1 per tant es valida el concepte de les
solucions/suspensions solides aixi com tres técniques diferents de preparacid

(premsa per fusid, solvent casting in extrusié per fusio).
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La majoria de noves entitats quimiques que provenen de nous programes de
discovery son lipofiliques i amb molt poca solubilitat en medi aqués. En el cas de
compostos administrats per via oral, les que tenen una permeabilitat en el tracte
gastrointestinal alta perd en canvi poca solubilitat en medi aquds s’anomenen
compostos de classe Il segons la classificacid biofarmaceutica. Segons aquesta definicio
per aquests compostos el factor limitant per la seva utilitzacié en medicaments doncs €s

la seva velocitat de dissolucio.

Com s’ha vist en el capitol 1, una de les possibles solucions emprades en el camp de la
tecnologia farmaceutica és mitjangant la creacié de solucions i suspensions solides. On,
el principi actiu esdevé mesclat intimament a nivell molecular dins una matriu hidrofila,
1 a més, en alguns d’aquests casos també s’aconsegueix que el principi actiu passi de
estat cristal'li a amorf. Llavors, un cop tenim el principi actiu en forma de
solucid/suspensid solida la velocitat de dissolucid del compost depen principalment de

les propietats de I’excipient que fa de matriu.

L’estudi de formulacions basiques d’alliberacio immediata es va centrar en els resultats
del cribratge del Capitol 1. Després de I’estudi exhaustiu, un cop demostrada la
viabilitat de les formulacions candidates es van utilitzar per 1’elaboracié de formes

farmaceutiques orals.

Aquest capitol plasma la viabilitat de les solucions/suspensions solides escollides 1 en

demostra I’aplicabilitat en la fabricacié de formes farmaceutiques.

En el cas que ens ocupa: el tractament de 1’obesitat i de la seva poblaci6 diana (pacients
adults obesos, incloent els diabetics tipus II), la forma farmacéutica hauria d’ésser un
comprimit. La dosi terapeutica s’ha estimat en animals al voltant d’uns 5-10 mg dos

cops al dia (pendent encara dels estudis de identificacio de rang de dosi terapéutica).
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Aquests formulacions candidates es varen escollir basant-nos en els segiients criteris:

a) D’una banda es va mirar que els resultats obtinguts tant in-vitro com in-vivo
milloressin considerablement el percentatge de principi actiu dissolt respecte al
principi actiu pur.

b) També es va considerar la simplicitat de la formulacié i, per tant, es van
considerar tant els resultats del cribratge amb excipients simples com les
mescles binaries.

¢) Finalment, del cribratge binari es van buscar quines de les combinacions havien
tingut no nom¢s bon resultat quantitatiu sin6 estabilitat fisica i per tant una bona

combinaci6 de polimer:surfactant 3:1
Fruit d’aquesta seleccid es va seleccionar les millors solucions/suspensions solides

candidates a procedir en la seva vehiculitzacid dins d’un comprimit eren per les

combinacions binaries i la simple, respectivament:

= HPMCP:Vitamina E-TPGS (3:1)
= Vitamina E-TPGS
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1-MATERIALS | METODES

1.1- Materials

1.1.1- Principi actiu

El principi actiu emprat en aquest capitol el mateix que el mencionat en el
capitol 1, una nova entitat quimica, de la familia dels antagonistes selectius dels
receptors cannabinoides CB1. A efectes de formulaci6 és important destacar-ne que té
un punt de fusié al voltant dels 168 °C, un pKa de 2,8 i1 una solubilitat de 0,0002 mg/ml
apH 2,01apH 7,4, tal i com ja es descriu en el Capitol 1.

A nivell farmacocinetic, els estudis inicials en gossos indiquen que després de
I’administracié de dosis de 1, 10 0 50 mg/kg del producte 1’exposicid creix de forma
dosi proporcional, 1’absorcid €s rapida i els valors de ty.x oscil-len entre 0,75 1 1,50

hores. L’ eliminacid és lenta i els valors de vida mitja s’acosten a les 24-36 hores.

1.1.2- Excipients

Els excipients emprats en 1’elaboracié de les formulacions, juntament amb els

seus proveidors es troben resumits en la segtient taula.

Taula 26: Excipients emprats i proveidor

~ EXCIPIENT  PROVEIDOR
Vit E-TPGS Eastman
HPMCP 50 Shin-Etsu
Lactosa Roquette America
Cel‘lulosa
FMC BioPolymer
microcristal-lina
Colorcon USA
Starch 1500
Crospovidona ISP
Estearat magnésic Parchem
Neusilin® US2 Fuji Chemicals
HPMC K100LV DOW
Oxid de Polietile DOW
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Tots aquests excipients es van seleccionar segons les seves caracteristiques fisico-
quimiques 1 mecaniques aixi com per la seva capacitat de ser processats per compressio

directa.

A continuaci6 s’inclou una breu descripcié de les caracteristiques fisico-quimiques,

considerades critiques per els excipients emprats.

Vitamina E-TPGS

La Vitamina E-TPGS ¢és un derivat de la Vitamina E esterificada principalment
emprat com a agent solubilitzant i emulsificant, basicament degut a les seves propietats
surfactants. Es hidrosoluble i per tant aixo la fa candidata a ésser emprada en la extrusio
per fusio, com es descriu ampliament en el Capitol 1 és el millor candidat del cribratge
simple realitzat per determinar excipients que millorin la solubilitat del principi actiu

seleccionat. La seva descripcié més detallada es troba en el Capitol 1 ( Seccid 1.1.2)

HPMCP

La hidroxipropil metil cel-lulosa ftalat i les seves propietats es troben descrites
en el Capitol 1 ( Seccio 1.1.2). S’empra principalment, en formulacions galéniques com
a agent de recobriment enteric, ja que és insoluble en fluids gastrics pero es dissol rapid
quan arriba a I’intesti prim. Les seves propietats fisiques la fan favorable com a candidat
en la formulacié emprat 1’extrusio per fusio. Els estudis del Capitol 1 mostren que, entre
els derivats cel-lulosics €s un dels millors candidats del cribratge binari, combinat amb

VitaminaE —TPGS.

Lactosa

La lactosa monohibrid és un disacarid
CH,O0H ,

0 natural, que s’obté de la llet. Es tracta d’una pols
CH,OH OH blanca, cristal-lina, inodora i lleugerament dolca.

2
OH 0 0 OH En estat solid pot tenir diferents isomers, depenent
OH OH « HoO de les condicions de cristal-litzacio. Les formes
o estables cristal-lines de lactosa sén: a-lactosa

H

monohydrate, p-lactosa anhidra, i o-lactosa

u-Lactose monohydrate ,
anhidra.
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Es tracta d’un excipient ampliament usat com a diluent en capsules 1 comprimits

1 fins hi tot en preparacions per inhalacid. Al mercat s’hi poden trobar disponibles

multiples lactoses amb diferents propietats fisiques per el que fa mida de particula i

caracteristiques de fluxe, fet que permet poder trobar amb facilitat les que més

s’adeqiien a la nostra necessitat per formular, normalment els graus més fins s’empren

per I’elaboracio de comprimits per granulacié humida. Per compressié directa s’empren

graus especifics que son extremadament util per comprimits amb dosi baixes. Es tracta

d’un excipient inclos en la llista GRAS, inclos en la llista de ingredients inactius de la

FDA i de declaracio obligatoria en alguns paisos.

Cel'lulosa Microcristal-lina

HO

HO
OH

OH
OH

-0

OH

aplicacions a les que es vulgui destinar.

OH

n2

La cel'lulosa microcristal-lina és
una pols blanca, inodora 1 insipida. Es
presenta en estat cristal'li i en forma de
particules poroses. Comercialment esta
disponible en diversos graus de mida de
particula, continguts d’aigua i per tant es
pot les necessitats 1

adaptar segons

S’empra com a adsorbent, agent de suspensid, de compressid, diluent en capsules i

desintegrant se comprimits.

En el nostre cas, i en la majoria d’aplicacions en

comprimits s’empra com a diluent i aglutinant en processos de compressio directa. A

més de posseir molt bones propietats com a diluent també té certs propietats lubricants i

disgregants que son ttils en els processos de compressio. Es tracta d’un excipient inclos

en la llista GRAS 1 també en la llista de ingredients inactius de la FDA.

Starch 1500

El mid6 o Starch 1500 és una pols de color blanc trencat, insipid i inodor.

Consisteix en petits granuls esferics o bé de forma ovoide caracteristics depenent de

I’espécie botanica de la que s’obtenen. Estda format per branques d’amilosa i

amilopectina, dos polisacarids provinents de la glucosa. Els dos polimers s’estructuren

de forma semi-cristalina, i en el granul de mid6 I’amilopectina forma la fraccid
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cristal-lina. Aixi, configuracions diferents de les dues molecules resulten en
comportaments diferents en solucions aquoses. S’empra en processos de compressio

com a diluent, desintegrant, aglutinant i agent espessant.

Crospovidona

La Crospovidona és un homopolimer sintétic de la N-vinil-2-pirrolidona.
S’empra principalment com a disgregant en comprimits a concentracions del 2 al 5 %.
Degut a la seva elevada capacitat de hidratacio, per capil-laritat facilita que el comprimit

es mulli 1 aixi en promou la desintegracio. També té certa tendéncia a formar gels.

Estearat Magnésic

L’estearat magnesic €s una pols molt fina, blanca, que s’obté per precipitacid o
bé molturacio 1 dona fruit a unes particules practicament impalpables, de densitat molt
baixa, d’un gust caracteristic 1 un cert olor a acid estearic. T¢ textura greixosa i
s’enganxa a la pell amb facilitat. Es tracta d’una barreja de solids organics acids que
principalment consten de proporcions variables de estearat de magnesi i de palmitat de
magnesi obtingut de fonts d’origen vegetal. S’empra com a lubricant en processos de
compressio 1 encapsulat. Es tracta d’un excipient inclos en la llista GRAS 1 també en la

llista de ingredients inactius de la FDA.

Neusilin®

El Neusilin® US2 és una pols en forma de granul, ultrafi, de magnesi alumino
metasilicat. S’usa en formes
farmaceutiques i, entre altres una de les
seves qualitats ve deguda a la gran
superficie dels seus porus. El Neusilin US2
adsorbeix grans quantitats d’aigua o bé
d’olis i pot ésser posteriorment comprimit

de forma mecanica en comprimits de

caracteristiques correctes. En concret, el
Neusilin® emprat en aquest treball experimental €s el proveit per Fuji, que ¢és de
caracteristiques de pH neutre.

El complexe esta composat per una xarxa de tres capes de alumini octaédric 1 dues

lamines de silica tetracdriques. L’alumini esta substituit en diferents graus per magnesi,
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1 altres elements addicionals que el complexa pot contenir, en petites quantitats poden
ser ferro, liti, titani, calci 1 carboni. Es tracta d’un excipient segur i llistat a la USP i a la

farmacopea Japonesa.

Oxid de polietilé

L’oxid de polietile és un polimer no idnic, soluble en aigua, amb bones
propietats lubricants, adhesives i de formacid de pel-licula. El polimer, emprat com a
agent “retard” té la capacitat de retardar la velocitat d'alliberacié d’un principi actiu 1
per tant és ampliament utilitzats en les formulacions farmacéutiques d'alliberament
controlat, granulacid per fusié 1 en formes de dosificacié autoadhesives. En funcié del
seu pes molecular hi ha disponibles al mercat diversos graus d’oxid de polietile. Els
seus mecanismes d'alliberacié del farmac es basen en les propietats d'inflament i1

d'erosio del polimer. Es presenta en forma de pols, blanc, hidrofilic i cristal-li.

HPMC K100 LV

La HPMC (hipromellosa) és una cel-lulosa parcialment O-metilada 1 O-(2-
hidroxipropilada). Existeix en diferents graus que varien en viscositat i grau de

substitucid. En aquest cas s’ha emprat la K100 LV, de baixa viscositat (100 mPas).

Es tracta d’un excipient soluble en aigua freda i practicament insoluble en aigua calenta,
que fon en torn als 170 °C i altament emprat en moltes formes farmaceutiques, com a
aglutinant, agent de recobriment i sobretot com a agent formador de matrius
d’alliberacié controlada, com en el nostre cas especific. Depenent de la seva viscositat
se n’usen diferents percentatges (2-60 %) per aconseguir diferents perfils d’alliberacio
modificada. Es tracta d’un excipient inclos en la llista GRAS i també en la llista de

ingredients inactius de la FDA.
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1.2- Métodes

1.2.1- Métodes per a I’elaboracié de comprimits que contenen
solucions/suspensions solides de HPMCP:Vitamina E-TPGS

1.2.1.1- Elaboracio de la solucio/Suspensio solida de HME de HPMCP:Vitamina E-
TPGS 3:1

Per tal de preparar la mostra de solucid/suspensid solida de HPMCP:Vitamina E-TPGS

3:1 amb 10 % de principi actiu es va emprar el segiient métode:

Es van preparar lots de 100 g aproximadament, mitjangant 1’extrusor per fusio HAAKE
PolyLab amb doble vis-sens-fi de Thermo Electron Corporation. Les condicions de
treball utilitzades van ser les que s’havien determinat durant 1’escalat de les mostres de

cribratge del capitol 1(seccid 2.1.3).
La taula 27 mostra la composicié detallada de la solucid/suspensio solida elaborada

mentre que a la taula 28 s’indica la composicié quantitativa de la forma farmaceutica

final (comprimit) aixi com les quantitats necessaries per la seva elaboracio.

Taula 27: Detall de la composicio de la solucié/suspensié solida de HPMCP:VitaminaE-TPGS

Components g/barreja %
Vitamina E-TPGS 22,5 22,5
HPMCP 67,5 67,5
Principi Actiu 10,0 10,0
TOTAL 100,0 100,0
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Taula 28: Detall de la composicié quantitativa de la formulacio6 final

Components g/barreja %
Solucié/Suspensio Solida

HPMCP:VitE-TPGS:Actiu 20,0 40,0
Lactosa 14,5 29,0
Cel'lulosa Microcristal-lina 8.5 17,0

Starch 1500 4 8,0

Crospovidova 2,5 5,0

Estearat Magnésic 0,5 1,0
TOTAL 50,0 100,0

Primerament es van mesclar, amb un barrejador rotatiu Rulon® 67,5 g de
HPMCP amb 22,5 g de Vitamina E-TPGS, pesat en petites escates, es van mesclar
durant 30 minuts a 25 rpm. Posteriorment a la barreja s’hi va afegir 10 g de principi
actiu 1 la mescla final es va deixar mesclant durant 15 minuts més a 25 rpms. Per la
natura de la mida de particula dels tres components no es pretenia obtenir una mescla
homogenia sind un granel comu per alimentar 1’extrusor per una sola tolva (que és com
esta equipat aquest model de laboratori). Val a dir que el propi extrusor esta equipat
amb un sensor de viscositat que detecta homogeneitat de la mostra, per tant aquest

objectiu s’assoleix més endavant en el procés.

Un cop es va tenir la barreja dels tres components de la solucid/suspensid solida en el
granel, la mostra es va carregar a 1’extrusor préviament escalfat a 180 °C. La velocitat
emprada del vis-sens-fi va ser de 100 rpm (continues) i la mostra es va recircular durant
uns 10 minuts aproximadament, per tal d’aconseguir homogeneitat. Quan el sensor de
Torque de I’aparell va indicar una lectura estable es va assumir la homogeneitat de la

mostra.

La matriu de sortida que es va utilitzar era de 2 mm de diametre. L’extrudat obtingut
tenia aparenga grogosa, transparent i vitria. Els filaments extrudats es van deixar reposar

a temperatura ambient durant 30 min.
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1.2.1.2-MOLTURAT de HPMCP:Vitamina E-TPGS 3:1

Un cop la mostra es va refredar es va procedir a la seva trituracid mitjangant un moli
(picadora Hamilton Beach), durant 1 minut, i la pols obtinguda es va passar per un
tamis de 1 mm per minimitzar diferéncies en distribucié granulometrica 1 evitar aixi
mides de particula massa grans. El producte molturat obtingut després de tamitzar

pesava 97,3 g.

1.2.1.3-BARREJA de HPMCP:Vitamina E-TPGS 3:1

Dels 97.3 g obtinguts després de I’etapa de molturacid se’n va separar una mostra per
realitzar la caracteritzacidé analitica (per facilitar la caracteritzacid6 de la mostra per
XRPD), i es va continuar el procés amb la mescla dels altres excipients de compressio,

tots ells previament tamitzats per una malla de 1 mm.

Primerament es van barrejar 20 g de la solucid/suspensid solida activa
(HPMCP:VitaminaE-TPGS:API) amb 7 g de Lactosa, 4 g de Starch 1500 1 2,5 g de
Crospovidona en un mesclador Rulon® a 50 rpm durant 5 minuts, posteriorment s’hi va
afegir 7,5 g de Lactosa i 8,5 g de cel-lulosa microcristal-lina i es van mesclar a 50 rpm
durant 10 minuts més. Finalment es va afegir 0,5 g de Estearat magnésic, agent
lubricant, 1 es van mesclar durant 1 minut a 50 rpm per obtenir la mescla final per

comprimir.

1.2.1.4-COMPRESSIO de HPMCP:Vitamina E-TPGS 3:1

La barreja tamitzada es va emprar per preparar comprimits de 250 mg de pes, 8 mm de
diametre 1 3.5 mm d’al¢ada, en una premsa hidraulica Carver emprant 2.5 kN de for¢a

de compressio.
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1.2.2- Métodes per a I’elaboracio de comprimits que contenen
solucions/suspensions solides de Vitamina E-TPGS

1.2.2.1-Estudis d’ adsorcio/desorcio

Per tal d’estudiar la capacitat d’adsorcid/desorcid de I’adsorbent es van realitzar els
segiients estudis:
a) Es va estudiar la capacitat d’adsorcié dels components de la solucid/suspensid
solida de I’adsorbent
a. Amb mostres placebo
b. Amb principi actiu
b) Es va estudiar la capacitat de desorcid dels components de la solucid/suspensid

solida de 1’adsorbent.

A continuacid es detallen els metodes emprats per aquests estudis.

1.2.2.2- Preparacio de mostres per ’estudi de la capacitat d’adsorcio del Neusilin®

a) Mostres Placebo

Primerament es va procedir a preparar una mostra placebo amb Vitamina E-

TPGS. El procediment a seguir va ésser el segiient:

Es varen fondre 100 g de Vitamina E-TPGS a 80 °C amb I’ajuda d’una placa
calefactora 1 un agitador magnétic. Paral-lelament, es va pre-escalfar la pols de
Neusilin®, en una altra placa calefactora també a 80 °C.

Es varen explorar ratios de 1:1, 2:1, 3:1 1 4:1 (pes/pes) de excipient fos:Neusilin®.

Per explorar els quatre ratios es va procedir a pesar fraccions de 1 g de Vitamina E-
TPGS i a 1g, exactament pesat, de Neusilin® pre-escalfat s’hi va afegir 1 g de Vitamina
E-TPGS calenta. La mostra es va agitar en¢rgicament amb una espatula sobre una placa
calefactora a 80 °C 1 posteriorment es va traspassar a sobre d’una superficie a
temperatura ambient sense deixar d’agitar (veure Figura 63). Es va seguir agitant fins
que es va aconseguir una pols que fluia lliurement i que no tenia cap mena de residu

liquid.

- 155 -



2-Formes farmaceutiques Orals

Per el ratio 2:1, Un cop la mostra 1:1 es va veure homogenia es va repetir I’experiment 1
un cop la mostra era mesclada i1 encara calenta es va procedir a afegir un altre gram de
Vitamina E-TPGS (a 80 °C), sobre el substrat que ja contenia la primera fraccio i es va
continuar agitant fins a aconseguir una pols que fluia i que no tenia cap mena de residu

liquid.

Per la preparacio del ratio 3:1, Un cop la mostra 2:1 es va veure ben mesclada es va
repetir I’experiment exactament igual fins a 1’obtencio de la mostra 2:1 en calent i un
cop la mostra era homogenia pero i encara calenta es va procedir a afegir un altre gram
de Vitamina E-TPGS (a 80 °C), sobre el substrat que ja contenia la fraccid 2:1 i es va
continuar agitant fins a aconseguir una pols que fluia i que no tenia cap mena de residu

liquid.

En el seglient increment, ratio 4:1, quan la mostra 3:1 es va veure suficientment
mesclada es va repetir I’experiment exactament igual fins a I’obtencié de la mostra 3:1
en calent i un cop la mostra era homogenia pero i encara calenta es va procedir a afegir
un altre gram de Vitamina E-TPGS (a 80 °C), sobre el substrat que ja contenia la fraccio
3:1 1 es va continuar agitant. Com s’explica en detall en I’apartat de resultats

I’experiment es va finalitzar en aquest punt.

De cada mostra 1 fraccié individual se’n van anotar els pesos exactes per determinar

amb precisio la capacitat d’adsorcio.

PROCES ]
D’ADSORCIO

Neusilin l

([ (L

Figura 63: Procés de preparacié de les mostres de I’estudi de capacitat d’adsorcio

N
/]

Durant la preparacio de les mostres el liquid s afegeix sobre el solid de forma constant i monitorada,
perque tant el substrat poros com [’excipient liquid a adsorbir tinguin la mateixa temperatura.
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b) Solucio/Suspensio solida al 8.33% per ’estudi de capacitat d’adsorcio

La preparacio de la mostra de solucid/suspensid solida per estudiar la capacitat
d’adsorcié de la solucid/suspensio solida en Neusilin® es va preparar de la segiient
manera:

Es va escalfar un gram de Vitamina E-TPGS fins a 80 °C, sense deixar
d’escalfar i sota I’agitaci6 de la placa calefactora a aquest gram de Vitamina E-TPGS
fosa es van afegir 83,30 mg de principi actiu 1 es va seguir agitant fins que es va
observar que el principi actiu s’havia solubilitzat. Es va obtenir un semi-solid viscos de

color groc 1 aparenga translicida.

En parallel es va escalfar Neusilin® a 80 °C i a un gram, pesat exactament de
Neusilin® pre-escalfat, es va afegir 1,5 g de la solucié/suspensio preparada de Vitamina
E-TPGS 1 principi actiu. La barreja es va agitar fins a aconseguir una pols que fluia 1
que no tenia cap mena de residu liquid, i després es va deixar refredar sobre una

superficie a temperatura ambient durant 24 hores.

1.2.2.3- Mostres per Uestudi desorcio del principi actiu del Neusilin®

Per aquest estudi es varen elaborar les mostres, sota la mateixa metodica que per

I’estudi de adsorcié amb principi actiu, de la segiient manera:

Es va procedir a pesar de 1 g de Vitamina E-TPGS. Es va escalfar un gram de
Vitamina E-TPGS fins arribar a 80 °C, sota 1’agitacid. A aquest gram de Vitamina E-
TPGS fosa es van afegir 83,30 mg de principi actiu i es va seguir agitant fins que es va
observar que el principi actiu s’havia solubilitzat. En paral-lel es va escalfar Neusilin® a
80°C.

Seguidament, a un gram, pesat exactament de Neusilin® pre-escalfat, es va afegir (a poc
a poc 1 en aliquotes de 50 mg) 1,5g de la solucid/suspensio preparada de Vitamina E-
TPGS 1 principi actiu. La barreja es va agitar fins a aconseguir una pols que fluia i que
no tenia cap mena de residu liquid, i després es va deixar refredar sobre una superficie a

temperatura ambient durant 24 hores.
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1.2.2.4- Fabricacio de comprimits amb solucio/suspensio Solida de Vitamina E-TPGS

a- Elaboracio de la solucio/suspensio solida de Vitamina E-TPGS

La suspensid/solucio solida de Vitamina E-TPGS es va preparar a escala molt

petita al laboratori tal i com s’explica a continuacio.

La taula 29 mostra la composicid detallada de la solucid/suspensid solida

elaborada i la taula 30 la composicié quantitativa de la formulacio final aixi com

les quantitats necessaries per la seva elaboracid.

Taula 29: Detall de la composicio de la solucié/suspensié solida de VitaminaE-TPGS

Components g/barreja %
Vitamina E-TPGS 45,0 90,0
Principi Actiu 5,0 10,0
TOTAL 50,0 100,0

Taula 30: Detall de la composiciéo de la

adsorbida en el “carrier” porés

solucié/suspensié solida de VitaminaE-TPGS

Components g/barreja %
Solucié/Suspensio Solida
30,0 60,0
VitE-TPGS:Actiu
Neusilin® 20,0 40,0
TOTAL 50,0 100,0

Es van escalfar 45,0 grams, exactament pesats, de Vitamina E-TPGS fins
a 80 °C, sense deixar d’escalfar 1 sota 1’agitacio de la placa calefactora a aquesta
quantitat de Vitamina E-TPGS fosa es van afegir 5,0 g, també exactament

pesats, de principi actiu. Es va seguir agitant fins que es va observar que el

principi actiu s’havia solubilitzat.
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En paral-lel es va escalfar Neusilin® a 80 °C i a 20 grams de Neusilin® pre-
escalfat, es van afegir 30 g de la solucid/suspensid preparada de Vitamina E-
TPGS 1 principi actiu fos. La barreja es va agitar fins a aconseguir una pols fina,
fluida 1 absent de grumolls ni residus.

Posteriorment es va deixar refredar sobre un paper de filtre, en el marbre del
laboratori, a temperatura ambient durant 24 hores. Un cop refredada la
solucid/suspensid solida adsorbida es va tamitzar mitjangcant una malla de 1 mm
de diametre i es va prosseguir amb la barreja de la resta d’excipients per arribar a

la formulaci6 final, detallada a la taula 31.

Taula 31: Detall de la composicié quantitativa de la formulacié final

Components g/barreja %
Solucié/Suspensio Solida

Activa en Neusilin® 16,70% 60,0
Lactosa 5,57 20,0

Cel'lulosa Microcristal-lina 2,23 8,0

Starch 1500 1,95 7,0

Crospovidova 1,10 4,0

Estearat Magnésic 0,28 1,0
TOTAL 27.83 100,0

* Equivalents a 1 g de principi actiu

b- BARREJA dels excipients de compressio

Dels aproximadament 25 g obtinguts després de I’etapa de molturaci6é se’n va
separar una mostra per realitzar la caracteritzacio analitica (per facilitar la
caracteritzacio de la mostra per XRPD), i es va continuar el procés amb la

mescla dels altres excipients de compressio.

Es van barrejar 16,7 g de la solucid/suspensid solida adsorbida (VitaminaE-
TPGS:APIL:Neusilin®) amb 5,57 g de Lactosa, 2,23 g de Cellulosa
Microcristal-lina, 1,95 g de Starch 1500 i 1,10 g de Crospovidona en un
mesclador Rulon® a 50 rpm durant 10 minuts. Finalment es va afegir 0,28 g de
Estearat magnesic 1 es van mesclar durant 1 minut a 50 rpm per obtenir la mescla

final per comprimir.

- 159 -



2-Formes farmaceutiques Orals

c- COMPRESSIO de la mostra amb Vitamina E-TPGS en Neusilin®

La barreja tamitzada es va emprar per preparar comprimits de 278,3 mg de pes,
8 mm de diametre 1 3,6 mm d’al¢ada, en una premsa hidraulica Carver emprant

2,7 kN de for¢a de compressio.

1.2.3- Métodes per a I’elaboracié de comprimits que contenen
solucions/suspensions solides de Vitamina E-TPGS en una matriu
d’alliberacié controlada.

1.2.3.1- Estudis previs: Seleccio del polimer d’alliberacio controlada

El primer dels estudis previs per estudiar la formulacié d’alliberacié controlada va

consistir en la seleccid del polimer “retard”.

Per a I’execucid d’aquest estudi es va preparar un granel de 75 g de solucid/suspensio
solida activa adsorbida en Neusilin®.

a- Elaboracio de la solucio/suspensio solida de Vitamina E-TPGS adsorbida

en Neusilin®

La taula 32 mostra la composicid detallada de la solucid/suspensio solida
elaborada 1 la taula 33 la composicié quantitativa de la formulacio final aixi com

les quantitats necessaries per la seva elaboracio.

Taula 32: Detall de l1a composicié de la solucié/suspensio solida de VitaminaE-TPGS

Components g/barreja %
Vitamina E-TPGS 45,0 90,0
Principi Actiu 5,0 10,0
TOTAL 50,0 100,0

Per 1’elaboracid de la solucid/suspensié solida es van escalfar 45,0
grams, exactament pesats de Vitamina E-TPGS fins a 80 °C, sense deixar
d’escalfar 1 sota 1’agitaci6 de la placa calefactora a aquesta quantitat de Vitamina
E-TPGS fosa es van afegir 5,0 g, també exactament pesats de principi actiu 1 es

va seguir agitant fins que es va observar que el principi actiu s’havia solubilitzat.

- 160 -



2-Formes farmaceutiques Orals

En paral-lel es va escalfar Neusilin® a 80 °C 1 a 30 grams de Neusilin® pre-
escalfat, es van afegir 45 g de la solucid/suspensio preparada de Vitamina E-
TPGS 1 principi actiu fos. La barreja es va agitar fins a aconseguir una pols fina,
fluida i absent de grumolls ni residus. Posteriorment es va deixar refredar sobre
un paper de filtre, en el marbre del laboratori a temperatura ambient durant 24

hores.

Taula 33: Detall de la composicié de la solucié/suspensio solida de VitaminaE-TPGS

adsorbida en el “carrier” poroés

Components g/barreja %
Solucio/Suspensio Solida
45,0 60,0
VitE-TPGS:Actiu
Neusilin® 30,0 40,0
TOTAL 75,0 100,0

Un cop refredada la solucid/suspensio solida adsorbida es va tamitzar mitjancant
una malla de 1 mm de diametre 1 es va prosseguir amb la barreja de la resta

d’excipients per arribar a la formulacio final.

b- BARREJA dels excipients de compressio

Dels aproximadament 75 g obtinguts després de I’etapa de tamitzacio se’n va
separar quatre aliquotes de 16,7 g. Per cadascuna de les formulacions as van
barrejar aquests 16,7 g de la solucid/suspensio solida adsorbida (VitaminaE-
TPGS:API:Neusilin®) amb Lactosa, HPMC K100 LV, en un mesclador Rulon®
a 50 rpm durant 10 minuts. Finalment es va afegir 0,65 g de Estearat magnésic 1
es van mesclar durant 1 minut a 50 rpm per obtenir la mescla final per

comprimir.

En la taula 34 es detallen els pesos emprats per cadascuna de les formulacions.
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Taula 34: Detall de la composicié quantitativa de la formulacié final

Formula Formula
Components HPMC Oxid de polietile
g/barreja g/barreja
Solucio/Suspensio Solida
Activa en Neusilin® 16,70 16,70%
Lactosa 18,40 18,40
HPMC K100LV 2925 -
Oxid de polietilé N80 - 2925
Estearat Magnesic 0,65 0,65

TOTAL 65,00 65,00

* Equivalents a 1 g de principi actiu
La taula 35 mostra la composicié de les dues formulacions en percentils.

Taula 35: Detall de 1a composicié percentil de 1a formulacié final

Formula Formula
Components HPMC Oxid de polietile
% %
Solucio/Suspensio Solida
Activa en Neusilin® 25,69 25,69
Lactosa 28,31 28,31
HPMC K100LV 45 -
Oxid de polietilé N80 i 45
Estearat Magnésic 1,00 1,00
TOTAL 100,00 100,00

c- COMPRESSIO de la mostra amb Vitamina E-TPGS en Neusilin®per fer

matrius retard
Cadascuna de les barreges, un cop tamitzada, es va emprar per preparar

comprimits de 650,0 mg de pes, 12.7 mm de diametre (1/2 polzada), en una

premsa hidraulica Carver emprant 10 kN de for¢ca de compressio.
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1.2.3.2- Estudis previs: Influéncia del percentatge HPMC

Per als estudis previs per tal de definir d’una formulacié quantitativa correcta i
optima va dissenyar un experiment per determinar quin seria el percentatge de carrega

de polimer més optim.
Per a I’execuci6 d’aquest estudi es va preparar un granel de 75 g de solucid/suspensiod
solida activa adsorbida en Neusilin®, repetint exactament el metode descrit en I’apartat

1.2.2.2 d’aquest mateix capitol.

a- Elaboracio de la solucio/suspensio solida de Vitamina E-TPGS adsorbida

en Neusilin®

La taula 36 mostra la composicio detallada de la solucid/suspensid solida
elaborada i la taula 37 la composicié quantitativa de la formulacid final aixi

com les quantitats necessaries per la seva elaboracio.

Taula 36: Detall de la composicié de la solucié/suspensio solida de VitaminaE-TPGS

Components g/barreja %
Vitamina E-TPGS 45,0 90,0
Principi Actiu 5,0 10,0
TOTAL 50,0 100,0

Per D’elaboraci6 de la solucid/suspensié solida es van escalfar 45,0
grams, exactament pesats de Vitamina E-TPGS fins a 80 °C, sense deixar
d’escalfar 1 sota ’agitaci6 de la placa calefactora a aquesta quantitat de Vitamina
E-TPGS fosa es van afegir 5,0 g, també exactament pesats de principi actiu i es
va seguir agitant fins que es va observar que el principi actiu s’havia solubilitzat.
En paral-lel es va escalfar Neusilin® a 80 °C 1 a 30 grams de Neusilin® pre-
escalfat, es van afegir 45 g de la solucid/suspensid preparada de Vitamina E-
TPGS 1 principi actiu fos. La barreja es va agitar fins a aconseguir una pols fina,

fluida i absent de grumolls ni residus. Posteriorment es va deixar refredar sobre
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un paper de filtre, en el marbre del laboratori a temperatura ambient durant 24

hores.

Taula 37: Detall de la composicié de la solucié/suspensio solida de VitaminaE-TPGS

adsorbida en el “carrier” poroés

Components g/barreja %
Solucio/Suspensio Solida
45,0 60,0
VitE-TPGS:Actiu
Neusilin® 30,0 40,0
TOTAL 75,0 100,0

Un cop refredada la solucid/suspensio solida adsorbida es va tamitzar mitjangant
una malla de 1 mm de diametre 1 es va prosseguir amb la barreja de la resta

d’excipients per arribar a la formulacio final.

b- BARREJA dels excipients de compressio

Dels aproximadament 75 g obtinguts després de I’etapa de tamitzacio se’n va
separar quatre aliquotes de 16,7 g. Per cadascuna de les formulacions as van
barrejar aquests 16,7 g de la solucid/suspensio solida adsorbida (VitaminaE-
TPGS:API:Neusilin®) amb Lactosa, HPMC K100 LV, en un mesclador Rulon®
a 50 rpm durant 10 minuts. Finalment es va afegir 0,65 g de Estearat magnésic 1
es van mesclar durant 1 minut a 50 rpm per obtenir la mescla final per
comprimir. En la taula 38 es detallen els pesos emprats per cadascuna de les

formulacions.

Taula 38: Detall de la composicié quantitativa de la formulacié final

Formula A | Formula B | Formula C | Formula D

Components
g/barreja g/barreja g/barreja g/barreja
Solucié/Suspensio
Solida 16,70% 16,70* 16,70% 16,70*
Activa en Neusilin®
Lactosa 34,65 28,15 21,65 15,15
HPMC K100LV 13,00 19,50 26,00 32,50
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Estearat Magnésic

0,65

0,65

0,65

0,65

TOTAL

65,00

65,00

65,00

65,00

* Equivalents a 1 g de principi actiu

En les composicions en percentils (la taula 39) s’hi observen els rangs de estudi

de nivells de HPMC K100LV (del 20 % al 50 %).

Taula 39: Detall de la composicié percentil de la formulacié final

Formula A | FormulaB | Formula C | Formula D
Components
% % % %
Solucié/Suspensio
Solida 25,69 25,69 25,69 25,69
Activa en Neusilin®

Lactosa 53,31 43,31 33,31 23,31
HPMC K100LV 20,00 30,00 40,00 50,00

Estearat Magnésic 1,00 1,00 1,00 1,00
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00

c- COMPRESSIO de la mostra amb Vitamina E-TPGS en Neusilin®per fer

matrius retard

La barreja tamitzada es va emprar per preparar comprimits de 650,0 mg de pes,
12,7 mm de diametre (1/2 polzada), en una premsa hidraulica Carver emprant 4

kN de for¢a de compressio.

1.2.3.3- Estudis previs: Escalat de la granulacio

Per I’elaboracié de comprimits matricials d’alliberacid controlada es va precisar
un canvi d’escala de la preparacio de la solucid/suspensioé solida de Vitamina E-TPGS
adsorbida en Neusilin®. Tot i que, les preparatives dels lots a petita escala al laboratori
(en vas de precipitats) fetes fins al moment havien resultat acceptables es va considerar
imprescindible validar el procés de granulacio per fusié en un equip que treballés sota el

mateix principi operatiu que equips de mida pilot o bé industrials.
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Per I’estudi de viabilitat del procés de granulacio per fusié de Vitamina E-TPGS

es van estudiar diversos equips, després de valorar les variables critiques de procés, la

versatilitat de I’equip 1 la possibilitat de poder escalar el procés a escales superiors en un

futur es va optar per el granulador: “Mi-Pro High Shear Mixer Granulator” de ProCepT

(figura 64).

Figura 64: Mi-Pro “high shear mixer granulator”.

L’equip consisteix en un granulador/peletitzador d’alta velocitat que
porta integrat un sistema d’addicio de liquids de alta precisio aixi com
un sensor de temperatura de producte (IR). L’equip també és capag de
mesurar la resistencia (torque) absoluta del agitador (impeller). Tant
I"agitador com el granulador estan equipats amb variador de velocitat i
el disposa de contenidors intercanviables que poden cobrir mides de lot

que oscil-lin entre els 15 g als 1000 g.

De les nou formulacions avaluades, només quatre d’elles es van carregar amb principi

actiu per tal de minimitzar-ne el dispendi. La taula 40 mostra els percentatges carregats

per cada lot.

Taula 40: Composici6 percentil dels nou lots realitzats

Experiment Fl F2 F3 F4 F5 Fé6 F7 F8 F9
Principi Actiu - - - 6 - 6 6 - 6
Vitamina E- 60 60 60 54 60 54 47 70 54
TPGS
Neusilin® 40 40 40 40 40 40 47 30 40

Durant la fase

a)

d’estudi de viabilitat es van emprar dos processos de fabricacio:

Meétode 1: Liquid sobre solid (emprat per els experiments 1 a 8 de la

seccid 1.2.3.3)

Primerament es van transferir 600 mg de Vitamina E-TPGS al contenidor

de vidre. Aquest, es va escalfar fins a la temperatura predeterminada per

el disseny d’experiments ( 85 °C 0 90 °C) fins que la Vitamina E-TPGS
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es va fondre per complert. Durant tota 1’etapa d’escalfament es va
mantenir una agitacid de 30-100 rpm. En aquest punt i un cop tota la
vitamina E-TPGS estava completament fosa es va afegir el principi actiu
(per els experiments no placebos) i es va agitar durant 30 minuts a 300
rpms.

Posteriorment es va augmentar la velocitat de 1’agitador i del granulador
(entre 800 1 2500 rpms, segons disseny d’experiments) i es va anar
afegint el Neusilin®, manualment a través de la tolva de carrega, sempre
sota agitacid 1 granulacié continues. Un cop es va considerar que tot el
Neusilin® ja afegit 1 s’havia produit correctament 1’adsorcid es va obrir
el bol, es van netejar les parets de 1’equip amb una espatula un sol cop 1

es va tornar a barrejar durant un minut.

b) Mectode 2: Solid sobre liquid (emprat per I’experiment 9 de la seccid

1.2.3.3)

Primerament es va fondre el principi actiu en els 600 mg de Vitamina E-

TPGS. Mentre estant, el contenidor de vidre es va pre-escalfar fins a la
temperatura predeterminada per el disseny d’experiments ( 85 °C 0 90
°C) 1 s’hi va afegir el Neusilin® sota agitacid continua de 30-100 rpm.
En aquest punt i un cop tota la vitamina E-TPGS estava completament
fosa es va afegir el principi actiu (per els experiments no placebos) i es
va agitar durant 5 minuts amb un agitador magnetic. Un cop la
solucid/suspensid solida de principi actiu en Vitamina E-TPGS estava
preparada aquesta es va afegir a través del sistema de precisio
d’incorporacié de liquids, lentament a sobre del Neusilin® préviament
escalfat. Un cop es va haver afegit tota la Vitamina E es va augmentar la
velocitat de 1’agitador i del granulador (entre 800 1 2500 rpms, segons
disseny d’experiments), sempre sota agitacio 1 granulacié continues. Un
cop es va considerar que per a tot el Neusilin® s’havia produit
correctament 1’adsorcid es va obrir el bol, es van netejar les parets de
I’equip amb una espatula un sol cop i es va tornar a barrejar durant un

minut.

1.2.3.4-Fabricacio de comprimits amb 30 % HPMC
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Les quantitats de solucid/suspensi6 solida per aquest experiment procedien, en
aquest cas, i per no malbaratar principi actiu, de 1’estudi d’escalat al granulador de
laboratori (Lot 4). La preparacié en detall del lot 4 de suspensioé solida activa de
Vitamina E-TPGS adsorbida en Neusilin® s’explica a ’apartat anterior (capitol 2,
seccid 1.2.2.2) 1 la taula 41 mostra la composicié percentil de la formulacio de

comprimits matriu retard elaborats:

Taula 41: Composicio percentil dels comprimits matriu retard (30 % HPMC) amb

solucid/suspensio solida activa de Vitamina E-TPGS adsorbida en Neusilin®

Components %
Solucio/Suspensio Solida
. - 25,69
Activa en Neusilin®
Lactosa 4331
HPMC K100LV 30,00
Estearat Magnésic 1,00
TOTAL 100,00

* Equivalents a 10 mg de principi actiu

Després de realitzar la barreja de la solucid/suspensio solida adsorbida en Neusilin®
amb la lactosa i el talc es va obtenir la mescla final per comprimir. La barreja tamitzada
es va emprar per a preparar comprimits de 650,0 mg de pes, 12,7 mm de diametre (1/2

polzada), en una premsa hidraulica Carver emprant 10 kN de for¢a de compressio.

1.3- Analisi i caracteritzacio de les mostres

La caracteritzaci6 de les mostres preparades, que contenien solucid/suspensio solida de
HPMCP:VitaminaE-TPGS, de Vitamina E simple i les matrius retard es va fer segons

les segiients metodiques:

1.3.1 Riquesa i impureses

L’analisi de riquesa i impureses es va realitzar mitjangant HPLC equipat amb

detector de UV. La columna emprada va ésser una Thermo Hypersil BDS C18, 50x4,6
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mm, 5 pum. Es va emprar un gradient isocratic A/B 20:80 amb una la fase mobil de 5
mM d’acetat d’amoni:aigua (A) 1 5 mM d’acetat d’amoni en aigua 10:90
H20:Acetonitril (B). El flux era de 1,0 ml/min. La temperatura de la columna es va
mantenir a 40 °C i el principi actiu es va detectar a 245 i a 275 nm, utilitzant el detector
UV. El volum d’injeccio va ser de 10 pL 1 el temps de mostra de 3 minuts. La figura 65

en mostra el cromatograma.

800.00 -

600.00

400.00 -

200.00 -

T L e B
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Figura 65: Cromatograma de ’analisi del principi actiu.

Linealitat del meétode de 0.6-156 pg/mL:

_ Conc de Istd, |%Dif, de X
LOOE+06 7 1 _ 9360, 1x - 1040,7
1,40E+06 - R2=1 pg/mL
1,20E+06 -

’ 0,
| 00E+06 | 0,60 87,43%
8,00E+05 1,00 94,38%
6,00E+05 7 12.53 101.8%
4,00E+05 -
2,00E+05 - 37,58 100,3%
0,00E+00 \ \ \ \ 62,63 99,78%

1 1 2
0 50 00 50 00 156,58 100,0%
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Figura 66: Linealitat del métode de 0.6-156 pg/mL
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Linealitat del metode de 12-600pug/mL:

6,00E-+06 - y= 0421, 1x - 3603.2 Conc,std %Diff de X
5,00E+06 - R2=1 ng/mL

4,00E+06 - 12,53 100,2%
3,00E+06 - 37,58 99,95%
2,00E+06 - 62,63 100,0%
1,00E+06 - 156,58 100,5%
0,00E+00 - w w w 240,08 99,91%

0 200 400 600

313,15 99,70%
391,44 100,1%
469,73 99,77%
521,92 100,1%
600,21 100,1%

Figura 67: Linealitat del métode de 12-600 ng/mL

1.3.2 Test de dissolucio

Totes les mostres es van analitzar per a determinar la seva velocitat de
dissolucid. Per a tal fi, no es van considerar emprar metodes estandard descrits en les
farmacopees per a avaluar sind que ben al contrari, es van centrar els esfor¢cos en

dissenyar un metode que fos capag de discriminar entre les nostres formulacions.

Els comprimits d’alliberaci6 immediata, tant els que contenien solucié/suspensio solida
de HPMCP:Vitamina E-TPGS com els comprimits que contenien solucid/suspensid
solida de Vitamina E-TPGS es van analitzar en les segiients condicions:

Es van col-locar en un aparell de dissolucio USP tipus VII. El medi de dissolucid
emprat va ser Fluid Intestinal Simulat, 200 ml a 37 °C. Es varen treure aliquotes de 1 ml
a temps inicial 1 posteriorment als 5, 15, 30, 60, 120 minuts i un ultim punt al cap de 4
hores. Les aliquotes de 1 ml, es van centrifugar per separar possibles solids en
suspensio 1 se’n va analitzar el sobrenedant mitjangant HPLC equipat amb detector de
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UV. La columna emprada era una Thermo Hypersil BDS C18, 50x4,6 mm, 5 um 1 la
fase mobil 50 mM format d’amoniac (pH 3,3):Acetonitril (40:60 v/v). El fluxe era de
1.5 ml/min. La temperatura de la columna es va mantenir a 35 °C 1 el principi actiu es

va detectar a 260 nm, utilitzant el detector UV.

Per als comprimits d’alliberacié controlada que contenien solucid/suspensié solida de
Vitamina E-TPGS, aquests es van col-locar en un aparell de dissolucié USP tipus II
Distek, amb pales a 75 rpm. El medi de dissolucié emprat va ser Fluid Intestinal
Simulat, 500 ml a 37 °C. A temps inicial 1 posteriorment als 12,15,30 1 45 minuts i a
partir d’aqui a cada hora fins a les 24 hores. Es van treure aliquotes de 1 ml, centrifugar
per separar possibles solids en suspensid i1 es va analitzar el sobrenedant mitjancant
HPLC equipat amb detector de UV. La columna emprada era una Thermo Hypersil
BDS C18, 50x4,6 mm, Sum 1 la fase mobil 50 mM format d’amoniac (pH
3.3):Acetonitril (40:60 v/v). El fluxe era de 1,5 ml/min. La temperatura de la columna es

va mantenir a 35 °C i el principi actiu es va detectar a 260 nm, utilitzant el detector UV.

1.3.3 Difracci6 de raigs X de pols (XRDP)

La difraccié de Raig X de Pols (XRDP) és una eina potent el la deteccid de cristalinitat
(Jansenss S et al, 2007), (Jansenss S et al. 2009). S'utilitza basicament com a primer
metode d'analisi 1 proporciona una "empremta digital" de cada forma cristal-lina
analitzada. Proporciona una informacié basica, amb un sistema que permet tant la
preparacid senzilla de les mostres com temps de mesura curts per a un gran nombre de

mostres.

En concret, les mostres de les solucions/suspensions solides, un cop moltes i abans de
comprimir es van analitzar mitjangant un Difractometre de pols D8 Advance Serie 2
Theta/Theta en geometria de transmissié amb anode de Cu 1 monocromador de Ge per a
Kal de Bruker (voltage 45 kV and current 40 mA). Les mostres es van col-locar en un
suport del quan se’n va fer la petjada base per marcar el zero de fons i1 es van escanejar

de 2 °a40 ° 26 auna velocitat de escanejat de 0.02 ° 20 /segon.
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Algun dels difractogrames mostra alguna gepa caracteristica entre 30 ° — 40 ° 20 que es

pot atribuit directament al suport de la mostra.

1.3.4 Calorimetria d’escombrat diferencial (DSC)

La Calorimetria d’Escombrat Diferencial €s una técnica termoanalitica en la qual
la diferéncia de calor entre una mostra i una referéncia ¢s mesurada com una funcio6 de
la temperatura. La mostra i la referéncia son mantingudes aproximadament a la mateixa
temperatura a través d'un experiment. El principi basic subjacent a aquesta técnica és
que, quan la mostra experimenta una transformacié fisica tal com una transici6 de fase,
es necessitara que flueixi més (o menys) calor a la mostra que a la referéncia per a
mantenir ambdues a la mateixa temperatura. Que flueixi més o menys calor a la mostra
depén de si el procés és exotérmic o endotérmic. Determinant la diferéncia de flux
calorific entre la mostra 1 la referéncia, els calorimetres DSC son capagos de mesurar la

quantitat de calor absorbida o eliminada durant tals transicions.

Usant aquesta técnica €s possible caracteritzar processos com la fusié i la cristal-litzacid
aixi com temperatures de transicions vitries. Les transicions vitries es presenten quan
s'augmenta la temperatura d'un solid amorf. Aquestes transicions apareixen com una
alteraci6 (o esglad) en la linia basi del senyal DSC registrada. Aixo €s a causa de que la
mostra experimenta un canvi en la capacitat calorifica sense que tingui lloc un canvi de

fase formal.

A mesura que la temperatura augmenta, un solid amorf es fara menys viscos. En algun
moment les molécules poden obtenir suficient llibertat de moviment per a disposar-se
per si mateixes en una forma cristallina. Aix0 és conegut com temperatura de
cristal-litzacid. Aquesta transicid de solid amorf a solid cristal-li €s un procés exotérmic
1 déna lloc a un pic en la corba DSC. A mesura que la temperatura augmenta, la mostra
aconsegueix eventualment la seva temperatura de fusi6. El procés de fusid resulta

evidenciat per un pic endotérmic en la corba DSC.

En concret, les mostres de les solucions solides, un cop moltes 1 abans de comprimir es

van analitzar mitjan¢ant un Calorimetre Diamond DSC de Perkin Elmer. Es van pesar
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quantitats de aproximadament 2 mg 1 es van col-locar en suports d’alumini, segellats, de
40 pL als que se’ls va fer un sol forat de 50 um a la tapa. Els suports emprats per les
mostres de referéncia van rebre el mateix tractament. Les mostres es van escanejar de -
50 °C fins a 250 °C a una velocitat de 10 °C/min sota una atmosfera de 40 mL/min de

nitrogen.

1.3.5 Analisi de la cinética d’absorcio d’aigua

L’analisi de la cinética d’absorcid-desorcid d’aigua ens dona una idea de la
higroscopicitat de la mostra. Les isotermes d’adsorcioé o desorcié indiquen la quantitat
d'aigua retinguda per un substrat en funci6 de la humitat relativa circumdant. Per al seu
calcul es procedeix col-locant mostres d'un mateix substrat en una scrie de recipients
tancats, en els quals es mantenen solucions salines saturades, determinant en 1'equilibri

dels continguts d'aigua mitjangant el metode gravimetric.

En aquest cas es va emprar ’equip VTI SGA(Cahn D-200). La balanca es va equipar
amb Nitrogen “ultrapure®” amb un punt de rosada de -35 °C. Una mostra de 20-37 mg
de pols es va sotmetre a una normalitzacié de 60 °C sense humitat, com a procés de
secat suau. El procés de secat es va determinar que dures uns 240 minuts o bé fins que
la desviacio de pes de la mostra pesada cada 2 minuts fos inferior al 0,005 % del pes
anterior durant aquell periode. Aquesta ultima condicié va ser la que va prevaldre per
totes les mostres i el procés de secat va durar al voltant d’uns 90 minuts en tots els
cassos. Aix0 va aportar a la mostra unes caracteristiques consistents per comengar.
Després es va programar una rampa per assolir ’estat d’equilibri on es marcava que la
condici6 per saltar al segiient pas fos que el pes de la mostra disminuis un 0,01 % en
d’interval de 2 minuts o bé que haguessin passat 1000 minuts. Després de la fase de
secat el sistema es va passar per el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % i
90 %.

Posteriorment es va analitzar la mostra fins a una condicid isotérmica de 25 °C (+/-3
°C) emprant una rampa de 5 °C/min. Cada punt es va sotmetre a condicions d’equilibri
on el pes mitja de la mostra havia de mantenir-se amb un error del 0,005 % durant les

pesades realitzades en 5 minuts o bé fins a que la mostra hagués restat en aquella
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condicié d’equilibri durant 240 minuts. Per la majoria de mostres el temps total de

I’analisi van ser unes 120 hores.

1.3.6 Caracteritzacio fisico-quimica dels comprimits

Per la caracteritzaci6 fisico-quimica dels comprimits es van emprar els segiients tests:

El Pes en mg dels comprimits obtinguts després de la compressio es va determinar de
deu unitats, amb una balanga Mettler XP205DR. L’al¢ada i el diametre també es van
analitzar sobre les mateixes deu unitats mitjancant un peu de rei Mitutoyo CD-15D.

Per comprovar la duresa es va emprar un durometre Schleuninger 8M 1 per determinar
la friabilitat de les mostres es va emprar un friabilometre Pharmatest PTZ 1DR 1 es van
sotmetre 10 comprimits al test de Pharmacopea Europea. La disgregacio dels
comprimits es va fer mitjangant un disgregador Pharmatest PTZ AUTO-2EZ automatic,

amb sis unitats.

1.3.7 Analisi per HPLC de desorcio del principi actiu i la Vitamina E-
TPGS

Per estudiar si el principi actiu adsorbit en el Neusilin® era capag¢ d’alliberar-se del
sistema 1 veure en quin tipus de model cinétic ho feia o bé si la seva alliberacio es
trobava condicionada d’alguna manera per 1’excipient pords es van emprar els segiients
metode:

Per analitzar correctament les velocitats de desorcid dels components de la
solucid/suspensio solida de Vitamina E-TPGS 1 principi actiu es va emprar el segiient

gradient (Taula 42) en el métode d’HPLC:

Taula 42: Gradient aplicat per I’analisi de mostres de I’estudi de velocitat de desorcié

Temps: | 0 1,5 | 3,0 | 50 | 6,5 | 8,0

A%: | 25 | 25 10 | 10 | 25 | 25

B%: | 75 | 75 | 65 | 65 | 75 | 75

C%:| O 0 25 | 25 0 0
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Aquest gradient va permetre analitzar alhora el principi actiu 1 la Vitamina E-TPGS tal 1

com es mostra en la Figura 68.
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Figura 68: Cromatograma que mostra la viabilitat del co-analisi del principi actiu i la Vitamina E-

TPGS.

La columna emprada va ser: BDS Hypersil C18, 5 um, 4.6x5,0 mm. La temperatura de
la columna va ser de 40 °C i el flux de 1,0 ml/min. La longitud d’ona a la que es va
llegir I'ultraviolat va ésser als 285 nm 1 el volum d’injeccié emprat de 10 pL.

La fase mobil i el gradient aplicats varen ser: A: SmM d’acetat d’amoni e aigua, B:

Acetonitril i C: THF
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3-CONCLUSIONS FORMES FARMACEUTIQUES ORALS

3.1-Conclusions de I'’elaboracié de comprimits que contenen
solucions/suspensions solides de HPMCP:Vitamina E-TPGS

= Va resultar viable elaborar comprimits, que contenien una soluci6 solida de
HPMC:Vitamina E-TPGS molturada mitjancant excipients de compressio i
processos d’elaboracié convencionals (compressio directa).

= Els resultats d’analisi i caracteritzacid de la mostra van evidenciar que la formulacio
va resultar amb comprimits amb caracteristiques fisico-quimiques correctes

= Els resultats del test de dissolucidé van demostrar que la solucid/suspensié solida
vehiculitzada en el comprimit aconseguia alliberar el principi actiu en el medi en
contrast amb el control (principi actiu pur).

= Els resultats XRD 1 DSC van confirmar que s’havia aconseguit transformar el
producte en amorf, facilitant aixi la millora de solubilitat del principi actiu.

= L’estudi d’estabilitat de la mostra conclou que, durant un mes els resultats de
riquesa, impureses 1 perfil de dissolucid s’han mantingut correctes. Els estudis de
XRD conclouen que producte no és cristal-li després de 30 dies. Es recomanaria
seguir I’evolucio del canvi de DSC 1 de la impuresa que inicialment presentava

valors >1 % (RRT 0,74/ 23,3 min)

3.2- Conclusions de I'’elaboracioé de comprimits que contenen
solucions/suspensions solides de Vitamina E-TPGS

= Malgrat la Vitamina E —TPGS sigui un semi-solid dificil de manipular, va resultar
viable elaborar comprimits, que contenien una suspensio solida de Vitamina E-

TPGS:principi actiu gracies a la seva adsorcié en Neusilin®.
= Els estudis d’absorcié i1 desorcio del Neusilin® no només van demostrar que el ratio

optim de carrega Neusilin®:suspensio solida era 2:1 sind que la desorcid era

correcta.
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= Tot i la complexitat d’emprar un vehicle semi-solid per a 1’elaboraciéo de la
suspensio solida, €s possible obtenir comprimits que aconsegueixen alliberar la
totalitat del principi actiu carregat en un test de dissolucid “in vitro”.

= Aixi mateix, es va demostrar que la velocitat de dissolucidé era més rapida per la
suspensio solida adsorbida en Neusilin®, ja que la seva xarxa porosa augmentava la
superficie de contacte de la suspensio semi-solida.

= Els resultats XRD van demostrar que s’havia aconseguit obtenir una suspensio
solida de principia actiu de VitaminaE-TPGS (3:1).

= L’estudi d’estabilitat de la mostra conclou que, durant un més els resultats de
riquesa, impureses s’han mantingut correctes. Per el que fa al perfil de dissolucio,
s’aprecia una davallada considerable del percentatge de principi actiu dissolt 1 els

estudis de XRD conclouen que augmenta la fraccio cristal-lina de producte després

de 30 dies.

3.3- Conclusions de I'elaboracié de comprimits que contenen
solucions/suspensions solides de Vitamina E-TPGS, en una matriu
d’alliberacié controlada

= Va resultar viable elaborar matrius retard que contenien una suspensio solida de
Vitamina E —TPGS adsorbida en Neusilin®.

= La comparativa entre Oxid de polietilé i HPMC va determinar que per elaborar una
matriu retard amb les caracteristiques desitjades per la nostra formulacio, el polimer
més viable era la HPMC.

= Els estudis de nivell de polimer van concloure que per aconseguir un t90 de unes 6-8
hores calia emprar concentracions en la formulacié del 30 % de HPMC.

= L’estudi d’escalat de la formulacid va concloure que era viable fabricar la
solucid/suspensid solida de Vitamina E-TPGS adsorbida en Neusilin® en un
granulador Mi-Pro i que les dues mides de lot elaborades donaven resultats
semblants.

= Tot 1 la complexitat d’emprar un vehicle semi-solid per a I’elaboracié de la
suspensio solida, va ser possible obtenir comprimits que aconsegueixen alliberar de
forma controlada el principi actiu carregat en un test de dissolucio “in vitro™.

= L’estudi d’estabilitat de la mostra conclou que, durant un més els resultats de
riquesa, impureses s’han mantingut i perfil de dissolucid, s’han mantingut estables

després de 30 dies, tot i no alliberar la totalitat del principi actiu.
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DISCUSSIO

Durant els darrers trenta anys la investigacio i el desenvolupament de nous farmacs
ha avancat de manera considerable gracies a noves tecnologies, principalment motivat
per les limitacions de les noves entitats quimiques emergents. Un dels camps on la
tecnologia farmaceutica ha representat un important aveng, €s en [’estudi de
formulacions basades en solucions i suspensions solides. Aquest tipus de formulacions
representen un pas critic en la vehiculitzacié de les molecules de Classe II (segons la
BCS), que son un percentatge considerable de noves entitats quimiques (Avdeef A.et al,
2001) 1 que, sense una formulacié adequada, no es podrien fer arribar al pacient, via
oral, de forma eficag. Aquest és el cas del principi actiu emprat en aquest estudi (GC-
3413) que, amb una solubilitat en aigua inferior a 1pg/ml, t¢ una biodisponibilitat

absoluta al voltant de 1’1%, fet que el situa en un escenari practicament inviable.

L’any 1999, ATM Serajuddin va descriure per primera vegada que una de les multiples
opcions per tal de millorar la solubilitat i aixi, la biodisponibilitat d’un principi actiu és
la possible formulacié de suspensions i solucions solides estables que es podrien
utilitzar en el desenvolupament de formes farmaceutiques. En aquestes formes, el
principi actiu es trobaria englobat en un excipient que actués com a matriu, o bé
dispersat com a particules fines nanocristal.lines o fins 1 tot particules amorfes, en forma
de solucié o suspensio solida. La capacitat i importancia d’una forma farmaceutica
basada en una solucid 0 suspensié solida, rau en el fet que no tant sols aconsegueix
millorar la solubilitat del principi actiu in vivo, gracies a “fagocitar” el principi actiu,
que es troba dissolt o bé dispers, en un excipient que actua com a matriu, sind que en
moltes ocasions també n’inhibeix la seva recristalelitzaci6 en el temps (Lipinski et al,

2001).

En contraposicid, Malzert-Fréon 1 col-laboradors, i més recentment Rakesh i
col-laboradors han postulat que la solubilitat d’un principi actiu determinat es pot
millorar, en algunes ocasions, gracies a la composicio dels excipients d’una formulacié i

al tipus de forma farmaceéutica (Malzert-Fréon A et al, 2010; Rakesh et al., 2012). En
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aquests casos, es posaria en dubte la necessitat d’arribar a la formacio de
solucions/suspensions solides, que industrialment molt possiblement impliquen un
esforc i un cost addicional. Pero la realitat és que només amb la barreja d’excipients i la
forma farmaceutica és molt dificil de poder solubilitzar correctament molts dels
principis actius de classe II, i encara menys arribar a biodisponibilitats adequades pel
seu us farmaceutic. Per tant, les solucions i les suspensions solides permeten, a dia
d’avui, millorar considerablement la solubilitzacié 1 millorar la biodisponibilitat,

sobretot per als principis actius de classe II.

Aixi doncs, la baixa solubilitat, pero elevada permeabilitat de les molecules de Classe 11
fa que es puguin classificar com a formulacio-depenents i per tant permet, gracies a la
combinacié de formulacions innovadores i de tecnologies especifiques, millorar
potencialment la seva exposicidé “in vivo”. En concret en aquesta tesi es van tractar
diferents tecnologies segons 1’estadi del projecte, tot i sospesant, en cadascun d’aquests
estadis, les necessitats del cribratge d’alta eficacia, mitjangant “solvent casting” durant
els estudis de pre-formulacio inicial, passant per la premsa per fusid en el cas de
necessitar mostres meés semblants al producte hipoteticament comercial final 1 I’extrusor
per fusi6 on es va valorar la capacitat de poder reproduir els resultats dels lots petits a

gran escala.

En el cas de I’ts de la premsa per fusid, durant el procés de compressio per fusio, s’obté
una mescla eutectica del principi actiu 1 excipients en estat fos, que un cop refredada
aconsegueix l’obtencid de solucions/suspensions solides. La possible avantatge
d’emprar aquesta técnica, és 1’afinitat i el possible paral-lelisme en I’extrapolacid

d’aquests resultats a la posterior extrusio a gran industrial.

Tal com ja havia estat descrit per Mansky i col-laboradors (Mansky et al., 2007), la
técnica de “solvent casting” va permetre realitzar, de forma altament efica¢, un gran
nombre d’experiments (incloent mostres simples i mostres binaries) que van orientar la
formulacid cap a una correcta composicié qualitativa. Desxifrant que probablement un
dels millors polimers a emprar com a vehicle eren els derivats cel-lulosics i que el
surfactant més prometedor era la Vitamina E-TPGS. La comparativa d’aquests resultats
amb els obtinguts mitjangant la premsa per fusioé va fer palés que la tecnologia a emprar

és un punt critic ja que al utilitzar, en el cas del “solvent casting” dissolvents organics,
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fa que el solvent tingui un impacte potencial en 1’estat fisic de la solucid/suspensid
solida aixi com en el seu comportament en dissolucio, perd en qualsevol cas, validant-la

com a teécnica de cribratge rapid.

D’altra banda, es va emprar 1’extrusor per fusio per I’elaboracié de mostres “in-vivo” i
per ’elaboracio del granel per la preparacid dels comprimits finals. Aquest ¢s el metode
tradicional d’eleccié a escala industrial per a la formacié de solucions/suspensions
solides 1, en aquest cas, la mescla només es troba sotmesa a elevades temperatures

durant molt pocs minuts 1, per tant, el risc de degradacio6 de 1’actiu €s forga baix.

Conjuntament, com que en aquesta tesi vam utilitzar aquestes tres técniques tant
diverses per a produir solucions/suspensions solides, els nostres resultats ens van
permetre comparar directament el nivell de solubilitzacié de principi actiu obtingut per
cada técnica. Aixi, totes les tecniques emprades van donar uns resultats positius en les
mostres “control”, que van estar capaces de produir mostres que van millorar la
solubilitat del principi actiu. Tot i aix0 els resultats no van ser comparables entre ells ni
es va poder establir cap relacid o proporcid entre els resultats obtinguts amb les diverses
técniques de forma quantitativa, perd qualitativament les técniques van demostrar molta

consisténcia.

En el cas de D’extrusié per fusid, 1’analisi comparatiu amb el méetode de ““solvent
casting” és similar al de la premsa per fusid 1 de nou, no es pot esperar d’entrada que les
formulacions preparades via “solvent casting” tinguin resultats idéntics, ja que en un
extrusor per fusio els excipients 1 el principi actiu van estar sotmesos a pretractaments
de mescla 1 homogeneitzacié dels components que, juntament amb les forces de cisalla
del vis-sens-fi i les altes temperatures, van fer que la dispersidé dels components fos

radicalment diferent al mecanisme de “solvent casting”.

Son també d’igual importancia les interaccions fisico-quimiques entre els components
de la formulacio, i aix0 es va fer palés segons el metode d’elaboracié emprat fos un
metode de fusid per calor o bé un metode d’evaporacié de solvent on els mecanismes de
formacié d’una potencial solucié/ suspensié solida eren molt diferents. Aixi per
exemple, si es tractés d’un principi actiu molt poc miscible en els excipients escollits o

bé si els excipients en qiiestid tinguessin molt poca capacitat per solubilitzar o
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estabilitzar el compost en medi aquds la preparacié de mostres amb tecniques d’extrusid
per fusio no seria capag¢ de solventar aquestes barreres. De manera similar, si el principi
actiu 1 els excipients escollits es mesclessin de forma molt favorable en un mateix
solvent llavors la técnica de “solvent casting” seria molt favorable per la formacié de

solucions/suspensions solides.

Per el que respecta a la composicié de la formulacid, inicialment es van proposar les
solucions 1 les suspensions solides amb un polimer que fa de matriu de tipus
hidrosoluble, com per exemple el polioxid d’etile, la polivinilpirrolidona, la
hidroxipropil metil cel-lulosa i altres derivats cel-lulosics. Actualment, en el mercat
existeixen formulacions d’aquest tipus amb algunes moleécules molt insolubles com ara
la Griseofulvina en polietilenglicol (Gris-PEG®, Novartis), la nabilona en povidona
(Cesamet®, Lilly) i I’itraconazol en una mescla de polietilenglicol 1 hidroxipropil metil

cel-lulosa (Sporanox®, Janssen).

L’any 2006, diversos estudis van demostrar el benefici de la utilitzacié de combinacions
d’excipients per a millorar les solucions i suspensions solides (Ghebremeskel et al.,
2006) (Okonogi 1 Puttipipatkhachorn, 2006). Aquests van demostrar que 1’addici6 de un
10 % de surfactants a suspensions solides basades en PVP i HPMC podien arribar a
ésser molt potents en termes de millora de solubilitat sense comprometre 1’estabilitat de
les formulacions. A més, Okonogi i1 Puttipipatkhachorn (2006), també van descriure una
millora considerable de la velocitat de dissolucié de I’oflaxacina quan s’empraven
suspensions solides basades en PEG i que contenien un 10 % de surfactant. D’aquests
estudis se’n va concloure que les suspensions solides que combinen més d’un excipient
podien potencialment generar sinérgies i millorar les formulacions respecte al que es pot

aconseguir quant es treballa amb un excipient sol.

Els nostres resultats de cribratge sistematic de combinacions d’excipients
polimer:surfactant van demostrar la preseéncia d’alguns efectes sinérgics 1 van
aconseguir resultats molt prometedors a nivell de dissolucid del principi actiu,

consistents amb les dades préviament publicades.

En el cas de la primera formulacié de comprimit desenvolupada en aquesta tesi, la

soluci6 solida es va aconseguir mitjangant una combinacié binaria on el polimer que
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feia de matriu era la hidroxipropil metil cel-lulosa 1 el surfactant la Vitamina E-TPGS.
La soluci6é solida resultant es va obtenir mitjancant 1’extrusi6é per fusié. En aquests
processos, esta descrit que D’extrudat que s’obté, s’ha de processar, tallant o bé
molturant els filaments obtinguts, per tal d’obtenir granuls, pellets o bé pols fina per
poder-los vehiculitzar posteriorment en comprimits. Tots aquests processos van
acompanyats d’energia mecanica que potencialment influeix en D’estat solid de la
solucid solida 1 com que les solucions solides vitries son sistemes metastables poden
tendir a recristal-litzar 1’estudi de 1’estabilitat de la forma farmacéutica final obtinguda
¢s de notable importancia. En la nostra primera formulacié (HPMCP:Vitamina E-

TPGS) es va demostrar estabilitat de la soluci6 solida durant un mes.

Aixi doncs, la recerca publicada fins al moment, incloent els resultats de combinacions
binaries descrites en aquesta tesi, semblen concloure de forma contundent que les
formulacions de solucions i suspensions solides multi-component sén més exitoses i
poden tenir més potencial que les treballades amb excipients simples. Donat el nombre
de polimers i surfactants potencials existents, el nombre de combinacions i ratios a
provar és conceptualment infinit. Aix0 suposa una limitacio practica en el fet que en
general només es poden estudiar un nombre bastant limitat de formulacions en cada

estudi, el que fa practicament impossible un cribratge agil i senzill.

L’establiment d’una nova técnica de cribratge miniaturitzat que s’ha desenvolupat en
aquesta tesi, permet d’una banda [’avaluaci6 de multiples combinacions
compost/polimer/surfactant per poder identificar sinérgies inicials i guiar posteriors
estudis de formulacié i de I’altra minimitzar quantitats excessives de principi actiu que
s’haurien de gastar per tal de poder fer un cribratge extens, restriccio més que probable
en els estadis incipients del desenvolupament d’un nou farmac. Tot aixd combinat amb
una extensa automatitzacid en la preparacié de les mostres permet afirmar que en
aquesta tesi s’ha aconseguit un cribratge rapid d’alt rendiment i s’ha maximitzat la

capacitat de provar diferents formulacions.

Els nostres resultats amb la técnica de “solvent casting miniaturitzat” sén consistents
amb els préviament publicats per Mansky i col-laboradors, on es va descriure que en les
cin¢tiques de dissolucid de les formulacions amb surfactants sols, s’observaren

desviacions standard més elevades, perque possiblement estan al limit de la re-
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precipitacid en el moment de la presa de mostra 1 de la quantificacié analitica (Mansky

et al., 2007).

Els estudis de solvent casting miniaturitzat d’aquesta tesi també fan palesa una de les
limitacions d’aquesta técnica de cribratge, que €s que s’empra com a uUnica técnica de
mesura de I’obtencid de solucions i suspensions solides el perfil de dissolucié que, tot i
que indicatiu, tot sol no és capag¢ de donar-nos informacid sobre 1’estat fisic del principi
actiu en la formulacid (cristalinitat). De tota manera, és important veure que per
finalitats de cribratge rapid inicial, el test de dissolucid és una de les caracteristiques
més avaluades i també n’és la més rellevant respecte la finalitat Gltima de la forma
farmaceutica final, que és la de millorar potencialment la biodisponibilitat del principi
actiu. Aixi doncs, una formulacid que fos una solucié o suspensio solida (demostrada
per varies tecniques de caracteritzacid fisico-quimica) perd que precipités de forma
practicament instantania en dissolucio seria absolutament inutil. De la mateixa manera,
una suspensid solida parcialment cristal-lina amb bones caracteristiques de solubilitat o
bé poca re-precipitacid pot ésser prometedora i també es pot discriminar mitjangant un
test de dissolucio, per tant, en aquest aspecte, el test de dissolucié ens demostra ésser

una mesura molt practica, malgrat les seves limitacions.

Aixi doncs, una caracteritzacié complerta de 1’estat fisic de les mostres i1 la seva
estabilitat és imprescindible 1 d’elevada importancia en mostres de producte formulat
acabat, pero en cribratges d’estadis inicials de formulacié el perfil de dissoluci6 es pot

considerar suficient.

La majoria de treballs publicats fins ara sobre la utilitzacié de solucions i suspensions
solides en formes farmaceutiques, descriuen com a excipient majoritari o bé adjuvant
ideal un surfactant o bé un lipid, amb punts de fusid normalment baixos i que es
presenten, a temperatura ambient com a liquids o semi-solids (Desrosiers P.et al, 2003),
(Morissette SL. et al, 2004). Es per tant en el camp de les formes farmacéutiques solides

on les solucions/suspensions solides tenen un gran potencial per descobrir.

A partir de diversos estudis publicats els anys 2003-2005, és conegut que formules
basades en suspensions preparades amb surfactants semi-solids, com ara Vitamina E

TPGS (Shin and Kim, 2003) 1 Gelucire 44/14 (Soliman and Khan, 2005; Yuksel et al.,
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2003) tenen ’activitat potencial de facilitar la dissolucio 1 inhibir la precipitacio en el
tracte gastrointestinal. Aixo és degut a les seves propietats solubilitzants pero val a dir
que tipicament tenen punts de fusié forga més baixos i per tant permeten un grau de
mobilitat molt major de les molécules en estat solid que no pas els polimers. Per tant,
totes les formulacions basades doncs amb aquests excipients es preveu que haurien de
¢sser bastant menys estables en front a la recristal-litzaciéo del compost en estat solid
(Khoo et al.,2000). Tot i aix0, en general, tots els semi-solids son més dificils de

incorporar en les formes solides orals.

Aquest és el cas de la segona formulacié de comprimit desenvolupada en aquesta tesi,
on la utilitzacié de Vit.E-TPGS; amb un punt de fusié al voltant de 37 °C, i que es
presenta en estat semi-solid, pero la seva utilitzacié en la formacio de la solucio solida
permet una millora substancial de la solubilitat del principi actiu fins hi tot quan es
vehiculitza mitjangant 1’adsorcid en particules poroses, la qual cosa és consistent amb

els resultats préviament publicats.

Es d’especial importancia destacar els estudis realitzats d’adsorcié i desorcié de la
soluci6 solida de principi actiu adsorbit en la matriu porosa de I’aluminosilicat, técnica
que, tot 1 presentar certes limitacions, com ara tenir una capacitat de carrega dels porus
limitada, permet incorporar de forma senzilla liquids a dins de sistemes solids. En el cas
de la formulacié del comprimit que contenia la suspensié solida de VitaminaE-TPGS

també se’n va provar ’estabilitat durant un mes.

Anant una mica més enlla i amb I’intencié de validar el concepte de “plataforma” per
solucions i suspensions solides formades per liquids es va desenvolupar la matriu
d’alliberacié controlada que aconseguia, de forma estable, alliberar el principi actiu, en
soluci6 solida de manera controlada durant unes 8-10 hores. Essent consistents els
resultats amb el que era d’esperar amb la base polimerica de la matriu d’alliberacid
controlada standard perd ara vehiculitzant la suspensié solida de Vitamina E-TPGS

adsorbida en 1’aluminosilicat.
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Aquesta tesi doctoral doncs, s’ha enfocat en 1’estudi i1 caracteritzacid de diverses
solucions 1 suspensions solides per utilitzar-les en 1’elaboracié de formes
farmaceutiques solides via oral, concretament comprimits i comprimits d’alliberacid

controlada preparats per compressio directa.
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CONCLUSIONS GENERALS TESI

En aquesta tesi doctoral s’ha realitzat un cribratge rapid de formulacions binaries 1

ternaries per D’estudi de solucions 1 suspensions solides mitjancant técniques

innovadores 1 eficients. Posteriorment s’han emprat els resultats d’aquest cribratge per

I’elaboracié de formes farmaceéutiques que permetin 1’administracié oral de farmacs poc

solubles de forma estable, segura i efica¢. D’acord amb els objectius d’aquesta tesi s’ha

arribat a les segiients conclusions:

1.

Les tecniques de cribatge rapid a escala de laboratori emprant la premsa per
fusio 1 el “solvent casting” son viables 1 representatives, de forma qualitativa,
dels resultats que s’obtenen per técniques d’extrusiod per fusio i fins hi tot
dels resultats “in vivo”. La técnica de “solvent casting” miniaturitzat permet,
de forma eficient, solventar el repte d’analitzar una combinatoria molt

elevada de mostres per trobar possibles formulacions candidates.

L’estudi de I’escalat de les formulacions a equips d’escala pilot, com
I’extrusor per fusid, va permetre demostrar la viabilitat industrial de les
formulacions obtingudes en el nostre cribratge, aixi com ratificar la relacio
dels resultats, a nivell qualitatiu, de 1’estudi del cribratge amb els estudis “in

vivo”.

Tant en I’estudi del cribratge (capitol 1), com en I’estudi de les formes
farmaceutiques (capitol 2), s’ha comprovat d’una evident millora de la
solubilitat 1 la velocitat de dissolucid del principi actiu “in vitro” 1 “in vivo”

de les formulacions candidates.

L’estudi extens del capitol 2 ha demostrat la viabilitat de I’elaboracié de
formes farmaceéutiques, tant d’alliberaci6 immediata com controlada, que
continguin solucions o suspensions solides, tant de tipus solid com

semisolid, que han demostrat una millora de la solubilitat del principi actiu.
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Abstract

An efficient method has been developed for screening solid dispersion formulations that are intended to enhance the dissolution of poorly
soluble compounds. The method is based on miniaturization and antomation of sample preparation by solvent casting, and dissolotion testing, in
a 96-well plate format, using less than 0.1 mg of compound per well. To illustrate the method, six polymers and eight surfactants were sereened,
individually and in combination, for their ability to dissolve a compound with agueous solubility of <1 pg/ml in simulated intestinal fluid. Screening
was performed at an excipient/compound ratio of 10:1, and a polymer/surfactant ratio of 3:1 for ternary formulations. Sixteen of the 48 ternary
formulations dissolved the compound o a level =100 pg/ml, i.e. at least a 100-Told increase over the aqueous solubility. A number of synergies
were observed wherein the performance of a ternary formulation greally exceeded that of either of the corresponding binary formulations. Thirleen
‘hits’ from screening were scaled vp with melt methods, and ~2/3 of these showed comparable dissolution enhancement when tested at larger
scale. Five of these were administered to rats, and the absolote oral bicavailability ranged from 10 to 23%, versus less than 1% for the unformnlated
compound.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Solid dispersions; Solubility; High throug hput; Bioavailability; Surfactants; Dissolution

1. Introduction be molecularly dispersed in the excipient matrix, or may be

dispersed as fine nanocrystalline or amorphous particles which

Solid dispersions have been under investigation for several
decades as a means to improve the bioavailability of BCS
Class 2 compounds, i.e. compounds exhibiting high perme-
ability but low solubility and/or dissolution rate (Leuner and
Dressman, 2000; Serajuddin, 1999). Solid dispersions are most
commonly formed either from a drugfexcipient solution (by sol-
vent evaporation) or from a homogeneous drug/excipient melt,
via melt extrusion. In the final formulation, the compound may
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E-mail address: pmansky @ilypsa.com (P. Mansky).
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0378-5173/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.10164.ijpharm 2007.09.042

form during solvent evaporation or cooling of the melt. The
maltrix is typically a water-soluble polymer such as polyethy-
lene oxide, polyvinyl pymrolidone, or hydroxypropyl methyl
cellulose. Solid dispersion formulations currently on the mar-
ket include griseofulvin in poly(ethylene glycol) (Gri&PBG@’,
Novartis), nabilone in povidone (Cesamet®, Lilly), and itra-
conazole in poly(ethylene glycol) and hydroxyl propyl methyl
cellulose (! Sporamox®. Janssen).

While hydrophilic polymers can be very effective solid-state
slabilizers, extremely insoluble drugs will tend to re-crystallize
upon exposure to the gastrointestinal milien during dissolution
(Leuner and Dressman, 2000; Serajuddin, 1999). Dispersion for-
mulations based on semi-solid surfactants, such as Vitamin E

TPGS (Shin and Kim, 2003) and Gelucire 44/14 (Soliman and

Khan, 2005; Yuksel et al., 2003) have the potential to facil-
itate dissolution and inhibit precipitation in the GI tract as a
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result of their solubilizing properties, but typically have much
lower melting points and a greater degree of molecular mobility
in the solid state than polymers. Therefore, formulations based
on these excipients are anticipated to be less stable (Khoo et
al., 2000) against recrystallization of the compound in the solid
state. Semi-solids are also more difficult to process into an oral
dosage form.

Formulations containing both a high-T, water-soluble poly-
mer and a surfactant potentially combine the better long-term
stability of polymeric solid dispersion formulations with the
enhanced dissolution and bicavailability of liquid or semi-
solid surfactant-based formulations. Ghebremeskel et al. (2006)
recently reported that addition of 10% surfactant to PVP- and
HPMC-based solid dispersions of a low-solubility compound
led to dramatic increases in dissolution rate, with little or no
adverse effect on long-term physical stability. Okonogi and
Puttipipatkhachorn (2006) recently reported a similar enhance-
ment of dissolution rate from PEG-based solid dispersions of
oflaxacin when approximately 10% surfactant was included in
the formulations. More generally, solid dispersions utilizing
morethan one excipient have the potential to allow fine-tuning of
the formulation properties in order to achieve improved perfor-
mance, in a manner which is not possible with single-excipient
formulations. Six et al. (2004) investigated dispersions of itra-
conazole in a combination of two polymers (PVPVAG4 and
Eudragit E100) which differed in their miscibility with the drug
and their dissolution rates, and found that the drug loading and
dissolution rate of oplimized ternary formulations were superior
to those which could be achieved by binary formulations.

In all of the work reported so far on multi-excipient solid
dispersions, however, only a small number of excipients and
excipient combinations were studied in each case. Such focused
studies of a small number of formulations allow for detailed
characterization of formulation physical/chemical characteris-
tics (e.g. studies of crystallinity and molecular interactions by
DSC, XRD, andspectroscopic techniques). Given the large num-
ber of polymer and surfactant excipients available, however, the
number of excipient combinations and ratios to be explored is
large. Excipient selection and experimental design based on e.g.
compound and polymer solubility parameters (Ghebremeskel et
al., 2007) or surfactant HL.B may provide a rationale for some

Table 1

Physicochemical properties of the compound

narrowing of the scope of formulations to be explored, but still
leaves many possibilities to be evaluated; and also presumes that
the theoretical models used to restrict the scope of experimen-
tation are sufficiently accurate such that ‘good” formulations
will not be prematurely eliminated from experimental consid-
eration. Therefore, there is clearly value in the development of
efficient strategies for experimentally evaluating large numbers
of compound/polymer/surfactant combinations — or more gen-
erally, ternary and higher-order solid dispersion formulations —
in order to rapidly identify systems with synergistic interactions
between the components, for subsequent in-depth study using
traditional techniques.

In this article, we describe a newly developed method for
rapid initial screening of such formulations. The methodol-
ogy is based on miniaturization and automation of formulation
preparation by solvent casting, with high-throughput dissolu-
tion testing as the characterization method, and uses less than
0.1 mg of compound per sample tested. The method is illustrated
by its application to a development-stage compound with aque-
ous solubility <1 pg/ml. In order to evaluate the usefulness of
the method, selected formulations identified through screening
were prepared at larger scale by melt methods, and their in vitro
dissolution behavior was determined. Some of these formula-
tions were also evaluated in vive (in rats) to assess the degree
of bioavailability enhancement. The strengths, limitations, and
most suitable applications of the method are also discussed.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The chemical structure, molecular weight, aqueous solubil-
ity at pH 2 and 7, log P, melting point and Hildebrand solubility
parameter of the model compound are presented in Table 1.
The excipients used, and the suppliers, were: hydroxypropyl
cellulose (HPC-SL, Nisso, Japan), hydroxypropyl methyl cellu-
lose acetate phthalate (HPMCP 50, Shin-Etsu, Japan), Kollidon
VA-064 (BASE USA), Plasdone K29-32 (ISP, USA), Eudragit
[.100 and Eudragit RS100 {(Rohm, USA), Vitamin E TPGS
(Eastman Chemicals, TN, USA), Sodium lauryl suflate (SL.S)
[Sigma-Aldrich, USA], Pluronic F127 NF (Poloxamer 407,

Compound Structure MW (g/maole) Aqueous Log# Melting Solubility parameter,
solubility (pg/ml) point (°C) 5 (MPal/f2)
O
2 ~
N—=N
O
/ N
|
'LQ G
C
JNI-25894934 Cl 4984 pH2:1,pH T7: <1 5.13 169 2367

The melting point was measured by DSC. Aqueous solubilities were measured by the shake-flask method. The log # and solubility parameter were estimated
computationally using Molecular Modeling Pro, Version 6, copyright 2005 by Norgwyn Montgomery Software Inc., North Wales PA.
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BASE, USA), Crodesta F-160 and Crodesta F-110 (Croda,
USA), Cremophor EL (BASF, USA), Volpo 10 (Croda, USA),
Tween 80 (Sigma-Aldrich, USA).

The excipients were chosen to provide a diversity of structural
and physical/chemical properties, and were not selected based on
any specific hypotheses regarding the likely interactions of the
formulation components. Other methods of selecting the excip-
ients may of course be used in the context of this screening
method. The polymers included cellulosic (HPC-SL, HPMCP)
and acrylate-based (Eudragit 1.100, Eudragit RS100) materi-
als, and materials carrying anionic (Eudragit L100, HPMCP),
cationic (Eudragit R5100), and neutral hydrophilic (HPC-51.,
Plasdone K29-32, Kollidon VA64) functionality, as well as vary-
ing amounts and types of hydrophobic functional groups. All of
the surfactants were non-ionic, except for SLS, but still repre-
sent a wide diversity of hydrophilic and hydrophobic functional
groups as well as surfactant architectures, molecular weights,
and melting points.

All the solvents used (acetone, ethanol, r-propanol) were
HPLC grade and obtained from IT Baker and company. Artifi-
cial intestinal fluid (AIF) was prepared as per USP29/NF 2451,
using monobasic potassiumn phosphate, and was adjusted to a
pH of 6.8 + (.1 using sodium hydroxide or hydrochloric acid.

2.2. Methods

The different stages of experimentation which make up the
present study are illustrated schematically in Fig. 1, and are
described in detail below.

2.2.1. Screeming method: solvent casting

For the screening experiments, all liquid handling oper-
ations were performed with a Tecan Genesis Freedom 200
liquid handling system (Tecan, Durham, NC, USA), using
Tecan disposable tips made of electrically conducting polymer

1. Screening

« Prepare formulations by sclvent casting
from propancl

. 1 sample prep and
dissolution testing in 96-well plates

-6 polymers, 8 surfactants

— 14 binary and 48 ternary
formulations

— 60 pg compound per sample

2. Confirmation
» Prepare films with melt prass
+ Dissolution testing at 200 ml scale

— 13 ternary formulations
— 10 mg compound per sample

5te formulati 3. In-vivo testing
== IRMALY M UAQnS « Prepare with melt extruder or melt mixer
=800 mg compound per « Confirm in-vitre dissolution
formulation « Encapsulate and administer orally to rats

Fig. 1. Schematic illustration of the different stages of experimentation. Ateach
subsequent stage, fewer samples are examined, the samples are larger and more
compound is used per sample; and the formulation preparation and characteriza
tion methods become more relevant to traditional scale formulation development
work.
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Ho polymer Paolymer 1 Polymer 2 Polymer 3
Surfactant 1
Surfactant 2
Surfactant 3

Surfactant 4

Surfactant §

Surfactant 6

Surfactant 7

Surfactant 8

Tig. 2. Plate map used for screening of polymer/surfactant formulations and
the corresponding surfactant-only formulations. All formulations were prepared
in toplicate within a plate. Columns 1-3 contain only surfactant and com-
pound, while all other wells contain poly mer, surfactant, and compound. The
total amount of excipient per well is 0.6 mg for all formulations, and the poly
mersurfactant ratio is 3.1 for all polymerfsurfactant formulations. Each well
contains 60 mg of compound.

composite. Formulations were prepared, diluted, and incubated
in ScienceWare 96-well deep well microtiter plates (Bel-Art
Products, Pequannock, NJ, USA). Excipient and drug stock
solutions were prepared in acetone: ethanol (1:1). This sol-
vent mixture was chosen because it dissolved the widest range
of polymers which were of interest. Stock solutions con-
taining single excipients were prepared at a concentration of
2mg/ml, while the compound stock solution was prepared at
a concentration of 0.2 mg/ml. For preparing polymer/surfactant
formulations, the liquid handling robot was used to dispense
225 pl of polymer stock solution, 75 pl of surfactant stock
solution, and 3001 of drug stock solution to each well,
corresponding to an total excipient:compound ratio of 10:1.
Formulations containing only polymer or only surfactant, in
combination with the compound, were prepared using 300 .l
of a single excipient stock solution and 300 pl of compound
stock solution. For all formulations tested, the excipient mass
per well was 0.6 mg, and the compound mass per well was
60 j.g. There were three replicates prepared for each formu-
lation tested, prepared in adjacent wells. An example of a
plate map used in the screening experiments is shown in
Fig. 2.

After dispensing, the plates were briefly vortexed to thor-
oughly mix the stock solutions, and the solvent was then
evaporated using a vacuum centrifuge (Genvac® HT-4X with
Genvac® CVP-100 vaccum pump, Genvac, Suffolk, UK). The
rotor speed was 1300 rpm, the temperature set point for the
swings was 40 °C, and the pressure set point was 5 psi. Temper-
ature confrol was necessary to prevent the solvent from cooling
excessively during evaporation. The majority of solvent under
these conditions was removed within about 1.5h, and the total
run time was 2.5h. At the conclusion of the evaporation run,
each well in the microtiter plate contains a pellet or film of for-
mulation at the bottom (total mass =0.66 mg). The plates were
immediately sealed with adhesive foil and held at room tem-
perature overnight prior to dissolution testing. This was done
in order to give the most unstable formulations an opportunity
to begin to recrystallize. Longer storage times and accelerated
storage conditions can also be used prior to dissolution testing,
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to assess the longer-term stability of the formulations as part of
the screening process.

2.2.2. Screening method: dissolution festing

The dissolution test was performed by adding 300 .l of SIF
(pH 6.8) to each well, and then gently vortexing the microtitre
plate on an orbital shaker for period of 1 h at room temperature.
Although it is expected that dissolution/precipitation kinetics
will vary significantly between formulations, requiring a high
concentration of dissolved drug after 1 h is a reasonable and effi-
cient screening criterion. The contents of each well were then
transferred to a 0.2 pm PVDF membrane filter plate (Corning,
New York, USA). The samples were pulled through the filter
using vacuum and the filtrate was collected in collection plates
(Varian, Inc., Palo Alto, CA). One hundred and fifty microliters
of the filtrate was then transferred to a deep-well plate (Varian)
and thoroughly mixed, by repeated pipetting, with 150 pl of »-
propanol. Dilution of the filtrate with n-propanol prevents any
further precipitation of the compound before analysis, and also
eliminates any residual turbidity from fine aggregates or parti-
cles, which pass through the filter. This last step is essential for
accurate analysis of compound concentration by UV absorp-
tion, in the presence of excipients, in order to eliminate any
residual light scattering, which would otherwise interfere with
the measurement.

Two hundred microliters of the diluted filtrate was then trans-
ferred to a UV measurement plate (Corning, New York, USA)
for immediate analysis. The optical density (OD) was mea-
sured at 320nm using a Spectramax 386 plate reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). This wavelength was chosen after an
examination of the UV spectra for all of the excipients used,
which showed that none of the excipients had significant UV
absorption at 320nm, in comparison to the strong absorbance
by the compound. The background OD due to absorbance by
the plate and the buffer/propanol mixture was determined in a
separate experiment and subtracted, and the corrected OD val-
ues were converted to compound concentration (pug/ml) using
a calibration curve. Using the above procedure, we have previ-
ously demonstrated excellent correlation (h‘2 >(0.998) between
the compound concentration as determined by UV and HPLC
methads (Mansky et al., 2007), for samples of filtered formula-
tions, which were split for analysis by both methods.

2.2.3. Melt compression: film preparation

Thirteen formulations from the sereening experiments were
scaledup from 0.6 to 100 mg using a melt-press method. A blend
of compound and excipients (0.5 g) was prepared by geometric
mixing using a mortar and pestle. The blend was placed between
two sheets of plastic release liner (3M, St. Paul, MN) made of sil-
iconized polystyrene. A stainless steel shim with a 2in. x 2in.
square aperture was placed between the two sheets of release
liner to control the film thickness to approximately 0.25 mm.
The films were compressed using a Carver® hydraulic heated
press (Model: Carver M25T, Carver Inc., Wabash, IN). The com-
pression conditions were determined in advance for each blend
using a placebo excipient mixture. Generally a force of 1500 1bs
and dwell time of 30s was used, while maintaining the tem-

perature approximately 20 + 5°C above the reported softening
point of the polymer. The conditions were adjusted in order to
produce consolidation of the powders to a homogeneous film
during the compression. (This was achieved for all of the poly-
mers except Budragit L.100, which did not flow and consolidate
well, even above the softening point, resulting in somewhat frag-
ile films with a grainy, non-uniform structure.) The film samples
were stored overnight at room temperature prior to dissolution
testing. To prepare the final samples for dissolution testing, a
2.5 cm diameter punch was used to obtain round films weighing
between 95 and 105 mg. The measured weights were used for
calculating % dissolved from the dissolution data.

2.2.4. Meli compression: dissolufion festing

The films were mounted on disk shaped sample holders
using plastic gauze and tested for release using a modified
USP type VII apparatus. The dissolution medium was 200 ml
of SIF at 37 °C. One milliliter aliquots were sampled at 0, 5,
15, 30 and 60 min, centrifuged to separate solids, and the super-
natant was analyzed by an Agilent HPL.C system equipped with
UV detector. The column used was a Thermo Hypersil BDS
C18, 50 mm x 4.6 mm, 5 pum, and the mobile phase was 50 mM
ammonium formate (pH 3.3):acetonitrile (40:60, v/v). The flow
rate was 1.5 ml/min. The column temperature was maintained at
35°C and the compound in the effluent was detected at 260 nm
using the UV detector.

2.2.5. Sample preparation for oral bicavailability studies

Five formulations from the melt press/in vitro dissolution
experiments were further scaled up for oral bioavailability test-
ing in rats. Three of these formulations were prepared using
an 8 cm? Dispersion Melt Mixer (designed and manufactured at
ALZA), which is similar to the Type Six mixer manufactured by
C.W. Brabender®. The batch size was 8 g, consisting of polymer,
surfactant, and compound in the weight ratio 75:25:10. Process-
ing time was 5-10 min, at the same temperature used in the melt
press for each formulation. Two of the formulations were scaled
up for in vive studies using a HAAKE PolyLab Twin-Screw
Extruder (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA). The
balch size was 8 g and the temperature was the same as that used
in the melt press. The speed was maintained at 100 rpm, the sam-
ples were processed for 10 min with recirculation. After cooling
to room temperature, each sample was ground briefly (<1 min)
in a food processor, to convert the large/solid pieces of cooled
melt to powders, and was dosed within 24 h of preparation. The
ground formulations were not sieved prior to administration.

2.2.6. Invivo pharmacokinetic studies of selected
Jformulations

A pharmacokinetic study was conducted in male
Sprague-Dawley rats (n=06 per group) with selected for-
mulations. Rats in the weight range of 350400 g were supplied
by Charles River Laboratories (Hollister, CA). Rats were fasted
overnight, water was provided ad libidum, and the animals
were anesthetized with 3% isoflurane inhalant anesthesia
immediately before dosing. The solid dispersion formulations
were dosed at 3mg/kg in one or two size nine gelatin capsules
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(Torpac Ine., NI, USA) using a modified 14-gange gavage
needle. Two hundred microliters of water was administered
by oral gavage following the administration of the capsules.
The animals recovered within 5 min after dosing and were alert
throughout sampling.

Unformulated crystalline drug was dosed to one group
in a manner identical to the solid dispersion formula-
tions, as a negative control. As a positive control, an oral
solution formulation consisting of 2mg/ml compound in N-
methylpyrrolidone: Vitamin E TPGS (1:2, v/v) was administered
to one group. This had previously been identified as a high
bicavailability vehicle for use in pre-clinical animal studies, but
is unsuitable for clinical use due to the high NMP content. The
solution formulation was given to rats via oral gavage. Both the
positive and negative controls were administered at 3 mg/kg. In
order to determine absolute bicavailability, an intravenous (IV)
formulation of ethanol:solutol:compound (48:48:4, w/w) was
prepared, diluted in saline prior to injection to provide a 2 mg/ml
compound concentration, and dosed at a level of 2 mg/kg.

Blood was collected into sodium heparinized syringes at
0, 0.5 1, 2, 4, 6, and 8h. Plasma was transferred to cry-
ovials and placed on dry ice followed by storage at —80°C
until analysis was performed. 100 pl of the plasma sample
was transferred to a 2ml centrifuge tube and 500 pl of INI-
25894934 internal standard (1 ng/ml acetonitrile solution) was
added. The tubes were vortexed for 4 min and centrifuged at
14,000rpm for Smin. 500 pl of supernatant was transferred
to 96-well plate. A 10 pl aliquot was injected into the API
4000 LC/MS/MS system. The column used was a MetaChem
Polaris, 3 pm C18-A 100mm < 3.0mm and the mobile phases
consisted of 10 mM ammonium acetate in deionized water and
acetonitrile. A gradient flow was used to deliver a flow rate of
0.42 ml/min. The column temperature was maintained at 22°C.
The effluent was detected using an Applied Biosystems API
4000 triple quadrupole mass spectrometer equipped with a pos-
itive Turbo ion spray source. The source temperature was set
at 550°C and the ion spray voltage was 5500V. The system
was operated in the multiple reaction-monitoring mode (MRM).
The parent/product ion pairs (m/z) focused were 499.3/399.2
for INJ-25894934 and 463.1/363.0 for internal standard. The
concentration was calculated using weighted linear regression
analysis of peak arecas from the standard curve. The calibration
range was 1-1000ng/ml and the lowest limit of quantification
were 1 ng/ml. Pharmacokinetic parameters such as Cpax, Thax,
AUC0_g h), and absolute bioavailability were determined. The
AUC from O0-8h was determined using the linear trapezoidal
method.

3. Results
3.1. Screening method

Fig. 3 depicts the results of the screening experiments. The
results are presented as the percentage of the total compound dis-
solved per well after 1 h incubation. A value of 100% dissolved
corresponds to a compound concentration of 200 pg/ml, ie.
approximately 200 times higher than the compound’s aqueous

Surfactant

Crodesta F110
Cremophor EL

Nene

Eudragit RS100

Kollidon VA 64

Plasdone K29/32

Polymer

Fig. 3. Summary of the results of the screening experiments. The grid does
not have any spatial comespondence to the plate map shown in Fig. 2. The
number in each cell is the average value of % dissolved after 1h of incubation
in SIF (5 =3 or €). The color of the cells indicates whether % dissolved was
<25% (orange), between 25% and 50% (yellow), or =50% (green). The top row
contains the results for surfactant-only formulations; the left column contains
the results for polymer-only formulations; the upper left comer contains the
results for unformulated compound (no excipients) which was processed by
solvent casting in an otherwise identical manner to the formulations, and the
remaining cells contain the results for polymer/surfactant formulations. The 13
formulations that were scaled up using the melt press method are identified by
the use of a bold/underlined font (e.g. 79) for % dissolved. Standard deviations
are not shown, but were generally less than 5%, see Section 3.1.

solubility of <1 p.g/ml. The color of each cell in Fig. 3 indicates
whether % dissolved is <25% (orange), between 25 and 50%
(yellow), or >50% (green). Numbers in a bold font and under-
lined (e.g. 79) indicate formulations which were subsequently
scaled up using the melt press. The number of samples pre-
pared and tested was n =3 for all polymer/surfactant/compound
(ternary) formulations, and n=6 for all polymer/compound
and surfactant/compound (binary) formulations. Standard devi-
ations for percent dissolved are not shown in Fig. 3, but in most
cases were less than 5% (55 of 63 formulations tested), indi-
cating a very high degree of reproducibility. Five formulations
in the screening experiments had standard deviations between
15-35% dissolved. Previous studies of precipitation kinetics for
surfactant-only formulations, using the same screening method,
have shown that large standard deviations are observed for for-
mulations which are in the midst of precipitating at the time of
sampling and measurement (Mansky et al., 2007).

The data are arranged so as to clearly illustrate the relation-
ships between the percent dissolved for the ternary formulations
and that for the corresponding pair of binary formulations. The
data are arranged as a matrix, with each row corresponding to
a polymer and each column corresponding to a surfactant. The
left-most column contains data for the polymer-only formula-
tions, and the top row contains the data for the surfactant-only
formulations. The polymers and surfactants have been arranged
in order of increasing % dissolved for the single-excipient
(binary) formulations. The remaining cells contain data for the
ternary formulations, with the polymer and surfactant corre-
sponding to the row and column, respectively.
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Samples that contained no excipients at all, i.e. which con-
tained only 60 g of compound, were also prepared using the
solvent casting method, to determine whether solvent casting
itself might lead to enhanced dissolution/solubility, e.g. by for-
mation of amorphous precipitates during solvent casting and a
stable supersaturated solution after dissolution. The compound
concentration in these samples, after dilution and 1 h of incuba-
tion in STF, was below the detection limit (0%, upper left corner
in Fig. 3). This indicates that solvent casting in the absence of
excipients does not result in increased compound concentration
under the conditions of the experiment.

Three of the surfactants stood out for their ability to
increase the dissolution of the compound, when used without
a polymer—Vitamin E TPGS, Cremophor EL, and Volpo 10,
which gave 85-89% dissolved at 1 h. However, given the non-
equilibrium nature of the solvent casting process, the liquid or
semi-solid character of these excipients, and the high compound
loading level, it is doubtful that these formulations would have
good long-term stability to compound recrystallization. Poly-
mers with high Ty are more likely to provide such stability, but
for the best-performing compound/polymer formulations {con-
taining only compound with HPMCP 50 or Eudragit [.100), the
compound was only 20 and 17% dissolved, respectively. It is
interesting to note that both of these are enteric coating polymers,
carrying carboxylic acid functionality on a backbone which has
a partially or wholly hydrophobic character.

Of the 48 ternary formulations screened, 16 dissolved in
excess of 50% of the compound after 1 h of incubation (concen-
tration > 100 pg/ml), and 10 dissolved between 25 and 50% of
the compound (concentration between 50 and 100 pg/ml). The
ternary formulations giving >25% dissolved (yellow or green
cells in Fig. 3) can be further divided into two categories. Some
contain surfactants which are effective solubilizers when used
on their own, such as Cremophor EL, Vitamin E TPGS, and
Volpo 10; and the % dissolved, although high, is less than the
value for the corresponding surfactant-only formulation. These
formulations are on the right side of Fig. 3. In cases such as this,
the performance of the ternary formulation seems to primarily
reflect the performance of the surfactant—particularly for TPGS
and Volpo 10, for which the choice of polymer seems to make
little difference. For Tween 80 and Cremophor EL, there is a
greater dependence on the choice of polymer, indicating that
synergistic effects may be more important in these cases.

Other ternary formulations contain surfactants with mediocre
or poor performance (i.e. <25% dissolved) when used alone,
such as SLS, Poloxamer 407, and Crodesta F160, but the
ternary formulations’ performance greatly exceeds that of the
corresponding surfactant-only and polymer-only formulations.
A striking example of this is the combination of Kollidon
VAG4 and SLS. Both give 0% dissolved when used individu-
ally, but 48% dissolved when combined. Other formulations of
this type are SLS/HPC SL, Poloxamer 407/Eudragit L100, and
Crodesta F160 combined with Eudragit L100, Kollidon VA64,
or Plasdone K29/32. Thus, by systematically screening poly-
mer/surfactant combinations, it is possible to quickly identify
potentially effective formulations whose performance could not
have been anticipated based on the performance of the individual

components. The occurrence of ‘synergy’ in such formulations
is unambiguous. These are not only interesting scientifically, but
provide additional options for further formulation development.

3.2, Formulations scaled up by melt compression

Thirteen ‘hits’ identified from the screening study were fur-
ther studied at larger scale by measuring the dissolution of
melt-compressed films. The criteria applied in selecting the for-
mulations for scale up were not strictly defined, but generally
comprised tworequirements: (1)the surfactant is a solid or semi-
solid, which should favor the stability of the formulation and (2)
the % dissolved at 1 h in screening exceeds 50%. Eleven of the
scaled up formulations met the first criterion, ten met the second
criterion, and eight met both criteria.®

Percent drug dissolved at 1 h for the melt-pressed samples
is presented in Table 2, along with the corresponding screening
data {with standard deviations) for comparison. Due to limited
compound availability, melt-compressed samples were prepared
and tested as cither duplicates or single samples. For samples
which were tested in duplicate, the two independent measure-
ments of percent dissolved at a particular time point agreed
to better than 10% in all cases. Although there is not a rank
order correlation between the results from screening and the
mell press, the screening method successfully identified multiple
formulations which, when prepared by the mell press method,
increased the compound concentration from 1 p.g/mltotherange
50-150 pg/ml. Of 13 melt-press formulations tested, 9 dissolved
>25% of the compound after 1 h of incubation; and 4 dissolved
between 50 and 75%.

3.3, Invivo pharmacokinetic studies

Five of the 13 melt-pressed formulations were further scaled
up using a melt mixer or melt extruder (see Section 2). These
formulations were dissolution tested to confirm their effective-
ness at dissolving JNJ-25894934 prior to proceeding to in vive
studies, and the % dissolved at 1 h is listed in Table 2 alongside
the screening and melt press results. Due to limited compound
availability, melt-compressed samples were prepared and tested
as cither duplicates or single samples. For samples which were
tested in duplicate, the two independent measurements of per-
cent dissolved al a particular time point agreed to better than
10% in all cases. These formulations were then orally admin-
istered to rats to determine whether the in vitro enhancement
of dissolution would translate into improved bioavailability iz
vive. Crystalline compound in a capsule and a solution for-
mulation (Vitamin E TPGS/NMP) were also administered, as
negative and positive controls, respectively. The plasma serum
concentration curves are presented in Fig. 4, and the PK param-
eters determined from analysis of this data are presented in

? Formulations consisting of polymer plus liquid surfactant may still be suit-
able for use as vehicles for pre-clinical in vivo studies, but should be excluded
from screening in future work if the sole objective is identification of potential
clinical or commercial formulations.

-273 -




A. Shanbhag et al. / International Journal of Pharmaceutics 351 (2008) 209-218 215
Table 2
Summary of in vitre dissolution data from sereening and melt-press samples
Formulation Te dissolved, 1h Absolute BA, % (n=6)
Screening (1 =3) Melt press Melt mixerfextruder
(n=10r2) (n=10r2)
TNI-25804034 (crystals in capsule) 0.5(02)
v 100 (1)
Oral solution, VitETPGS:NMP 27(6)
HPMCP:VRtETPGS 43(L.7) 69 87 23(T)
HPC-SL:VItETPGS 54(0.2) 34 61 10 (4)
PVPVA:SLS 48(1.5) 70 40 14 (2)
PVPVA VUETPGS* 52(7.2) 62 9 12 (4)
PVPVA:Crodesta F-160 T0(0.9) 70 87 16(12)
Eudragit L100:CRODESTA F160 56(0.8) 7
Eudragit L100:CREMPHOR. EL T0(2.0) 19
Eudragit L100:POLOXAMER 407 59(3.00 42
Eudragit L100:-VIETPGS 59(4.9) 18
HPC-SL:CRODESTA F160 36(2.0) 40
PVP.CRODESTA Fl160 50(1.0) 34
PVEVItETPGS 56(0.4) 16
PVP.CREMOPHOR EL 798.7 45

The polymer:surfactant ratio was 3:1 (by weight) for all polymer/sufactant formulations. The compound content in the solid dispersion formulations was 10 wi%,
except for PVPVA/TPGS (7 wt%). The absolute BA is included in the last column forthose formulations that were scaled up and administered orally to rats. Numbers
in parentheses are standard deviations. Standard deviations are not reported for in vifro dissolution of melt processed samples as only one or two samples were
prepared and tested for each formulation. When tested, replicates agreed to better than 10% in all cases.

2 7.7% drug loading.

Table 3. The absolute bioavailability data are also presented
graphically in Fig. 5, and are included in Table 2 for direct
comparison with the in vitro dissolution test results from solvent-
cast (screening) and melt pressed films. The absolute BA for the
crystalline compound powder and the oral solution formulations
was () and 27 %, respectively, while the absolute BA for the solid
dispersion formulations ranged from 10 to 23%.

There was no statistically significant difference between
the bioavailability of the various solid dispersion formulations
tested, with the exception of the HPMCP/TPGS formulation ver-
sus HPC/TPGS, PVPVA/SLS and PVPVA/TPGS (p < 0.05). For
all other pair-wise comparisons of bioavailability, p > 0.05. Thus,
there were only limited differences in bioavailability despite dif-
ferences of as much as a factor of 2 in % dissolved in vitro at
1 h. We note that obtaining i vifro/in vive correlation for solid
dispersion formulations of Class 2 compounds is a challenging
task (Verreck et al., 2004), irrespective of any issues specific to
the high throughput screening methodology presented here.

‘Table 3

4. Discussion

In order to be useful, a high throughput (HT) technique
must at least be able to (1) prepare and test many more sys-
tems (molecules, materials, or formulations) per unit time than
would be possible with traditional techniques, e.g. by a factor of
10 or more; (2) identify with acceptable accuracy those systems
which are worthy of further study using more resource-intensive
traditional techniques (i.e. a screening method must have a rea-
sonably low rate of false positives and false negatives); and (3}
use a minimal quantity of the drug substance compared to tradi-
tional methods. If these criteria are met, then the HT technique
may beused as a *front end’ to traditional experimentation. More
predictive and resource-intensive traditional techniques can then
be applied to the study of systems which have been pre-selected
through high-throughput screening, and which are therefore both
more diverse and more likely to succeed than would otherwise
be the case.

Summary of the PK parameters derved from the plasma concentration data in Fig. 5

Formulation Absolute BA (%) Crex (ng/ml) Tax (H) AUC (ng h/ml), 0-8h
INJ-X crystals in capsule 0.5(0.2) 280 4.0(1.6) 14 (1)

v 100 (1) 2990 (349) =1(1.6) 1789 (10)

Oral solution 271(6) 138 (26) 32(2.0) 832 (193)
HPMCP/VItETPGS 23(T) 227 (105) 20011 620 (197)
PVPVA/Crodesta IF- 160 16(12) 144 (368) 23(28) 432 (333)
PVPVA/SLS 14(2) 84 (116) 4.0(1.3) 368 (61)
PVPEVANVItLETPGS 12(4) 103 (77) 2.0(1.6) 308 (107
HPC-SL/VItETPGS 10(4) 58 (59) 4.3 (0.8) 278 (158)

Mumbers in parentheses are standard deviations (1 =6 animals per group).
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vent casting to melt preparation to be a strong indication of the
utility of the screening technique. We have further tested the
predictive value by selecting five formulations for preparation
at larger scale by melt extrusion or melt mixing, and determining
the oral bioavailability in rats. The bioavailability of all formu-
lations tested exceeded that of the unformulated compound by
at least a factor of 20, although there was not a rank order cor-
relation between in vitro and in vive performance. Therefore,
the methodology appears to hold great promise for rapid initial
screening of polymer/surfactant solid dispersion formulations.

Several issues will need to be studied in order to further
develop this screening method. First, the solvent used for casting
of the solid dispersion formulations can be expected to have a
potentially important impact on the physical state of theresulting
solid formulations and their dissolution behavior. A variety of
solvents should be studied in combination with a single large set
of formulations, to determine how much of an impact the choice
of solvent may have. One may even contemplate routinely using
several different solvents in screening, i.e. preparing additional
replicate formulations with different casting solvents, in order
to minimize the chances of missing a promising formulation due
to solvent effects. With suitable liquid handling/automation, low
compound use per well, and the use of a UV/vis plate reader for
analysis, the additional number of experiments could easily be
accommodated.

Another issue which should be addressed systematically is
formulation physical stability in the solid state, which is typically
one of the most significant challenges for solid dispersions. Once
initial screening has been done, selected formulations can be re-
prepared in the screening format and subjected to accelerated
stability testing, e.g. by exposing microtiter plates contain-
ing the formulations to elevated temperature and humidity
conditions, before repeating dissolution testing. Alternatively,
stability of *hit’ formulations may be addressed in a more con-
ventional way using samples subsequently prepared by melt
extrusion.

In the present study, we have not made any effort to determine
the frequency of ‘false negatives’ produced by the screening
method. A false negative in this context is a formulation which
performs well when produced by a manufacturing process such
as melt extrusion or spray drying, but does not show up as a
“hit” in screening. This issue should be systematically studied
by selecting multiple formulations which performed poorly in
screening, and scaling them up by melt extrusion to determine
whether a significant number of good formulations were missed
by the screening technique. An alternative approach to searching
for false negatives is to select formulations which are already
known to be successful when prepared by melt extrusion or
spray drying, and prepare and test them using the screening
methodology.

Finally, there is considerable room for modifying in vitro test-
ing conditions for improved ixn vivo correlation. However, this
issue is not specific to the screening methodology described
in this paper, and is a general one for formulation of low-
solubility compounds. The goal of improved IVIVC is being
actively pursued by many researchers, using approaches such
as the development and use of bio-relevant dissolution media

(Dressman and Reppas, 2000, Nicolaides et al., 1999, 2001),
and the combination of dissolution/precipitation and permeabil-
ity testing in a single experiment (Corti et al., 2006; Wexler et
al., 2005). The issues of improved IVIVC on the one hand, and
miniaturization and automation on the other hand, are indepen-
dent to a significant extent, and it would be valuable to ultimately
combine the best practices of both approaches in a single assay
format.

5. Conclusions

We have developed an efficient method for screening solid
dispersion formulations of Class 2 compounds by solvent cast-
ing and dissolution testing. The method uses miniaturization,
parallel processing, and automation to increase the efficiency,
throughput, and scope of the initial screening stages of formu-
lation development, and appears to be particularly useful for
screening of ternary and higher-order systems (compound plus
two or more excipients). The potential value of the method was
evaluated by systematically studying all binary and ternary for-
mulations of a development-stage compound with six polymers
and eight surfactants. Some of the *hits’ identified by the screen-
ing method appeared to derive their improved performance
primarily from the high solubilizing power of the surfactant,
while others clearly involved strong synergistic interactions
between the polymer, surfactant, and compound. Selected for-
mulations were scaled up using melt methods, and evaluated
through in vitro dissolution testing and in vive determination
of bioavailability in rats. The screening method was quite suc-
cessful in identifying formulations which significantly enhanced
dissolution and bioavailability. Bioavailability in rats ranged
from 10 to 23% for the solid dispersion formulations identi-
fied by the screening method, versus 0.5% for unformulated
{crystalline) compound.

Although the methodology clearly requires further evalua-
tion and development, the data presented here therefore suggest
that this screening method is potentially quite useful as a *front
end’ for traditional formulation development—i.e. a method for
rapidly surveying large numbers of excipients and their combi-
nations and selecting promising formulations for more intensive
study with traditional techniques.
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