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RESUMO

O Programa Farmacia Popular do Brasil foi desenvolvido pelo Ministério da Saude com o
intuito de ampliar o acesso da populagdo a medicamentos considerados basicos e essenciais €
atualmente distribui gratuitamente medicamentos, preferencialmente genéricos, para o
tratamento da hipertensdo arterial. Dentre eles encontra-se a losartana, membro da classe dos
antagonistas dos receptores de angiotensina II. Porém, diversos estudos publicados
demonstraram a superioridade de outros representantes desta classe sobre a losartana,
especialmente a candesartana cilexetila, um pro-farmaco. Para propor a inser¢do da
candesartana cilexetila no Programa, contribuir para o registro de novos medicamentos
genéricos do pro-farmaco e avaliar a sua solubilidade em condic¢des fisioldgicas, visto que
dados da literatura a este respeito sdo controversos, o presente trabalho visa avaliar a
solubilidade e permeabilidade da candesartana cilexetila, bem como, sua dissolugdo a partir de
produtos sob a forma farmacéutica comprimidos, comparando os resultados experimentais com
as informagoes obtidas da literatura e da Quimica Quantica para subsidiar sua classificagao de
acordo com o Sistema de Classificagao Biofarmacéutica. Para tal foi desenvolvido e validado
um método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia empregando coluna C18 (50 x 4,6
mm d.i., 5,0 um), fase mdével composta por acetonitrila e dgua acidificada com acido acético
0,1 % (60:40 v/v), vazao de 1,2 mL/min e detector de fluorescéncia. O método demonstrou ser
seletivo, linear nas faixas de 0,4-1,4 pg/mL (pH 1,2), 0,5-1,8 pg/mL (pH 6,8) e 1,0-25,0 pg/mL
(pH 6,8 com polissorbato 20), preciso, exato e robusto quando mantidas as condic¢des
cromatograficas demonstrando assim ser adequado para a quantificacdo do pro-farmaco nos
testes de solubilidade e dissolucdo. A solubilidade em equilibrio da candesartana cilexetila foi
avaliada em meios tamponados no intervalo de pH entre 1,2 e 6,8 sendo de 0,42 pg/mL no meio
pH 1,2 e 0,66 pg/mL no meio pH 6,8. A razdo entre a maior dose terapéutica e a solubilidade
proporcionaram os valores 76.190,48 mL e 48.484,85 mL, que apontaram a candesartana
cilexetila como de baixa solubilidade. Os resultados da Quimica Quantica demonstraram que
dois grupos principais estdo envolvidos na solvatacio da candesartana cilexetila, o
benzimidazol e o tetrazol-bifenil. A biodisponibilidade absoluta de 14 % relatada na literatura
para o farmaco permite classificar a candesartana cilexetila como de baixa permeabilidade.
Desta forma podendo inferir que o pro-farmaco pertence a classe IV do Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica, o que inviabiliza a possibilidade de bioisencdo de novos
produtos. No mercado nacional sdo encontrados 15 medicamentos contendo candesartana

cilexetila na dose de 16 mg, a maioria dos produtos possui o excipiente polietilenoglicol que



conhecidamente apresenta efeito inibidor sobre a glicoproteina-P, podendo deste modo
interferir na sua absorc¢do, por competir com o sitio de ligagdo desta proteina de membrana.
Destes 15 medicamentos, dois (referéncia e genérico) foram selecionados e comparados quanto
aos perfis de dissolugdo, que demonstraram ser estatisticamente diferentes, p < 0,05. Quanto ao
Programa Farmacia Popular do Brasil, foi realizado um levantamento bibliografico a respeito
do seu histdrico e critérios utilizados para a inclusdo de produtos no elenco de medicamentos
distribuidos e espera-se com estes dados contribuir para a sua ampliagdo ou avaliagao da

possibilidade ou ndo de inserir a candesartana cilexetila neste elenco.

Palavras-chave: candesartana cilexetila, Programa Farméacia Popular do Brasil, Sistema de

Classificacdo Biofarmacéutica, solubilidade em equilibrio, permeabilidade.



ABSTRACT

The Popular Pharmacy Program in Brazil was developed by the Brazilian Ministry of Health
with the aim of increasing the population's access to basic and essential medicines. Currently it
distributes drugs free of charge, preferably generics, for the treatment of arterial hypertension.
Among them is losartan, a member of the class of angiotensin II receptor antagonists. However,
several studies demonstrated the superiority of other representatives of this class over losartan,
especially candesartan cilexetil, a prodrug. In order to propose the insertion of candesartan
cilexetil in the Program, to contribute to the registration of new generic drugs of the prodrug
and to evaluate its solubility under physiological conditions, since literature data on this topic
is controversial, the present work aims to evaluate the solubility and permeability of candesartan
cilexetil, as well as its dissolution from tablets, comparing the experimental results with the
information obtained from literature and Quantum Chemistry to subsidize its classification
according to the Biopharmaceutical Classification System. For this a high performance liquid
chromatography method was developed and validated using a C18 column (50 x 4.6 mm 1i.d.,
5.0 um), mobile phase composed of acetonitrile and water acidified with 0.1 % acetic acid
(60:40 v/v), flow rate of 1.2 mL/min and fluorescence detector. The method has demonstrated
to be selective, linear at the range of 0.4-1.4 ug/mL (pH 1.2), 0.5-1.8 pg/mL (pH 6.8) and 1.0-
25.0 ug/mL (pH 6.8 with polysorbate 20), precise, accurate and robust when maintained under
the chromatographic conditions thus demonstrating to be suitable for the quantification of the
prodrug in the solubility and dissolution tests. The equilibrium solubility of candesartan
cilexetil was evaluated in buffered media in the pH range between 1.2 and 6.8, being 0.42
pg/mL in pH 1.2 and 0.66 ug/mL in pH 6.8. The ratio between the highest therapeutic dose and
the solubility provided the values of 76,190.48 mL and 48,484.85 mL, which indicated the
candesartan cilexetil has low solubility. The results of Quantum Chemistry demonstrated that
two are the main groups involved in the solvation of candesartan cilexetil, benzimidazole and
tetrazol-biphenyl. The absolute bioavailability of 14 % reported in the literature for the drug
allows to classify candesartan cilexetil as low permeability. Thus, it can be inferred that the
prodrug belongs to class IV of the Biopharmaceutical Classification System, which makes the
possibility of biowaiver of new products unfeasible. In the national market 15 drugs containing
candesartan cilexetil in the dose of 16 mg are found, most of the products have the excipient
polyethyleneglycol, which is known to have an inhibitory effect on the P-glycoprotein, thus
being able to interfere with the prodrug absorption by competition for the site of ligation of this

membrane protein. Of these 15 drugs, two (reference and generic) were selected and compared



for the dissolution profiles, which show to be statistically different, p <0.05. As for the Popular
Pharmacy Program in Brazil, a bibliographic survey was carried out regarding its history and
criteria used for the inclusion of products in the list of distributed drugs and it is expected that
these data contribute to its expansion or evaluation of the possibility or not of inserting the

candesartan cilexetil in this list.

Keywords: candesartan cilexetil, Popular Pharmacy Program in Brazil, Biopharmaceutical

Classification System, equilibrium solubility, permeability.
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1 INTRODUCAO

O Programa Farmaécia Popular do Brasil (PFPB) foi implantado em 2004 e possui como
objetivo ampliar o acesso da populagdo a medicamentos considerados basicos e essenciais. Os
medicamentos sdo adquiridos mediante o ressarcimento de seus custos de producdo ou
aquisicado, distribuicdo e dispensagdo, o que torna o produto mais acessivel para o cidadao
(BRASIL, 2004).

Em 2011, observando a gravidade da hipertensao arterial, devido a suas complicagdes,
alta frequéncia de internagio e o elevado custo gerado para o Sistema Unico de Satde (SUS),
o PFPB comegou a distribuir gratuitamente medicamentos para a terapéutica anti-hipertensiva
(BRASIL, 2011a; REVISTA HIPERTENSAO 2010; WHO, 2013).

Dentre os anti-hipertensivos distribuidos pelo PFPB esta a losartana potassica, o
primeiro farmaco desenvolvido da classe dos antagonistas dos receptores de angiotensina II
(ARA 1I). Hoje esta classe conta com outros representantes como valsartana, irbersartana,
eprosartana, telmisartana, olmesartana medoxomila e candesartana cilexetila. Dentre eles a
candesartana cilexetila, um pro-farmaco, se destaca por conferir longa duracdo a atividade
bioldgica in vivo, devido a lenta dissociacdo do complexo formado por ela junto ao receptor
AT1 da Angiotensina II, sendo também eficaz na prevencao de doengas renais e do acidente
vascular cerebral, duas complicacdes comuns geradas pela hipertensdo arterial (BRASIL,
2016a; BRUNTON et al., 2008; GRADMAN, 2002; NISHIKAWA et al., 1997). Porém, um
fator que pode limitar sua inclusdo no PFPB ¢ seu alto custo, que varia de R$ 89,22 (genérico)
a RS 150,99 (referéncia) para uma caixa contendo 30 comprimidos de 16 mg de candesartana
cilexetila (CMED, 2016).

Neste contexto, a avaliacdo da possibilidade de bioisencdo, ou seja, a isen¢do dos
estudos de bioequivaléncia para o registro de novos medicamentos genéricos, sem o custo
relativo aos estudos in vivo, neste trabalho, possui um papel importante. Adicionalmente, as
informacdes geradas poderdo contribuir para uma discussdo segura junto as agencias
regulatorias, quanto a possibilidade ou ndo de bioisencdo. Para subsidiar esta decisdo
normalmente sdo compiladas informagdes sobre: uma possivel influéncia dos excipientes
empregados nas formulacdes de formas farmacéuticas s6lidas de liberagao imediata (FFSOLI);
as caracteristicas quimicas que interferem na biodisponibilidade e absor¢ao do farmaco in vivo,
principalmente a solubilidade e permeabilidade; bem como, a estabilidade do farmaco nos

liquidos bioldgicos e, ainda, o seu comportamento farmacocinético, principalmente se existe
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uma relago linear entre a dose e as concentragdes sanguineas (ARAUJO et al, 2010; BRASIL,
2011b, 2014b; EMA, 2010; FDA, 2015; FIP, 2012; HEALTH CANADA, 2014; WHO, 2015).

Um dos critérios para a bioisengdo, que vem sendo incluso nos guias das principais
agéncias regulatorias ¢ o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB). O SCB foi proposto
por Amidon e colaboradores (1995) e classifica os farmacos de acordo com suas caracteristicas
de solubilidade e permeabilidade. Estas propriedades associadas a velocidade de dissolugdo a
partir de formas farmacéuticas solidas orais de liberacao imediata influenciam a velocidade e a
extensdo da absorc¢ao do farmaco e, consequentemente sua biodisponibilidade e eficacia clinica
(BONAMICI, 2009; BRASIL, 2011b; EMA, 2010; FDA, 2015; HEALTH CANADA, 2014;
PURANIK et al., 2011; WHO, 2015).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho consistiu em avaliar a solubilidade,
dissolugdo e permeabilidade da candesartana cilexetila, de acordo com as recomendagdes das
agéncias regulatérias, para a elucidacao de sua classificagdo segundo o SCB; além de trazer
informagdes sobre o Programa Farmacia Popular do Brasil incluindo os critérios empregados
pelo Ministério da Satde na selecdo de medicamentos neste programa. Os dados experimentais
foram avaliados juntamente as informagdes obtidas da literatura e da Quimica Quantica, uma
ciéncia que utiliza modelos computacionais para auxiliar o entendimento dos fendomenos
quimicos (LEAL et al., 2010), com o intuito de subsidiar uma discussdo sobre a possibilidade

ou nao de bioisen¢do para novos produtos contendo este pro-farmaco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a solubilidade, dissolucdo e permeabilidade da candesartana cilexetila
comparando métodos indicados pelas agéncias regulatdrias, Quimica Quantica e dados da
literatura visando contribuir com a elucidagao de sua classificagao segundo o SCB, além de
subsidiar a discussao sobre a possibilidade ou ndo de sua bioisencao e inclusao no Programa

Farmaécia Popular do Brasil.

2.2 Objetivos especificos

e Conhecer e divulgar o historico e os critérios utilizados pelo Ministério da Satde para
inclusdo de produtos no Programa Farmacia Popular do Brasil.

e Buscar na literatura dados sobre a permeabilidade da candesartana cilexetila e discutir
estes dados.

e Desenvolver e validar método analitico para a quantificacdo da candesartana cilexetila
nos testes de solubilidade e dissolugao.

e Realizar estudos de solubilidade em equilibrio da candesartana cilexetila utilizando o
método de agitagcdo orbital em frascos (shake-flask) e também o método de dissolugao
intrinseca em trés meios tamponados, pH 1,2, 4,5 ¢ 6,8.

e Discutir os dados experimentais de solubilidade confrontando-os com os dados tedricos
de Quimica Quantica.

e [evantar os dados sobre quais medicamentos com o insumo farmacologicamente ativo
candesartana cilexetila estdo disponiveis no mercado brasileiro e quais 0s seus
excipientes.

e Realizar o estudo do perfil de dissolucdo de FFSOLI contendo candesartana cilexetila.

e C(lassificar o farmaco segundo o SCB e assim subsidiar discussdes sobre a decisdao
segura em relagdo a bioisengao.

e Contribuir para avaliagdo da possibilidade de inser¢ao da candesartana cilexetila no

Programa Farmécia Popular do Brasil.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Programa Farmacia Popular do Brasil

O PFPB tem como objetivo assegurar o acesso aos medicamentos basicos e essenciais
da populagdo assistida pela rede privada, de forma a universalizar o seu acesso e diminuir o
impacto que estes gastos ocasionam no or¢amento familiar, assim como minimizar as despesas
de internacdo no SUS em decorréncia do abandono ao tratamento (BRASIL, 2014a; SILVA
FILHO, 2010). Este programa foi instituido por meio da Lei n® 10.858, de 13 de abril de 2004,
e regulamentado pelo Decreto n° 5.090, de 20 de maio de 2004. Segundo esta Lei, a Fundacao
Oswaldo Cruz (Fiocruz) fica autorizada a disponibilizar os medicamentos, que estdo contidos
em uma relacdo estabelecida para o referido programa, mediante somente o ressarcimento
correspondente aos custos de producdo ou aquisicdo, distribui¢do e dispensacdo (BRASIL,
2004a).

A selecdo dos medicamentos e correlatos ¢ realizada pelo Ministério da Saude e as
outras etapas como aquisi¢do, estocagem, comercializa¢do e dispensacdo sdo realizadas pela
Fiocruz. Durante aquisi¢do dos medicamentos ha a preferéncia por laboratdrios farmacéuticos
publicos e por medicamentos prioritariamente genéricos, sempre que disponiveis no mercado
(BRASIL, 2004b, 2014a).

O Programa se divide em duas modalidades, a “Rede Propria” constituida pelas
Farmacias Populares e o “Aqui Tem Farmacia Popular” constituido em parceria com drogarias
e farmacias privadas. Em ambas o Ministério da Satde custeia uma parte do valor do
medicamento e o cidaddo a outra parte, ou seja, o Programa funciona em esquema de
copagamento (BRASIL, 2016a).

Em 2011, o PFPB passou a distribuir anti-hipertensivos de forma gratuita a populagao,
sendo eles: captopril e maleato de enalapril (inibidores da enzima conversora de angiotensina),
cloridrato de propranolol e atenolol (B-bloqueadores), hidroclorotiazida (diurético) e a losartana
potassica (ARA 1II) (BRASIL, 2011a, 2016a). A lista completa dos medicamentos
disponibilizados no programa pode ser encontrada no site do Ministério da Saude (BRASIL,

2016b).
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3.2 Medicamentos genéricos

Os medicamentos genéricos sdo medicamentos similares aos de referéncia. Sao
produzidos com comprovada eficacia, seguranga e qualidade apos a expiragdo ou renuncia da
patente do medicamento de referéncia ou do inovador (BRASIL, 1999). Possuem como
principal vantagem um menor custo ao paciente, ja que seu valor deve ser no minimo 35 %
menor que do medicamento de referéncia correspondente, além de incentivarem a reducao do
prego deste, pois se tornam seus concorrentes (CMED, 2004).

Para a concessdo do registro de medicamentos genéricos os critérios presentes na RDC
n° 60 de 2014 devem ser seguidos. Dentre os requisitos especificos estdo a comprovacdo da
equivaléncia farmacéutica e da similaridade entre os perfis de dissolu¢do, bem como os estudos
de bioequivaléncia (BRASIL, 2014).

A equivaléncia farmacéutica ¢ a constatacdo de que dois medicamentos possuem
resultados equivalentes em testes realizados in vitro, especificados na monografia individual
descrita na Farmacopeia Brasileira ou na auséncia de monografia na Farmacopeia Brasileira em
outros compéndios oficiais ou ainda em normas/regulamentos aprovados pela Anvisa
(BRASIL, 2010a; 2010b).

Ja nos estudos de bioequivaléncia realizados in vivo, ou seja, em seres humanos, sao
realizadas comparagdes de parametros farmacocinéticos relacionados a velocidade e extensao
de absorcdo dos dois medicamentos, referéncia e teste, administrados por via extravascular
(BRASIL, 2002, 2014b).

A comprovacdo da equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos (referéncia e
genérico ou referéncia e similar) associada a bioequivaléncia destas formulagdes, asseguram a
equivaléncia terapéutica entres eles e permitem a intercambialidade destes produtos, pois
assume-se que irdo apresentar o mesmo comportamento no organismo (BRASIL, 2010b;
STORPIRTIS et al., 2004). No entanto, o que assegura a qualidade dos lotes fabricados
subsequentes ao biolote (lote que foi submetido aos estudos de equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia), sdo as boas praticas de fabricacdo, o controle da qualidade e a

farmacovigilancia (BEDOR, 2014; STORPIRTIS et al., 2004).
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3.3 Bioisencao

Existe a possibilidade dos estudos de bioequivaléncia, realizados in vivo, necessarios ao
registro de medicamentos genéricos, serem substituidos por estudos adequados in vitro. Esta
substitui¢do ou isen¢do do ensaio in vivo é chamada bioisengdo (ARAUJO et al., 2010).

Em 2011, foi publicado o Guia para a isengdo e substituigdo dos testes de
bioequivaléncia, por meio da RDC n°® 37 da Anvisa (BRASIL, 2011b). Segundo este, a
bioisen¢do pode ser baseada:

e Em razao da forma farmacéutica, para farmacos veiculados em solu¢des aquosas
(parenterais, orais, otologicas, oftdlmicas e inalatorias), solugdes oleosas parenterais,
gases ¢ medicamentos de acdo local (topica e gastrointestinal);

e Para as demais dosagens, ou seja, para farmacos veiculados em formas farmacéuticas
de liberacdo imediata e retardada ou prolongada com formula¢des proporcionais
produzidos pelo mesmo fabricante;

e No Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), para fairmacos da classe I,
veiculados em formas farmacéuticas orais de liberacao imediata, formuladas com

excipientes que nao impactem na biodisponibilidade.

3.4 Sistema de Classificacao Biofarmacéutica

Em 1995, Amidon e colaboradores propuseram o Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica, que classifica os farmacos a partir de seus dados de solubilidade e

permeabilidade in vitro em quatro classes:

. I: farmacos de altas solubilidade e permeabilidade;
. II: farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade;
o III: farmacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade;

o IV: farmacos de baixas solubilidade e permeabilidade.

Os farmacos pertencentes a todas as classes podem ter sua absorc¢ao limitada devido a
diferentes fatores. Para a classe I, o fator limitante ¢ a dissolucdo ou, se esta for muito rapida, o
tempo de esvaziamento gastrico. Para a classe II o fator ¢ a dissolugdo in vivo. Ja para a classe

III devido a baixa permeabilidade, a absor¢ao ¢ limitada por este fator. Os integrantes da classe
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IV apresentam problemas significativos para serem administrados por via oral (AMIDON et
al.,1995).

Esta aplicagdo de dados in vitro para previsao do comportamento in vivo se baseia no
conhecimento de que a solubilidade e a permeabilidade, em conjunto com a velocidade de
dissolu¢do, influenciam a extensao e a velocidade da absor¢do, ou seja, a biodisponibilidade do
farmaco a partir das FFSOLI. Portanto, para que o fairmaco seja absorvido, ele precisa ser
solubilizado e permear as membranas celulares do trato gastrointestinal (AMIDON et al., 1995;
FDA, 2015).

Diversas agéncias regulatorias como, Food and Drug Administration (FDA), European
Medicines Agency (EMA), Health Canada e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), bem como a World Health Organization (WHO), aderiram ao processo de avaliagdo
da possibilidade de bioisentar novos produtos baseando-se inicialmente na classificagdo do
farmaco segundo o SCB. Os critérios avaliados e a forma de realizagdo dos experimentos
segundo estes orgdos reguladores estdo resumidos na Tabela 1 (BRASIL, 2011b; EMA, 2008;
FDA, 2015; HEALTH CANADA, 2014; WHO, 2015).

Tabela 1- Requisitos das agéncias reguladoras para a bioisengdo baseada no SCB

Requisitos Anvisa EMA FDA Health WHO
Canada
Classe I Telll Lelll Lelll Ielll
Répida” Répida ou Rapida para Répida ou Rapida ou
muito rapida™ classe I muito rapida  muito rapida
para classe I para classe I para classe I
Dissolugdo ) ) , ) , ) . ,
Muito rapida Muito rapida Muito rapida Muito rapida
para a classe para a classe para a classe para a classe
11 111 111 11
Volume de 900 900 ou menos 500 900 ou menos 900 ou menos
meio (mL)
Aparelhagem Cesta - 100 Cesta - 100 Cesta - 100 Cesta - 100 Cesta - 100
e agitacdo Pa-50 P4 -50 P4-500u75 P4-500u75 P4 -75
(rpm)

* Quando 85 % ou mais do farmaco dissolve-se em 30 minutos (BRASIL, 2010a).
™ Quando 85 % ou mais do farmaco dissolve-se em 15 minutos (BRASIL, 2010a).

Fonte: Adaptado de BELLAVINHA, 2012.

Além dos requisitos mencionados, para que o farmaco possa ser um candidato a

bioisencdo baseada no SCB outras propriedades importantes devem ser avaliadas, como a janela
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terapéutica, que ndo deve ser estreita; a linearidade da farmacocinética, para que realizando os
estudos com a maior dosagem, as demais possam ser bioisentas; a estabilidade nos meios
biorrelevantes utilizados para mimetizar as condi¢des fisiologicas; assim como a forma
farmacéutica que nao pode ser de liberagao modificada ou planejada para liberar o farmaco na

cavidade oral (BRASIL, 2011b; FIP, 2012).

3.5 Dissolucao

A absor¢ao de farmacos administrados por via oral em FFSOLI ¢ dependente de uma
sequéncia de etapas como a desintegracdo da forma farmacé€utica e, consequente liberagao do
farmaco, seguida da sua dissolugao nos liquidos biologicos e permeagdo através das células do
trato gastrointestinal. As duas primeiras etapas podem ser criticas no processo de absor¢do, por
isso os testes de dissolucdo in vitro podem ser uteis na previsao do comportamento in vivo
(FDA, 1997; SHARGEL; YU, 2016).

O teste de dissolugao avalia a quantidade de farmaco dissolvido no meio de dissolugcao
a partir da forma farmacéutica. O resultado ¢ expresso em porcentagem da quantidade declarada
no rétulo (BRASIL, 2010b).

A avaliacdao da quantidade cedida ao meio pode ser realizada com um ponto de coleta
ou varios pontos (perfil de dissolugao). O perfil de dissolugdo permite a construcao de uma
curva de porcentagem de farmaco dissolvido em funcdo do tempo. Possui aplicabilidade em
situacdes como no desenvolvimento de formulagdes, controle de qualidade lote-a-lote,
estabelecimento de correlagdes in vitro/in vivo além de, em conjunto com a solubilidade e a
permeabilidade, fazer parte dos requisitos a serem avaliados para a bioisencdo de formas
farmacéuticas solidas orais de liberacdo imediata (BRASIL, 2010b, 2011b; FDA 1997;
MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Para esta ultima aplicagdo, sao avaliados comparativamente os perfis de dissolugdao do
farmaco de interesse a partir dos medicamentos referéncia e teste, utilizando doze unidades de
cada um deles. As condi¢des experimentais indicadas sdo: aparato pa a 50 rpm ou cesto a 100
rpm, temperatura de 37,0 = 1,0 °C, meios de dissolugdo pH 1,2, 4,5 e 6,8 e volume de meio de
900 mL. Sao consideradas semelhantes as formulagdes que apresentam o resultado para o fator
de semelhanca (F2) entre 50 ¢ 100 ¢ o mesmo tipo de dissolugdo, sendo requerida para a

bioisen¢do no Brasil a dissolugao rapida (BRASIL, 2010a, 2011b).
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3.6 Solubilidade

A solubilidade ¢ definida como a quantidade maxima de soluto dissolvida em solugao
saturada a determinada temperatura, sendo expressa em termos de propor¢ao de soluto no
solvente (IUPAC, 2014; FELTRE, 2004). J4 a solubilidade em equilibrio (termodindmica) ¢
definida como a concentragdo de uma substancia em uma solugdo saturada quando ha excesso
de solido e este se encontra em equilibrio com a solugdo sendo obtida ap6s um periodo de tempo
normalmente longo (BOX et al., 2006).

A solubilidade ¢ um dos fatores que mais impactam na efetividade terapéutica dos
farmacos, pois influencia diretamente na dissolucdo a partir da forma farmacéutica e
consequentemente na biodisponibilidade e agdo terapéutica (GROSSJOHANN et al., 2012).

A solubilidade referida pelo SCB ¢ a solubilidade em equilibrio do firmaco determinada
em meios aquosos tamponados a 37,0 £ 1,0 °C. O intervalo de pH sugerido varia um pouco de
acordo com os 6rgaos regulatorios sendo 1,2 a 6,8 (BRASIL, 2011; HEALTH CANADA, 2014;
WHO, 2006) ¢ 1,0 a 6,8 (EMA, 2010; FDA, 2015). No minimo trés condi¢des de pH devem
ser testadas e as normalmente indicadas sdo pH 1,2, 4,5 ¢ 6,8. O FDA preconiza que além dos
meios com pH 1,0 e 6,8 outros devem ser testados, baseados nas caracteristicas de ionizagdo do
farmaco (pKa). O volume de meio a ser empregado deve ser de 250 mL, volume que provém da
quantidade padronizada de liquido ingerido em testes de bioequivaléncia (FDA, 2015).

O farmaco possui alta solubilidade quando a sua maior dose administrada oralmente em
uma formulagdo de liberagao imediata € solivel em 250 mL ou menos nos meios tamponados.
Ou seja, se a razdo entre a maior dose (mg) e a menor solubilidade encontrada na faixa de pH
analisada (mg/mL) for menor ou igual ao volume de 250 mL, o fAirmaco ¢ considerado de alta
solubilidade (FDA, 2015).

Dentre os métodos disponiveis para a avaliacdo experimental da solubilidade em
equilibrio de farmacos estdo a agitacao orbital em frasco (shake-flask), método indicado pelas
agéncias regulatorias e a dissolucdo intrinseca (BRASIL, 2011; EMA, 2010; FDA, 2015;
HEALTH CANADA, 2014; WHO, 2015).

O método da agitacao orbital em frasco ¢ realizado com uma quantidade em excesso do
farmaco, normalmente 10 %, que € acrescida a solucdes aquosas tamponadas com pH entre 1,2
e 6,8, de forma a obter uma solu¢do saturada, que deve ser agitada a velocidade constante (50
ou 150 rpm dependendo do volume de meio) e temperatura de 37,0 = 1,0 °C. Amostras da
solucdo sdo coletadas, separadas do sobrenadante, o que pode ser feito por meio de filtracao e

quantificadas em periodos determinados. O equilibrio ¢ alcancado quando duas amostras
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sucessivas apresentam a mesma concentragao (BRASIL, 2016¢; LACHMAN; LIEBERMAN;
KANIG, 2001; MONTEIRO, 2014). Vale ressaltar que ndo existe uma padronizacdo para a
realizag¢do dos ensaios de solubilidade em equilibrio, visto que o método ndo esta presente nas
Farmacopeias (BAKA; COMER; TAKACS-NOVAK, 2008; MONTEIRO, 2014). As
condi¢des descritas provém das recomendacgdes publicadas pela Anvisa na nota técnica n°® 003
de 2013 (BRASIL, 2013Db) e na consulta publica n° 139 que propde a inclusdo do capitulo na
Farmacopeia Brasileira: Método geral de determinagdo da solubilidade aplicada a bioisencgao
de acordo com o Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (BRASIL, 2016c). Sendo esta
ultima baseada no trabalho de padronizagdo do método de agitacdo orbital em frascos realizado
por Monteiro (2014).

A dissolucao intrinseca avalia a velocidade de dissolu¢do de uma substancia pura
compactada, em determinado meio, sob agitacdo e temperatura constantes, sendo expressa em
mg/min/cm?. E um ensaio util no entendimento da relagdo existente entre a dissolugio e a forma
cristalina da substancia, pois fatores intrinsecos como o polimorfismo, podem influenciar a
velocidade da dissolugdo intrinseca (VDI) de farmacos (UNITED KINGDOM, 2013; UNITED
STATES, 2015; YU et al., 2004).

Para a realiza¢do do ensaio duas aparelhagens podem ser utilizadas, disco fixo ou o
disco rotativo também conhecido como aparato de Wood, Figura 1. A matriz destas
aparelhagens possui uma cavidade de 0,1-1,0 cm de didmetro onde o p6 da substancia ¢
colocado e comprimido. Ap6s a compressdao os discos sdo inseridos no equipamento de

dissolucao (UNITED KINGDOM, 2013; UNITED STATES, 2015).

Figura 1- Esquemas das aparelhagens disco rotativo (A) e disco fixo (B)

(A) / (B) i puncao
@ Matriz

& T8/ Placade

Suporte Cuba de— _' superficie

Cuba de dissolucgio
dissolugdo Puncgéo

) Farmaco = .
Farmacp % Matriz comprimido Matriz
comprimido
% Placa de @ Suporte

superficie

Fonte: adaptado de UNITED STATES, 2015; ISSA; FERRAZ, 2011.
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Nos capitulos gerais da Farmacopeia Americana encontra-se descrito o teste de
dissolu¢do intrinseca aparente. Para a preparagao do compacto as condigdes exatas ndo estdo
indicadas, somente ha as sugestdes de que o tempo de compressao de 1 minuto e a pressao de
15 MPA sdo suficientes para a maioria dos compostos organicos, mas que outras condigdes
devem ser testadas (UNITED STATES, 2015).

Yu e colaboradores (2004) propuseram como limite de classificagdo da solubilidade
VDI de 0,1 mg/min/cm?, ou seja, farmacos com VDI acima deste valor sdo considerados de alta

solubilidade e, inferior a ele, de baixa solubilidade.

3.7 Permeabilidade

Para a avaliagdo da permeabilidade diversos métodos in vivo, in vitro € in silico estao
disponiveis (AULTON; TAYLOR, 2013).

Os métodos in vivo avaliam a permeabilidade de farmacos em animais assim como em
seres humanos, neste caso empregando dados da biodisponibilidade ou da perfusdo em um
segmento intestinal isolado por baldes (Loc-I-Gut) (AULTON; TAYLOR, 2013; BALIMANI;
CHONG, 2005).

Os métodos in vitro sao bem diversificados e podem ser baseados em tecidos de animais,
como por exemplo, segmentos intestinais e intestino invertido; em sistemas de lipideos
artificiais, como a membrana artificial paralela (PAMPA) e em modelos celulares, sendo as
células de adenocarcinoma de colon humano (Caco-2) as mais amplamente utilizadas na
avaliagio da permeabilidade de formacos (BALIMANI; CHONG, 2005; HAMALAINEN;
FROSTELL-KARLSSON, 2004).

J& a avaliacdo da permeabilidade por métodos in silico, ¢ realizada por modelos
computacionais levando em consideracdo as propriedades fisico-quimicas da molécula
(HAMALAINEN; FROSTELL-KARLSSON, 2004).

As agéncias reguladoras consideram como de alta permeabilidade, os farmacos que
possuem extensao de absor¢do > 85 % da dose administrada e recomendam como métodos para
sua determinacao a biodisponibilidade absoluta, o balango de massas e a perfusao intestinal em
seres humanos, assim como a perfusdo intestinal em animais e a permeabilidade em modelos
celulares (BRASIL, 2011b; EMA, 2010; FDA, 2015; HEALTH CANADA, 2014; WHO,
2015).
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3.8 Quimica Quantica

A Quimica Quantica surgiu da necessidade de teorias que explicassem o comportamento
de particulas pequenas, como os elétrons e nticleos de &tomos e moléculas, visto que as leis da
mecanica classica aplicadas ao movimento de objetos macroscopicos, ndo explicavam
adequadamente o comportamento microscopico. Entdo a partir do século XX, diversos
cientistas desenvolveram teorias que se complementaram e originaram a mecanica quantica,
que quando aplicada a fendmenos quimicos, ¢ denominada Quimica Quantica (BATHISTA e
SILVA, 2003; LEVINE, 2001).

A Quimica Quantica permite o entendimento de varios temas relacionados a quimica
como, estabilidade relativa de moléculas, mecanismos de reacdes quimicas, energia dos
orbitais, cargas eletronicas sobre os 4tomos, comprimento de ligagdo, energia de dissociagdo
dentre muitos outros que auxiliam na compreensao de resultados experimentais (BERBERAN
e SANTOS, 2015; LEAL, NETO, 2010; LEVINE, 2001).

Existem diversos programas computacionais que realizam calculos quimico quanticos
moleculares (LEVINE, 2001). Estes calculos sao realizados considerando as interagdes entre
os elétrons e o nucleo da molécula (PATRICK, 2013).

Os métodos quimico quanticos podem ser subdividos em duas categorias: ab initio €
semi-empirico. Os métodos ab initio sdo restritos a moléculas pequenas, por serem mais
precisos sdo mais caros € requerem maior tempo de anélise pelos computadores. Ja os métodos
semi-empiricos sdo aplicdveis a moléculas maiores, fornecem resultados mais rapidamente,
porém menos exatos (PATRICK, 2013).

A realizagao dos célculos quimico quanticos normalmente envolve a selegdo do método,
isto depende do tipo de céalculo desejado e do tamanho molecular; o desenho da estrutura
molecular em trés dimensdes (3D); a minimizagdo da energia para garantir que a estrutura
utilizada nos calculos seja a mais energeticamente estavel e o célculo propriamente dito das
propriedades moleculares desejadas (PATRICK, 2013).

Dentre os diversos descritores disponiveis em quimica quantica, dois utilizados como
indicadores da reatividade quimica das moléculas sdo os orbitais moleculares de fronteira:
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital - Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia)
e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital - Orbital Molecular Desocupado de Mais
Baixa Energia) e a funcdo de Fukui, que envolve a densidade eletronica da molécula na sua
regiio de valéncia (ARROIO, 2010; CISNEROS-GARCIA; NIETO-DELGADO;
RODRIGUEZ-ZAVALA, 2015; DUARTE, 2001; VESSECCHI et al., 2008).
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Os orbitais moleculares de fronteira sdo importantes pois trazem informagdes sobre o

carater elétron doador (HOMO) e o carater elétron aceitador (LUMO) de uma molécula

(ARROIO, 2010; HONORIO; SILVA, 2003). J4 as funcdes de Fukui (f +) e () descrevem

os locais de susceptibilidade a adicao nucleofilica e eletrofilica respectivamente (CISNEROS-

GARCIA; NIETO-DELGADO; RODRIGUEZ-ZAVALA, 2015).

3.9 Candesartana cilexetila

A candesartana ¢ um farmaco pertencente a classe dos antagonistas dos receptores tipo
1 (AT1) da angiotensina II. Foi desenvolvida por meio de um programa da Takeda Chemical
Industries Ltda para ser um antagonista ndo competitivo de longa duragdo do receptor ATI.
Porém, por possuir baixa biodisponibilidade ap6s a administracdo por via oral, foi sintetizado
o pro-farmaco candesartana cilexetila, na forma de éster (NISHIKAWA et al., 1997).

Esteres sdo formados pela reagio reversivel entre acido carboxilico e alcool, obtendo
também como produto a dgua. Geralmente os acidos sulfurico e cloridrico sdo utilizados como
catalisadores da reagdo. A ordem inversa desta reagdo ¢ a hidrdlise do éster (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012; SOLOMONS; FRYHLE, 2011). A esterificacdo ¢ normalmente
empregada como estratégia para melhorar a permeabilidade de farmacos (KERNS; DI, 2008).

O uso da candesartana cilexetila foi aprovado pelo FDA em 1998, sendo indicada para
o tratamento da hipertensdo e insuficiéncia cardiaca (ASTRAZENCA, 2014; FDA, 2002).
Encontra-se disponivel na forma de comprimidos nas doses de 4, 8, 16 ¢ 32 mg, além da
associagdo com a hidroclorotiaziada (12,5 mg) em comprimidos nas relagdes de 8 mg/12,5 mg
e 16 mg/12,5 mg. A dose inicial para o tratamento da hipertensdo ¢ de 8 mg e para insuficiéncia
cardiaca de 4 mg, ambas uma vez ao dia, podendo ser aumentadas para 32 mg, uma vez ao dia

(ASTRAZENECA, 2014; CMED, 2016).

3.9.1 Caracteristicas fisico-quimicas

A candesartana cilexetila, cujo nome quimico ¢ (1RS)-1-(ciclohexiloxicarboniloxi) etil-
2-etoxi-1-{[2'-(1H-tetrazol-5-il) bifenil-4-il]metil} 1 H-benzo[d] imidazol-7-carboxilato, possui
um centro quiral no grupamento éster, sendo assim, uma mistura racémica dos dois

enantiomeros. Possui massa molecular de 610,66 g/mol e férmula quimica C33H34N¢Os
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(HUSAIN et al.,, 2011; JAPAN, 2011). As formulas estruturais da candesartana e da

candesartana cilexetila estdo apresentadas na Figura 2.

Figura 2- Formulas estruturais da candesartana (A) e candesartana cilexetila (B)

(A)

Q

A candesartana cilexetila pode ser encontrada na forma de cristais brancos ou como p6
branco cristalino. A sua faixa de fusao ¢ de 160-175 °C (JAPAN, 2011; REDDY;
NAVANEETHA, 2015). E considerada um acido fraco e possui dois valores de pK, relatados:
5,3¢ 6,0 (CAGIGAL, et al., 2001; HOPPE; SZNITOWSKA, 2014; NISHIWAKA et al., 1997).

Quanto a solubilidade, a candesartana cilexetila ¢é altamente soluvel em
dimetilsulfoxido, solivel em acido acético, fracamente soliivel em metanol, ligeiramente
soliivel em etanol e praticamente insoltivel em agua (<0,05 pg/mL) (ASTRAZENECA, 2014;
JAPAN, 2011; NISHIKAWA et al., 1997).

A candesartana cilexetila possui polimorfos, ou seja, mais de uma forma cristalina com
arranjos moleculares ordenados. Inicialmente acreditava-se existir trés estruturas polimorficas:
a Forma I, utilizada no medicamento referéncia no Brasil, Atacand®, a Forma II e a forma
amorfa. Porém, com o passar do tempo, outros 31 polimorfos foram identificados
(ASTRAZENCA, 2015; ARDIANA; LESTARI; INDRAYANTO, 2012; STORPIRTIS et al.,
2009; VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001).

3.9.2 Mecanismo de acio

A agdo da candesartana se da pelo antagonismo da Angiotensina II. A angiotensina II ¢
um octapeptideo sintetizado via cascata renina, angiotensina e aldosterona, que ocasiona efeitos
hipertensores mediados por vasoconstricdo, secrecdo de aldosterona e reabsor¢do renal de
sodio. Possui dois receptores AT1 e AT2, sendo que o ultimo parece ndo exercer papel na

regulagao da homeostase cardiovascular (HUSSAIN et al., 2011; LARAGH et al.,1972).
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A candesartana se liga de forma seletiva, forte e ndo competitiva com o receptor AT1,
sendo dentre os fairmacos da mesma classe, a possuidora da maior poténcia de ligacdo. Em
comparagao com a losartana e seu metabolito ativo (EXP3174) a candesartana possui afinidade
superior pelo receptor, sendo 80 vezes maior que a losartana e 10 vezes maior que o EXP3174.
Além disso ¢ clinicamente mais efetiva na redugdo da pressdo sanguinea. A dissociacdo do
receptor ocorre de maneira lenta (¢, 120 min) garantindo efeito prolongado (CERNES;
MASHAVI; ZIMLICHMAN, 2011; GLEITER et al., 2004; LACOURCIERE; ASMAR, 1999;
MEREDITH; MURRAY; MCINNES, 2010; VIDT et al., 2001; ZHOU et al., 2009).

3.9.3 Farmacocinética

A farmacocinética da candesartana ¢ linear, ou seja, as concentragdes séricas aumentam
de forma proporcional ao aumento da dose administrada de candesartana cilexetila
(ASTRAZENECA, 2015; HUBNER, 1997).

A candesartana cilexetila é convertida completamente a sua forma ativa, a candesartana,
por meio de hidrdlise do éster durante a sua absor¢ao no trato gastrointestinal (KUBO et al.,
1993; VAN LIER; VAN HEININGEN; SUNZEL, 1997). A biodisponibilidade da candesartana
a partir da forma farmacéutica comprimido € de aproximadamente 14 % (SWEETMAN, 2009).
Apos sua absorc¢ao, a concentracdo maxima observada (Cmax) € alcangada apds um periodo de
4 horas (TTANDRAWINATA et al., 2013; HUBNER, 1997).

A candesartana apresenta forte ligagdo as proteinas plasmaticas (> 99 %) e possui
volume de distribuicdo de 0,13 L/Kg (ASTRAZENECA, 2014; SWEETMAN, 2009).

As moléculas que sofrem metabolizagdo, sdo transformadas na forma nao ativa, CV-
15959, pelo citocromo P450 isoenzima CYP2C9 (ASTRAZENECA, 2014; HUBNER, 1997).
A sua eliminagdo ocorre principalmente por excrecao biliar (67 %) e eliminacdo renal (33 %),
sendo o 7, de eliminacdo de aproximadamente 9 horas (BRUNTON et al., 2008).

O tempo necessario para observar o efeito anti-hipertensivo varia de 2 a 4 semanas

(CERNES et al., 2011).
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Foram encontrados trés estudos experimentais de solubilidade em equilibrio da

candesartana cilexetila em meios tamponados a 37,0 °C. Os resultados da solubilidade média

(n=3) em meios com diferentes valores de pH podem ser vistos na Tabela 2.

Tabela 2- Valores de solubilidade em equilibrio da candesartana cilexetila em meios tamponados

a37,0°C
pH Solubilidade Meio Equipamento Tempo Método de Fonte
(pg/mL) (h) quantificacio
1,2 37,21 HCl Banho com 24 uv™ Darwhekar, Jain e
agitacao Chouhan (2012)
1,2 0,23 HC1 0,1 mol/L N.I" 24 CLAE Hoppe ¢
Sznitowska (2014)
N.I 2,40 HCI10,1 N Agitador 48 uv Hassan et al. (2015)
mecanico
4,0 57,54 Tampao acetato Banho com 24 uv Darwhekar, Jain e
0,02 M agitacao Chouhan (2012)
4,5 0,51 Tampao fosfato N.I 24 CLAE Hoppe ¢
0,05 mol/L Sznitowska (2014)
4,5 2,61 Tampdo acetato Agitador 48 uv Hassan et al. (2015)
mecanico
6,0 112,57 Tampao fosfato Banho com 24 uv Darwhekar, Jain e
0,05 M agitacao Chouhan (2012)
6,5 1,30 Tampao fosfato N.I 24 CLAE Hoppe ¢
0,2 mol/L Sznitowska (2014)
6,5 3,93 Tampao fosfato Agitador 48 uv Hassan et al. (2015)
mecanico

* N.I: Ndo informado.

** UV: Espectrofotometria na regifio do ultravioleta.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.9.5 Classificacao Biofarmacéutica

A Classificagdo Biofarmacéutica da candesartana cilexetila e da candesartana foi

relatada por Darwhekar, Jain e Chouhan (2012). Os resultados de solubilidade encontrados para

candesartana cilexetila sdo apresentados na Tabela 2. J4 os valores de solubilidade para a

candesartana foram: 5,49 ug/mL no pH 1,2; 18,73 pg/mL no pH 4,4 € 36,15 ug/mL no pH 6,4.
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Adicionalmente, a determinagdo da permeabilidade foi realizada pelo método do
intestino invertido de rato e os coeficientes de permeabilidade aparente (Papp) encontrados para
a candesartana cilexetila e candesartana, foram respectivamente 11,986 x 10 cm/s e 9,854 x
10 cm/s (DARWHEKAR; JAIN; CHOUHAN, 2012).

Assim, os autores classificaram a candesartana cilexetila como de baixa solubilidade, ja
que, a maior dose disponivel (32 mg) ndo ¢ solivel em toda a faixa de pH de 1,0-7,5
(DARWHEKAR; JAIN; CHOUHAN, 2012).

Por outro lado, em relacdo a permeabilidade e considerando os limites de Papp entre
0,9-8,3 x 10 % cm/s como baixa permeabilidade e entre 11,4-100,3 x 10 ¢ cm/s como de alta
permeabilidade, a candesartana cilexetila foi classificada como de alta permeabilidade e a
candesartana como baixa permeabilidade, o que sugere que o pro-farmaco pertence a classe 11

e o farmaco a classe IV (DARWHEKAR; JAIN; CHOUHAN, 2012).

3.10 Analise térmica: termogravimetria, termogravimetria derivada, calorimetria

exploratoria diferencial e analise térmica diferencial

A analise térmica ¢ definida como “Um grupo de técnicas em que uma propriedade
fisica de uma substincia e/ou o seu produto de reagdo ¢ medida como uma fungdo da
temperatura, enquanto a substancia ¢ submetida a um programa de temperatura controlada”
(IUPAC, 2014).

Dentre as técnicas pertencentes a este grupo estdo: a termogravimetria (TG), a
termogravimetria derivada (DTG ou DrTGA), a andlise térmica diferencial (DTA) e a
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (ATTIA; SOUAYA; SOLIMAN, 2015;
IONASHIRO, 2004).

Na TG, a perda de massa da amostra € registrada em funcao da temperatura ou do tempo.
As curvas geradas apresentam diferengas de niveis que correspondem as variagdes de massa da
amostra. Ja na DTG, os desniveis s@o substituidos por picos que delimitam exatamente as areas
onde houve as variagdes de massa. Entdo, na DTG ¢ registrada ao invés da massa da amostra,
a derivada da variacao da massa em relagdao ao tempo (IONASHIRO, 2004). Ambas as técnicas
podem ser empregadas na avaliagdo do comportamento térmico, determinagdes de pureza, teor
de umidade e cinzas, temperaturas de ebuli¢cdo, sublimag¢do e decomposicao térmica (BRASIL,

2010b; OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).
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Na DTA e DSC ¢ empregada além da substancia de interesse um material termicamente
inerte, utilizado como referéncia, por ndo apresentar nenhuma mudanca de fase ao longo das
temperaturas do experimento. A diferenga entre as técnicas estd no parametro medido. No caso
da DTA ¢ medida a diferenca entre a temperatura do material de referéncia e da amostra em
funcdo da temperatura ou do tempo. J4 na DSC ¢ registrada a diferenga entre a energia fornecida
a substancia e ao material de referéncia em fungao da temperatura (HATAKEYAMA; QUINN,
1999; IONASHIRO, 2004).

Por meio destas técnicas pode-se acompanhar as alteragdes fisicas na amostra como as
mudancas de fase e as alteragdes quimicas como desidratagdo, decomposicdo, oxidacdo e
reducdo. A DSC especificamente permite a determinacdo da pureza, do ponto e da faixa de
fusdo assim como a identifica¢do de polimorfos e suas entalpias (BRASIL, 2010; IONASHIRO,
2004; OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

3.11 Difracao de raios-X

A difracdo de raios-X ¢ amplamente empregada na caracterizacdo de substancias e
identificacdo de polimorfos (ALBERS et al., 2002; SILVA; IHA, 2010).

Nesta técnica, ao se incidir um feixe de raios-X em um cristal, os raios interagem com
os elétrons presentes na molécula e se espalham, ou seja, sofrem difracdo, em um padrdo que ¢
caracteristico para cada estrutura cristalina de um sélido. O difratograma obtido ¢ composto por
varias reflexoes, identificadas pelo angulo (26), cada uma com sua intensidade (ALBERS et al.,

2002; STORPIRTIS et al., 2009).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

4.1.1 Substancia quimica de referéncia (SQR)

Candesartana cilexetila (SQR): USP; Lote: FOK 123; teor: 99,7 %.

4.1.2 Matérias-primas

Matéria-prima A (M.P.A): Candesartana cilexetila; Lote de fabrica¢dao: 20141101; Validade:
11/2016; Fabricante: Jiangxi Synergy Pharmaceutic/ China - Pharmanostra®.

Matéria-prima B (M.P.B): Candesartana cilexetila; Lote de fabricagdo: 20131201;
Validade:12/2015; Fabricante: Jiangxi Synergy Pharmaceutic/ China - Pharmanostra®.

4.1.3 Medicamentos

Referéncia: Atacand®; Apresentacio: embalagem com 30 comprimidos de 16 mg; Excipientes:
carmelose célcica, hiprolose, lactose monohidratada, estearato de magnésio, amido de milho,
macrogol e 6xido férrico marrom-avermelhado; Lote de fabricagdo: 41036; Validade: 10/2018;

Fabricante: AstraZeneca.

Genérico: Candesartana cilexetila; Apresentacdo: embalagem com 30 comprimidos de 16 mg;
Excipientes: lactose monoidratada, 6xido de ferro vermelho, didxido de titdnio, amido,

povidona, carragenina, croscarmelose sodica, estearato de magnésio; Validade: 01/2018.

4.1.4 Solventes e reagentes

Acetato de sodio triidratado grau analitico, Proquimios;
Acetonitrila grau HPLC, J.T. Baker;

Acido acético glacial grau analitico, Vetec;
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Acido cloridrico grau analitico, Proquimios;

Agua ultrapurificada;

Cloreto de sodio grau analitico, Neon;

Fosfato de potassio monobasico grau analitico, Neon;
Hidréxido de soédio grau analitico, Vetec;

Metanol grau HPLC, J.T. Baker;

Polissorbato 20 grau analitico, Synth.

4.1.5 Equipamentos

Balanga analitica Shimadzu - AUX 220;

Balanga analitica Shimadzu - AUX 220D;

Bomba de vacuo Marconi, modelo MA057/2;

Desintegrador Nova Etica modelo 301;

Detector de arranjos de fotodiodos 2996 da Waters;

Detector de fluorescéncia multi A 2475 da Waters;

Difratdmetro XRD -7000 (Shimadzu, Japan);

Dissolutor Vision® G2 Elite 8™ acoplado ao coletador automatico Vision® AutoPlus™ &
AutoFill™, munido com filtros de canula de 10 um de polietileno;

Durdmetro Nova Etica, 298 DGP;

Espectrometro no infravermelho com transformada de Fourier - Varian 640 IR;
Estufa FANEM- Modelo 315 SE;

Friabilometro Etica;

HPLC Waters Alliance 2695 Separations Module e Software Empower Pro;
HPLC Waters Alliance €2695 Separations Module e Software Empower Pro;
Incubadora Shaker - IKA® KS 4000i control;

Lavadora ultra-sonica Unique;

Paquimetro, Digimess;

pHmetro Hanna;

Sistema de purificacao de agua Millipore, Direct-Q3.
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4.1.6 Material

Baldes volumétricos;

Béqueres;

Coluna Luna® C18 (50 x 4,6 mm d.i.; 5,0 pm) da Phenomenex;

Coluna Sunfire® C18 (150 x 4,6 mm d.i.; 3,5 pm) da Waters;

Coluna XBridge® C18 (150 x 4,6 mm d.i.; 3,5 pm) da Waters;

Erlenmeyers;

Filtro de seringa Millex® HV (PVDF), 0,22 pm de poro, 25 mm de didmetro;
Filtro de seringa Millex® HV (PVDF), 0,45 um de poro, 33 mm de didmetro;
Membrana filtrante em nylon - 0,45 pm de poro, 47 mm de didmetro;

Papel de filtro quantitativo, 8 um de poro, 12,5 cm de didmetro;

Pipetas automaticas;

Ponteiras plasticas;

Pré-coluna C18 Waters (20 x 4,6 mm d.i.; 3,5 pm);

Seringas estéreis descartavesis;

Tubos de ensaio;

Vials ambar.

4.2 Métodos

4.2.1 Historico e critérios para a selecio de medicamentos do Programa Farmacia

Popular do Brasil

O historico e os critérios do Ministério da Saude para a sele¢do de medicamentos
disponibilizados pela Farmacia Popular do Brasil foram buscados na legislagdo brasileira, em
manuais do programa e na pagina do PFPB no site do Ministério da Satide, empregando como
palavras-chave: Farmacia Popular, historico, critérios e elenco de medicamentos (BRASIL,

2016b).
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4.2.2 Dados sobre a permeabilidade da candesartana cilexetila e da candesartana

Os dados sobre a permeabilidade do pro-farmaco e sua forma ativa foram pesquisados
em livros e artigos cientificos disponiveis nas bases de dados: Periddicos Capes, SciFinder e
PubMed no periodo de margo de 2015 a julho de 2016. Os descritores utilizados foram:
permeabilidade, candesartana, candesartana cilexetila, células Caco-2, biodisponibilidade,

biodisponibilidade absoluta, farmacocinética e Sistema de Classificagao Biofarmacéutica.

4.2.3. Caracterizacdo da substincia quimica de referéncia e das matérias-primas de

candesartana cilexetila e avaliacio da estrutura polimoérfica

4.2.3.1 Infravermelho com Transformada de Fourier: analises da substincia quimica de

referéncia e das matérias-primas de candesartana cilexetila

Os espectros de absor¢io no infravermelho foram obtidos na faixa de 4000 a 600 cm’!
em espectrometro no infravermelho com transformada de Fourier (modelo 630- IR, Varian)
com dispositivo de reflectancia total atenuada (modelo MIRacle, Pike Technologies) e

posteriormente analisados.

4.2.3.2 Analise térmica da substincia quimica de referéncia e das matérias-primas de

candesartana cilexetila

As técnicas de TG, DTG, DTA e DSC foram empregadas assim como a difragdo de
raios-X, para averiguar se todas as amostras de candesartana cilexetila possuiam a mesma
estrutura polimérfica. Visto que os polimorfos possuem propriedades fisicas e quimicas
distintas, como por exemplo a solubilidade, propriedade alvo dos estudos deste trabalho
(FLORENCE; ATTWOOD, 2011). Para tal, as amostras de candesartana cilexetila foram
enviadas para o Laboratorio de Anélise Térmica do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais.

As andlises de DSC foram realizadas no calorimetro de varredura diferencial DSC-60

da Shimadzu. As amostras foram acondicionadas em cadinhos de aluminio e aquecidas a uma
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razdo de 10 °C min™! a partir da temperatura ambiente até 300 °C, em atmosfera dinimica de
nitrogénio com vazao de gas de 50 mL/min. As curvas de DTG foram geradas a partir da
diferenciacgao eletronica dos dados obtidos nas analises de TG.

As andlises de TG e DTA foram realizadas simultaneamente no analisador térmico
DTG-60 da Shimadzu. As amostras também foram acondicionadas em cadinhos de alumina e
aquecidas a uma razdo de 10 °C min™! a partir da temperatura ambiente até 600 °C, em atmosfera

dinamica de nitrogénio com vazao de gas de 20 mL/min.

4.2.3.3 Difracio de raios-X da substiancia quimica de referéncia e das matérias-primas de

candesartana cilexetila

As amostras de candesartana cilexetila foram enviadas para o Laboratorio de
Fluorescéncia e Difracdo de Raios-X do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Minas Gerais. Os dados de difra¢do de raios-X foram coletados em um difratometro XRD-
7000 (Shimadzu) usando 40 kV e 30 mA, com um tubo de Cu Ko (A = 1.54056 A) equipado
com oOtica policapilar em geometria paralela munido de um monocromador de grafite, com
varredura em faixa angular de 5-50° (20) com incrementos de 0,01° (26) e constante de tempo
de 5s step—1. O porta amostra foi submetido a giro "spinning" de 30 rpm para minimizar efeitos

de rugosidade e reduzir qualquer eventual orientacao preferencial.

4.2.4 Desenvolvimento de método cromatografico para a quantificacio da candesartana

cilexetila nos meios biorrelevantes

Foram pesquisados em compéndios oficiais métodos cromatograficos existentes para a
separacao e quantificacdo da candesartana cilexetila.

A candesartana cilexetila ndo estd presente na Farmacopeia Brasileira, entdo outros
compéndios aceitos no Brasil foram pesquisados. A monografia do firmaco foi encontrada nas
Farmacopeias Japonesa, Britdnica e Americana.

Nas Farmacopeias citadas foram encontradas condi¢des cromatograficas similares,
variando somente nos tempos de mudanga das fases moveis empregadas na eluicao gradiente
apresentadas na Tabela 3 (JAPAN, 2011; UNITED KINGDON, 2013; UNITED STATES,
2015). As condigdes sdo:
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e Fase movel:
Fase movel A: acetonitrila, 4gua, acido acético (57:43:1, v/v/v);
Fase movel B: acetonitrila, agua, cido acético (90:10:1 v/v/v);

e Coluna: fase estacionaria: octadecilsilano ligado a silica (C18); tamanho: 150 x 3,9
mm; 4 pm;

e Volume de injecao: 10 pL;

e Fluxo: 0,8 mL/min;

e Deteccao: Ultravioleta em 254 nm;

e Temperatura: 25 °C. Somente informada pela Farmacopeia Japonesa.

Tabela 3- Elui¢des gradiente indicadas pelas Farmacopeias Japonesa, Americana e Britanica

Farmacopeia Tempo (min) Fase movel A (%)  Fase movel B (%)
Japonesa e 0 100 0
Americana 30 0 100

0-3 100 0
Britanica 3-33 100— 0 0—100
33-40 0 100

Fonte: adaptado de JAPAN, 2011; UNITED KINGDON, 2013; UNITED STATES, 2015.

Os testes iniciais foram realizados com a coluna Waters, Sunfire® C18 (150 x 4,6 mm;
3,5 um); pré-coluna Sunfire C18 (20 x 4,6 mm; 3,5 pm); detector DAD; volume de injecao 10
uL; 25 °C. A amostra da candesartana cilexetila foi preparada em acetonitrila na concentragao
de 500 pg/mL.

As fases moveis sugeridas pelas farmacopeias foram testadas isoladamente em corridas

1socraticas. Adaptacdes quanto a propor¢ao dos solventes e fluxo foram realizadas, sendo estas:

e Acetonitrila, agua acidificada com 4cido acético a 1 % (89:11 v/v), fluxo: 0,8
mL/min.
e Acetonitrila, agua acidificada com 4cido acético a 1 % (57:44 v/v), fluxo: 1,2

mL/min.

Posteriormente, as melhores condigdes analiticas testadas foram avaliadas com a

candesartana cilexetila nos meios biorrelevantes, cuja composi¢ao esta descrita na Tabela 4.
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Tabela 4- Composi¢do dos meios biorrelevantes: pH 1,2, 4,5 ¢ 6,8

Meios biorrelevantes Composicao

2,0 g de cloreto de sddio;
7,0 mL de acido cloridrico;
Agua q.s.p 1000 mL.
2,99 g de acetato de sodio triihidratado;
Tampao acetato - pH 4,5 14 mL de acido acético 2 M;
Agua q.s.p 1000 mL.
250 mL de solugdo de fosfato de potassio
monobasico 0,2 M;
112 mL de solugao de hidroxido de sodio 0,2 M;
Agua q.s.p 1000 mL.

Fluido géstrico simulado sem enzimas
(FGSSE) -pH 1,2

Tampao fosfato - pH 6,8

Fonte: Adaptado de UNITED STATES (2015).

4.2.5 Validacao do método cromatografico desenvolvido

A validag¢do do método cromatografico desenvolvido para a separagdo e quantificacdo
da candesartana cilexetila foi realizada de acordo com as recomendag¢des da Resolucao RE n°
899, de 29 de maio de 2003. Os parametros avaliados foram: seletividade, linearidade, precisdo,
exatiddo, robustez e limites de detec¢do e quantificagao.

Para cada dia da validagdo trés solugdes estoques foram preparadas e cada solucio
estoque (SE) originou uma curva analitica. As solugdes estoque para os meios pH 1,2 e 6,8
foram preparadas na concentragcdo de 40 pg/mL a partir da solubilizagdo de 2 mg de SQR em
baldo de 50 mL com metanol. O meio tamponado pH 4,5 ndo foi validado pelo fato da
candesartana cilexetila apresentar neste meio os menores valores de solubilidade, fato que sera
discutido posteriormente.

Por outro lado, e adicionalmente, o0 método também foi validado utilizando-se o meio
tamponado pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20, empregado na realizacdo do perfil de
dissolucdo. Para esta condicdo, duas solucdes estoque foram preparadas: a primeira na
concentragdo de 500 png/mL a partir da solubilizagao de 2,5 mg de SQR em baldo de 5 mL com
metanol e, a segunda, na concentragdo de 20 pg/mL a partir da diluicao da primeira.

Os meios tamponados foram preparados de acordo com a Tabela 4. Para o meio pH 6,8
com adi¢do de tensoativo, o polissorbato 20 foi pesado ao invés de medido devido a sua
viscosidade.

Os calculos e analises estatisticas foram realizados com o software Microsoft Excel®

2013.
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4.2.5.1 Seletividade

Para demonstrar a seletividade do método cromatografico desenvolvido foi avaliada a
capacidade de discriminagdo do sinal da candesartana cilexetila em presenca de produtos de
degradacao e compostos estruturalmente semelhantes. Também foram avaliados os sinais
correspondentes a fase movel, o diluente da SE (metanol), os meios biorrelevantes e os
excipientes empregados nas formulagdes de candesartana cilexetila.

Foram utilizados dois cromatografos da Waters acoplados a diferentes detectores. O
primeiro deles acoplado ao detector de fluorescéncia, foi utilizado para comprovar a nao
interferéncia na fluorescéncia dos excipientes presentes nas formulagdes de candesartana
cilexetila. O segundo cromatografo acoplado ao detector DAD foi utilizado em todas as outras
avaliagOes para demonstrar a pureza dos picos cromatograficos.

Para as analises foi preparada uma solu¢do estoque de candesartana cilexetila na
concentragdo de 8000 pg/mL em metanol a partir da dilui¢do de 16 mg de SQR em baldo de 2
mL. As amostras analisadas foram preparadas na concentragdo de 100 ug/mL pois,
concentragdes menores nao foram detectadas no teste piloto realizado previamente.

Para obter os produtos de degradacado e poder atestar que o método ¢ capaz de quantificar
o analito de interesse sem a interferéncia dos referidos produtos, foi realizada a degradacao
acida, alcalina e por calor seco da candesartana cilexetila nos meios tamponados, pH 1,2, 6,8 ¢
6,8 com 0,35 % de polissorbato 20 de acordo com as metodologias adaptadas de Golubovi¢ et
al. (2015) e Bhagwate, Gaikwad e Tarte (2013).

Na degradagao por calor seco, 50 uL da SE foram transferidos para um baldo de 2 mL
e completado com os meios: pH 1,2, 6,8 ¢ 6,8 com tensoativo. As amostras permaneceram na
estufa por 3 horas na temperatura de 70,0 + 2,0 °C para o meio pH 1,2 e 5 horas na temperatura
de 85,0 £2,0 °C para os meios pH 6,8 e 6,8 com tensoativo. Estas condi¢des foram estabelecidas
em uma avaliacao inicial.

Na degradagao acida uma aliquota de 100 pL da solucdo estoque foi acrescida de 900
nL dos meios biorrelevantes em tubo de ensaio, completando assim 1 mL. Logo em seguida, 1
mL da solu¢do de HCI 1 mol/L foi adicionada. As amostras foram deixadas na estufa por 3
horas na temperatura de 70,0 + 2,0 °C para o pH 1,2 e 5 horas na temperatura de 85,0 + 2,0 °C
para os meios pH 6,8 e 6,8 com tensoativo. Depois foram resfriadas e acrescidas de 1 mL de

NaOH 1 mol/L.
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A degradacdo alcalina foi realizada da mesma forma, porém com NaOH 1 mol/L e a
neutralizagdo foi feita com HCI 1 mol/L. Ao final do processo foi coletado 1 mL de cada
amostra, diluido com 1 mL de fase movel, filtrado e analisado por CLAE.

Para a comparacdo dos cromatogramas, a amostra com SQR foi preparada na
concentragdo de 100 pg/mL.

Como composto estruturalmente semelhante a candesartana cilexetila foi escolhida a
valsartana, farmaco também pertencente a classe dos ARA II (BRUNTON et al., 2008), devido
a sua disponibilidade em nosso laboratério. A solugdo de valsartana foi preparada na
concentragdo de 200 pg/mL a partir da dilui¢dao de 2 mg de matéria-prima em baldo de 10 mL
com metanol.

Ap0s a corrida analitica individual de cada amostra, 200 pL de cada vial foram coletados
e misturados com o objetivo de avaliar a pureza da candesartana cilexetila juntamente com
todos os produtos de degradagdo e o farmaco estruturalmente semelhante.

Na avaliagdo dos excipientes, quantidades médias de todos os excipientes encontrados
nas formulagdes de candesartana cilexetila comercializadas no Brasil, (item 5.9.1, Tabela 24)
excegdo a carragenina, foram pesados e posteriormente homogeneizados e pulverizados. Desta
mistura de pos, 2,5 mg foram retirados e transferidos para um baldo volumétrico de 5 mL com
metanol. O baldo permaneceu por 30 minutos em aparelho de ultrassom, depois o menisco foi
aferido e esta solugdo foi utilizada como SE para a preparacao das amostras. Para tal, 100 pL
da SE foram transferidos para baldao volumétrico de 2 mL e completados com o meio pH 6,8
com 0,35% de polissorbato 20. Posteriormente uma aliquota de 1 mL foi retirada e diluida com

I mL de fase movel, a amostra foi filtrada e analisada por CLAE.

4.2.5.2 Linearidade

A linearidade do método cromatografico foi avaliada a partir da construcao de curvas
analiticas com 5 concentragdes do pro-farmaco nos meios pH 1,2 e 6,8 e com 6 concentragdes
para a candesartana cilexetila no meio pH 6,8 com tensoativo.

Como no final, 1 mL do meio foi diluido com 1 mL de fase mével, as concentragdes
foram preparadas considerando esta diluicdo. Os dados referentes a construcdo das curvas sao

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5- Preparo das curvas analiticas dos meios tamponados pH 1,2, 6,8 € 6,8 com 0,35 %

de polissorbato 20
Meio tamponado  Aliquota da SE = Meio adicionado  Concentracdo  Concentracao final
(nL) q.s.p (mL) (ng/mL) apos diluicio com
fase movel (ng/mL)
40 2 0,8 0,4
50 2 1,0 0,5
pH 1.2 70 2 1,4 0,7
100 2 2,0 1,0
140 2 2,8 1,4
50 2 1,0 0,5
70 2 1,4 0,7
pH 6,8 100 2 2,0 1,0
140 2 2,4 1,4
180 2 3,6 1,8
200" 2 2,0 1,0
40 2 10,0 5,0
pH 6,8 com 0,35
de polissorbato 80 2 20,0 10,0
20
120 2 30,0 15,0
160 2 40,0 20,0
200 2 50,0 25,0

* Aliquota retirada da solugio estoque de concentragio 20 pg/mL.

4.2.5.3 Precisao

A precisdo foi avaliada nos meios pH 1,2, 6,8 € 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20 em
dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria.

A repetibilidade foi avaliada em trés niveis de concentracdo, baixa, média e alta com
trés réplicas de cada, totalizando 9 determinagdes.

A precisdo intermedidria foi avaliada da mesma forma que a repetibilidade, porém com
dois dias diferentes, totalizando 18 determinacgdes.

Para cada concentragao foi calculado o coeficiente de variagdo, também denominado

desvio padrao relativo (DPR), de acordo com a Equacao 1.
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) . ) Desvio padrao
Desvio padrao relativo = — — - x 100 (1)
Concentracdo média determinada

As concentragdes selecionadas para a avaliacdo da precisdo estdo na Tabela 6.

Tabela 6- Concentragdes da candesartana cilexetila nos meios tamponados pH 1,2, 6,8 ¢ 6,8
com 0,35 % de polissorbato 20 para a avalia¢do da precisdo

Meio tamponado Concentragio baixa Concentracio média  Concentracio alta
(pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
pH 1,2 0,4 0,7 1’4
pH 6,8 0,5 1.0 1.8
pH 6,8 com 0,35 % de
polissorbato 20 1,0 10,0 25,0
4.2.5.4 Exatidao

A exatiddo calculada de acordo com a Equacdo 2, foi avaliada nos meios pH 1,2, 6,8 ¢
6,8 com 0,35 % de polissorbato 20 em trés niveis de concentragdo: baixa, média e alta. Para
cada concentracao trés réplicas foram utilizadas, totalizando 9 determinacdes. As concentracdes

selecionadas foram as mesmas utilizadas para avaliar a precisdo, Tabela 6.

o Concentracdo média experimental
Exatidao = — — x 100 2)
Concentragdo tedrica

A RE 899 de 2003 nao apresenta os critérios de aceitabilidade para a exatidao por isso
foi adotado o intervalo entre 95,0-105,0 % onde os resultados devem estar compreendidos

(ERMER; MILLER, 2006; KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007; KUMAR et al., 2012).

4.2.5.5 Robustez

Para a avaliacdo da robustez, trés amostras foram preparadas de forma independente e
avaliadas de acordo com os cinco parametros descritos na Tabela 7. Para o meio pH 1,2, as

amostras foram preparadas na concentragdo de 1,0 pg/mL, para o meio pH 6,8 estas foram
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preparadas na concentracao de 1,4 pg/mL e para o meio pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20,
as amostras foram preparadas na concentracdo de 15,0 pg/mL.
O impacto que cada variagao dos parametros analiticos ocasionou nos resultados foi

avaliado por meio da exatidao.

Tabela 7- Parametros avaliados na robustez do método cromatografico desenvolvido para a
separacao e quantificagdo da candesartana cilexetila nos meios pH 1,2 ¢ 6,8

Parametro Nominal -1 Nominal Nominal + 1
Volume de injecdo (uL) 24 25 26
Temperatura (°C) 24 25 26
Fluxo (mL/min) 1,1 1,2 1,3
Proporg¢do de acetonitrila na fase mével (%) 59 60 61
Porcentagem de acido acético na fase movel (%) 0,09 0,10 0,11

4.2.5.6 Limites de detecciao e quantificacio

Os limites de quantificagdo e detecgao foram estimados por meio das equacdes 3 e 4. O
desvio padrao do intercepto e a inclinagdo da curva analitica foram calculados a partir de dados

de 3 curvas.

Desvio padrdo com intercepto com eixo Y x 10 3)

Limite de quantificacdo = — T
Inclinagdo da curva analitica

Desvio padrao do intercepto com o eixo Y X 3 4)

Limite de deteccdo =
Imite de deteccao Inclinagdo da curva de calibragio

4.2.6 Estudos de solubilidade da candesartana cilexetila matéria-prima

4.2.6.1 Agitacao orbital em frasco

Foram realizados dois estudos piloto, em duplicatas, a fim de determinar as melhores
condi¢des experimentais para a realizacdo do estudo de solubilidade em equilibrio da
candesartana cilexetila nos meios tamponados pH 1,2, 4,5 e 6,8. As condi¢des utilizadas nos

testes estdo na Tabela 8.
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Tabela 8- Condigdes experimentais dos testes piloto de solubilidade em equilibrio da
candesartana cilexetila realizado em duplicatas

Condicoes Primeiro Piloto Segundo Piloto
Massa 0,5 mg 0,5 mg
Meios biorrelevantes pH1,2,45¢6,8 pH1,2,4,5¢6,8
Volume 250 mL 250 mL
Temperatura 37°C 37°C
Agitacao 100 rpm 150 rpm
Volume coletado e 1 mL 1,5mL
reposto
Tempos de coleta 0,3,6,9,12,24,30,36,48, 0,3,6,9, 12,24, 30, 36, 48,
54,60 h 54,60 h

No primeiro piloto as amostras foram coletadas nos tempos descritos e diluidas com 1
mL da fase mdvel, acetonitrila e 4gua acidificada com acido acético 0,1 % (60:40 v/v), exceto
as amostras no pH 1,2 que foram diluidas com acetonitrila e d4gua acidificada com acido acético
0,01 % (60:40 v/v). Depois foram filtradas com filtro de seringa de 0,45 pm de poro e em
seguida quantificadas por CLAE.

No segundo piloto as amostras foram coletadas e filtradas, em seguida, 800 pL das
amostras foram diluidas com 800 pL da fase movel, refiltradas e quantificadas por CLAE.

Posteriormente a solubilidade em equilibrio da candesartana cilexetila foi avaliada em
triplicatas, nos meios pH 1,2 e 6,8. Optou-se por ndo prosseguir com os estudos no meio
tamponado pH 4,5, pois neste meio foram encontrados a maior discrepancia entre as replicatas
e os menores valores de solubilidade, fato que serd discutido posteriormente. As condi¢des
utilizadas estdo na Tabela 9 e o procedimento de coleta e filtragdao foi feito da mesma forma

relatada para o segundo piloto.

Tabela 9- Condigdes experimentais do teste de solubilidade em equilibrio da candesartana
cilexetila no realizado em triplicatas nos meios tamponados pH 1,2 e 6,8

Condic¢oes
Massa 1,0 mg
Meios biorrelevantes pH1,2e6,8
Volume 250 mL
Temperatura 37°C

Agitagdo 150 rpm

Volume coletado 1,5 mL
Tempos de coleta 0,1,2,3,7,10,22,28 ¢ 34 h (pH 1,2)

0,1,2,3,7,10,22,28, 34,46, 52 ¢ 58 h (pH 6,8)
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Em razdo da grande variagdo observada entre as replicatas, o ensaio para determinar a
solubilidade em equilibrio do pré-farmaco foi realizado novamente, porém com um tinico ponto
de coleta, selecionado de acordo com a estabilidade determinada experimentalmente em cada
meio, item 5.8. As condig¢des utilizadas estao na Tabela 10 e o procedimento de coleta e filtragao

foi feito da mesma forma relatada para o segundo piloto.

Tabela 10- Condigdes experimentais do teste final de solubilidade em equilibrio da
candesartana cilexetila nos meios tamponados pH 1,2 ¢ 6,8

Condic¢oes
Massa 1,0 mg
Meios biorrelevantes pH 1,2 ¢6,8
Volume 250 mL
Temperatura 37°C
Agitacdo 150 rpm
Volume coletado 1,5mL

Tempos de coleta 3 horas (pH 1,2) e 32 horas (pH 6,8)"
* Tempos selecionados de acordo com estabilidade avaliada experimentalmente, item 5.8.

4.2.6.2 Dissolucao Intrinseca

Trés ensaios de dissolucdo intrinseca da candesartana cilexetila foram realizados em
busca das melhores condi¢des experimentais. Para a formacdo do compacto, a matéria-prima
do farmaco foi colocada no disco rotativo e comprimida com auxilio de prensa hidraulica. As

condi¢des empregadas em cada teste encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11- Condigdes experimentais utilizadas nos ensaios de dissolugdo intrinseca da
candesartana cilexetila

Condigoes Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Meio tamponado pH1,2,4,5¢6,8 pH 1,2, 6,8 pH 1,2
Massa (mg) 300 300 100
Forga (tnf) 2 1 1
Tempo de compressao 2 min 15s 1 min
Volume de meio (mL) 900 500 500
Agitacao (rpm) 50 100 100
Temperatura (°C) 37 37 37
Volume coletado e 5 5 5
reposto (mL)
Duragéo (h) 22 4 (pH 1,2) 3
3,5 (pH 6,8)

Aparelhagem

Disco rotativo

Disco rotativo

Disco rotativo
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4.2.7 Analises eletronicas da candesartana cilexetila e candesartana

As estruturas eletronicas da candesartana cilexetila e da candesartana foram analisadas
a partir de modelos estruturais tridimensionais, utilizando o método de Mecanica Quantica
baseado na Teoria do Funcional da Densidade. Para isso foi empregado o funcional B3LYP com
o conjunto de bases gaussianas 6 - 31G (2d, 2p) implementado no pacote computacional de
Quimica Quantica ORCA (NEESE, 2012). As superficies dos orbitais de fronteira e de Fukui
foram geradas com o Gabedit (ALLOUCHE, 2010).

Como etapa inicial, todas as estruturas foram submetidas a um processo de minimizagao
de energia com método de mecanica molecular, que ¢ fundamentado na Mecanica Classica. Os
resultados desta metodologia, foram utilizados como estados de partida para se estimar as
estruturas com energias completamente minimizadas com os métodos de Mecanica Quantica.
A partir destes resultados, as propriedades quimicas foram analisadas avaliando-se a estrutura

eletrOnica das moléculas.

4.2.8 Estabilidade da candesartana cilexetila nos meios biorrelevantes pH 1,2 e 6,8

A estabilidade da candesartana cilexetila foi avaliada em triplicata nos meios pH 1,2
durante 34 horas e no pH 6,8 durante 58 horas a 37,0 = 1,0 °C. O pré-farmaco foi considerado

estavel durante o tempo de exposicdo no qual a porcentagem de perda nao foi superior a 5 %.

4.2.9 Avaliacao dos medicamentos contendo candesartana cilexetila

4.2.9.1 Medicamentos disponiveis e seus excipientes

A busca dos medicamentos que contém a candesartana cilexetila disponiveis no
mercado brasileiro foi realizada no site da Anvisa, mais especificamente na lista de precos de
medicamentos que a Camara de Regulacdo do Mercado de Medicamentos (CMED) atualiza
mensalmente (CMED, 2016).

Para a pesquisa dos excipientes, foram consultadas as bulas constantes no Bulario

Eletronico desenvolvido pela Anvisa (BRASIL, 2015).
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A maior dose disponivel na forma farmacéutica comprimidos ¢ de 32 mg, porém
somente um produto estd presente na lista da CMED (2016), por isso a avaliagao dos excipientes
foi realizada para a dose de 16 mg que possui 15 medicamentos.

A quantidade usual de cada excipiente para a forma farmac€utica comprimido de
liberagdo imediata foi consultada no banco de dados Inactive Ingredient Search for Approved
Drug Products que contém informagdes sobre as quantidades de excipientes presentes nos
medicamentos aprovados pelo FDA (2016a) assim como no livro Handbook of Pharmaceutical
Excipients onde a funcdo de cada excipiente foi também pesquisada (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

4.2.9.2 Caracterizacao geral dos medicamentos

Para a caracterizagdo geral dos medicamentos, dois produtos foram selecionados,
referéncia e genérico da candesartana cilexetila na dose de 16 mg. Estes produtos foram
avaliados quanto ao peso, dureza, didmetro, espessura, teor, friabilidade e desintegracdo de
acordo com os métodos gerais aplicados a medicamentos sugeridos na Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010b). Para o teor, adotou-se o intervalo especificado na Farmacopeia Japonesa

(JAPAN, 2011).

I. Determinacio do peso

Foram pesadas individualmente 20 unidades de cada medicamento, depois o peso médio
foi calculado.

Segundo a Farmacopeia Brasileira o limite de variagdo aceitavel para comprimidos nao
revestidos com o peso médio entre 80 e 250 mg ¢ de = 7,5 %, ndo sendo toleravel mais que
duas unidades fora deste limite assim como nenhuma unidade acima ou abaixo do dobro da

porcentagem relatada.

I1. Dureza, diametro e espessura

De cada produto selecionado, 10 unidades aleatdrias foram mensuradas quanto a

espessura € ao didmetro com auxilio de paquimetro, posteriormente estas unidades foram

submetidas ao teste de dureza. Para tal, cada unidade foi colocada individualmente no aparelho
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durdmetro e a pressao radial necessaria para a ruptura do comprimido foi medida em Newtons

(N).

III. Teor

Foram pesadas 4 unidades de cada produto e o peso médio determinado. Em seguida,
estas unidades foram pulverizadas e a quantidade do pulverizado equivalente a 2,5 mg do pro-
farmaco foi transferida para balao volumétrico de 5 mL e metanol foi acrescentado. O baldo
permaneceu em aparelho de ultrassom por 30 minutos. Depois o volume foi completado ¢ a
solugdo filtrada em papel de filtro de 8 um e posteriormente em filtro de seringa de 0,22 um.
Desta solucdo, na concentragdo tedrica de 500 pg/mL, foi retirada uma aliquota de 160 pL,
transferida para baldao volumétrico de 2 mL, que foi completado com o meio pH 6,8 com 0,35
% de polissorbato 20, devido a maior solubilidade da candesartana cilexetila neste meio. Em
seguida, uma aliquota de 1 mL foi retirada, diluida com 1 mL de fase mével, chegando na
concentragdo teorica de 20 pg/mL. A amostra foi filtrada em filtro de seringa de 0,45 pm e
quantificada utilizando o método cromatografico desenvolvido e validado. As andlises foram
realizadas em triplicata.

Segundo a Farmacopeia Japonesa, a Unica que possui monografia para a forma
farmacéutica comprimidos da candesartana cilexetila, os comprimidos devem conter entre 95,0

e 105,0 % da porcentagem declarada no rétulo (JAPAN, 2011).

IV. Friabilidade

Na avaliacdo da friabilidade dos comprimidos, ou seja, sua resisténcia a abrasdo, 20
unidades de cada produto foram pesadas e submetidas a 100 rotacdes em aparelho friabilometro.
Em seguida, a integridade dos comprimidos foi avaliada visualmente, os residuos de p6 foram
removidos e as unidades novamente pesadas. Os produtos cumprem o teste quando nenhuma
unidade apresenta no final do ensaio quebras, lascas ou rachaduras e a porcentagem de perda

ndo € superior a 1,5 % do peso inicial (BRASIL, 2010b).

V. Desintegracao

O ensaio foi realizado em aparelho desintegrador empregando como meio de imersao

agua a 37,0 °C. Foram testadas 6 unidades do medicamento referéncia e 12 unidades do
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medicamento genérico devido a necessidade de repetir o teste. Como critério geral de aceitacao
tém-se que todas as unidades devem estar completamente desintegradas dentro de 30 minutos

(BRASIL, 2010b).

4.2.9.3 Perfis de dissolucio

Foram avaliadas a cedéncia em fun¢ao do tempo de 12 unidades de cada medicamento,
referéncia e genérico, sob a forma farmacéutica comprimido, na dose de 16 mg de candesartana
cilexetila.

As condicdes experimentais empregadas estdo apresentadas na Tabela 12. O meio de
dissolugdo escolhido para a realizacdo do teste ¢ uma adaptagdo do meio tampao fosfato pH 6,5
com 0,35 % de polissorbato 20, recomendado pelo FDA (FDA, 2016b). Este foi previamente
desgaseificado por 30 minutos em aparelho de ultrassom. As amostras foram filtradas duas
vezes, a primeira durante a coleta pelo equipamento, empregando filtros de canulas de 10 pm e
a segunda utilizando filtro de seringa de 0,45 um apds a diluicdo com a fase moével. A

quantificagdo foi realizada utilizando o método cromatografico desenvolvido e validado.

Tabela 12- Condig¢des experimentais utilizadas na realizagdo do teste perfil de dissolugdo de
produtos possuindo com insumo farmacologicamente ativo a candesartana cilexetila na dose

de 16 mg
Condigoes
Meio de dissolugdo pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20
Volume de meio 900 mL
Volume coletado e reposto SmL
Temperatura 37°C
Aparato Pa
Tempos de coleta 2,6,10, 15, 20, 25, 45 ¢ 60 min
Velocidade de agitacao 50 rpm até 45 min

150 rpm de 45 a 60 min (tempo infinito)

Para cada unidade testada foi calculada a eficiéncia dissolucao (E.D.), por meio do

método dos trapezoides (soma da area dos trapézios) empregando a Equacao 5.

_ ASC(O—x minutos)
ASCrp

E.D. % 100 ®)



57

Sendo, ASC (0-x minutos) @ area sob a curva de dissolug¢ao do farmaco no intervalo entre o
tempo inicial e final do teste (onde ocorreu 100 % da dissolugdo, ou seja, o platd na curva) e
ASCrr, a &rea total do retangulo definida também pelo tempo onde ocorreu 100 % de dissolucao
(RIGOBELLO et al., 2013).

Para ambas as formula¢des foi empregado nos célculos o mesmo tempo de dissolugao,
45 minutos, seguindo as sugestdes de Khan (1975), que afirma que somente tempos iguais da
E.D. podem ser comparados.

Os perfis de dissolugdo foram comparados estatisticamente empregando os valores da
E.D. encontrados, por meio da andalise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey realizados

nos programas Microsoft Office Excel 2013 e ASSISTAT versao 7.7.
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5.1 Historico e critérios para a selecio de medicamentos do Programa Farmacia

Popular do Brasil

Desde 2004, o PFPB nio sofreu grandes modificagdes. O seu historico ¢ apresentado no

Quadro 1, juntamente com a legislacdo que regulamentou os eventos ocorridos, quando

existente.
Quadro 1- Historico do Programa Farmacia Popular do Brasil
Ano Evento Legislacio e assunto
Lei n® 10.858, de 13 de abril de 2004.
Autoriza a Fiocruz disponibilizar
medicamentos, mediante
.. e ressarcimento.
2004 Sniigir:ia Farmécia Popular do Brasil foi Decreto n° 5.090, de 20 de maio de
' 2004. Regulamenta a Lei no 10.858, de
13 de abril de 2004, e institui o
programa "Farmacia Popular do
Brasil".
Expansdo do Programa, denominada “Aqui Portaria n° 491, de 9 de marco de 2006
tem Farmacia Popular”, mediante parceria | . ~ ’ ~ :
2006 . Dispde sobre a expansdo do Programa
entre o Governo Federal e a rede privada de “Farmécia Popular do Brasil”
farmacias e drogarias comerciais. '
Ampliagdo dos medicamentos do “Aqui tem
2007 Farmacia Popular” pela inclusdo de -
contraceptivos.
Inclusdo dos medicamentos: fosfato de
oseltamivir, insulina regular, sinvastatina e
2010 outros para o tratamento da osteoporose, rinite, i
asma, parkinson e glaucoma. Para a
incontinéncia urinaria fraldas geriatricas
também comegaram a ser distribuidas.
Os medicamentos para os tratamentos da | Portaria n° 184, de 3 de fevereiro de
2011 hipertensdo e diabetes passaram a ser | 2011. Dispde sobre o Programa
distribuidos gratuitamente. Farméacia Popular do Brasil.
Os medicamentos para o tratamento da asma 58111; rlaAl? 1.146, de 1 dde ]q?ho d?
passaram a ser distribuidos gratuitamente. . Oe Ta © acresce CISPOSIivoes a
2012 Portaria n 971/GM/MS, de 17 de maio
de 2012, para ampliar a cobertura da
gratuidade no ambito do Programa
Farmaécia Popular do Brasil.
Alteracdo da Portaria que rege o Programa com | Portaria n® 111, de 28 de janeiro de
2016 atualizagdo dos valores de referéncia dos | 2016. Dispde sobre o Programa

medicamentos.

Farmacia Popular do Brasil (PFPB).

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2016b.
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A lista de medicamentos que compdem o PFPB ¢ baseada na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Rename). Primariamente, os medicamentos foram selecionados de
acordo com critérios epidemioldgicos e com as principais doengas que acometem a populagao
brasileira e geram grande impacto financeiro (BRASIL, 2016f; BRASIL, 2009).

Adicionalmente, outros critérios também foram considerados, tais como:

e Seguranga, eficacia terapéutica, qualidade e disponibilidade;

e Medicamentos que compdem os Programas Assistenciais do Ministério da
Saude;

e Producao por laboratdrios farmacéuticos oficiais;

e Disponibilidade de registro como medicamentos genéricos.

Os medicamentos que compdem 0 programa possuem também como caracteristica em
comum o baixo custo, tanto os genéricos quanto os medicamentos de marca (ALMEIDA, 2015).

Segundo o Ministério da Saude (2016f) o elenco de medicamentos ¢é revisto
rotineiramente e caso haja alteracdo do perfil epidemioldgico, o programa pode incluir ou
excluir medicamentos. Porém, a anélise dos medicamentos distribuidos, realizada por Yamauti,
Barberato-Filho e Lopes (2015), mostrou a inexisténcia desta revisdo periddica pois foi notada
a presen¢a de medicamentos ja excluidos de edi¢cdes anteriores da Rename. Como exemplos
tém-se a nistatina 25.000 Ul em creme vaginal (anti-infeccioso tdpico), o cetoconazol
comprimido de 200 mg (antimicético de uso sistémico) ambos excluidos da Rename em 2006
e o mebendazol comprimido mastigdvel de 100 mg (antiparasitario), excluido em 2010.

Ja em conformidade com a preferéncia por medicamentos genéricos, dados de 2016
apontam que os genéricos sao a maioria dos medicamentos que compdem o PFPB, totalizando
aproximadamente 80 % dos medicamentos disponibilizados (ABCFARMA, 2016). Assim, o
PFPB tem se firmado como incentivador da producdo, prescricdo e uso de medicamentos
genéricos em acordo com a Politica Nacional de Medicamentos; além de promover o uso
racional dos medicamentos, priorizado pela Politica Nacional de Assisténcia Farmaceéutica, ja
que a dispensa¢do dos medicamentos s6 ocorre mediante apresentacao do receituario médico
ou odontologico, mesmo para aqueles medicamentos que ndo necessitam prescrigdo médica
(PEREIRA, 2013; BRASIL, 2001; 2004c¢).

Além dos medicamentos, o Programa distribui fraldas geriatricas com até¢ 90 % de
desconto (somente no “Aqui tem Farmacia Popular”) e preservativos masculinos a preco de

custo (somente na “Rede Propria”) (BRASIL, 2016a).
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Desde a sua criagdo, a modalidade “Aqui tem Farmacia Popular” ja beneficiou 38
milhdes de pessoas, o que representa aproximadamente 20 % da populacao brasileira (BRASIL,
2016d).

Mensalmente esse numero ¢ de aproximadamente 9 milhdes de pessoas, a maior parte
dos medicamentos dispensados sdo aqueles gratuitos para o tratamento da hipertensao arterial
(6,4 milhdes) e diabetes (2,7 milhdes) (BRASIL, 2016d). Estes dados demonstram a
importancia desta iniciativa do Governo Federal para o acesso a estes medicamentos e, também,
aos antiasmaticos ampliando as possibilidades da populacdo para obtengdo destes
medicamentos de uso cronico. Cabe ressaltar que em 2013, um ano ap6s o inicio da distribuicao
de medicamentos gratuitos para a asma pelo PFPB, houve redugdo de 16 % das internagdes no
SUS por crises asmaticas (BRASIL, 2013a). Estes dados demonstram a relevancia deste
Programa no atual cenario da saude brasileira, sendo reconhecido pela Organizagdao Mundial
de Satde (OMS) como bom exemplo de como melhorar o uso responsavel de medicamentos

pela populagao por meio da facilitacao do seu acesso (WHO, 2012).

5.2 Estudos de permeabilidade

Os dados de permeabilidade da candesartana cilexetila e da candesartana, encontrados

na literatura estdo listados na Tabela 13.

Tabela 13- Dados sobre a permeabilidade da candesartana cilexetila e candesartana

Val d Resultados
alores de
Método N Fonte
referéncia Can.desalztana Candesartana
cilexetila
Coeficiente de Campos ct al
parti¢io Alta: 1,80 7,10 4,68 p '
, (2015)
octanol/agua
PAMPA Baixa: < 1,0 Tervahauta
(Papp: 106 cm/s) 12,7+3,7 05+04 (2014)
’ Alta: > 1,5
Células Caco-2 Moderada: 2-20 i A—]]33_1;‘*2*,'1§ (f)ESOjM Zhou et al.
(Papp:10°° cm/s) ' L34 (2009)

Continua
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Tabela 13- (Continuagao)

Val d Resultados
alores de
Método N Fonte
referéncia Can.desalztana Candesartana
cilexetila
Intestino invertido Baixa: 0,9-8,3 11.97 9.85 Darwhekar, Jain
(Papp: 10 cm/s) ’ ’ e Chouhan
Alta:11,4-100,3 (2012)
42,3- a partir de Van Lier, Van
forma .
farmacéutica Heiningen
~ Sunzel (1997)
solucdo
Biodisponibilidade = 40}2‘22” de
absoluta em seres Alta: > 85 - P o
armaceutica
humanos (%) ~
solucdo
Sweetman
~ 14 - a partir de (2009)
forma
farmacéutica
comprimido

"Papp A-B: coeficiente de permeabilidade aparente no sentido apical-basolateral.
“Papp B-A: coeficiente de permeabilidade aparente no sentido basolateral-apical.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os coeficientes de particdo octanol/agua (Log P) da candesartana cilexetila e da forma
ativa candesartana, obtidos por modelos computacionais (in silico) demonstram que ambas as
formas possuem alta permeabilidade em comparagdo com o farmaco padrio de alta
permeabilidade, o metoprolol (Log P: 1,80) (CAMPOS et al., 2015). Sendo o pro-farmaco mais
hidrofobico que o farmaco. No entanto, a permeabilidade intestinal depende de uma série de
propriedades da molécula além da sua lipofilia, como tamanho molecular, area superficial polar,
flexibilidade dentre outras (MARTINEZ; AMIDON, 2002; UNGELL et al., 1997).

Os resultados relatados no ensaio PAMPA por Tervahauta (2014), assim como os
obtidos por Darwhekar, Jain e Chouhan (2012) utilizando o método do intestino invertido para
o pro-farmaco e o farmaco, coincidiram com o carater lipofilico determinado pelo LogP, sendo
o Papp da candesartana cilexetila superior ao da candesartana.

Porém, durante a realizacdo do ensaio pelo método do intestino invertido, ndo foi
relatada a avaliagdo da integridade do tecido € nem sequer o emprego dos controles de alta ou
baixa permeabilidade, essenciais para a caracterizagdo do método e verificagdo dos resultados

(GIACOMINI et al,, 2010). A candesartana cilexetila foi classificada como de alta
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permeabilidade e a candesartana como de baixa permeabilidade, para tal, foram utilizados os
seguintes limites: baixa permeabilidade Papp entre 0,9-8,3 x 10 cm/s e alta permeabilidade
Papp entre 11,4-100,3 x 10® cm/s, estabelecidos por Ungell e colaboradores (1987) para o
modelo em questdo. No entanto, o valor de Papp encontrado para a candesartana, 9,85 x 10
cm/s esta fora de ambos os intervalos. Além disso, Ungell e colaboradores (1987) afirmaram
que esperavam que o farmaco cujo Papp foi de 11,4 x 10" cm/s fosse metabolizado pelo tecido
intestinal durante o experimento e pudesse influenciar os resultados, subestimando-os mas, este
ponto fundamental, visto que este farmaco foi utilizado como limite de classes, nao foi avaliado
profundamente por eles.

Os resultados obtidos no modelo de células Caco-2 indicam que o firmaco possui
moderada permeabilidade (Papp entre 2-20 x 10 cm/s) (JIN et al., 2014), sendo principalmente
absorvido por difusdo passiva. Foi observado também que ele ¢ susceptivel ao efluxo por
transportadores de membrana, pois a razdo da permeabilidade encontrada (Papp B-A/Papp A-
B) foi superior a 2, valor utilizado como indicador de efluxo (ZHOU et al., 2009; GIACOMINI
etal., 2010). O efluxo da candesartana demonstrou ser principalmente realizado pela P-gP visto
que na presenca da ciclosporina A e verapamil, ambos inibidores da P-gP, a absor¢do da
candesartana foi aumentada e a secre¢do diminuida (ZHOU et al., 2009).

Segundo o FDA (2015) a avaliacdo da permeabilidade de pro-farmacos depende do local
onde a conversdao a forma ativa acontece. Se esta ocorrer antes da permeagdo intestinal, a
permeabilidade do farmaco deve ser determinada. Caso ocorra apds a permeac¢ao da membrana
intestinal a permeabilidade do pro-farmaco deve ser determinada.

Os artigos cientificos relatam que a conversao da candesartana cilexetila ocorre durante
sua absorcdo intestinal, ou seja, durante a sua passagem do trato gastrointestinal para a
circulagcdo sanguinea, mais especificamente na parede intestinal (KUBO et al., 1993; LEMKE
et al., 2013; VAN LIER; VAN HEININGEN; SUNZEL, 1997; RANG et al., 2003). Deste
modo, a molécula que permeia a membrana intestinal € a candesartana cilexetila, sendo ela a
responsavel pela biodisponibilidade absoluta de 14 % da candesartana. Assim considerando que
quando hé conflito quanto aos dados de permeabilidade provenientes de tipos diferentes de
estudos, os obtidos em seres humanos sdo os mais relevantes (FDA, 2015) a biodisponibilidade
absoluta relatada permite a classificagdo da candesartana cilexetila e da candesartana como de
baixa permeabilidade, visto ser inferior a 85 %, valor utilizado como referéncia pelas agéncias
regulatorias (BRASIL, 2011b; EMA, 2010; FDA, 2015; HEALTH CANADA, 2014; WHO,
2015).
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5.3 Caracterizacio da substincia quimica de referéncia e das matérias-primas de

candesartana cilexetila e avaliacio da estrutura polimorfica

5.3.1 Infravermelho com Transformada de Fourier: analises da substincia quimica de

referéncia e das matérias-primas de candesartana cilexetila

Os espectros na regido do infravermelho obtidos para as matérias-primas A e¢ B da
candesartana cilexetila foram semelhantes ao espectro da SQR, Figura 3. Para facilitar a

visualiza¢do dos picos os espectros foram extraidos na faixa de 2000 a 600 cm™'.

Figura 3- Espectros na regido do infravermelho da substancia quimica de referéncia e das
matérias-primas A e B da candesartana cilexetila
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Os picos com as intensidades mais fortes foram observados em: 1751 cm'; 1240 cm™!,
1034 cm™ e 1074 cm’!. Estdo relacionados respectivamente a frequéncia de estiramento da
ligagio C=0 do grupo carbonila de ésteres (1750-1735cm™); ao estiramento da ligagdo C-N de
grupos aril-amina (1280-1180 cm™); a vibragio do esqueleto do anel ciclohexano (1055-1000
cm™!) e ao estiramento da ligagio C-O também de ésteres (1300-1000 cm™) (COATES, 2000;
LOPES; FASCIO, 2004; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005; SOLOMONS;
FRYLE, 2011).

5.3.2 Anilise térmica da substincia quimica de referéncia e das matérias-primas de

candesartana cilexetila

As curvas de TG, DTG e DTA obtidas para as amostras de candesartana cilexetila sdo

apresentadas nas Figuras 4 (SQR), 5 (M.P.A), 6 (M.P.B) e as curvas de DSC na Figura 7.



Figura 4- Curvas de TG, DTG e DTA da SQR da candesartana cilexetila

DTG TG DTA
(mg/min) (%) (uVv)
-+ 10.00
1.00f /\fﬂz\
100.0( 50

175.30C 40.0C

-31.969 %
Perda em massa
-53.433 %

0.00-
-10.0¢
50.00-
-20.0¢
-1.00F
Exo
0.0¢
$ , | | |
0.0C 200.0( 400.0( 600.0(
Endo Temperatura (°C)

Figura 5- Curvas de TG, DTG e DTA da M.P.A da candesartana cilexetila
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Figura 6- Curvas de TG, DTG e DTA da M.P.B da candesartana cilexetila
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Figura 7- Sobreposicao das curvas de DSC da SQR e matérias-primas A e B da candesartana
cilexetila
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De forma geral, observa-se que todas as curvas térmicas obtidas apresentam perfis
termoanaliticos semelhantes. As curvas de TG demonstraram processos de decomposi¢do em
mais de uma etapa a partir de 200 °C, aproximadamente.

As curvas de DTA das trés amostras apresentaram um pico endotérmico estreito na
temperatura de 175 °C que ndo apareceu nas curvas de TG e DTG. Este evento endotérmico
corresponde a fusdo da candesartana cilexetila. A fusdo ¢ um fenomeno fisico evidenciado por
picos endotérmicos, que por ndo envolver perda de massa, ndo sdo apresentados na TG e DTG
(IONASHIRO, 2004; STORPIRTIS, 2009).

A fusdo da candesartana cilexetila também pode ser observada nas curvas obtidas por
DSC. Os valores apresentados na Figura 7, correspondem as temperaturas onde o processo de
fusdo da candesartana cilexetila se iniciou, sendo a mesma para as trés amostras, 170 °C. Este
valor encontra-se dentro da faixa de fusdo relatada na literatura para a candesartana cilexetila
(160-175 °C) (REDDY, NAVANEETHA, 2015).

Ainda com relagdo as curvas de DSC, observou-se logo imediatamente apds o pico
correspondente a fusdo da candesartana cilexetila um pico exotérmico. Segundo dados da
literatura, este segundo pico € causado pelo processo de decomposi¢do do pro-farmaco que
ocorre junto com a fusio (MATSUNAGA et al., 1999). Porém, o inicio dos declinios nas curvas
de TG e DTG, que demonstram a perda de massa, s6 foi observado apos o pico exotérmico,

demonstrando que ele marca o inicio do processo de decomposicao.
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Diante do exposto pode-se inferir que as trés amostras sdo do mesmo polimorfo, visto
que, polimorfos diferentes possuem propriedades fisicas e quimicas diferentes, como ponto de
fusdo o que nao foi observado na analise térmica realizada (ARAUJ Oetal., 2012; FLORENCE,
ATTWOOQOD, 2011).

5.3.3 Difraciio de raios-X da substincia quimica de referéncia e das matérias-primas de

candesartana cilexetila

Os resultados da andlise por difragdo de raios-X estdo apresentados na Figura 8.
Observa-se que os picos da M.P.A, M.P.B ¢ SQR possuem os mesmos picos de difragdo estando

desta forma sobrepostos.

Figura 8- Difratogramas da substancia quimica de referéncia e matérias-primas A ¢ B
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— MPA

B
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Os picos de difragdo sdao caracteristicos para cada fase cristalina, ou seja, para cada
forma polimorfica (ALBERS et al., 2002). Desta forma, pode-se inferir que as trés amostras
sd0 do mesmo polimorfo.

Comparando os picos cristalinos obtidos com os relatados por Matsunaga et al. (1999)
(9,82; 17,18; 18,58; 19,12; 20,26 e 23,22 20°) ¢ possivel identificar a forma I da candesartana
cilexetila. Esta forma polimorfica ¢ considerada a mais estavel e possui o maior ponto de fusao
em comparagdo com a forma I (120 °C) (CUI et al., 2013; MATSUNAGA et al., 1999).

Independentemente do niimero de polimorfos que um farmaco possua, somente um
deles ¢ termodinamicamente estdvel a determinada temperatura e pressao. Os outros polimorfos

instaveis, tendem a se converter na forma estavel, com o passar do tempo. A forma amorfa do
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farmaco, ou seja, a que possui arranjos moleculares aleatoriamente distribuidos, também tende
a ser menos estavel que a forma cristalina e a se converter nela (ARAUJ Oetal., 2012; ZHANG,
2004; SINGHAL, 2004).

Apesar dos polimorfos de um mesmo farmaco possuirem a mesma composi¢ao quimica,
as estruturas internas dos cristais se diferem e por isso distintas propriedades fisico-quimicas
sdo esperadas, por exemplo, o polimorfo mais estdvel normalmente possui méxima estabilidade
quimica, maior ponto de fusdao, porém menor solubilidade (ARAUJO et al., 2012; ZHANG,
2004; VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001).

De maneira geral, prefere-se desenvolver um medicamento com a forma mais
termodinamicamente estavel do fairmaco para assegurar que ndo ocorra a conversao de uma
forma em outra durante o processo de produgdo, garantindo assim biodisponibilidade
reprodutivel (SINGHAL, 2004). Fato este que pode explicar o porqué da forma I, mais estavel,
da candesartana cilexetila ser utilizada na fabricagio do medicamento referéncia, Atacand®

(ASTRAZENCA, 2015).

5.4 Desenvolvimento de método cromatografico para a quantificacio da candesartana

cilexetila nos meios biorrelevantes

Os cromatogramas obtidos a partir das adaptagdes das condigdes analiticas das

Farmacopeias estao representados nas Figuras 9 e 10.

Figura 9- Cromatograma da candesartana cilexetila em acetonitrila na concentragao de 500
png/mL com a fase movel acetonitrila e 4gua acidificada com acido acético a 1 % (89:11 v/v)
no fluxo de 0,8 mL/min
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Figura 10- Cromatograma da candesartana cilexetila em acetonitrila na concentragao de 500
png/mL com a fase mdvel acetonitrila e dgua acidificada com acido acético a 1 % (57:44 v/v)
no fluxo de 1,2 mL/min

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
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Na Figura 9 observa-se que o tempo de retencdo da candesartana cilexetila foi proximo
ao tempo morto (estimado em 1,9 minutos por meio da formula: ¢, ~ 0,5 x L X d2. Sendo L:
comprimento da coluna e dc o seu diametro interno, ambos em cm), que ¢ o tempo que a fase
movel leva para percorrer o sistema, a coluna e chegar ao detector. O que nao ¢ indicado, ja que
pode haver sobreposi¢do do sinal da amostra com o sinal da fase moével (SNYDER;
KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

No cromatograma da Figura 10, o fluxo foi elevado a 1,2 mL/min, pois com os fluxos
de 0,8 e 1,0 mL/min o pico ndo foi detectado em 20 minutos de corrida, que ja ¢ considerado
um tempo alto para a aplicagdo analitica em questdo por acarretar maior tempo de analise e
maior geracao de residuo.

Ambas as propor¢des de fase movel testadas ndo foram adequadas visto os tempos de
retencao obtidos.

A retengdo da amostra pode ser controlada por meio do ajuste da forga (proporcao de
solventes) da fase mdvel. Na cromatografia a liquido de fase reversa quanto maior a proporg¢ao
do solvente orgéanico, no caso a acetonitrila, menor o tempo de retengdo (SNYDER;
KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

Em busca de condigdes analiticas que possibilitem tempo de retengdo adequado a
aplicagcdo do método, adaptacdes na propor¢ao dos constituintes da fase movel foram realizadas.
A condicdo cromatografica mais adequada que proporcionou o tempo de reten¢do de 6,93 min
foi: fase movel composta acetonitrila, d4gua acidificada com acido acético a 1 % (69:31 v/v) e
fluxo 1,0 mL/min.

Esta condicao foi utilizada para avaliar o comportamento do pro-farmaco nos meios
biorrelevantes, com valores de pH: 1,2, 4,5 e 6,8. Para tal, as amostras foram preparadas na

concentragdo de 0,25 pg/mL, valor proximo aos dados de solubilidade relatados na literatura
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para a candesartana cilexetila, sendo estes pH 1,2: 0,23 pg/mL; 4,5: 0,51 pg/mL e 6,8: 1,3
ug/mL (HOPPE; SZNITOWSKA, 2014).

Porém o sinal analitico correspondente a candesartana cilexetila nao foi observado em
nenhum dos cromatogramas obtidos sob a mesma condicao que resultou um tempo de retengao
de 6,93 minutos para o pro-farmaco em acetonitrila. Entdo suspeitou-se que por causa da baixa
concentragdo da amostra, o detector DAD nao era sensivel o bastante para detectar o analito.

O detector de fluorescéncia foi entdo selecionado por ser cerca de 3 vezes mais sensivel
que o UV (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

A fluorescéncia ¢ um processo onde a energia absorvida por dtomos e moléculas ¢
convertida em luz emitida. Consiste em trés passos: excita¢ao, por meio da absor¢ao de energia;
relaxamento, onde as espécies voltam ao estado fundamental ¢ a consequente emissao do
excesso de energia (SADEK, 2004; SKOOG et al., 2005).

Foram avaliados inicialmente os comprimentos de onda de excitagdo 265 nm e de
emissdo 392 nm empregados por Belal et al. (2014) para a quantificagdo do pro-farmaco em
etanol. Estes valores foram testados na coluna XBridge® C18, 150 mm x 4,6; 3,5 um da Waters
pois a coluna Sunfire apresentou problemas com a pressdo devido ao desgaste.

A fase movel foi modificada para a proporgao de 60 % de acetonitrila e 40 % de agua
acidificada e a quantidade de 4cido acético foi diminuida para elevar o valor de pH para 4,0
pois ambientes muito acidos contribuem para a hidrolise dos grupos silanois € a consequente
perda da fase estacionaria (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

A amostra do pro-farmaco também foi preparada em etanol, para a comparagao com os
meios biorrelevantes, pois neste solvente, a candesartana cilexetila apresenta maior intensidade
de fluorescéncia em comparagdo a agua (base dos meios biorrelevantes) (BELAL et al., 2014).
A concentragao final das amostras foi de 100 pg/mL.

Como pode ser observado na Figura 11 (A-D), o detector de fluorescéncia foi capaz de

identificar o pico da candesartana cilexetila, mesmo sem adequada simetria.
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Figura 11- Cromatogramas da candesartana cilexetila na concentracao de 100 pg/mL obtidos
em etanol (A), pH 6,8 (B), pH 4,5 (C) e pH 1,2 (D)
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Posteriormente realizou-se a varredura nos comprimentos de excitagdo e emissao para
identificar quais seriam os valores mais adequados para garantir o maior sinal possivel em cada
um dos meios biorrelevantes. A varredura consiste em manter um dos parametros, excitacao ou
emissdo fixo e para o outro escolhe-se uma faixa de comprimentos de onda onde o detector
realiza a varredura.

Com o comprimento de onda de emissdo mantido a 392 nm, realizou-se a varredura dos
comprimentos de excitacdo na faixa de 240 a 300 nm, em intervalos de 1,0 nm, onde os

maximos encontrados para os meios foram: pH 1,2: 267 nm; pH 4,5: 264 nm e pH 6,8: 264 nm.
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Logo, esses valores foram selecionados e mantidos fixos para a avaliagdio do melhor
comprimento de onda de excitagdo. O maximo valor encontrado para todos os meios foi 383
nm, porém no decorrer dos testes foram observadas variagdes no valor maximo da emissao para
0 mesmo meio. Por isso, optou-se por manter os valores de excitagdao fixos e utilizar para a
emissdo varreduras na faixa de comprimentos de onda de 370 a 390 nm.

As amostras nos meios biorrelevantes passaram a serem preparadas a partir de SE de
candesartana cilexetila na concentracao de 500 pg/mL em metanol, solvente no qual o pro-
farmaco apresenta adequada estabilidade (perda de menos de 3 % na temperatura de 37,0 °C
por 14 dias) (HOPPE; SZNITOWSKA, 2014; FERREIROS et al., 2007). Foram diluidas com
a fase movel na proporgdo de 1:1. A concentragdo final foi de 50 pg/mL. O acido acético da
fase movel foi empregado na quantidade de 0,01 % e o pH de 3,8.

Estas adaptagdes permitiram que as amostras dos meios pH 1,2 e 6,8, adquirissem
formato simétrico. Porém, a amostra no meio pH 4,5 permaneceu com o mesmo aspecto.

Por suspeitar que o problema dos picos fosse devido a baixa solubilidade do farmaco
nos meios e pelo fato das Farmacopeias Britanica, Japonesa e Americana sugerirem 1 % de
acido acético na fase movel (JAPAN, 2011; UNITED KINGDON, 2013; UNITED STATES,
2015), solvente onde a candesartana cilexetila é soluvel, a propor¢do de acido acético foi
aumentada para 0,1 %, o que ocasionou reducao do pH da fase moével para 3,2.

A coluna Luna®, C18, 50 x 4,6 mm d.i.; 5 pm da Phenomenex passou a ser utilizada e
a pré-coluna Sunfire C18 (20 x 4,6 mm d.i.; 3,5 um) foi mantida. Os cromatogramas obtidos

podem ser visualizados na Figura 12 (A-C).

Figura 12- Cromatogramas da candesartana cilexetila na concentragdo de 50 ng/mL nos meios
pH 1,2 (A), 4,5 (B) ¢ 6,8 (C)
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Figura 12- (Continuagao)
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O pro-farmaco no tampao pH 1,2 eluiu muito rapidamente, proximo ao tempo morto,
demonstrando uma maior afinidade pela fase moével do que pela fase estacionaria C18 da
coluna. Para solucionar o problema a proporcao de acido acético na fase movel que ¢ utilizada
para diluir amostra foi diminuida para 0,01 %. Ou seja, outra fase movel foi preparada somente
para diluir a amostra no FGSSE (pH 1,2). A fase movel que ¢ empregada no cromatdgrafo se
manteve a mesma.

Com essa modificacao o pro-farmaco apresentou tempo de retencao similar aos demais

como pode ser visto na Figura 13.

Figura 13- Cromatograma da candesartana cilexetila na concentra¢do de 50 pg/mL no FGSSE

(pH 1,2)
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Além de melhorar o aspecto do pico, a maior propor¢ao de acido acético na fase movel
que ¢ utilizada no cromatédgrafo e na diluicdo das amostras, ocasionou maior sinal de emissao

pela candesartana cilexetila, tornando mais facil a quantificagdo de pequenas concentragdes.
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Esta ampliacao do sinal pode estar relacionada ao carater mais acido da fase movel, pois
0s ARA II apresentam maior fluorescéncia intrinseca em ambientes acidos (GONZALEZ et al.,
2002).

A fluorescéncia intrinseca ou endégena ¢ uma propriedade de moléculas que possuem
fluoréforos, representados por grupos aromaticos. Estas moléculas possuem a capacidade de
absorver a luz e a transformar em fluorescéncia (CAGIGAL et al., 2001).

As condig¢des finais do método estdo descritas na Tabela 14.

O fator de cauda para cada pico encontrado nas condigdes finais foi calculado de acordo
com a Equagdo 6.

_ Wos 6
T = 27 (6)

Sendo, Wo,05s = largura do pico a 5 % da altura; f = valor da por¢do anterior do pico, em

relagdo a largura a 5 % da altura.

Os valores encontrados foram: para o pH 1,2: 1,08; pH 4,5: 1,20 e pH 6,8: 1,14.

Tabela 14- Condi¢des cromatograficas estabelecidas para a quantificacdo da candesartana

cilexetila
Parametro Especificaciao
Coluna C18-50x 4,6 mmd.i.; 5 um
Pré-coluna C18-20x 4,6 mmd.i.; 3,5 pm
Fase movel Acetonitrila: agua acidificada com acido acético 0,1 % (60:40 v/v)
Fluxo 1,2 mL/min
Volume de inje¢do 25uL
Temperatura 25°C
Detector Fluorescéncia
pH4,5¢6,8 pH 1,2
Excitagao: 264 nm Excitagdo: 267 nm

Varredura da emissdo: 370-390 nm Varredura da emissdo: 370-390 nm

Tempo de corrida 8 minutos
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5.5 Valida¢do do método cromatografico

5.5.1 Seletividade

A condicdo de degradagdo alcalina utilizada para avalia¢ao da seletividade ocasionou a
completa degradacdo da candesartana cilexetila, por isso estes resultados ndo foram aqui
apresentados. Os cromatogramas referentes a corrida cromatografica de metanol, fase movel e
valsartana, estao apresentados juntos na Figura 14. Os demais correspondentes a candesartana
cilexetila nos meios biorrelevantes podem ser observados nas Figuras 15, 16 e 17 e suas
repectivas analises de pureza sdo apresentadas na Tabela 15. J4 o cromatograma com 0s

excipientes empregados nas formulacdes ¢ apresentado na Figura 18.

Figura 14- Cromatogramas obtidos da valsartana na concentragao de 200 pg/mL (A) e do
metanol e fase movel (B)
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Figura 15- Cromatogramas da candesartana cilexetila (C.C) obtidos no meio pH 1,2, sendo:
meio pH 1,2 puro (A), SQR (B), degradagao por calor seco (C), degradagdo 4cida (D), mistura
da SQR com todos os produtos de degradagdo (P.D) e a valsartana (E)
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Figura 15- (Continuagao)
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Figura 16- Cromatogramas da candesartana cilexetila (C.C) obtidos no meio pH 6,8, sendo:
meio pH 6,8 puro (A), SQR (B), degradagao por calor seco (C), degradacao acida (D), mistura
da SQR com todos os produtos de degradagdo (P.D) e a valsartana (E)
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Figura 17- Cromatogramas da candesartana cilexetila (C.C) obtidos no meio pH 6,8 com
0,35% de polissorbato 20, sendo: meio pH 6,8 puro (A), SQR (B), degradagao por calor seco
(C), degradagao acida (D), mistura da SQR com todos os produtos de degradagao (P.D) ¢ a
valsartana (E)

0,400 (A) 0.40 (B)
0,30 C.C
0,250
<
51: 5 0,20
0,100 0.10
-0,050 0,00
0,00 4,00 8,00 12,00 0,00 4,00 8,00 12,00
Tempo (min) Tempo (min)
0,40 (©) 040 D)
0,30 C.C 0,30
> 0,20 <02 pp PD
0,10 0,10
P.D AAA\ C.C
0,00 e 0,00
0,00 4,00 8,00 12,00 0,00 4,00 8,00 12,00
Tempo (min) Tempo (min)
E
040 , Valsartana (E)
0,30
< 0,20
= P.D c.c
o AL
0,00
0,00 4,00 8,00 12,00

Tempo (min)

Figura 18- Cromatograma dos excipientes empregados nas formulagdes de candesartana

cilexetila
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Tabela 15- Anélises de pureza do sinal analitico da candesartana cilexetila nos meios

biorrelevantes
Meios Calor seco Degradacio Mistura de todos os
acida produtos de degradacio e
a valsartana
pH 1,2 A.P": 0,438 A.P: 0,775 A.P: 0,050
L.P*™: 0,666 L.P: 0,992 L.P: 0,284
pH 6,8 A.P: 0,078 A.P: 0,907 A.P: 0,109
L.P: 0,261 L.P: 1,173 L.P:0,312
pH 6,8 com 0,35 % AP: 0,050 A.P: 1,991 A.P: 0,089
de polissorbato 20
L.P: 0,287 L.P:2,363 L.P: 0,292

*A.P: angulo de pureza.
™ L.P: limite de pureza.

Como pode ser observado o método cromatografico desenvolvido demonstrou ser
seletivo, visto que além de permitir a separagao dos produtos de degradacao e da valsartana, o
pico da candesartana cilexetila mostrou-se puro em todas as condigdes (Tabela 15). A pureza é

comprovada quando o dngulo de pureza (A.P) ¢ inferior ao limite de pureza (L.P).

Os sinais do diluente da SE (metanol), da fase moével e dos meios biorrelevantes foram
consideravelmente baixos € ndo demonstraram interferir com o pico da candesartana cilexetila.
Apesar da intensidade do sinal obtido com os excipientes ser mais alta que nas condigdes
anteriores, estes também ndo demonstraram comprovada interferéncia com o sinal analitico do

pro-farmaco.

5.5.2 Linearidade

As curvas analiticas da candesartana cilexetila nos meios tamponados pH 1,2, 6,8 ¢ 6,8
com 0,35 % de polissorbato 20 estdo apresentadas nas Figuras 19, 20 e 21 respectivamente. Os
graficos de residuos obtidos a partir das regressoes lineares nestes mesmos meios estao

apresentados nas Figuras 22, 23 e 24.
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Figura 19- Curva analitica média (n=3) obtida a partir método cromatografico desenvolvido
para separagao e quantificagdo da candesartana cilexetila no FGSSE (pH 1,2) na faixa de 0,4 a

1,4 pg/mL
100
S
w 70
m
S
s 40
<
10
0,4 0,8 1,2 1,6
Concentragao (ug/mL)

Figura 20- Curva analitica média (n=3) obtida a partir do método cromatografico
desenvolvido para separagdo ¢ quantificacao da candesartana cilexetila no meio tamponado
pH 6,8 na faixa de 0,5 a 1,8 pg/mL
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Figura 21- Curva analitica média (n=3) obtida a partir do método cromatografico
desenvolvido para separagdo e quantificacao da candesartana cilexetila no meio tamponado
pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20 na faixa de 1,0 a 25 pg/mL
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Figura 22- Grafico de residuos obtidos a partir da regressao linear do método cromatografico
desenvolvido para separagdo e quantificacdo da candesartana cilexetila no FGSSE (pH 1,2)
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Figura 23- Gréafico de residuos obtidos a partir da regressao linear do método cromatografico
desenvolvido para separagdo ¢ quantificacao da candesartana cilexetila no meio tamponado
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Figura 24- Grafico de residuos obtidos a partir da regressao linear do método cromatografico
desenvolvido para separagdo e quantificagdo da candesartana cilexetila no meio tamponado
pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20
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Por meio da andlise visual dos graficos de residuos nas Figuras 22, 23 e 24 percebe-se
que os pontos estdo aleatoriamente distribuidos ao longo do eixo 0, ndo apresentando

tendéncias. Os demais parametros avaliados na linearidade estdo na Tabela 16.
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Tabela 16- Parametros avaliados na linearidade do método cromatografico desenvolvido para
a separacdo e quantificagdo da candesartana cilexetila nos meios tamponados pH 1,2, 6,8 ¢ 6,8
com 0,35 % de polissorbato 20

Meios tamponados

Parametros pH 1,2 pH 6,8 pH 6,8 com

polissorbato 20

y =60565679,65x-  y=5147002547 x-  y=49247350,4 x-
7388644,45 9867632,91 3929229,55

0,9984 0,9983 0,9995

Equagao da reta
Coeficiente de correlagcao
linear (1)
Calculado:0,3712 Calculado:0,3693 Calculado: 0,4606
Critico: 0,6840 Critico: 0,6840 Critico: 0,6160

Teste de Cochran-
igualdade de varidncias

Teste F — significancia do Calculado: 2216,89 Calculado:1761,16 Calculado: 7990,90
coeficiente angular Critico: 6,52E-16 Critico: 2,89 E-15 Critico: 5,00 E-23

Coeficiente de 0,9942 0,9927 0,9980
determinagdo (R?)

Os coeficientes de correlagdo linear para todos os meios foram superiores a 0,99, que ¢
o valor minimo aceitdvel para este parametro (BRASIL, 2003, 2016e).

No teste de Cochran, os valores calculados foram menores que os tabelados (criticos)
indicando homogeneidade das variancias, ou seja, a homocedasticidade (BRASIL, 2016¢).

Os resultados calculados no teste F foram superiores aos limites (F critico),
demonstrando que as regressdes sao significativas e adequadas para quantificar a candesartana
cilexetila nos intervalos de concentracao adotados (BRASIL, 2016e).

Os valores do coeficiente de determinacao foram superiores ao valor de referéncia, 0,98.
Este pardmetro € utilizado para avaliar a eficiéncia da regressao, valores abaixo de 0,95 indicam
que a regressao nao ¢ eficiente (CASSIANO et al., 2009).

Os resultados dos parametros analisados comprovam que o método cromatografico
desenvolvido apresenta linearidade no intervalo de concentragdes escolhido para cada um dos

meios biorrelevantes.

5.5.3 Precisao

Os resultados da repetibilidade e precisao intermediaria sdo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17- Resultados da repetibilidade e precisao intermediaria do método cromatografico
desenvolvido para separagdo e quantificagdo da candesartana cilexetila nos meios tamponados
pH 1,2, 6,8 ¢ 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20

Repetibilidade Precisao intermediaria
. Conce:nfragao Concentracio DPR Concentracio DPR
Meio tedrica ‘3 o /3 o

média (%) média (%)

(ng/mL) determinada determinada

(n=3) (ug/mL) (n=6) (ng/mL)
0,4 0,39 2,79 0,38 2,46
pH 1,2 0,7 0,68 1,74 0,69 1,99
1,4 1,40 0,59 1,41 1,18
0,5 0,53 2,40 0,52 2,56
pH 6,8 1,0 0,96 3,31 0,96 2,14
1,8 1,81 1,38 1,80 1,23
o 1,0 1,04 2,96 1,02 3,49
%1;1 lfﬁig;’;‘bg’i Szg’ 10,0 9,78 2,52 9,73 2,50
25,0 25,04 0,61 24,99 1,96

A precisdo intermediaria foi também avaliada pelo teste t de student bicaudal, para tal
duas hipoteses foram formuladas, a nula (Ho) na qual as médias da precisdao obtidas em dias
distintos sdo iguais e a alternativa (Ha) na qual as médias sdo diferentes. Os célculos
envolveram as trés concentragdes, alta, média e baixa com seis replicatas de cada concentragao,
sendo estas obtidas em dois dias, ou seja, trés replicatas por dia. Os resultados sdo apresentados

na Tabela 18.

Tabela 18- Resultados do teste t de student para a avaliacao da precisao intermediaria do
método cromatografico desenvolvido para separagdo e quantificagdo da candesartana
cilexetila nos meios tamponados pH 1,2, 6,8 e 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20

Meio t calculado t critico

pH 1,2 0,02 2,12

pH 6,8 0,04 2,12
pH 6,8 com 0,35 % de 0,02 2,12

polissorbato 20

Para todos os meios 0 método cromatografico desenvolvido apresentou DPR menor que
5 % que ¢ o valor maximo aceitavel segundo a RE 899 de 2003. Além disso, como os valores t

calculados foram inferiores aos criticos, ndo se rejeitou a hipdtese nula (GUJARATI, 2006), ou
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seja, a precisdo obtida em dias diferentes foi considerada igual no nivel de 5 % de significancia.

Desta forma, o método cromatografico desenvolvido pode ser considerado preciso.

5.5.4 Exatidao

Os resultados da exatidao sao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19- Resultados da exatidao do método cromatografico desenvolvido para separacao e
quantificagdo da candesartana cilexetila nos meios tamponados pH 1,2, 6,8 ¢ 6,8 com 0,35 %

de polissorbato 20
Meio tamponado Concentracao teorica Concentracao média Exatidao (%)
(ng/mL) determinada (n=3)
(ng/mL)
0,4 0,39 96,47
pH 1,2 0,7 0,68 97,29
1,4 1,40 100,33
0,5 0,53 105,03
pH 6,8 1,0 0,96 96,23
1,8 1,81 100,83
o 1,0 1,04 104,05
P 25,0 25,04 100,15

O método cromatografico desenvolvido para cada meio tamponado, demonstrou ser
exato visto que os resultados de exatiddo encontrados estavam dentro da faixa de exatidao
adotada (95-105 %) (ERMER; MILLER, 2006; KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007;
KUMAR et al., 2012).

5.5.5 Robustez

Os resultados da avaliacdo da robustez apresentados na Tabela 20 demonstram que
mediante as variagdoes dos parametros analiticos, 0 método cromatografico foi robusto para as
alteracdes na temperatura e na propor¢ao de acetonitrila para os meios tamponados pH 1,2, 6,8
e 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20.

Os demais parametros avaliados apresentaram resultados fora do intervalo de exatiddao

adotado (95,0-105,0 %) (ERMER; MILLER, 2006; KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007;
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KUMAR et al, 2012). Assim torna-se fundamental o controle destes pardmetros,
principalmente a propor¢ao de acido acético, cujo erro pode ocorrer durante o preparo da fase
movel e demanda atencdo especial do analista. A manuten¢do das variaveis dentro das

condig¢des preconizadas possibilita que haja confiabilidade dos resultados.

Tabela 20- Resultados da robustez para os meios tamponados pH 1,2, 6,8 ¢ 6,8 com 0,35 % de
polissorbato 20

pH 6,8 com
pH 1,2 PH 6,8 polissorbato 20

Parametros Variacoes CMD*  Exatidio CMD Exatidao CMD Exatidao
(n=3) (%) (n=3) (%) (n=3) (%)

(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Volume de 24 0,98 97,97 1,50 107,18 14,42 96,15
injeciio (uL) 25 1,01 101,42 1,43 102,18 14,73 98,21
26 1,05 105,18 1,47 104,89 15,59 103,95
Temperatura 24 1,00 100,42 1,41 101,04 15,13 100,86
°C) 25 1,01 101,42 1,43 102,18 14,73 98,21
26 1,01 101,21 1,43 101,93 15,25 101,69
1,1 1,09 108,94 1,54 109,68 16,27 108,45
Fluxo (mL/min) 1,2 1,01 101,42 1,43 102,18 14,73 98,21
1,3 0,92 91,79 1,32 94,55 14,32 95,45
Proporgdo de 59 1,00 100,31 1,42 101,53 15,05 100,31
acetonitrila na 60 1,01 101,42 1,43 102,18 14,73 98,21
fase movel (%) 61 1,01 101,35 1,44 103,11 15,16 101,07
Porcentagem de 0,9 1,12 112,04 1,90 135,47 13,48 89,85
acido acético na 0,10 1,01 101,42 1,43 102,18 14,73 98,21
fase movel (%) 0,11 1,12 112,17 1,68 119,85 14,41 96,08

*CMD: concentragio média determinada.

5.5.6 Limites de deteccio e quantificacio

Os limites de deteccdo estimados foram 0,07 pg/mL para o meio com pH 1,2, 0,08
ug/mL para pH 6,8, e 0,07 ug/mL para pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20.

Os limites de quantificagao estimados foram 0,24 pg/mL para o meio com pH 1,2, 0,26
pg/mL para pH 6,8, e 0,22 pg/mL para pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20. Apesar de
calculados, estes valores ndo foram avaliados, por isso considerou-se como limites de
quantificagdo as menores concentragdes das curvas analiticas que apresentaram adequadas
precisdo e exatiddao. Sendo elas 0,4 pg/mL para o meio com pH 1,2, 0,5 pg/mL para o meio

com pH 6,8 e 1,0 ug/mL para o pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20.
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5.6 Estudos de solubilidade da candesartana cilexetila matéria-prima

5.6.1 Agitacio orbital em frasco

Os resultados encontrados para o primeiro piloto de solubilidade da candesartana

cilexetila estao apresentados na Figura 25 (A-C).

Figura 25- Piloto 1: concentracdo de candesartana cilexetila versus tempo para cada replicata
(a) e (b) nos meios pH 1,2 (A), 4,5 (B) ¢ 6,8 (C)
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Como pdde ser observado, houve maior concordancia entre os valores de solubilidade

em equilibrio das replicatas (a) e (b) do meio pH 1,2 do que entre as replicatas dos demais

meios. Apesar de que o DPR entre as replicatas de todos os meios foi superior aos 5 %

preconizado no guia de bioisengdo brasileiro (BRASIL, 2011b).

Portanto, por causa dos resultados divergentes entre as replicatas, realizou-se o segundo

piloto com uma agita¢do maior para auxiliar na solubilizacdo do pro-farmaco seguida de duas

filtracOes para auxiliar a retirada da matéria s6lida da amostra. Os resultados encontrados estdo

dispostos na Figura 26 (A-C).
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Figura 26- Piloto 2: Concentragao de candesartana cilexetila versus tempo para cada replicata
(a) e (b) nos meios pH 1,2 (A), 4,5 (B) ¢ 6,8 (C)
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A velocidade de agitagdo empregada no segundo piloto (150 rpm) e a dupla filtracao
proporcionaram menor média geral no DPR entre as replicatas dos meios pH 1,2 e 6,8 por isso,
estas condi¢des foram mantidas para a realizagdo dos experimentos finais.

A significativa variagdo no DPR foi também observada por Souza (2015), que avaliou
a solubilidade em equilibrio de outro farmaco da mesma classe terapéutica, a losartana. Foi
observada variagao acima dos 5 % quando empregando o meio FGSSE (pH 1,2). Para o meio
pH 4,5 o valor de solubilidade do farmaco ndo foi determinado pois, pequenas quantidades de
soluto foram suficientes para a formagao de uma solugao turva. Foi também observada variagao
nos valores de solubilidade ap6s 6 horas de experimento, o que foi posteriormente demonstrado
ter sido causado pela baixa solubilidade do farmaco no meio. Ja para o pH 6,8 a losartana
apresentou comportamento de alta e baixa solubilidade em fun¢do da quantidade de excesso de
farmaco adicionada.

Pelo fato da candesartana cilexetila ter apresentado caracteriticas semelhantes a
losartana no pH 4,5, sendo encontrado neste meio os menores valores de solubilidade, em torno

de 0,23 pg/mL e a maior discrepancia entre as replicatas, optou-se por ndo prosseguir com 0s

estudos neste tampao.
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Para a realizagdo dos testes da solubilidade em equilibrio utilizando triplicatas, a
quantidade de matéria-prima utilizada teve que ser elevada para 1,0 mg, por ser o menor valor
que poderia ser pesado com exatidao. Os resultados médios obtidos estdo apresentados na
Figura 27 (A-B). Como pode ser observado o DPR para todas as amostras continuou alto,

superior a 5 %.

Figura 27- Solubilidade em equilibrio obtida em triplicata para a candesartana cilexetila nos
meios pH 1,2 (A) ¢ 6,8 (B)
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Segundo Monteiro (2004) um fator que pode influenciar o DPR para fairmacos de baixa
solubilidade ¢ a quantidade em excesso de p6 adicionado ao meio. A autora observou que
quando utilizado um grande excesso de fArmaco o DPR foi superior a 10 %, ja quando o excesso
foi reduzido, o DPR obtido foi de 5 %.

O excesso de matéria-prima normalmente empregado ¢ 10 % superior ao valor de
solubilidade do farmaco em determinado meio, sendo que, para farmacos de baixa solubilidade
¢ sugerido que o excesso seja reduzido para evitar a ocorréncia de erros analiticos (BRASIL,
2016c). Considerando os valores de solubilidade encontrados nos testes piloto, o excesso de
candesartana cilexetila empregado foi superior aos 10 %. Porém foi empregada a menor
quantidade possivel de massa que poderia ser pesada com adequada exatidao.

Além do excesso de pd, outro fator que pode ter exercido influéncia nos resultados ¢ a
baixa molhabilidade da candesartana cilexetila, que se manteve na superficie dos meios
tamponados. E possivel que durante a coleta das aliquotas pequenas quantidades de p6 na
superficie tenham sido coletados, interferindo nos resultados, fato este ja relatado por outros
pesquisadores (MONTEIRO, 2014; RAGHAD; HIND, 2015).

Por isso, o ensaio foi realizado novamente com um Unico ponto de coleta, determinado

em 3 horas para o pH 1,2 e em 32 horas para o pH 6,8, de acordo com os resultados do teste de
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estabilidade da candesartana cilexetila nos meios tamponados. Os resultados estao apresentados
na Tabela 21 e como pode ser observado, o DPR encontrado foi inferior ao 5 % preconizado
(BRASIL, 2011b), demonstrando que a divergéncia entre as amostras estava relacionada a baixa
molhabilidade da candesartana cilexetila e as sucessivas coletas realizadas em busca da

determinagdo do tempo onde o equilibrio ocorre.

Tabela 21- Solubilidade em equilibrio média (n=3) da candesartana cilexetila nos meios
tamponados pH 1,2 ¢ 6,8

Meio Solubilidade média DPR (%)
(n=3) (ng/mL)

pH 1,2 0,42 0,49

pH 6,8 0,66 0,89

Entao de acordo com os ensaios realizados a solubilidade em equilibrio da candesartana
cilexetila foi de 0,42 pg/mL no pH 1,2 e de 0,66 pg/mL no pH 6,8. A razdo dose/solubilidade
calculada para cada um destes meios foi respectivamente 76.190,48 mL, e 48.484,85 mL.

Como neste estudo a razao dose/solubilidade foi maior que 250 mL nos meios avaliados
pode-se afirmar que, nas condi¢des experimentais empregadas, a candesartana cilexetila pode
ser classificada como de baixa solubilidade pelo SCB (BRASIL, 2011b; EMA, 2010; FDA,
2015; HEALTH CANADA, 2014; WHO, 2015).

Dos estudos de solubilidade em equilibrio presentes na literatura, Tabela 2, o unico
voltado para a classificagdo biofarmacéutica da candesartana cilexetila foi o realizado por
Darwhekar, Jain e Chouhan (2012). Estes autores também a classificaram como de baixa
solubilidade pelo SCB, apesar dos valores relatados serem significativamente superiores aos
encontrados neste trabalho.

Ainda com relacdo aos dados da literatura, nota-se que os valores de solubilidade em
equilibrio da candesartana cilexetila relatados na Tabela 2 sdo divergentes entre si e entre os
encontrados neste trabalho, fato correlaciondvel as diferentes condigdes experimentais

empregadas, descritas a seguir.

I. Meios tamponados

Apesar dos meios tamponados possuirem valores de pH semelhantes, a composigdo e a

molaridade, quando relatada, ndo foi exatamente a mesma utilizada neste trabalho. Os meios
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tamponados considerados adequados para o uso em ensaios de solubilidade sdo os descritos na
Farmacopeia Brasileira ou em outros compéndios oficiais como a Farmacopeia Americana
(USP) (BRASIL, 2011b; FDA, 2015). Sendo estes os meios utilizados neste trabalho.

Além disso, ¢ conhecido que a solubilidade de um farmaco em solugdes de mesmo pH
pode ser bem diferente de acordo com a composi¢do do meio (KERNS; DI, 2008), tornando

assim dificil realizar uma comparagao precisa entre os resultados.

I1. Agitacido e equipamentos

Nenhum dos autores citados na Tabela 2 especificou a velocidade de agitagdo
empregada e diferentes equipamentos, quando relatados, foram utilizados (agitador mecénico e
banho com agitacdo) (DARWHEKAR; JAIN; CHOUHAN, 2012; HASSAN et al., 2015).

No entanto, ¢ desaconselhdvel que o ensaio de solubilidade seja realizado em cubas de
dissolu¢ao, agitadores magnéticos ou outros equipamentos que ndo sio capazes de proporcionar
agitacdo adequada ao volume de meio empregado assim como a manutencdo da temperatura
durante todo o tempo de realizagdo do ensaio. Neste trabalho foi utilizado o equipamento
recomendado pela Anvisa, a incubadora com plataforma de agita¢do orbital (BRASIL, 2013b).
Este equipamento permite o aquecimento homogéneo dos frascos e manutengdo adequada da
temperatura (37,0 = 0,5 °C) além de controle da velocidade de agitacdo (DEZANTI et al., 2013).

Assim as condi¢des experimentais se mantiveram constantes ao longo dos ensaios.

II1. Métodos de quantificacio e duracio do ensaio de solubilidade em equilibrio

Dois métodos analiticos foram utilizados para a quantificagdo da candesartana cilexetila
nos ensaios de solubilidade em equilibrio encontrados na literatura, a espectrofotometria UV e
a CLAE.

Torna-se claro ao se observar os valores de solubilidade relatados, que estes foram
superiores quando obtidos pela espectrofotometria UV (DARWHEKAR; JAIN; CHOUHAN,
2012; HASSAN et al., 2015) em comparacao a CLAE (HOPPE; SZNITOWSKA, 2014). O que
pode ser relacionavel com a seletividade dos métodos. A CLAE possui maior seletividade
devido ao fundamento da técnica que ¢ a separagao de componentes da amostra em razao de
sua afinidade entre a fase movel e a fase estaciondria. Ja4 na espectrofotometria, todas as

substancias presentes na amostra que apresentam absortividade proxima ou a mesma do
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comprimento de onda selecionado para o analito em questdo, sdo lidas (OLIVEIRA et al.,
2010).

O tempo de duracao dos ensaios também deve ser ressaltado. A solubilidade em
equilibrio de um farmaco deve ser determinada considerando a sua estabilidade no meio
tamponado. A maioria dos autores utilizou o tempo de 24 horas para a quantificagdo da
candesartana cilexetila em todos os meios, entretanto como demonstrando neste trabalho, item
5.8, o pro-farmaco ¢ estavel no pH 1,2 somente até 3 horas. Assim, neste trabalho foi
considerado este dado de estabilidade da candesartana cilexetila para determinar a duracao do

ensaio de solubilidade em equilibrio.

IV. Valores de solubilidade encontrados

Como ja mencionado, os valores de solubilidade em equilibrio da candesartana
cilexetila relatados na literatura e os encontrados neste trabalho sdo diferentes. Assim, neste
aspecto, torna-se importante destacar um fator que pode estar relacionado a esta diferenca, que
¢ a forma polimorfica utilizada nos ensaios. Em nenhum dos trabalhos citados na Tabela 2 a
forma polimérfica utilizada foi descrita ¢ como polimorfos possuem distintas propriedades
fisico-quimicas, como estabilidade quimica, ponto de fusdo e solubilidade (ARAUJO et al.,
2012; ZHANG, 2004; VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001), torna-se relevante a
identificagdo do polimorfo utilizado nos ensaios. Neste trabalho, a forma polimérfica utilizada
para determinar a solubilidade em equilibrio foi identificada como sendo a forma I da
candesartana cilexetila, a mesma empregada na fabricacio do medicamento referéncia,
Atacand® (ASTRAZENCA, 2015).

Nos trabalhos encontrados na literatura (DARWHEKAR; JAIN; CHOUHAN, 2012;
HASSAN et al., 2015; HOPPE; SZNITOWSKA, 2014) a solubilidade da candesartana
cilexetila ¢ relatada como dependente do pH, sendo crescente a partir de meios com pH mais
baixos, pH 1,2 < pH 4,5 < pH 6,8. Porém neste trabalho, o menor valor de solubilidade foi
observado no meio tamponado de pH 4,5. O que também foi notado por Souza (2015) com o
farmaco losartana.

Este comportamento ¢ previsto € comparavel com a solubilidade intrinseca (log S:
logaritmo da concentragdo em mol/L) da candesartana cilexetila estimada in silico. Na Figura
28 sdo apresentados dois graficos, o primeiro (A) correlaciona o log S da candesartana cilexetila
em fun¢do do pH calculado por modelo computacional (CHEMAXON, 2015) e ao seu lado, o

grafico com a solubilidade em equilibrio determinada experimentalmente neste trabalho (B). O
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log S foi calculado considerando a contribuicdo de cada fragmento da molécula na solubilidade
aquosa. Este modelo computacional foi desenvolvido a partir do método proposto por Hou e

colaboradores (2004).

Figura 28- Solubilidades da candesartana cilexetila em func¢ao do pH: dados in silico (A) e
experimentais (B)
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Fonte: Adaptado de ChemAxon, 2015 (A) e autoria propria (B).

Valores acima de -1 indicam moléculas muito polares (JORGENSEN; DUFFY, 2002),
ou seja, na Figura 28 (A) quanto mais proximo a zero o log S for, maior a solubilidade da
candesartana cilexetila. Nos dois graficos (A e B), observa-se o0 mesmo comportamento entre
os valores previstos e os experimentais, sendo a solubilidade crescente nos valores de pH: 4,5
< 1,2 <6,8. Fato explicavel pela porcentagem de ionizagdo da candesartana cilexetila em cada
pH. Para sua demonstragdo, foi também calculada a porcentagem de cada macro espécie do
pro-farmaco nos valores de pH: 1,2, 4,5 e 6,8. Segundo os modelos computacionais
empregados, sdo 4 as principais macro espécies encontradas e 3 as possiveis cargas, Figura 29
(ACD, 2016; CHEMAXON, 2013).

Estas macro espécies sdo correlaciondveis com os resultados das andlises da estrutura
eletronica da candesartana cilexetila, discutida no item 5.7, visto que segundo estas analises, os
dois grupos mais propensos a reagir quimicamente sdo: o benzimidazol e o tetrazol-bifenil.
Estes grupos possuem a tendéncia de doar elétrons e receber elétrons, ou seja, se comportam

como base e acido de Lewis respectivamente.
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Figura 29- Macro espécies da candesartana cilexetila e respectivas cargas determinadas in

silico
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Fonte: Adaptado de ACD, 2016.

A porcentagem de cada macro espécie distribuida em funcao da carga da molécula esté
descrita na Tabela 22. Considerando que a forma carregada do fArmaco ¢ mais solivel que sua
forma neutra (KERNS; DI, 2008), a solubilidade da candesartana cilexetila nos meios
tamponados pode ser explicada pela porcentagem de moléculas ionizadas em funcao do pH.
Sendo esta relagdo crescente a partir do meio tamponado pH 4,5 com 64,88 %, no pH 1,2 com

76,6 % e no pH 6,8 com 99,73 % (CHEMAXON, 2013).

Tabela 22- Porcentagem das macro espécies de candesartana cilexetila determinada in silico
para os meios tamponados: pH 1,2, 4,5 ¢ 6,8

Macro espécies (%)

pH

D (0) 1)
1,2 0,02 22,98 76,60
4,5 64,88 35,06 0,06
6,8 99,73 0,27 0,00

Fonte: Adaptado de ChemAxon, 2013.
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5.6.2 Dissolucio intrinseca

A velocidade da dissolugdo intrinseca é calculada com base nos valores de inclinacao
da reta obtidos a partir da construcdo da curva analitica da quantidade dissolvida de fa&rmaco
em fun¢do do tempo. Porém, o seu calculo nao foi possivel, pois a quantidade dissolvida em
cada meio se manteve constante durante todo o ensaio, Tabela 23. Além disso, observa-se que
nos ensaios 1 e 2, considerando a massa utilizada (300 mg) e o volume de meio (900 e 500 mL

respectivamente), a quantidade dissolvida foi maior no ensaio 1 do que no ensaio 2.

Tabela 23- Quantidade dissolvida nos testes de dissolugao intrinseca da candesartana
cilexetila nos meios tamponados

Ensaio Quantidade dissolvida nos meios
tamponados (%)

1 pH 1,2: 0,30
pH 4,5: 0,09
pH 6,8: 0,21
2 pH 1,2: 0,07
pH 6,8: 0,08
3 pH 1,2: 0,21

Ambos os eventos podem estar relacionados a baixa solubilidade da candesartana
cilexetila e consequentemente a auséncia da condi¢ao sink nos meios tamponados testados, que
por estarem saturados, possivelmente, afetaram a dissolu¢do do compacto. A condigdo sink é
definida como o minimo de 3 vezes o volume de meio necessario para se obter uma solugao
saturada do farmaco (STORPIRTIS et al., 2009). Portanto, ndo foi possivel determinar por este

método a solubilidade da candesartana cilexetila nos meios tamponados.
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5.7 Analises eletronicas da candesartana cilexetila e candesartana

As Figuras 31 e 32 apresentam os orbitais HOMO e LUMO calculados para a
candesartana cilexetila e as Figuras 33 e 34 os orbitais HOMO e LUMO calculados para a
candesartana. As setas azuis indicam o vetor do momento dipolo elétrico total das moléculas.
Para facilitar o entendimento, as formulas estruturais da candesartana e candesartana cilexetila

sao reapresentadas na Figura 30.

Figura 30- Férmulas estruturais da candesartana e candesartana cilexetila

HO

Candesartana cilexetila
Candesartana

Figura 31- Orbital molecular HOMO da molécula de candesartana cilexetila calculado usando
o funcional hibrido B3LYP e o conjunto de bases gaussianas 6-31G (2d,2p)
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Figura 32- Orbital molecular LUMO da molécula de candesartana cilexetila calculado usando
o funcional hibrido B3LYP e o conjunto de bases gaussianas 6-31G (2d,2p)

Figura 33- Orbital molecular HOMO da molécula de candesartana calculado usando o
funcional hibrido B3LYP e o conjunto de bases gaussianas 6-31G (2d,2p)

Figura 34- Orbital molecular LUMO para molécula de candesartana usando o funcional
hibrido B3LYP e o conjunto de bases gaussianas 6-31G (2d,2p)

Como pdde ser observado, a densidade eletronica do orbital molecular HOMO da
candesartana cilexetila se distribui apenas sobre o grupo benzimidazol (Figura 31). Esta ¢ a

regido que possui maior probabilidade de reagir com grupos eletrofilicos, isto €, que apresentam
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maior deficiéncia de elétrons. Ja a representagdo do orbital molecular LUMO da candesartana
cilexetila (Figura 32) indica que o grupo tetrazol-bifenil possui a tendéncia de atrair grupos
nucleofilicos, ou seja, que possuem maior densidade eletronica.

As analises dos orbitais moleculares de fronteira para a candesartana (Figuras 33 e 34)
demonstram que a distribui¢do eletronica ¢ idéntica a estimada para a candesartana cilexetila.
Sabendo-se que os grupos insaturados apresentam baixa reatividade, pode-se inferir que ambos
0s compostos sao idénticos sob ponto de vista de sua estrutura eletronica.

Foram também calculadas as susceptibilidades da candesartana cilexetila e da
candesartana a adicao eletrofilica (Figura 35) e nucleofilica (Figura 36) empregando as fungdes
de Fukui. Estas fungdes sdo aproximagdes que estimam a reatividade quimica das moléculas.

Uma boa aproximacao para a representagao das fungdes de Fukui sdo os quadrados dos orbitais

moleculares de fronteira que sdo definidas como f~ = |¢HOMO|2 e [~ |¢LUM0|2 . Dessa forma o

descritor dual ( /%) pode ser calculado a partir da equagdo /> ~ |¢LUM0|2 - |¢HOMO|2'

Figura 35- Suscetibilidade eletrofilica do orbital molecular estimada para a candesartana
cilexetila e candesartana

Candesartana cilexetila " Candesartana

Figura 36- Suscetibilidade nucleofilica do orbital molecular estimada para a candesartana
cilexetila e candesartana

Candesartana cilexetila Candesartana
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A partir das estimativas do descritor dual sobre as suscetibilidades eletrofilicas ( f )

. + , . .
nucleofilicas ( M para as moléculas em estudo, pode-se inferir que tanto na candesartana

cilexetila quanto na candesartana os anéis do benzimidazol s3o os mais propensos a doar
elétrons enquanto que o grupo tetrazol-bifenil é o que possui maior tendéncia a receber
elétrons. Estes dois grupos entdo se comportam respectivamente como base e acido de Lewis,
e, sao os principais responsaveis pela interacao da candesartana cilexetila e sua forma ativa nos

meios aquosos tamponados e consequente solubilizagdo.

5.8 Estabilidade da candesartana cilexetila nos meios biorrelevantes pH 1,2 e 6,8

De acordo com o FDA (2015) considera-se que o farmaco ¢ potencialmente instavel
quando sua degradagdo nos meios biorrelevantes a 37,0 °C ¢ superior a 5 %. Assim, a
estabilidade da candesartana cilexetila nos meios pH 1,2 e pH 6,8, apresentada na Figura 37,
foi calculada empregando a variacdo das concentragdes (teor) em fungdo do tempo, permitindo
assim mensurar a porcentagem de perda, ou seja, o quanto do pro-farmaco degradou. Observa-
se que o pro-farmaco foi estavel no meio pH 1,2 até 3 horas, com 7 horas a porcentagem de
degradacao foi 11,20 % e no meio pH 6,8 a candesartana cilexetila demonstrou ser estavel até

34 horas, com 46 horas o decréscimo na concentracao foi 8,48 %.

Figura 37- Avaliacdo da estabilidade por meio da variagdo na concentragdo (%) média (n=3)
da candesartana cilexetila nos meios pH 1,2 e pH 6,8
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No meio pH 1,2, notou-se a partir de 3 horas um pequeno pico entre 2 e 3 minutos, que,
com o passar do tempo, adquiriu uma &area maior, enquanto a area correspondente a
candesartana cilexetila foi reduzida, Figura 38. O pico que surgiu pode ser um produto de
degradacao da candesartana cilexetila ou a forma ativa, a candesartana. A segunda hipotese
poderia ser explicada pelo fato de que a reacdo de esterificagdo ¢é reversivel, e que a reagdo
inversa, a hidrdlise do éster ¢ favorecida pelo excesso de agua e presenga de catalisadores como
o HCI (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; SOLOMONS; FRYLE, 2011) presente no
tampao do meio pH 1,2. Os mecanismos simplificados destas reagdes sao apresentados na
Figura 39. Porém, a confirmagao seria somente possivel por meio da comparacao do tempo de

retengdo com a SQR da candesartana.

Figura 38- Cromatogramas do estudo de estabilidade da candesartana cilexetila no FGSSE
(pH 1,2) nos tempos de 3 (A) e 34 horas (B)
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Figura 39- Mecanismos de hidrolise e esterificacdo de ésteres catalisadas por acido
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Fonte: Adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012.

Esta maior instabilidade em meios 4cidos foi também observada por Hoope e
Sznitowska (2014) que avaliaram a estabilidade da candesartana cilexetila nos meios

tamponados: pH 1,2 (0,1 mol/L de HCI), 4,5, 6,5 e 7,4 (tampao fosfato 0,05 mol/L). Os autores
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observaram que ap6s 24 horas a 37,0 °C o teor de candesartana cilexetila no pH 1,2 foi reduzido
para 37,0 % do valor inicial e para o pH 7,4, sob as mesmas condi¢cdes, o teor observado foi
83,5 % do valor inicial. Ja para a temperatura, um aumento de 4,0 °C para 37,0 °C resultou em
elevacao na constante de velocidade de degradagao de 4,4 vezes para 6,6 vezes dependendo do
meio. Demonstrando assim que a velocidade de degradagdo da candesartana cilexetila aumenta
com a diminui¢do do pH e com o aumento da temperatura.

No entanto, esta instabilidade da candesartana cilexetila a partir de 3 horas nao seria
preocupante pois, a absor¢do do farmaco a partir da forma farmac€utica comprimidos
administrada por via oral, serd dependente do tempo de esvaziamento gastrico que varia de 5
minutos a 2 horas dependendo do estado fisiologico (jejum ou alimentado) (AULTON;

TAYLOR, 2013).

5.9 Avaliaciao dos medicamentos contendo candesartana cilexetila

5.9.1 Medicamentos disponiveis comercialmente e seus excipientes

Comercialmente disponiveis no mercado nacional existem 15 medicamentos, sob a
FFSOLI, contendo candesartana cilexetila na dose de 16 mg (CMED, 2016). Na Tabela 24,
estes medicamentos sdo relatados juntamente com seus excipientes. Os similares e genéricos
da mesma industria farmacéutica por possuirem os mesmos excipientes foram citados uma
unica vez na tabela.

Os medicamentos disponiveis ndo possuem os excipientes que conhecidamente afetam
a biodisponibilidade do farmaco relatados na RDC 37 de 2011. Porém, o polietilenoglicol
(PEQG) por possuir relatado efeito de inibicao da glicoproteina P (P-gp) (GOOLE et al., 2010)
poderia interferir na permeabilidade da candesartana cilexetila, que € substrato desta proteina
que atua como um transportador de efluxo (secre¢do) (GURUNATH; NANJWADE; PATILA,
2014), contribuindo assim para aumentar sua absor¢ao por se ligar e inibir a atuagdo da P-gp
sobre o pro farmaco. Segundo a RDC n° 37 de 2011, quando hé a presenca de excipientes que
comprovadamente afetam a biodisponibilidade no medicamento candidato a bioisencao, estes
devem ser os mesmos do medicamento referéncia e estar em quantidades compativeis com a
fun¢do pretendida na forma farmacéutica. O PEG esté presente no medicamento de referéncia

do Brasil (Atacand®) e nos demais, exceto os medicamentos genérico e similar da Sandoz. Em
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formas farmacéuticas solidas, este excipiente normalmente € usado para aumentar a eficacia de
aglutinantes, conferir plasticidade aos granulos, no revestimento de comprimidos € como

lubrificante (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Tabela 24- Excipientes presentes em formas farmacéuticas solidas orais de liberagdo imediata

de candesartana cilexetila comercializados no Brasil e a quantidade usualmente empregada

Excipiente Func¢io farmacotécnica Medicamentos Quantidade usual
que contém o
excipiente
Amido de milho Desintegrante e diluente 1,2,4,5,9 3,96 - 170 mg
Carmelose calcica Ligante, diluente ¢ 1,4 1-15%
desintegrante
Carragenina Agente de liberagdo 5 15 mg
sustentada
Celulose microcristalina Diluente e desintegrante 3,6,7,8 10,4 - 665,36 mg
Croscarmelose sodica Desintegrante 2,3,5,6,7,8.9 25,5 -100 mg
Diodxido de silicio Deslizante e 3,6,7,8 2-138 mg
antiaglomerante
Dioxido de titdnio Pigmento 5 11,91 mg
Estearato de magnésio Lubrificante 1,2,3,4,5,6,7,8,9 0,2 - 50 mg
Hiprolose Ligante, agente de 1,2,3,4,6,7,8,9 10-19,2 mg
revestimento, agente de
liberagdo extendida
Lactose monohidratada Ligante e diluente 1,2,3,4,5,6,7,8,9 63,3 -269,8 mg
Macrogol Lubrificante, 1,2,3,4,6,7,8,9 1,5-20 mg
(Polietilienoglicol) plastificante e aglutinante
Oxido  férrico  marrom- Corante 1,2,3,5,6,7,8,9 0,13-1,5mg
avermelhado
Povidona Ligante, desintegrante e 5 3-240 mg

potencializador da
dissolucdo

1. Atacand® (Astrazeneca); 2. Cadenza® e candesartana cilexetila (Aché); 3. Candessa® e candesartana cilexetila
(EMS Sigma Pharma Ltda); 4. Blopress® (Abbott Laboratorios do Brasil Ltda.); 5. Desarcor® e candesartana
cilexetila (Sandoz do Brasil Ind. Farm. Ltda.); 6. Candecor® e candesartana cilexetila (Nova Quimica Farmacéutica
Ltda); 7. Candemed® e candesartana cilexetila (Germed Farmacéutica Ltda); 8. Cansarcor® e candesartana cilexetila
(Legrand Pharma Industria Farmacéutica Ltda); 9. Candesartana cilexetila (Biossintética Farmacéutica Ltda).

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.9.2 Caracterizac¢ido geral dos medicamentos

I. Determinacio do peso

Os resultados da determinacdo do peso e os desvios com a relagdo a média estdo na
Tabela 25. Ambos os produtos avaliados cumpriram o teste da Farmacopeia Brasileira pois, os
valores encontrados para todas as unidades avaliadas estavam dentro do limite de variagao de

+ 7,5 % estabelecido (BRASIL, 2010b).

Tabela 25- Determinagdo do peso dos medicamentos referéncia e genérico da candesartana
cilexetila na dose de 16 mg com os respectivos desvios em relagdo ao peso médio

determinado
. Referéncia Genérico
Unidade Peso (mg) ‘ Desvio (%) Peso (mg) ‘ Desvio (%)
1 132,10 0,88 203,20 1,08
2 130,40 -0,42 202,80 0,88
3 131,20 0,19 201,60 0,28
4 131,90 0,73 199,80 -0,61
5 128,70 -1,72 199,80 -0,61
6 130,60 -0,27 200,30 -0,37
7 131,20 0,19 203,70 1,33
8 129,40 -1,18 199,40 -0,81
9 131,40 0,34 198,80 -1,11
10 131,10 0,11 200,80 -0,12
11 129,30 -1,26 200,40 -0,32
12 128,40 -1,95 203,50 1,23
13 132,50 1,18 201,40 0,18
14 134,30 2,56 200,50 -0,27
15 130,90 -0,04 200,00 -0,51
16 132,30 1,03 202,30 0,63
17 131,70 0,57 200,40 -0,32
18 130,80 -0,11 200,40 -0,32
19 130,60 -0,27 201,50 0,23
20 130,20 -0,57 200,10 -0,47
Média 130,95 201,04

I1. Dureza, diametro e espessura

Os resultados encontrados para cada unidade avaliada estdo na Tabela 26. Apesar de
serem somente informativos (BRASIL, 2010b) permitem evidenciar diferengas entre os

medicamentos relacionadas a composicao das formulac¢des e ao processo de fabricacao.
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Comparando os dois produtos avaliados percebe-se que o medicamento referéncia ¢
menor e apresenta maior dureza que o genérico. A dureza ¢ uma propriedade importante pois
pode afetar a desintegragdo do comprimido e a dissolucao do farmaco e consequentemente a
quantidade disponivel para ser absorvida (ALLEN JUNIOR; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Com relagdo ao diametro e a espessura dos produtos avaliados, observou-se que os
diametros de ambas as formulagdes foram constantes enquanto que a espessura do medicamento
genérico teve pequenas variagdes. A espessura ou altura de um comprimido ¢ determinada no
momento da compressao pelos pungdes e matrizes empregados, sendo a unica dimensao que

pode variar (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Tabela 26- Resultados da determinagdo da dureza, diametro e espessura dos medicamentos
referéncia e genérico da candesartana cilexetila na dose de 16 mg avaliados

Referéncia Genérico
Unidade Dureza Didmetro | Espessura | Dureza Didmetro | Espessura
™) (mm) (mm) ™) (mm) (mm)

1 47,0 7,0 3,0 18,0 8,0 3,90

2 56,0 7,0 3,0 18,5 8,0 3,80

3 52,0 7,0 3,0 29,0 8,0 3,80

4 56,0 7,0 3,0 22,0 8,0 3,85

5 62,0 7,0 3,0 22,0 8,0 3,85

6 55,0 7,0 3,0 24,0 8,0 3,90

7 51,0 7,0 3,0 31,0 8,0 3,85

8 42,5 7,0 3,0 22,0 8,0 3,85

9 56,0 7,0 3,0 23,0 8,0 3,85

10 51,5 7,0 3,0 30,0 8,0 3,85
Média 52,90 7,0 3,0 23,95 8,0 3,85
DP 5,43 0,0 0,0 4,59 0,0 0,03

I11. Teor

O teor calculado para os medicamentos referéncia e genérico estdo na Tabela 27. Ambos
cumpriram o critério da Farmacopeia Japonesa, ou seja, o teor encontrado esta entre 95,0 e
105,0 % da porcentagem declarada no rétulo (JAPAN, 2011).

Além disso, a diferenca entre o teor de ambos os medicamentos nao foi superior aos 5%
recomendados na RDC n° 31 de 2010 que dispde sobre a realizagdo dos estudos de equivaléncia

farmacéutica e de perfil de dissolucdo comparativo (BRASIL, 2010a).
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Tabela 27- Teor encontrado para os medicamentos referéncia e genérico da candesartana
cilexetila na dose de 16 mg

Referéncia Genérico
Replicata Concentracio Teor (%) Concentracio Teor (%)
real (ug/mL) real (ung/mL)

1 20,38 101,88 20,81 104,06

2 20,47 102,33 20,20 100,98

3 20,02 100,11 20,27 101,33

Média 20,29 101,44 20,43 102,13
DP 0,23 1,17 0,34 1,69
DPR 1,16 1,16 1,65 1,65

IV. Friabilidade

Os resultados encontrados estdo na Tabela 28. Ambos os produtos avaliados cumpriram
o teste, pois todas as unidades permaneceram integras e as porcentagens de perda ndo superaram

1,5 % do peso inicial (BRASIL, 2010b).

Tabela 28- Resultados de friabilidade dos produtos, referéncia e genérico da candesartana
cilexetila na dose de 16 mg testados

Produto Peso inicial (g) Peso final (g)  Perda (g) Perda (%)

(n=20) (n=20)
Referéncia 2,6372 2,6300 0,0072 0,27
Genérico 4,0805 4,0709 0,0096 0,24

V. Desintegraciao

Ambos os produtos avaliados cumpriram o teste. As seis unidades do medicamento
referéncia se desintegraram completamente aos 26 minutos. J4 as unidades do medicamento
genérico desintegraram completamente com 21 minutos. Porém, para este produto, foi
necessario realizar o ensaio duas vezes, pois na primeira avaliagdo, os comprimidos aderiram
aos discos empregados para evitar que os comprimidos escapem dos tubos das cestas de
desintegracdo. Portanto conforme orientagdes da Farmacopeia Brasileira, o ensaio foi realizado

novamente sem os discos (BRASIL, 2010b).
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Os perfis de dissolugdo obtidos para os medicamentos referéncia e genérico da

candesartana cilexetila estdo apresentados na Figura 40.

Figura 40- Perfis de dissolu¢cdo médio de 12 unidades dos medicamentos referéncia e genérico
da candesartana cilexetila no meio tamponado pH 6,8 com 0,35 % de polissorbato 20
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Sob as mesmas condi¢des experimentais os dois produtos avaliados apresentaram tipos

de dissolugdo distintos. O medicamento referéncia apresentou dissolucao rapida (dissolucao de

85 % da substancia ativa em até 30 minutos), enquanto que o medicamento genérico apresentou

dissolu¢do muito rapida (dissolu¢do de no minimo 85 % da substancia ativa em até 15 minutos),

Tabela 29 (BRASIL, 2010a).

Tabela 29- Resultado médio (n=12) da quantidade de fairmaco dissolvida a partir dos
medicamentos, referéncia e genérico, da candesartana cilexetila na dose de 16 mg, em funcao

do tempo
Referéncia Genérico
Tempo - - . - - .
(min) Quantidade Desvio padriao Quantidade Desvio padrao
dissolvida (%) dissolvida (%)

2 12,21 1,32 23,62 3,92

6 29,36 3,95 65,28 11,55

10 51,04 7,87 81,06 3,92

15 71,08 9,79 91,35 2,08

20 85,70 7,20 95,05 2,26

25 95,94 3,50 97,35 1,23

45 101,47 3,77 100,48 1,39

75 102,38 1,68 100,66 1,45
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Considerando que os fatores que afetam a dissolu¢do de farmacos administrados em
formas farmacéuticas solidas sdo: as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, a natureza dos
excipientes, o processo de fabricacdo e as condi¢des utilizadas no teste de dissolugdo
(SHARGEL; YU, 2016), pode-se correlacionar a diferenga da velocidade de dissolugdo dos
produtos analisados a composi¢ao das formulagdes e ao processo de fabricagao.

O medicamento genérico avaliado possui dois excipientes que ndo estdo presentes no
medicamento referéncia, a croscarmelose sodica e a povidona. Estes atuam como facilitadores
do processo de desintegragao e dissolugao (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Além disso, a
dureza deste produto determinada experimentalmente foi inferior ao do referéncia, o que
também impacta na desintegracdo da forma farmacé€utica e subsequente dissolugdo do pro-
farmaco (ALLEN JUNIOR; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Segundo a RDC n° 31 de 2010, para que os perfis de dissolugcdo sejam considerados
semelhantes, os medicamentos referéncia e teste devem apresentar o mesmo tipo de dissolug¢ao
(rapida ou muito rapida) e F2 entre 50 e 100. O F2 ndo foi calculado, pois quando a forma
farmacéutica de liberagdo imediata apresenta dissolugao muito rapida, o fator de semelhanca
perde seu poder discriminativo (BRASIL, 2010a). Em substitui¢do a ele, foi calculada a E.D.,
Figura 41.

Figura 41- Eficiéncia de dissolugdo média calculada (n=12) para os medicamentos referéncia
e genérico da candesartana cilexetila na dose de 16 mg
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As andlises estatisticas por meio da ANOVA e do teste de Tukey da E.D. calculada,
demonstraram haver diferenga estatisticamente significativa entre as formulagdes, p =
0,00000082 (indicativo de diferencga estatisticamente significante: p < 0,05).

Apesar das diferengas, ambas as formulagdes cumpriram a especificacdo da

Farmacopeia Japonesa que preconiza que em 45 minutos ndo menos de 75 % da quantidade
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declarada de candesartana cilexetila deve estar dissolvida (JAPAN, 2011). Vale ressaltar que o
meio de dissolugdo empregado neste estudo foi diferente do indicado por esta Farmacopeia.

Como meio de dissolugdo foi utilizado o tampao fosfato pH 6,8 com 0,35 % de
polissorbato 20 que ¢ uma adaptacdo do meio tampdo fosfato pH 6,5 com 0,35 % de
polissorbato 20 recomendando pelo FDA e presente em seu banco de dados (Dissolution
Methods Database) para farmacos que ndo possuem métodos de dissolugdo descritos na
Farmacopeia Americana (FDA, 2016b). Este foi selecionado, pois apesar da monografia da
candesartana cilexetila comprimidos presente na Farmacopeia Japonesa sugerir o meio de
dissolugdo agua com 1 % de polissorbato 20, a 4gua ndo ¢ considerada um meio representativo
das condigdes fisiologicas, seu pH pode variar de acordo com a fonte e ndo possui capacidade
tamponante, ou seja, ndo assegura o mesmo valor de pH durante a realizacdo do ensaio (KLEIN,
2010; STORPIRTIS et al., 2009). Além disso, a candesartana cilexetila apresenta maior
solubilidade no tampao pH 6,8 (0,66 ng/mL) do que em agua (<0,05 pg/mL) o que permitiu o
emprego de uma menor concentragdo de tensoativo (ASTRAZENECA, 2014).

Outros fatores que foram determinantes na selecao e utilizagdo deste meio de dissolucao ao
invés dos meios tamponados pH 1,2, 4,5 e 6,8 de acordo com as normas de bioisengdo sao: a
classificagdo de baixa solubilidade da candesartana cilexetila segundo o SCB o que a
torna inelegivel a bioisencao segundo as agéncias regulatorias e a auséncia das condi¢des sink
nestes meios (BRASIL, 2011b; EMA, 2008; FDA, 2015; HEALTH CANADA, 2014; WHO,
2015).

A condigao sink ¢ definida como o minimo de 3 vezes o volume de meio necessario para
se obter uma solugdo saturada do farmaco (STORPIRTIS et al., 2009). O seu cumprimento
permite, em teoria, que a dissolu¢do seja completa (PHILLIPS et al., 2012; KOSTEWICZ et
al., 2014). Entao, calculando-se o volume de meio de dissolu¢dao necessario a realizagao dos
estudos para a candesartana cilexetila disponivel em comprimidos de 16 mg, por meio da razao
desta dose pelos valores de solubilidade obtidos (pH 1,2 -0,42 pg/mL e pH 6,8-0,66 pg/mL)
seriam necessarios (16 mg/0,00066 mg/mL x 3), 72.727,67 mL somente para a realizagao do
teste do perfil de dissolucdo no meio com a maior solubilidade (pH 6,8). Para assegurar as
condicdes sink em testes de dissolucdo de farmacos pouco soluveis, as alternativas mais
comumente empregadas sao a utilizagdo de tensoativos e o emprego da aparelhagem célula de
fluxo (PHILLIPS, et al., 2012). Porém, na indisponibilidade desta ultima, foi utilizado o meio
tamponado adicionado de tensoativo.

E importante ressaltar que assim como mencionado na Farmacopeia Brasileira, os

medicamentos produzidos subsequentemente ao referéncia, genéricos e similares, devem ser
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formulados para apresentar as mesmas caracteristicas relacionadas a liberagdo do farmaco e a
qualidade estabelecidas para o medicamento referéncia, ndo devendo ser superior a este
(BRASIL, 2010b). Entretanto, nas condi¢des experimentais empregadas, os medicamentos

apresentaram diferengas nos tipos e nos perfis de dissolugao.
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CONCLUSOES

O objetivo do PFPB ¢ garantir o acesso aos medicamentos considerados basicos e
essenciais, assim a selecdo dos medicamentos pertencentes ao programa ¢ baseada
principalmente na Rename. Desde 2004 quando o PFPB foi implantado, a mudanga mais
significativa que ocorreu foi a parceria entre o setor publico e as farmacias e drogarias do setor
privado em 2006. Isto ocasionou a expansdo do programa e o maior acesso da populacdo aos
medicamentos distribuidos por ele.

Os dados de permeabilidade demonstram que in silico e in vitro a candesartana cilexetila
apresenta alta permeabilidade, porém, a biodisponibilidade absoluta em seres humanos ¢ de
aproximadamente 14 %, o que permite a sua classificagdo como de baixa permeabilidade
segundo o SCB. Esta observacdo comprova que somente o carater lipofilico ndo garante uma
alta absor¢do. Diante disto, sdo ressaltados fatores como a desintegracao da forma farmacéutica
e a solubilizagdo que impactam na propor¢ao livre de pro-farmaco para ser absorvido, assim
como o efluxo mediado pela P-gp que interfere na quantidade absorvida.

O método cromatografico desenvolvido para separagdo e quantificagdo da candesartana
cilexetila demonstrou ser seletivo, linear na faixa de concentragdo avaliada, exato, preciso e
robusto quando controladas as condi¢des cromatograficas, sendo, portanto adequado para a
quantificagdo do pro-farmaco nos testes de solubilidade e dissolucao.

A solubilidade em equilibrio da candesartana cilexetila determinada pelo método da
agitacdo orbital em frascos (shake-flask) permitiu a sua classificagdo de acordo com o SCB,
como de baixa solubilidade. Devido a esta baixa solubilidade ndo foi possivel calcular a VDI
do proé-farmaco nos meios tamponados, pois a quantidade dissolvida se manteve constante
durante todos os ensaios realizados em diferentes condigdes, demonstrando assim a saturagao
dos meios.

As analises eletronicas da candesartana cilexetila e sua forma ativa, a candesartana, por
meio da Quimica Quantica, demonstraram que ambas as moléculas sdo idénticas sob ponto de
vista da estrutura eletronica e que os dois grupos mais propensos a reagir quimicamente com as
moléculas de agua e consequentemente envolvidos na solubilidade da candesartana cilexetila
sdo: o benzimidazol e o tetrazol-bifenil.

No comércio nacional foram encontrados 15 medicamentos contendo a candesartana
cilexetila como insumo farmacologicamente ativo sob a forma farmacéutica comprimidos na

dose de 16 mg. Dos excipientes empregados nestas formulagdes, um que poderia interferir na
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biodisponibilidade por inibir a P-gp, é o polietilenoglicol, que estd presente em 14
medicamentos, incluindo o referéncia.

Destes 15 medicamentos, dois produtos (referéncia e genérico) foram caracterizados
empregando testes fisico-quimicos e comparados quanto ao perfil de dissolugdo. Ambos
produtos cumpriram todos os requisitos dos testes realizados, porém, nas condi¢des
experimentais in vitro empregadas, o tipo de dissolugdo e os perfis de dissolug@o obtidos nao
foram semelhantes. O medicamento genérico apresentou dissolu¢ao muito rapida enquanto que
o medicamento referéncia apresentou dissolucdo rapida. A comparacdo dos perfis, realizada
pela analise estatistica da ED calculada, demonstrou haver diferenca estatisticamente
significante entre os perfis, p < 0,05.

Associando os dados de permeabilidade da literatura aos experimentais de solubilidade
obtidos neste trabalho, pode-se inferir que a candesartana cilexetila pertence a classe IV do
SCB. Segundo a Anvisa sao condidatos a bioisen¢@o farmacos classe I veiculados em formas
farmacéuticas solidas orais de liberagdo imediata com dissolugdo rapida. Assim o referido
farmaco nao pode ser incluido na lista de candidatos a bioisengao.

O PFPB tem demonstrado por meio do grande nimero de pessoas beneficiadas a sua
importancia na garantia ao acesso dos medicamentos pela populacdo, porém, melhorias sao
necessarias no que diz respeito ao elenco de medicamentos disponiveis. Assim, como
evidenciado, existe a necessidade da atualizacdo periodica da lista de medicamentos para o
cumprimento da essencialidade, devendo neste momento a eficécia terapéutica ser considerada.
Neste aspecto, apesar da candesartana cilexetila ser reconhecidamente mais eficaz que a
losartana, possui alto custo e pertence a classe IV do SCB, o que impossibilita a isencao dos
estudos de bioequivaléncia para o registro de novos produtos com este pro-farmaco e,
consequentemente, a redu¢do do custo de novos genéricos registrados pelo critério de
bioisencao. Diante disto, torna-se inviavel, neste momento, a inclusao da candesartana cilexetila

no PFPB, que prioriza distribuir medicamentos de baixo custo.
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