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RESUMO

Para comprovacdo da possibilidade de intercambialidade entre medicamentos genéricos e
similares com o referéncia, estes devem passar por estudos in vivo de bioequivaléncia. O
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) € utilizado como ferramenta regulatoria,
visando a possibilidade de substituicdo destes estudos in vivo por estudos in vitro
(bioisencdo). A valsartana, farmaco anti-hipertensivo da classe dos antagonistas de
angiotensina Il (ARA I1), apresenta ampla divergéncia quanto a sua classificacdo segundo o
SCB. Assim, este trabalho visa a obtencdo de informacGes para a definicdo de sua
classificacdo e, consequentemente, segura discussdo sobre a possibilidade ou ndo de sua
bioisencdo. Um método por CLAE empregando coluna C18, fase mdvel composta por
acetonitrila: acido acético 0,1% (v/v) em agua (52: 48), fluxo de 1,0 mL/min foi desenvolvido
para a quantificacdo da valsartana nos meios: fluido gastrico simulado sem enzimas FGSSE
(pH=1,2), tampédo acetato TA (pH=4,5) e suco entérico simulado sem enzimas SESSE
(pH=6,8). Foram validados dois intervalos de concentracdo devido a diferentes estudos, que
demonstraram seletividade, linearidade entre 2 a 12 pug/mL (pH=1,2), 10 a 60 pg/mL
(pH=4,5) e 10 a 400 pg/mL (pH=6,8) (Intervalo 1) e 0,5 a 6 ug/mL (pH=1,2) e 2 a 40 pg/mL
(pH=4,5) (Intervalo 2), precisdo (DPR < 5%) e exatiddo de 95 a 105%. A solubilidade foi
determinada pelo método da agitacdo orbital em frascos (em equilibrio) e por dissolucédo
intrinseca (cinética). De acordo com os resultados obtidos com o primeiro método a
valsartana apresentou alta solubilidade (9,21 mg/mL) no meio SESSE (pH=6,8), sendo a
razdo entre a maior dose (320 mg) e a solubilidade D/S < 250 (34,75) e baixa solubilidade nos
meios FGSSE pH=1,2 (0,08 mg/ mL) e TA pH=4,5 (1,23 mg/mL), com razao D/S > 250
(3991,60 e 259,48, respectivamente). Os resultados obtidos por ambos os métodos foram
equivalentes. A velocidade de dissolucéo intrinseca (VDI) foi de 0,6073 mg/min/cm? no meio
SESSE (pH=6,8), 0,0074 mg/min/cm? no FGSSE (pH=1,2) e 0,0726 mg/min/cm? no TA
(pH=4,5). Foram avaliados os perfis de dissolucdo de trés produtos contendo valsartana
disponiveis no mercado brasileiro. Somente os produtos A (referéncia) e C (similar) no meio
SESSE (pH=6,8) apresentaram dissolu¢cdo muito rapida (85% em 15 minutos) e ndo houve
diferenca significativa entre eles. Dados de permeabilidade in vivo e in vitro foram
identificados por revisdo da literatura; a permeabilidade in silico foi determinada pelos
programas computacionais Molinspiration e MarvinSketch. De acordo com estes dados,

considerando principalmente os estudos in vivo, em que a fragdo absorvida foi < 85%, a



valsartana foi definida como de baixa permeabilidade. Assim, os resultados obtidos levam a
conclusdo de que a valsartana é classificada como farmaco classe 1V do SCB (baixa
solubilidade e permeabilidade), ndo sendo um farmaco candidato a bioisenc&o.

Palavras-chave: Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, Bioisencdo, Solubilidade,

Permeabilidade e Valsartana.



ABSTRACT

To prove the possibility of interchangeability of generic and similar drugs with the reference
these must undergo in vivo bioequivalence studies. The Biopharmaceutical Classification
System (BCS) it is used as a regulatory tool, aiming the possibility of replacing in vivo studies
with in vitro studies (biowaiver). Valsartan, an antihypertensive drug of the class of
angiotensin 1l receptor antagonists (ARA Il), presents wide divergence concerning its
classification according to the BCS. Thus, this work aims at obtaining additional information
in order to contribute to the definition of its classification according to the BCS and to
subsidize an appropriate discussion of biowaiver’s possibility. An HPLC method employing
C18 column, mobile phase composed of acetonitrile: 0.1% (v/v) acetic acid in water (52:48)
and flow rate of 1.0 mL/min was developed for the quantification of valsartan in the media:
simulated gastric fluid without enzymes (pH=1.2), acetate buffer (pH=4.5) and simulated
intestinal fluid without enzymes (pH=6.8). The method was validated in two ranges due
different studies, and showed selectivity, linearity between 2 to 12 pg/mL (pH =1.2), 10 to 60
pg/mL (pH=4.5) and 10 to 400 pg/mL ( pH=6.8) (Interval 1) and 0.5 to 6 pg/mL (pH=1.2)
and 2 to 40 pg/mL (pH = 4.5) (Interval 2), precision with RSD of 5 % and accuracy from 95
to 105%. Solubility was determined by shake-flask method (in equilibrium) and by intrinsic
dissolution (kinetics). According to the results obtained with the first method, valsartan
presented high solubility of 9.21 mg/mL in the buffer (pH=6.8), the ratio between the highest
dose (320 mg) and the solubility D/S < 250 (34.75) and low solubility in the buffers pH=1.2
(0.08 mg/mL) and pH=4.5 (1.23 mg/mL), with D/S ratio > 250 (3991.60 and 259.48,
respectively). The results obtained with both methods were equivalent. The intrinsic
dissolution rate was 0.6073 mg/min/cm? in the pH=6.8, 0.0074 mg/min/cm? in pH=1.2 and
0.0726 mg/min/cm? in pH=4.5. The dissolution profiles of three valsartan-containing products
available in the Brazilian market were evaluated. Only products A (reference) and C (similar)
in pH=6.8 showed very rapid dissolution (85% in 15 minutes) and there was no significant
difference between them. In vivo and in vitro permeability data were identified by literature
review. The in silico permeability was determined by the computational programs
Molinspiration and MarvinSketch. According to these data, considering mainly the in vivo
studies, in which the absorbed fraction was < 85%, valsartan was classified as low
permeability drug. Therefore, the results obtained lead to the conclusion that valsartan is
classified as BCS class IV drug (low solubility and permeability), and so not a candidate for

biowaiver.



Key words: Biopharmaceutical Classification System, Biowaiver, Solubility, Permeability and

Valsartan.
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1 INTRODUCAO

Em 1999 foi instituida no Brasil a politica de medicamentos genéricos, a qual permitiu
0 acesso da populacdo a medicamentos seguros e eficazes com menor custo. Para serem
registrados, os medicamentos genéricos sob a forma farmacéutica sélida de liberacdo imediata
(FFSOLLI), devem passar por estudos de bioequivaléncia (BE). A BE consiste na comparacéo
das biodisponibilidades do farmaco entre os medicamentos genérico e referéncia, e 0s
resultados possibilitam avaliar se estes medicamentos sdo intercambiaveis (BRASIL, 1999).
Anteriores aos genéricos, 0s medicamentos denominados similares, presentes no mercado
brasileiro desde a década de setenta, passaram, em 2003, a ter seu registro condicionado a
obrigatoriedade da realizagdo dos estudos de equivaléncia farmacéutica e biodisponibilidade
relativa (BR), este ultimo tecnicamente semelhante ao estudo de BE (BRASIL, 2003a;
2003b). Neste cenério, as industrias tiveram um periodo de dez anos para adequar seus
produtos a estas exigéncias estabelecidas pela Anvisa e em outubro de 2014 estes
medicamentos passaram, assim como 0S genéricos, a serem considerados intercambiaveis
com o medicamento referéncia (BRASIL, 2014b). Diante disto, também se tornam uma op¢éo
terapéutica considerada segura e de menor custo.

As caracteristicas de solubilidade e permeabilidade sdo determinantes para a
biodisponibilidade e absorcdo de um farmaco, bem como, a dissolucdo a partir da forma
farmacéutica, uma vez que para ser absorvido, o farmaco precisa primeiramente ser liberado
da forma farmacéutica, para entdo se solubilizar nos fluidos gastrointestinais e entdo permear
as membranas bioldgicas e chegar até a corrente sanguinea (FDA, 2015b).

Em 1995, Amidon e colaboradores propuseram o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), que aloca os farmacos de acordo com suas caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade em quatro classes: | (alta solubilidade e alta permeabilidade), |1
(baixa solubilidade e alta permeabilidade), 111 (alta solubilidade e baixa permeabilidade) e IV
(baixa solubilidade e baixa permeabilidade). O SCB tornou-se nos ultimos anos uma
ferramenta empregada pelas agéncias regulatorias, para avaliacdo da possibilidade de
bioisencdo de farmacos veiculados em FFSOLI, que é a possibilidade de substituicdo de
estudos in vivo de BE/BR por estudos in vitro (AMIDON, 1995).

Com excecdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que considera a
bioisencdo apenas para farmacos da classe | (BRASIL, 2011a), as agéncias reguladoras Food

and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) e a Organizagéo
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Mundial da Saude (OMS), em um recente consenso, preconizam a bioisencdo para farmacos
das classes I e 111 (FDA, 2015; EMA, 2010; WHO, 2015).

Quanto as caracteristicas biofarmaceuticas de solubilidade e permeabilidade da
valsartana, uma ampla divergéncia é encontrada na literatura. Ela tem sido relatada como um
farmaco de baixa solubilidade e alta permeabilidade, classe 11 (KAZA et al.,, 2013;
GOVINDASWAMY; UMASANKAR, 2014, CHOWDARY et al., 2014) e/ou de alta
solubilidade e baixa permeabilidade, classe Il (SAYDAM; TAKKA, 2007; KUMAR et al.,
2012). Esta divergéncia justifica a necessidade de estudos adicionais, com o objetivo de
contribuir para definicdo de sua classificacdo pelo SCB e, consequentemente, com uma
discussdo segura a respeito da possibilidade de bioisen¢do de novos medicamentos contendo
este farmaco. A valsartana € um potente anti-hipertensivo da classe dos antagonistas dos
receptores de Ang Il (ARA II) comercialmente disponivel no Brasil e vem sendo muito
utilizada na terapéutica da hipertensdo. No entanto, possui um elevado custo e ndo pertence a
Relagdo Nacional dos Medicamentos Essenciais (RENAME).

Neste contexto, o uso da bioisencao para o registro de novos medicamentos contendo a
valsartana (genéricos e similares), pode ser benéfico a populacdo na medida em que, ao
facilitar o registro destes medicamentos, podera reduzir custos ampliando o acesso da

populacédo a estes medicamentos com seguranca e eficacia garantidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Determinar as caracteristicas biofarmacéuticas da valsartana que possam viabilizar a
definicdo de sua classificacdo pelo SCB e, consequentemente, subsidiar de forma segura a

discussdo sobre a possibilidade de sua bioisencéo.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)
para quantificacdo da valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE
(pH=6,8).

¢ Realizar estudo da solubilidade em equilibrio da valsartana pelo método da agitacédo
orbital em frascos (shake-flask) nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE
(pH=6,8).

¢ Realizar estudo da solubilidade da valsartana avaliando sua dissolucdo intrinseca nos
meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

e Discutir dados de permeabilidade da valsartana obtidos por meio de revisdo da

literatura e calculo do log P pelo método computacional (in silico).

e Identificar todos os medicamentos na forma farmacéutica comprimidos contendo
valsartana disponiveis no mercado brasileiro, listar e discutir os excipientes utilizados nos

mesmaos.

e Auvaliar comparativamente o perfil de dissolucdo de trés medicamentos contendo
valsartana (referéncia, genérico e similar) nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE
(pH=6,8).

e Analisar e discutir os dados obtidos visando subsidiar uma segura discussdo sobre a

possibilidade ou ndo de bioisencdo da valsartana.



28

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Breve historico da politica de medicamentos no Brasil

A partir da Constituicdo Federal de 1988, a saude passou a ser considerada um direito
de todos e um dever do Estado, cabendo a este prover meios de garantir o acesso da
populacdo a salde por meio de politicas sociais e econémicas (BRASIL, 1988; BRASIL
1990). Neste contexto, o Sistema Unico de Satde (SUS), teve sua estrutura e funcionamento
regulamentado pela Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, chamada de Lei Organica da
Saude (BRASIL, 1990).

Em 1998, foi publicada a Portaria n° 3.916, de 30 de outubro, onde foi criada a Politica
Nacional de Medicamentos (PNM), visando o uso racional de medicamentos, a garantia da
seguranca, eficacia e qualidade necessaria destes e, alem disso, 0 acesso da populacdo aqueles
medicamentos que fossem considerados essenciais. Para isso, dentre as diretrizes dessa
politica, estdo o estabelecimento da relacdo de medicamentos essenciais, o estimulo a
producdo de medicamentos e a regulamentacédo sanitaria (BRASIL, 1998).

Um ano depois, foi criada a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, (Lei n® 9.782,
de 26 de janeiro de 1999) com o objetivo de protecdo da salde, agindo por meio do controle
sanitario da producdo e comercializacdo de produtos e servicos submetidos a vigilancia
sanitaria (BRASIL, 1999a).

Neste mesmo ano, foi instituida no Brasil a Lei n°® 9.787 de 10 de fevereiro, que
estabeleceu a politica de medicamentos genéricos. Apesar da obrigatoriedade do uso da
denominagdo genérica ter surgido pela primeira vez com o Decreto n® 793 de 5 de abril de
1993, a politica dos genéricos somente foi efetivamente implantada em 1999. Até entdo, no
Brasil, além dos medicamentos de referéncia, somente existiam os similares, que foram
criados em 1976 com a Lei n° 6.360 de 23 de setembro e 0 registro desses ndo seguiam
normas rigidas de qualidade.

Com o surgimento da politica de medicamentos genéricos, houve um estimulo a
producdo de medicamentos, o que ampliou a concorréncia entre as industrias produtoras. Em
consequéncia, a populacao foi beneficiada, uma vez que passou a ter acesso a medicamentos
de qualidade, seguros e eficazes a um menor custo; uma vez que para serem comercializados,
0s medicamentos genéricos devem passar por estudos de BE, que sdo estudos que avaliam se
0 medicamento genérico e o de referéncia sdo absorvidos na mesma extensdo e velocidade
(biodisponibilidade) sendo, portanto, intercambiaveis (BRASIL, 1999b).
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Por outro lado, os medicamentos similares, existentes no mercado desde 1976, ndo
possuiam a obrigatoriedade de apresentarem estudos de equivaléncia farmacéutica (EF) (in
vitro) e de biodisponibilidade comparativa (in vivo). Assim, além de serem comercializados
sem a comprovacao da equivaléncia terapéutica com o medicamento de referéncia, esses eram
registrados apenas com a comprovacao da semelhanca com o medicamento de referéncia no
que diz respeito ao farmaco, concentracdo, forma farmacéutica, via de administracéo,
posologia e indicacdo terapéutica (BRASIL, 1976).

Este cenario contraditério quanto as exigéncias para comercializacdo de medicamentos
genéricos e similares em nosso pais comecou a ser modificado a partir de 2003, com a
publicacdo das Resolu¢bes RDC 133 e 134 de 29 de maio, que tornou obrigatdria a realizacdo
de testes de EF e de BR aos similares (BRASIL, 2003a; 2003b). As industrias farmacéuticas
tiveram até o fim de 2013 para adequarem seus produtos a essas novas exigéncias. Com a
Resolucdo RDC n° 58 de 10 de outubro de 2014 estes medicamentos passaram, assim como
0s genéricos, a serem considerados intercambidveis com o medicamento referéncia (BRASIL,
2014b) e, por isto, também uma opc¢do terapéutica segura e de menor custo a populacdo

brasileira.

3.2 Sistema de Classificacéo Biofarmacéutica e Bioisengao

Em 1995, Amidon e colaboradores propuseram o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB) como uma forma de identificar os farmacos de acordo com suas
caracteristicas de solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal. Estes dois fatores, aliados a
dissolugdo de farmacos a partir de FFSOLI compreendem os trés principais determinantes da
velocidade e extensdo da absorcdo (biodisponibilidade) (AMIDON, 1995; FDA, 2015).

Assim, com base nesses parametros, o SCB classifica os farmacos em quatro classes:

e Classe I: alta solubilidade e alta permeabilidade. Os farmacos dessa classe sdo bem
absorvidos e a etapa limitante para a absorcdo é a velocidade de dissolugdo e o

esvaziamento gastrico.

e Classe Il: baixa solubilidade e alta permeabilidade. Para esses farmacos a dissolucao

in vivo do farmaco é a etapa limitante para a absorcéo.



30

e Classe Ill: alta solubilidade e baixa permeabilidade. A permeabilidade é a etapa

limitante para a absorcdo dessa classe de farmacos.

e Classe IV: baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Estes farmacos apresentam

problemas significativos para liberacéo e absorcéo via oral.

Diferencas observadas na biodisponibilidade de um farmaco a partir de dois produtos
equivalentes farmacéuticos podem ser devido a diferencas na dissolucdo do medicamento in
vivo. No entanto, quando a dissolu¢do de um farmaco de alta solubilidade a partir de uma
FFSOLI é rapida (85% em 30 minutos) ou muito rapida (85% em 15 minutos) em relagdo ao
esvaziamento gastrico é improvavel que a biodisponibilidade dependa da dissolugdo e/ou do
tempo de transito gastrointestinal. Neste caso, a BE in vivo pode ndo ser necessaria para
produtos classe | e 11, desde que os excipientes utilizados ndo afetem significativamente a
absorcédo. Desta forma o SCB pode ser usado para justificar a bioisencdo (FDA, 2015).

As agéncias reguladoras, bem como a OMS utilizam o SCB como critério para
bioisencdo de farmacos, que compreende a possibilidade de substituicdo de estudos in vivo de
BE/BR por estudos in vitro, no registro de medicamentos. Neste contexto, no Brasil foi
elaborada uma lista de farmacos candidatos a bioisencdo, publicada por meio de uma
instrucdo normativa pela Anvisa. A primeira delas continha 12 farmacos (BRASIL, 2011b).
Com a avaliacdo continua dos riscos inerentes a decisdo sobre a possibilidade ou ndo de
bioisencdo, esta lista se tornou dindmica e vem sendo ampliada (BRASIL, 2013; BRASIL,
2014a; BRASIL, 2016b). A Anvisa, desde a publicacdo do guia para isencao e substituicdo de
estudos de BE/BR em 2011, considera a bioisencdo somente para farmacos da classe |
(BRASIL, 2011a). O FDA, até recentemente também considerava a possibilidade de
bioisencdo apenas para os farmacos da classe I, porém, em 2015 langou um novo guia em que
foram incluidos os farmacos da classe Il (FDA, 2000; FDA, 2015). A EMA considera as
classes | e Il (EMA, 2010). A Organizagdo Mundial da Saidde (OMS) considerava a
bioisencdo para farmacos das classes 1, Il e 1ll, no entanto, assim como o FDA, publicou no
ano de 2015 um novo guia onde foram retirados os farmacos da classe 11 como possiveis de
serem bioisentos, uma vez que foi demonstrado que a metodologia de dissolugdo néo é capaz
de demonstrar diferengas in vivo na velocidade de liberacdo desses farmacos (WHO, 2006;
WHO, 2015; ARIETA, 2015).

Um farmaco é considerado altamente solGvel quando sua maior dose for solivel em

250 mL ou menos de meio aquoso, em uma faixa de pH fisiologico de 1,0-6,8 a 37 £ 1° C.
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Adicionalmente, é considerado de alta permeabilidade quando a extensdo da absorcdo em
humanos € maior ou igual a 85%. Para realizacdo de estudos de solubilidade, as agéncias
reguladoras consideram como método de escolha a agitagdo orbital em frascos (shake-flask).
Ja para os estudos de permeabilidade, sdo considerados os estudos farmacocinéticos em
humanos, como os testes de BA e perfusdo in vivo utilizando seguimento intestinal (EMA,
2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015).

Como relatado acima, até recentemente as agéncias reguladoras possuiam divergéncias
em relacdo as classes de farmacos candidatos a bioisencdo. No entanto, com as recentes
atualizacdes de seus guias, esses 0rgdos direcionaram-se para um consenso de que farmacos
com elevada solubilidade, classes | e 111, sdo os passiveis de bioisencdo (FDA, 2015; EMA,
2010; WHO, 2015). No entanto a Anvisa ainda mantém apenas farmacos classe I como
possiveis candidatos (BRASIL, 2011a).

Estudos relacionados a bioisencdo de novos medicamentos vém demonstrando que
para varios farmacos, ainda existem informacdes inconsistentes na literatura sobre suas
caracteristicas biofarmacéuticas. Adicionalmente, tem sido observado que os dados
encontrados normalmente ndo foram obtidos a partir de condi¢des experimentais adequadas as
exigéncias das agéncias regulatorias no contexto das bioisencBes (STORPIRTIS, 2005;
BELLAVINHA et al., 2014; SOUZA; MONTEIRO, 2014; FIP, 2016).

O grupo de pesquisa do Laboratdrio de Controle de Qualidade do PPG-Cipharma vem
trabalhando ha dez anos no sentido de contribuir para definicdo da classificacdo
biofarmacéutica de farmacos, principalmente da classe dos anti-hipertensivos. Neste contexto,
os farmacos losartana e candesartana, antagonistas dos receptores de Ang Il (ARA 11), foram
recentemente estudados por nosso grupo de pesquisa. Os resultados obtidos nestes trabalhos

levantaram a necessidade de também avaliar um terceiro farmaco deste grupo, a valsartana.

3.3 Valsartana: um antagonista dos receptores AT1 de angiotensina I1 (ARA 11)

Em 1970 ocorreram as primeiras tentativas de desenvolvimento de antagonistas dos
receptores de Angiotensina Il terapeuticamente Uteis. Dentre outras, a saralasina demonstrou
ser um potente ARA Il, porém, por ndo ser absorvida por via oral, necessitando de
administracdo parenteral, o seu uso clinico ndo foi levado adiante. Em 1995 foi aprovado para
uso clinico, um antagonista ndo peptidico seletivo dos receptores AT1, potente e ativo
oralmente, a losartana. A partir dai surgiram outros antagonistas dos receptores AT1 (HILAL-
DANDAN, 2012).
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De acordo com a 72 Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial “a hipertensdo arterial
sisttmica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e
sustentados de pressdo arterial (PA)”. Para controle desta doenga sdo considerados dois tipos
de tratamentos: 0 ndo medicamentoso e 0 medicamentoso. O primeiro inclui varias medidas,
dentre elas o controle do peso; a modificacao do estilo alimentar, em que existem varios tipos
de padrbes de dietas; a pratica de atividades fisicas e 0 consumo moderado de &lcool. Ja no
tratamento medicamentoso sdo utilizados os medicamentos das seguintes classes: diuréticos,
betabloqueadores, inibidores da enzima conversora da angiotensina, antagonistas do receptor
AT1 da angiotensina e antagonistas dos canais de calcio (SBC, 2016).

Dentre os anti-hipertensivos da classe dos ARA Il comercialmente disponiveis no
Brasil estdo a candesartana, irbesartana, losartana, olmesartana, telmisartana e valsartana
(SBC, 2010). A valsartana é caracterizada como um potente antagonista dos receptores de
Ang 1l e é altamente seletivo para os receptores do tipo AT1(FLESCH et al.,1997). E
utilizado no tratamento da hipertensdo e possui um vasto mercado nos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento (SIDDIQUI et al., 2011). Vale também ressaltar a alta especificidade de
ligacdo da valsartana a receptores AT1, assim como um excelente perfil de efeitos
secundarios, os quais oferecem boas condicdes para a adesdo do paciente ao tratamento,
apresentando elevada eficacia e longa duracdo (SAYDAM; TAKKA, 2007). No entanto, o
unico ARA |1 presente na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais é a losartana
(RENAME, 2017).

A valsartana € eficaz no tratamento de criangas, adolescentes e pacientes idosos com
hipertensdo leve a moderada e possui seguranca a longo prazo. A monoterapia com
valsartana, 80 mg como dose inicial, demonstrou eficcia consideravel em doentes com
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e insuficiéncia renal juntamente com hipertensdo. Ja a
terapia complementar ajudou a controlar a PA em grande populacdo de pacientes com
hipertensao grave que ndo respondem suficientemente aos f-bloqueadores, inibidores da ECA
ou diuréticos (CHALLA et al., 2013).

A valsartana esta disponivel comercialmente no Brasil nas doses de 40, 80, 160 e 320
mg, além de associagdes com outros anti-hipertensivos como o besilato de anlodipino e
hidroclorotiazida (ANVISA, 2009). Ainda, foi aprovada recentemente uma nova associacao
de sacubitril e valsartana, indicado para insuficiéncia cardiaca cronica sintomatica (ANVISA,
2017).
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3.3.1. Caracteristicas farmacocinéticas

A valsartana é rapidamente absorvida apds administracdo oral, atingindo os niveis
plasmaticos maximos 2-4 horas ap6s a sua administracdo. Apresenta meia vida de eliminacéo
na faixa de 6-9 horas e sua biodisponibilidade oral relatada na literatura apresenta grande
variacdo (10% a 35%) com média de 25%. Alguns autores determinaram a biodisponibilidade
da valsartana por estudos em humanos e encontraram valores de 23% (FLESH et al., 1997;
WELLINGTON; FAULDS, 2002); ja Pérez e colaboradores em 2006, apresentaram valores
de biodisponibilidade, também por estudos realizados em humanos, de 44,9%. Rajesh Kaza e
colaboradores relatam que a valsartana possui baixa e variavel biodisponibilidade oral (25%).

A valsartana possui alta taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas (85-99%) e volume
de distribuicdo de 17,0 litros (L). A depuracdo plasmatica total deste farmaco é de 2,2 L/h,
sendo que a depuracdo renal corresponde a cerca de 30% desta (0,62 L/h). A principal forma
de eliminacdo da valsartana e de seu metabdlito inativo é pelo processo biliar, onde 70% do
farmaco é eliminado. Quando administrada como solugdo oral, é recuperada principalmente
nas fezes (cerca de 83% da dose), na urina aparece cerca de 13% da dose. Sua recuperacdo é
principalmente como farmaco inalterado, sendo apenas 20% da dose recuperada na forma de
metabolitos. O principal metabdlito, o valeril valsartan 4-hidroxi (M1) é formado por
biotransformacdo oxidativa, sendo este inativo no tratamento da hipertensdo, uma vez que
possui menor afinidade (cerca de 200 vezes) pelos receptores AT1 em comparacdo com a
valsartana (SAYDAM; TAKKA, 2007).

A valsartana € substrato tanto para transportadores de influxo (OATP1B1 e
OATP1B3), quanto para de efluxo (MRP2); ambos envolvidos no transporte hepatobiliar da
valsartana, uma vez que sua excre¢do ocorre principalmente por esta via e possui grupo
carboxilico aniénico o qual favorece sua ligacdo aos transportadores anidnicos. Estes
transportadores de influxo também estdo presentes nos enterdcitos, onde atuam na absor¢éo
intestinal, captando o farmaco para a corrente sanguinea (YAMASHIRO et al., 2006;
KALLIOKOSKI; NIEMI, 2009; SKOLNIK et al., 2010). Além disso, a valsartana € substrato
também para glicoproteina-P (P-gp), que promove o efluxo deste farmaco no sentido
basolateral- apical (HEDAYA; HELMY, 2013; CHALLA et al., 2013; LOZOYA-AGULLO
et al., 2015b).
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3.3.2 Caracteristicas Biofarmacéuticas

A valsartana, acido (2S)-3-metil-2-[pentanoil-[[4-[2-[2H-tetrazol-5-
il]fenil]fenil]metilJamino]butanoico (PubChem, 2016), é um po6 de coloracdo branca e com
faixa de fusdo de 105 - 110°C (CRISCIONE et al., 1995; SAYDAM; TAKKA, 2007). Sua
massa molar é 435,519 g/mol e sua férmula quimica é Cy4H29NsO3 (SIDDIQUI et al., 2011).
Sua estrutura quimica esta apresentada na Figura 1.

Figura 1- Estrutura quimica da valsartana.

A valsartana possui dois grupos fracamente &cidos, o tetrazol e a hidroxila,
representados por valores de pKa de 4,73 e 3,9, respectivamente. Em solu¢des com pH duas
unidades abaixo de 3,9 o farmaco apresenta-se ndo ionizado e duas unidades acima se
encontra inonizado, o que faz com que o composto seja sollvel em agua na faixa de pH
neutro. Além disso, possui um centro assimétrico e coexiste em solucdo nos valores de pH

fisiol6gico como acido nédo dissociado, 0 mono- anion e o di- anion (FLESCH et al., 1997).

3.3.2.1 Solubilidade da Valsartana

Estudos biofarmacéuticos da valsartana encontrados na literatura apresentam
diferentes dados de solubilidade, além de ndo terem sido realizados como o preconizado para
uma defini¢do de sua classificacdo pelo SCB. Assim, alguns autores classificam a valsartana
como um farmaco de baixa solubilidade (classe Il) e outros estudos a classificam como de alta
solubilidade (classe I11), demonstrando haver uma clara divergéncia nos dados obtidos.

Rajesh Kaza e colaboradores (2013) realizaram estudo da solubilidade da valsartana
pelo método de equilibrio, utilizando agua e os meios 1,2, 6,8 e 7,4. Porém, a temperatura

utilizada foi de 25 °C; vale ressaltar que a temperatura preconizada pelas agéncias reguladoras
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para estudos de solubilidade é de 37 £ 1 °C, de forma a mimetizar as condi¢cdes do TGl
(EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015). Os valores de solubilidade
encontrados neste trabalho foram de 0,567 mg/mL em agua e nos meios 1,2, 6,8 e 7,4 foram
de 0,116 mg/mL, 0,304 mg/mL e 0,598 mg/mL respectivamente. Este autor ainda relata uma
baixa e varidvel biodisponibilidade oral deste farmaco (KAZA et al., 2013). Além deste,
outros autores a classificam como classe I, porém nédo apresentaram valores de solubilidade e
afirmam, assim como Rajesh Kaza e colaboradores, que a valsartana possui baixa e variavel
biodisponibilidade oral (25%) (GOVINDASWAMY; UMASANKAR, 2014; CHOWDARY
etal., 2014).

Contraditoriamente, Saydam e Takka (2007), classificaram a valsartana como classe
Il do SCB (alta solubilidade e baixa permeabilidade). Neste estudo, foi relatada a
solubilidade do farmaco em agua como sendo de 0,18 mg/mL e em tampdo fosfato pH 8,0, de
16,8 mg/mL, porém também a temperatura de 25 °C. Estes autores relatam que a valsartana
possui solubilidade dependente do pH. Outro estudo também classificou o farmaco como
classe 111, porém nao foram apresentados dados de solubilidade e a biodisponibilidade descrita
foi de aproximadamente 20 a 25 % (KUMAR et al., 2012a).

De acordo com Kassim e colaboradores (2003), a classificacdo da solubilidade de um
farmaco é baseada no nimero de dose adimensional (Do), que € a razdo da concentracdo do
farmaco em um volume administrado de 250 mL para a solubilidade de saturagcdo do farmaco
em agua. Farmacos que apresentam Do < 1 sdo classificados como de alta solubilidade. Ao
contrario, os que apresentam Do > 1 sdo de baixa solubilidade. Neste estudo, a valsartana
apresentou Do = 1,28, o que a classificaria como um farmaco de baixa solubilidade (KASSIM
et al., 2003). Porém, este dado é utilizado somente como uma estimativa, uma vez que este
ndo é o método de escolha para determinacdo da solubilidade.

Nalluri e colaboradores (2012) demonstraram que a solubilidade da valsartana em
agua foi de 0,249 + 0,020 mg/mL e em tampdo fosfato pH 6,8, a solubilidade do farmaco
aumentou para 43,53 + 3,18 mg/mL. Porém este estudo ndo apresentou a classificacdo da
valsartana pelo SCB. No entanto, assim como Saydam e Takka (2007), relata uma

solubilidade como dependente do pH.
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3.3.2.2 Permeabilidade da Valsartana

A classificacdo da permeabilidade do farmaco pode basear-se no coeficiente de
particdo n-octanol/agua estimado (log P). Neste caso, o metoprolol é considerado como
referéncia para permeabilidade uma vez que ele é 95% absorvido pelo trato gastrintestinal
(TGI). Assim, farmacos que apresentam log P maior ou igual ao do metoprolol s&o
considerados de alta permeabilidade (KASSIM et al., 2003; TAKAGI et al., 2006). De acordo
com o banco de dados Drug Bank, o log P da valsartana é 5,8. Uma vez que este valor é maior
do que o log P do metoprolol, que é de 1,72, a valsartana pode ser considerada como um
farmaco de alta permeabilidade. Porém, mais uma vez de forma controversa, trabalhos
relatam o valor do log P da valsartana como igual a 1,499 (< 1,72), o que a classificaria como
farmaco de baixa permeabilidade (SAYDAM; TAKKA, 2007; SIDDIQUI et al.,, 2011).
Apesar deste método para avaliacdo da permeabilidade ndo ser o método de escolha, ele serve
como uma estimativa para a determinacdo da permeabilidade dos farmacos.

Para determinacdo da permeabilidade de acordo com o SCB sdo considerados os
estudos farmacocinéticos em humanos (EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO,
2015). Como um dos objetivos especificos deste trabalho é identificar e discutir as
informacdes relativas a permeabilidade da valsartana encontradas na literatura, as mesmas
serdo apresentadas e discutidas no item resultados.

Ao serem avaliadas as informac@es biofarmacéuticas de solubilidade e permeabilidade
da valsartana, pode ser observado que os estudos sdo inconclusivos e divergentes, além de
obtidos em condic¢des inadequadas para uma correta classificacdo pelo SCB. Assim, estudos
adicionais sdo necessarios para definicdo de sua classificacdo, o que justifica o
desenvolvimento deste trabalho. Os resultados obtidos poderdo contribuir para uma discussdo

segura sobre a possibilidade ou ndo de sua bioisengéo.
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PARTE 1: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR
CLAE PARA QUANTIFICACAO DA VALSARTANA NOS MEIOS FGSSE (pH=1,2),
TA (pH=4,5) E SESSE (pH=6,8).
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos por CLAE

O desenvolvimento de um método analitico envolve inicialmente, uma busca
bibliografica de condigdes experimentais ja descritas para quantificacdo do analito de
interesse, que sdo compiladas e entdo avaliadas experimentalmente, com adaptacfes ou nao,
visando obter os melhores resultados com menor tempo e custo. Adicionalmente, a
implementacdo de um método, envolve um processo de avaliagdo que estime a sua eficiéncia
(BRITO et al., 2003). Para garantir que um novo método analitico gere informagdes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve passar por uma avaliacdo denominada
validacdo. A validacdo de um método analitico deve garantir por meio de estudos
experimentais, que este atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (RIBANI et al., 2004).

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), é um dos tipos de cromatografia
por eluicdo mais utilizados (SKOOG, 2005). Esta técnica de separacdo vem se destacando
devido a capacidade de realizar analises qualitativas e quantitativas em amostras ambientais,
farmacéuticas, biolégicas e em alimentos (RIBANI et al., 2004). Além disso, € uma técnica
considerada bastante sensivel e seletiva, em relacdo a outras técnicas, por exemplo, quando
comparada a espectrofotometria (SKOOG, 2005).

Os parametros de validacdo variam de acordo com diferentes guias e resolucdes, no
entanto, é essencial que os estudos de validagdo sejam representativos e conduzidos de modo
que a variacao da faixa de concentracao e os tipos de amostras sejam adequados (RIBANI et
al., 2004). Os principais parametros de validacdo para um método analitico de quantificacdo
sdo seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limites de deteccdo e quantificacdo e
robustez (BRASIL, 2003c).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material

5.1.1 Substancia quimica de referéncia (SQR) e insumo farmacéutico ativo (IFA)

Valsartana SQR: United States Pharmacopeia — USP, lote RO09PO, valido por todo periodo
do estudo.
Valsartana IFA Gemini®, lote 64614030402, valida por todo periodo do estudo.

5.1.2 Equipamentos e materiais

Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC-1400;

Balanga analitica Shimadzu, modelo AUX 220, com preciséao de 0,01g;

Balanga analitica Shimadzu, modelo AUX 220D, com precisdo de 0,001g;

Bomba de vacuo Marconi, modelo MAO57/2;

Coluna C18 Agilent (150 x 4,6 mm; 5 um);

Cromatografo Waters Alliance e2695, com forno de injetor automatico, detector de arranjo de
diodos (DAD) e software Empower versao 2;

Equipamento de determinacdo de ponto de fusdo Blichi M-560;

Espectrofotdmetro de absorcdo no Infravermelho (FTIR) Varian 640-IR;

Estufa de secagem e esterilizacdo Fanem, modelo 315 SE;

Membrana de celulose, 0,45 um de poro, Millipore;

Potenciémetro HANNA,;

Pipetas Gilson, volume ajustavel de 10-100 uL, 20-200 pL 100-1000 pL; 1000-5000 pL;
Pipeta Kasvi, volume ajustavel de 1000-5000 pL;

Ponteiras plasticas AXYGEN de 200 pL, 1000 pL e 5000 pL;

Sistema de purificacdo de agua Millipore, modelo Direct — Q3 e Q8;

Unidade filtrante para seringa Millex — 0,45 um de poro, 13 mm de didametro — Millipore

Vials de vidro ambar Waters de 2 mL com tampa e septos de teflon.

5.1.3 Reagentes e Solventes

Acetato de sodio triidratado grau analitico Vetec;
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Acetonitrila grau HPLC J. T. Baker;
Acido acético glacial Vetec;

Acido cloridrico Proquimios;

Agua ultrapurificada em sistema Milli-Q;
Cloreto de sédio Neon;

Fosfato de potassio monobasico Neon;
Hidrdoxido de sodio Vetec;

Metanol grau HPLC J. T. Baker.

5.2 Métodos

5.2.1 Andlise do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA)

5.2.1.1 Anélise por espectrofotometria na regido do infravermelho

Foram realizadas analises por espectrofotometria na regido do infravermelho do IFA
de valsartana e SQR utilizando o dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR). Os
espectros foram obtidos no modo de transmissdo, no intervalo de 4000-600 cm™.
Posteriormente foi realizada a comparacdo entre os espectros do IFA e da SQR, para

caracterizacdo da primeira.

5.2.1.2 Ponto de fusao

Para determinacdo do ponto de fusdo do IFA, este foi introduzido em capilar de vidro
e levado ao equipamento para a determinacdo da faixa de fusdo. Esta faixa foi comparada aos

valores encontrados na literatura.

5.2.2 Desenvolvimento do método cromatogréafico para quantificacdo da valsartana nos
meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8)

Para o desenvolvimento do metodo para a quantificacdo da valsartana por CLAE nos
meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) foram consideradas as condi¢fes

relatadas por Baek e colaboradores (2014); Jalio e colaboradores (2013); Vinzuda e
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colaboradores (2010), assim como as condi¢Ges descritas na Farmacopeia Americana
(UNITED STATES, 2016) (Quadro 1).

Quadro 1 — CondicGes cromatograficas consideradas para o desenvolvimento do
método por CLAE para quantificacdo de valsartana.

Referéncia Coluna Fase movel \./Ol; Fluxo Detector/ | Temp.
Injecéo Iy Coluna
ACN: 4gua:
UNITED | SI8 4 MM 1 geido acético | o | 1.0 W | e
STATES, 2016 10 m’ glacial H ml/min 230 nm
H (50:50:0.1)
ACN: 4gua
C184.6 mm | (60:40), pH
BAEK et al., _ . 1,0 uv/
2014 x150mm; | 30austado | 20l | e | 247 im
5 um com 4cido
fosforico
ACN: agua:
JULIO et al., C183.0 MM 1 4cido acético | 10 uL 0.4 DAD/ .
X 125 mm; ; ml/min 25°C
2013 5 um glacial 273 nm
H (50:50:0.1)
ACN: 4gua:
VINZUDA et f(lfs‘g?n'm_“ écido acético | ,o | 10 uv/ -
al., 2010 5 um ' glacial H ml/min 273 nm
H (50:50:0.1)

5.2.2.1 Determinacao das condi¢bes cromatograficas

O método por CLAE para a quantificacdo da valsartana foi desenvolvido em
cromatografo  Waters Alliance €2695, com detector de arranjo de diodos e coluna
cromatografica da marca Agilent ECLIPSE® XDB-C18 (4,6 x 150 mm; 5 um). O volume de
injecdo foi de 20 pL, o comprimento de onda de 230 nm e a temperatura da coluna foi de
30°C.

As proporc¢des de fase movel foram variadas durante o desenvolvimento do método,
sendo testadas as seguintes composicdes: (1) agua: acetonitrila; (2) dgua: metanol; (3) acido
acetico 0,1% (v/v) em agua: acetonitrila; (4) acido acético 0,1% (v/v) em agua: metanol e (5)
acido acético 0,1% (v/v) em agua: acetonitrila: metanol. As diferentes condi¢des da fase

movel foram testadas em fluxo de 1,0 e 1,2 mL/min.
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5.2.2.2 Preparo da solucéo estoque (SE) de valsartana

Foram preparadas diferentes SE de valsartana de acordo com cada meio em que esta
seria diluida posteriormente e com o estudo a ser utilizada. O modo de preparo esta

apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 — Preparo das solucdes estogue de valsartana.

Solucao estoque Modo de preparo
Pesou-se quantidade exata de 5,0 mg de SQR e transferiu para
SE1 baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com

metanol. A concentracdo da SE obtida foi de 1000 pg/mL
Pesou-se quantidade exata de 20,0 mg de SQR e transferiu para
SE2 baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com

metanol. A concentracdo da SE obtida foi de 4000 pg/mL
Pesou-se quantidade exata de 9,0 mg de SQR e transferiu para
SE3 baldo volumétrico de 10,0 mL. O volume foi completado com

metanol. A concentragdo da SE obtida foi de 900 pg/mL
Pesou-se quantidade exata de 2,0 mg de SQR e transferiu para
SE4 baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com
metanol. A concentracdo da SE obtida foi de 400 pg/mL

5.2.2.3 Preparo das solucdes diluidas

As solucgbes diluidas foram preparadas retirando-se aliquotas da SE e completando o
volume com os meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8). Estes meios foram
preparados conforme apresentado no Quadro 3 (UNITED STATES, 2015).

Quadro 3 — Preparo dos meios tamponados FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE
(pH=6,8).
Meios tamponados Modo de preparo
Foram dissolvidos 2,0 g de cloreto de s6dio em 7,0 mL de
FGSSE (pH=1,2) acido cloridrico e transferidos para um baldo volumétrico de
1,0 L. O volume foi completado com &gua ultrapurificada
Foram adicionados 2,99 g de acetato de sodio triidratado e
TA (pH=4,5) 14,0 mL de &cido acético 2 mol/L em um baldo volumétrico
de 1,0 L. O volume foi completado com &gua ultrapurificada
Foram adicionados 250 mL de uma solugéo de fosfato de
potassio monobasico 0,2 mol/L e 112,0 mL de uma solucéo
de hidroxido de sodio 0,2 mol/L em um baldo volumétricos
de 1,0 L. O volume foi completado com &gua ultrapurificada

SESSE (pH=6,8)
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5.2.3 Validagdo do método analitico para quantificacdo da valsartana

O método analitico desenvolvido para quantificagdo da valsartana foi validado de
acordo com a Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003c).

Apesar deste trabalho se enquadrar na finalidade 1, da classificacdo de testes da RE
899 e ndo necessitar a realizacdo dos parametros limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ) (BRASIL, 2003c), estes foram determinados por meio das médias das
inclinacdes e do desvio padrdo do intercepto das curvas analiticas preparadas em cada um dos
meios avaliados (BRASIL, 2003c). Ndo foram avaliadas de forma experimental, a precisao e
exatiddo para as concentracdes estabelecidas como LQ, pois estas concentragdes ndo foram
utilizadas no presente trabalho. Foram validados dois intervalos devido aos diferentes estudos
realizados. Estes estdo apresentados nos itens seguintes como Intervalo 1 e Intervalo 2. Para a

realizacdo dos célculos e analise estatistica foi utilizado o Software Microsoft Excel® 2010.

5.2.3.1 Intervalo 1

A validacdo do Intervalo 1 foi realizada no intervalo de concentracdo de 2 a 12 pug/mL
(pH=1,2), 10 a 60 pg/mL (pH=4,5) e 10 a 400 png/mL (pH=6,8) e utilizado para quantificagéo
da valsartana em estudos de solubilidade pelo método da agitacdo orbital em frascos e perfil
de dissolucdo nos trés meios tamponados, além da determinacdo da dissolucdo intrinseca no
meio SESSE (pH=6,8).

5.2.3.1.1 Seletividade

A SE3 foi submetida a degradacdo por hidrolise acida, alcalina e térmica nos trés
meios tamponados, porém somente a partir da hidrélise acida houve formacao de produto de
degradacdo. Assim, uma aliquota de 1,0 mL da SE3 foi transferida para tubo de ensaio com
1,0 mL de HCI 3 mol/L. A solugéo foi exposta ao calor seco, em estufa a temperatura de 95 +
1°C por 40 minutos. Apo6s esse tempo, adicionou-se 1,0 mL de NaOH 3 mol/L para

neutralizacdo da solugdo. As diluicdes foram realizadas conforme descritas no Quadro 4.
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Quadro 4 — Preparo de solugdes diluidas a serem utilizadas na avaliagdo do pardmetro

seletividade

Meio tamponado

Diluicao

FGSSE (pH=1,2)

Retirou-se uma aliquota de 500,0 pL da SE3, transferiu para baldo

de 10,0 mL e completou o

volume com meio

TA (pH=4,5)

Retirou-se uma aliquota de 1000,0 pL da SE3, transferiu para baldo

de 10,0 mL e completou o

volume com meio

SESSE (pH=6,8)

Retirou-se uma aliquota de 1000,0 pL da SE3, transferiu para baldo
de 2,0 mL e completou o volume com meio

Para a comprovacao da seletividade foi avaliada a capacidade do método de separar o

pico da valsartana, analito de interesse, dos picos dos produtos de degradacédo por meio da

andlise dos cromatogramas e pela pureza cromatogréafica do pico.

5.2.3.1.2 Linearidade

A linearidade foi determinada por meio de 6 concentragdes. A partir das SE1 e SEZ2,
foram preparadas solugfes diluidas nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE

(pH=6,8), em triplicata. Os dados das curvas analiticas encontram-se nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1 — Preparo das solucdes diluidas de valsartana a partir da SE1 contendo 1000 pg/mL
para avaliagéo da linearidade no meio FGSSE (pH=1,2).

Concentracao final Aliquota da SE Solucéo diluente
(Hg/mL) (uL) g.s.p (ML)
2,0 100,0 50,0
4,0 100,0 25,0
6,0 60,0 10,0
8,0 80,0 10,0
10,0 100,0 10,0
12,0 120,0 10,0

Solucéo diluente = tampdo utilizado para dilui¢éo.

Tabela 2 — Preparo das solucGes diluidas de valsartana a partir da SE1 contendo 1000 pg/mL
para avaliacdo da linearidade no meio TA (pH=4,5).

Concentracao Aliquota da SE Solucéo diluente
(Hg/mL) (uL) g.s.p (mL)
10,0 100,0 10,0
20,0 200,0 10,0
30,0 60,0 2,0
40,0 80,0 2,0
50,0 100,0 2,0
60,0 120,0 2,0

Solucéo diluente = tampdo utilizado para diluicéo.
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Tabela 3 — Preparo das solucGes diluidas de valsartana a partir da SE2 contendo 4000 pg/mL
para avaliacdo da linearidade no meio SESSE (pH=6,8).

Concentracao Aliquota da SE Solucéo diluente
(Hg/mL) (uL) g.s.p (ML)
10,0 125,0 50,0
50,0 125,0 10,0
100,0 50,0 2,0
200,0 100,0 2,0
300,0 150,0 2,0
400,0 200,0 2,0

Solucdo diluente = tampao utilizado para diluicéo.

A linearidade do método analitico foi avaliada pelos parédmetros: coeficientes de
determinacéo e correlacdo linear (R® e R), coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e

residuos da regresséo.
5.2.3.1.3 Precisdo

A precisdo intra-corrida (repetibilidade) do método, foi avaliada em trés niveis de
concentracdo: baixa, média e alta, em triplicata. Assim como esta, a precisdo inter-corridas
(intermediaria) também foi avaliada em trés niveis de concentracdo (baixa, média e alta, em
triplicata), porém em trés dias consecutivos, dando um total de 27 determinacdes.

A determinacdo da precisdo foi feita em cada um dos meios tamponados FGSSE
(pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) e para cada nivel de concentracdo foi calculado o
desvio padrdo relativo (DPR), sendo que o critério de aceitacdo de acordo com a RE n° 899 ¢
de DPR menor do que 5%. O célculo do DPR foi realizado de acordo com a Equacdo 1
(BRASIL, 2003c).

Equacdo 1 — Equacdo utilizada para o céalculo do DPR na determinacdo do parametro
precisao.

DPR ( bP ) 100
= |— %
CMD
Onde: DP € o desvio padrdo das replicatas de cada uma das trés determinagdes (baixa, média e alta) e CMD a

concentragdo média determinada.

As concentracOes utilizadas para determinacdo da precisdo nos meios tamponados

encontram-se apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Concentracdo das solucgdes de valsartana em pg/mL para determinagdo da precisao
nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH= 4,5) e SESSE (pH=6,8).

Nivel de concentracdo | FGSSE (pH=1,2) | TA (pH=4,5) | SESSE (pH=6,8)
Baixo 4,0 20,0 50,0
Meédio 8,0 40,0 200,0
Alto 12,0 60,0 400,0

5.2.3.1.4 Exatidéo
A exatiddo do método foi avaliada em trés niveis de concentracdo: baixo, médio e alto,
em triplicata para cada um dos meios tamponados FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE

(pH=6,8). O calculo da exatidao foi realizado de acordo com a Equagéo 2.

Equacéo 2 — Equacéo utilizada para o célculo do pardmetro exatidao.

o Concentracao média experimental
Exatidao = ( — — ) * 100
Concentragao tedrica

O método é considerado exato quando a concentracdo determinada esta compreendida
em um intervalo de 95 a 105% (KUMAR, 2012b). Os dados utilizados para determinacao da

exatidao encontram-se apresentados na Tabela 4, contida no item 5.2.3.1.3.
5.2.3.1.5 Limite de deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Os parametros LD e LQ foram calculados por meio das médias das inclinacdes e do
desvio padrdo do intercepto de trés curvas analiticas obtidas de cada um dos meios FGSSE
(pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) O célculo dos parametros LD e LQ foram
realizados de acordo com as Equaces 3 e 4.

Equacdo 3 — Equacdo utilizada para o céalculo do parametro limite de detec¢éo.

LD DPa)
= *
( IC

Equacédo 4 — Equacéo utilizada para o calculo do parametro limite de quantificacao.

L (DPa) 10
= E 3
Q IC

Onde: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y de no minimo trés curvas analiticas e IC é a inclinacdo

da curva analitica.
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5.2.3.1.6 Robustez

Para a determinagédo da robustez foram avaliados os seguintes pardmetros de variagao:
% de acido acético na fase mdvel, composicdo da fase mdvel, temperatura e fluxo. Para cada
um destes parametros foram preparadas solucbes com concentracfes de 8,0; 40,0 e 200,0
pg/mL para os meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8), respectivamente.
Estes foram injetados em triplicata para cada nivel de varia¢do que se encontra no Quadro 5.

Quadro 5 — Pardmetros avaliados para determinacdo da robustez do método para a
quantificacdo da valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Parametro Nivel -1 Nominal Nivel +1
% de &cido acético | 0,099% (v/v) em agua | 0,1% (v/v) em édgua | 0,11% (v/v) em &gua
Composicdo da FM 50:50 52:48 54:46
Temperatura (°C) 25 30 35
Fluxo (mL/min) 0,9 1,0 1,1

5.2.3.2 Intervalo 2

A validacdo do Intervalo 2 foi parcial (linearidade, precisdo, exatiddo e limites de
deteccdo e quantificacdo) e realizada nos intervalos de concentracGes de 0,5 a 6,0 ug/mL
(pH=1,2) e 2,0 a 40,0 ng/mL (pH=4,5). A validacdo desta faixa de concentragéo foi necessaria
para determinacdo da dissolucgdo intrinseca nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5).

5.2.3.2.1 Linearidade

A linearidade foi determinada como descrito em Intervalo 1, item 5.2.3.1.2. Os dados
referentes a preparacao das curvas analiticas estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Preparo das solucGes diluidas de valsartana a partir da SE4 contendo 400 pg/mL
para avaliacdo da linearidade no meio FGSSE (pH=1,2).

Concentracao final Aliquota da SE Solucéo diluente
(Hg/mL) (uL) g.s.p (mL)
0,5 125,0 100,0
1,0 250,0 10,0
2,0 50,0 10,0
3,0 75,0 10,0
4,0 100,0 10,0
6,0 150,0 10,0

Solucéo diluente = tamp&o utilizado para dilui¢éo.
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Tabela 6 — Preparo das soluces diluidas de valsartana a partir da SE4 contendo 400 pg/mL
para avaliacdo da linearidade no meio TA (pH=4,5).

Concentracao Aliquota da SE Solucéo diluente
(Hg/mL) (uL) g.s.p (ML)
2,0 50,0 10,0
6,0 150,0 10,0
10,0 50,0 2,0
20,0 100,0 2,0
30,0 150,0 2,0
40,0 200,0 2,0

Solucdo diluente = tampdo utilizado para diluicao.

A linearidade do método analitico foi avaliada pelos pardmetros: coeficientes de

determinacéo e correlacdo linear (R® e R), coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e

residuos da regresséo.

5.2.3.2.2 Precisao

Os resultados de preciséo intra-corrida, bem como a inter-corrida foram determinados

como descrito em Intervalo 1, item 5.2.3.1.3. Os dados utilizados para o preparo das solugoes
empregadas na determinacdo da precisdo nos meios tamponados encontram-se apresentados

na Tabela 7.

Tabela 7 — Concentracdo das solucdes de valsartana em pg/mL para determinacdo da precisao
nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Nivel de concentracdo | FGSSE (pH=1,2) | TA (pH=4,5)
Baixo 1,0 6,0
Médio 3,0 20,0
Alto 6,0 40,0

5.2.3.2.3 Exatidao

A exatiddo foi determinada como descrito em Intervalo 1, item 5.2.3.1.4. Os dados

utilizados para o preparo das solugdes encontram-se apresentados na Tabela 7 (item 5.2.3.2.2)

5.2.3.2.4 Limite de deteccédo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O LD e LQ foram calculados conforme as férmulas apresentadas em Intervalo 1
(Figuras 5 e 6), item 5.2.3.1.5 (BRASIL, 2003c).



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analise do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA)

6.1.1 Analise por espectrofotometria na regido do infravermelho

Para o desenvolvimento deste trabalho, primeiramente foi feita uma andlise para

identificacdo do IFA Gemini® adquirido. Um método que ja é bem utilizado e de grande

importancia para identificacdo de substancias é a espectroscopia no infravermelho

(VALDERRAMA, 2005). Esta andlise foi realizada e pode-se observar que o espectro obtido

na regido do infravermelho para o IFA se mostrou semelhante ao da SQR (Figura 2),

contendo as principais bandas caracteristicas com frequéncias proximas ao relatado na
literatura (Tabela 8) (CAPPELLO et al.,, 2006; COATES, 2006; ISLAS et al.,, 2012,
RAJESWARI et al., 2012; GURRAPU et al., 2012; NAVEEN et al., 2012; XU et al., 2014).

Apo6s a comparacdo com 0 espectro da SQR, pode-se afirmar que o IFA corresponde a

valsartana.

Figura 2 — Espectros na regido do infravermelho da SQR e IFA.
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Tabela 8 — Frequéncias de absorcao das principais bandas no espectro de infravermelho da
valsartana SQR e IFA.

Frequéncia do grupo o
(nimero de onda cm™) Atribuigao
2964,43 C-H
1732,00 C=0 (&cido carboxilico)
1601,61 C=0 (amida) / C=N)
1463,76 C=C (aromatico)
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6.1.2 Ponto de fuséo

O ponto de fusdo de uma substancia pura € a temperatura em que a fase solida e a fase
liquida coexistem, ou seja, entram em equilibrio (LENZI et al, 2004). Esta propriedade fisica
se destaca como critério basico na determinacdo do grau de pureza de substancias, sendo
intrinseca de cada uma podendo, portanto, ser caracterizada por um ponto ou por uma faixa de
fusdo (DIAS et al., 2014).

A faixa de fuséo do IFA Gemini® avaliada foi de 104,4 a 109,8 °C. De acordo com a
literatura, a faixa de fusdo para este farmaco esta entre 105 a 110°C (CRISCIONE et al.,
1995; SAYDAM; TAKKA, 2007), desta forma, este foi considerado puro.

6.2 Desenvolvimento de método cromatografico para quantificacdo da valsartana nos
meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8)

Para a determinacdo das condicBes foram avaliadas as variaveis relatadas na literatura,
bem como as do método farmacopeico (Quadro 1). Durante o desenvolvimento do método, a
temperatura e o volume de injecdo foram mantidos conforme o método farmacopeico
(UNITED STATES, 2016). O comprimento de onda também foi mantido, porém foi usado o
detector DAD. A coluna utilizada foi uma C18 (4,6 x 150 mm; 5 pum).

Primeiramente foi avaliada uma fase movel diferente da proposta no método
farmacopeico. O objetivo foi tentar minimizar danos na coluna cromatografica e no
equipamento, evitando adi¢do de &cido na composicdo da fase mdvel. Além disso, trocou-se 0
componente organico para o metanol por questdes ambientais e devido aos gastos. Assim,
foram testadas as seguintes proporc¢des de fase mével: metanol: dgua (50: 50) e acetonitrila:
agua (50: 50).

A utilizacdo tanto de metanol, quanto de acetonitrila com agua, ndo foram capazes de
promover a eluicdo do pico. Entdo, foi testada a fase mdvel contendo acido acético conforme
descrito no método farmacopeico.

Primeiramente foi utilizado o metanol como solvente orgénico, na seguinte proporcao:
metanol: &cido acético 0,1% (v/v) em agua (50: 50). Com esta condigdo néo foi observado o
sinal cromatografico durante o tempo de corrida (15 minutos), entdo se optou por aumentar a
proporcao do solvente, uma vez que, em cromatografia de fase reversa, quando se aumenta o
solvente apolar (orgénico), hd um aumento da forca de elui¢do, diminuindo, portanto o tempo

de retencdo do analito (SKOOG et al., 2005). Dessa forma, foi testada uma nova proporcao de
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fase movel: metanol: &cido acético 0,1% (v/v) em &gua (75: 25). O cromatograma obtido

nessas condigdes estd apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Cromatograma obtido para a solucdo de valsartana utilizando metanol: acido
acético 0,1% (v/v) em agua (75: 25). Concentracdo da amostra de 200 pg/mL.
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Apesar do sinal cromatogréfico possuir intensidade satisfatoria, seu fator de cauda foi
de 0,87, foi assimétrico (As= 0,75), saiu com baixo tempo de retencdo e largura de 0,7 mm,
préximo ao volume morto. Assim, mais uma vez foi alterada a proporcao da fase movel,
foram testadas: metanol: &cido acético 0,1% (v/v) em é&gua (70: 30) e (72:28), cujos

cromatogramas estéo representados nas Figuras 4 e 5.

Figura 4 — Cromatograma obtido para a solugdo de valsartana utilizando metanol: &cido
acético 0,1% (v/v) em agua (70: 30). Concentracdo da amostra de 200 pg/mL.
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Figura 5 — Cromatograma obtido para a solucdo de valsartana utilizando metanol: acido
acético 0,1% (v/v) em agua (72: 28). Concentragdo da amostra de 200 pg/mL.
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Ao diminuir a proporcdo de solvente organico (Figuras 4 e 5) o tempo de retencao
aumentou (5,004 e 4,575 minutos) como esperado, porém houve um alargamento do sinal
cromatografico (1,4 e 1,1 cm) e este continuou assimétrico (As= 0,83) para ambas as
proporcOes apresentadas, com fator de cauda de 0,87 e 0,91.

Foi testada a fase movel de acordo com o método farmacopeico: acetonitrila: acido

acético 0,1% (v/v) em &gua (50: 50). O cromatograma esté apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Cromatograma obtido para a solucdo de valsartana utilizando acetonitrila: &cido
acético 0,1% (v/v) em agua (50: 50). Concentracdo da amostra de 200 pg/mL.
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Com a utilizacdo da acetonitrila como solvente orgénico a intensidade do sinal cromatografico
aumentou e a largura diminuiu (0,8 mm), porém, o pico se manteve assimétrico (As= 1,3),
com fator de cauda de 1,3 e apresentou tempo de retencdo de 5,273 minutos. Entdo foram
avaliadas outras proporc@es, aumentando-se a quantidade do solvente organico, de forma a
diminuir o tempo de retencéo.

Foram testadas duas propor¢des da fase movel contendo acetonitrila: acido acético
0,1% (v/v) em &gua, sendo elas: (55: 45) e (60: 40). Os cromatogramas sdo mostrados nas

Figuras 7 e 8.

Figura 7 — Cromatograma obtido para a solucéo de valsartana utilizando acetonitrila: &cido
acético 0,1% (v/v) em agua (55: 45). Concentragao da amostra de 200 pg/mL.
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Figura 8 — Cromatograma obtido para a solucdo de valsartana utilizando acetonitrila: &cido
acetico 0,1% (v/v) em agua (60: 40). Concentracdo da amostra de 200 pug/mL.
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O sinal cromatografico de ambas as proporcdes apresentadas (Figuras 7 e 8) melhorou
consideravelmente, uma vez que se apresentou simétrico (As= 1,0), com fator de cauda de 1,0
e mais estreito (0,6 mm) do que os anteriormente avaliados. Os tempos de retencdo foram de
4,791 e 3,917 minutos, respectivamente.

Na tentativa do gasto minimo de acetonitrila, por economia e questdes ambientais, foi
avaliada a fase mdvel metanol: acetonitrila: &cido acético 0,1% (v/v) em agua com diferentes
proporcoes e fluxos (Tabela 9). O cromatograma referente a estas condicdes esta apresentado

na Figura 9 e os parametros cromatograficos calculados encontram-se na Tabela 10.

Tabela 9 — Diferentes proporcdes da fase mdvel metanol: acetonitrila: cido acético 0,1%
(v/v) em &gua, testadas em diferentes fluxos.

Proporcéao Fluxo (mL/min)
1) 65:10: 25 1,0
2) 55:15:30 1,2
3) 60:10: 30 1,2
4) 60:10: 30 1,0
5) 50: 20: 30 1,0

Figura 9 — Cromatograma obtido para a solucdo de valsartana utilizando Metanol: acetonitrila:
acido acético 0,1% (v/v) em agua em diferentes proporcoes e fluxos. (1) 65: 10: 25- 1,0
mL/min; (2) 55: 15: 30 - 1,2 mL/min; (3) 60: 10: 30 - 1,2 mL/ min; (4) 60: 10: 30 - 1,0
mL/min; (5) 50: 20: 30 - 1,0 mL/min. Concentragdo da amostra de 200 pg/mL.
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Tabela 10 — Parametros calculados para cada cromatograma obtido para a solucéo de
valsartana utilizando Metanol: acetonitrila: &cido acético 0,1% (v/v) em agua em diferentes
proporgoes e fluxos. (1) 65: 10: 25 - 1,0 mL/min; (2) 55: 15: 30 - 1,2 mL/min; (3) 60: 10: 30 -
1,2 mL/ min; (4) 60: 10: 30 - 1,0 mL/min; (5) 50: 20: 30 - 1,0 mL/min. Concentracdo da
amostra de 200 pg/mL.

Cromatograma | Largura do pico (cm) Fc As
1 1,4 0,87 0,85
2 1,4 1,16 1,16
3 15 1,07 1,16
4 1,6 1,14 1,30
5 1,8 1,12 1,14

Fc= fator de cauda do pico cromatografico; As= assimetria.

Dentre as condicgdes testadas (Tabela 9), a 1 e 2 foram as que apresentaram melhores
resultados em relacdo aos parametros cromatograficos avaliados (Tabela 10). Porém, o sinal
cromatografico com a utilizacdo da acetonitrila como solvente organico se mostrou mais
intenso e simétrico. O tempo de retencao foi compativel com o tempo e o nimero de analises
previstas, bem como, distante do tempo morto (1,6 min). Além disso, ndo foi tdo longo o que
favorece menor gasto de solvente e agilidade na obtencdo dos resultados, tendo em vista o
grande nimero de andlises a serem realizadas no desenvolvimento do trabalho.

Por fim, foi feita a comparagdo das condi¢Bes cromatograficas que proporcionaram
melhores resultados utilizando as trés combinagdes de solvente que foram testadas, visando
definir as que iriam compor o método para posterior validacdo. Esta comparacdo esta
apresentada na Figura 10 e os parametros cromatograficos calculados para cada uma destas

condigdes encontram-se na Tabela 11.

Figura 10 — Cromatograma obtido para a solugéo de valsartana utilizando diferentes
proporcOes de fase mdvel e flluxo: (1) acetonitrila: acido acético 0,1% (v/v) em agua (60: 40)
- 1,0 mL/min; (2) metanol: acetonitrila: &cido acético 0,1% (v/v) em &gua (55:15:30) - 1,2
mL/min e (3) metanol: &cido acético 0,1% (v/v) em agua (72:28) - 1,0 mL/min.
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Tabela 11 — Parametros calculados para cada cromatograma obtido para a solugédo de
valsartana utilizando diferentes proporc¢des de fase movel e flluxo: (1) acetonitrila: acido
acético 0,1% (v/v) em &gua (60: 40) - 0,1 mL/min; (2) metanol: acetonitrila: acido acético

0,1% (v/v) em agua (55:15:30) - 1,2 mL/min e (3) metanol: &cido acético 0,1% (v/v) em agua
(72:28) - 1,0 mL/min.

Cromatograma | Largura do pico (cm) Fc As
1 0,6 1,00 1,00
2 11 1,10 1,00
3 1,4 0,87 0,87

Fc= fator de cauda do pico cromatografico; As= assimetria.

Ao analisar os parametros referentes a estas condic¢des (Tabela 11), podemos observar
nitidamente que a acetonitrila (1) foi o solvente organico que mostrou melhor resultado. O
sinal cromatogréafico apresentou Gtima simetria, sem presenca de cauda e tempo de retencédo
adequado (3,917 minutos). Assim, as condi¢cdes para o0 método de quantificacdo da valsartana
haviam sido determinadas: coluna C18 (4,6 x 150 mm; 5 pum), fase mével acetonitrila: acido
acetico 0,1% (v/v) em agua (60: 40), fluxo de 1,0 mL/min, temperatura da coluna de 30 °C,
deteccdo por DAD a 230 nm, volume de injecdo de 20 uL e tempo de corrida de 6,0 minutos.

Porém, em injecdes posteriores ndo foi observada reproducdo no tempo de retencdo,
este fato ocorreu logo apds o equipamento ter passado por manutengdo, o que provavelmente
interferiu nas condi¢es. Desta forma, foi necesséario o ajuste da proporcdo da fase movel

para: acetonitrila: acido acético 0,1% (v/v) em agua (52: 48) (Figura 11).

Figura 11 — Cromatograma obtido para a solucdo de valsartana utilizando acetonitrila:

acido acético 0,1% (v/v) em agua (52: 48). Concentra¢do da amostra de 200 pg/mL.
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Os parametros cromatograficos tempo de retencdo, fator de cauda e assimetria obtidos,
foram adequados para o método de quantificacdo da valsartana (Tabela 12). Desta forma,

foram definidas as condi¢es do método analitico, que estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 12 — Pardmetros cromatogréficos para 0 método de quantificacdo da valsartana.

Tr (min)

Fc As

3,956

1,0 1,0

Tr=tempo de reten¢dodo analito; Fc= fator de cauda do pico cromatografico; As= assimetria.

Tabela 13 — Condicdes analiticas definidas para quantificacao da valsartana.

Parametro Especificacao
Coluna C18 (4,6 x 150 mm; 5 pm)
Fase movel acetonitrila: acido acético 0,1% (v/v) em agua (52: 48)

Fluxo (mL/min)
Temperatura da coluna (°C)
Deteccéo
Comprimento de onda (A)
Volume de injecédo (uL)
Tempo de corrida (min)

1,0
30
DAD
230
20
6,0

Apo6s a definicdo das condi¢bes cromatograficas, foram preparadas solucdes de
valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8), que seriam

utilizados nos estudos de solubilidade e dissolugdo. Os cromatogramas estdo apresentados na

Figura 12.

Figura 12 — Cromatogramas obtidos para quantificagdo da valsartana nos meios tamponados
(A) FGSSE (pH=1,2), (B) TA (pH=4,5) e (C) SESSE (pH=6,8). Concentracdo da amostra de

200 pg/mL.
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Continuacéo

1004 C
0.80-|

0.60

AU

0.40

0.20-

0.00

L o e T o L A s ey e s e S L A e e e e LA s s B e IR A
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

Minutes
Os parametros referentes aos cromatogramas da Figura 12 estdo apresentados na

Tabela 14. A variacdo dos tempos de retencao se deve aos diferentes valores de pH dos meios.

Tabela 14 — Pardmetros cromatograficos para o método de quantificacdo da valsartana.

Meios Tr (min) Fc As
FGSSE (pH=1,2) 4,047 1,1 11
TA (pH=4,5) 4,000 11 11
SESSE (pH=6,8) 3,878 1,2 1,4

Tr=tempo de retencdodo analito; Fc= fator de cauda do pico cromatogréafico; As= assimetria.
6.3 Validacdo do método analitico para quantificacdo da valsartana
6.3.1 Intervalo 1
6.3.1.1 Seletividade

Os resultados obtidos para comprovacdo do parametro seletividade, originados da
degradacdo por hidrolise acida, com HCI 3 mol/L, a 95 + 1°C, por 40 minutos, em cada um

dos meios tamponados, estdo apresentados nas Figuras 13, 14 e 15.

Figura 13 — Cromatograma obtido com a solucéo diluida de valsartana no meio FGSSE
(pH=1,2). Concentragdo da amostra 15 pg/mL.
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Figura 14 — Cromatograma obtido com a solucéo diluida de valsartana no meio TA (pH=4,5).
Concentracdo da amostra 30 pg/mL.
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Figura 15 — Cromatograma obtido com a solucéo diluida de valsartana no meio SESSE
(pH=6,8). Concentracdo da amostra 150 pg/mL.
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Para cada um dos cromatogramas foi feita a pureza cromatogréafica do pico. Os valores

dos angulos determinados e de referéncia estéo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Valores dos angulos determinados e de referéncia para avaliacdo da pureza de
pico do método cromatogréafico para quantificacdo da valsartana.

Meios tamponados | Angulo determinado | Angulo de referéncia

FGSSE (pH=1,2) 0,188 0,404
TA (pH=4,5) 0,170 0,380
SESSE (pH=6,8 0,059 0,277

De acordo com os resultados obtidos para a determinacéo da seletividade (Figuras 13 a
15), pode-se observar que o método foi capaz de separar o pico da valsartana do produto de
degradacédo gerado nos trés meios tamponados.

Além disso, ao analisar os dados obtidos por meio do software Empower 2 da
Waters® (Tabela 15), relativos aos valores dos angulos determinados e de referéncia para

avaliacdo da pureza de pico do método cromatografico, observamos que os valores dos
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angulos determinados foram menores do que os de referéncia, o que confirma que ndo houve
coeluicdo de picos de produto de degradacdo com cromoforo semelhante com o pico da
valsartana (BRASIL, 2003c).

6.3.1.2 Linearidade

A seguir estdo apresentadas as curvas analiticas médias seguidas dos gréaficos
referentes aos residuos das regressdes lineares obtidas para os meétodos desenvolvidos
empregando cada um dos meios tamponados FGSSE (pH=1,2) (Figuras 16 e 17), TA
(pH=4,5) (Figuras 18 e 19) e SESSE (pH=6,8) (Figuras 20 e 21).

Figura 16 — Curva analitica para o0 método de quantificacdo da valsartana no meio FGSSE

(pH=1,2).
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Figura 17 — Grafico de residuos da regressao para a valsartana no meio FGSSE (pH=1,2).
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Figura 18 — Curva analitica para o método de quantificacdo da valsartana no meio TA

(pH=4,5).
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Figura 19 — Grafico de residuos da regressao para a valsartana no meio TA (pH=4,5).
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Figura 20 — Curva analitica para 0 método de quantificacdo da valsartana no meio SESSE

(pH=6,8).
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Figura 21 — Grafico de residuos da regressao para a valsartana no meio SESSE (pH=6,8).
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Em relacdo a linearidade dos métodos, ao analisar os parametros da regressdo que
foram obtidos, em cada um dos meios tamponados FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE
(pH=6,8) (Tabela 17), observa-se que os valores dos coeficientes de correlacdo linear foram
maiores do que o minimo preconizado pela RE 899, que é de 0,99, confirmando, portanto a
linearidade da regressdo (BRASIL, 2003c).

Em relacdo aos residuos obtidos em cada um dos meios tamponados (Figuras 17, 19 e
21), estes apresentaram uma distribuicdo aleat6ria ao longo do eixo 0, o que significa que ndo
é evidenciada tendéncia. Assim, a significancia das regressdes foi calculada por ANOVA e 0s

valores estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Significancia das regressdes da valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA
(pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).
Significancia da regresséo

Meio tamponado F calculado F critico

FGSSE (pH=1,2) 7983,11 4,54
TA (pH=4,5) 12347,85 4,54

SESSE (pH=6,8) 21232,68 4,60

F=valor do coeficiente calculado de acordo com a ANOVA.

Para que haja significancia das regressdes, os valores calculados no teste F devem ser
maiores do que os de F critico. Isto foi observado nos resultados (Tabela 16), confirmando
que as regressdes sao significativas e 0 método adequado para a quantificagdo da valsartana
na faixa de concentracédo selecionada para cada um dos meios.

Na Tabela 17, estdo descritos os parametros da regressdo que foram obtidos para o

método de quantificacdo da valsartana em cada um dos meios tamponados.



Tabela 17 — Parametros da regressao linear obtidos para a quantificagdo da valsartana nos

meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).
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Parametros da regressdo | FGSSE (pH=1,2) TA (pH=4,5) | SESSE (pH=6,8)
a 54745729 59964114 59718421
b 3555,511 11054,67 83094,67
R 0,9998 0,9998 0,9998
R 0,9998 0,9998 0,9998

a= coeficiente angular; b= coeficiente linear; R’= coeficiente de determinacdo; R= coeficiente de correlacdo

linear.

6.3.1.3 Precisao

Os resultados da precisdo intra-corrida e inter-corridas, para cada um dos meios

FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8), estdo apresentados nas Tabelas 18 a 21.

Tabela 18— Analise da precisao intra-corrida (repetibilidade) para o método de quantificacéo
da valsartana no meio FGSSE (pH=1,2).

. . Concentracao Concentracdo média

Dia Nivel tedrica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) DPR (%)

CB 4,00 4,07 3,09

1° CM 8,00 8,21 3,56

CA 12,00 12,12 1,65

CB 4,00 4,17 2,01

2° CM 8,00 8,13 2,58

CA 12,00 12,18 2,06

CB 4,00 4,07 3,09

3° CM 8,00 8,21 3,56

CA 12,00 12,12 1,65

CB= concentragdo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.
DPR= Desvio Padréo Relativo.

Tabela 19 — Anélise da precisdo intra-corrida (repetibilidade) para o método de quantificagdo
da valsartana no meio TA (pH=4,5).

. . Concentracao Concentracdo média

Dia Nivel tedrica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) DPR (%)

CB 20,00 20,32 4,10

10 CM 40,00 39,77 2,72

CA 60,00 60,51 2,08

CB 20,00 20,28 1,10

2° CM 40,00 40,44 2,00

CA 60,00 60,56 2,69

CB 20,00 19,38 3,19

3° CM 40,00 39,46 0,78

CA 60,00 60,45 0,68

CB= concentragdo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.
DPR= Desvio Padrédo Relativo.
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Tabela 20 — Anélise da precisdo intra-corrida (repetibilidade) para o método de quantificagdo
da valsartana no meio SESSE (pH=6,8).

. . Concentracao Concentracdo média

Dia Nivel teorica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) DPR (%)

CB 50,00 50,27 2,69

1° CM 200,00 206,67 3,31

CA 400,00 401,24 3,18

CB 50,00 48,76 2,45

2° CM 200,00 200,44 2,35

CA 400,00 399,21 2,11

CB 50,00 48,84 2,09

3° CM 200,00 201,96 2,55

CA 400,00 399,72 3,31

CB= concentragédo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.
DPR= Desvio Padréo Relativo.

Tabela 21 — Precisdo inter-corridas (intermediaria) para o0 método de quantificacdo da
valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Meio . Concentracéao Concentracdo média

tamponado Nivel tedrica (ug/mL) real (ug/mL) (n=9) DPR (%)

CB 4,00 4,13 2,64

FGSSE (pH=1,2) CM 8,00 8,15 2,30

CA 12,00 12,17 1,40

CB 20,00 19,99 3,80

TA (pH=4,5) CM 40,00 39,89 3,04

CA 60,00 60,51 2,47

CB 50,00 49,29 2,58

SESSE (pH=6,8) CM 200,00 203,02 2,78

CA 400,00 400,06 2,54

CB= concentracdo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.
DPR= Desvio Padréo Relativo.

De acordo com os resultados da precisdo intra-corrida e inter-corridas, para cada um
dos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) (Tabelas 18 a 21), pode-se
observar que todos os valores do DPR foram menores do que 5% (BRASIL, 2003c),

concluindo que o método para a quantificacdo da valsartana é preciso na faixa de

concentracdo selecionada.

6.3.1.4 Exatidao

Os resultados da exatiddo, para cada um dos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e
SESSE (pH=6,8), estdo apresentados nas Tabelas 22 a 24.
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FGSSE (pH=1,2).
Dia Nivel Concentracao Concentracdo média Exatidao
teorica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) (%0)
CB 4,00 4,07 101,79
1° CM 8,00 8,21 102,58
CA 12,00 12,12 100,96
CB 4,00 4,17 104,17
2° CM 8,00 8,13 101,63
CA 12,00 12,18 101,52
CB 4,00 4,14 103,46
3° CM 8,00 8,12 101,46
CA 12,00 12,21 101,72

CB= concentracdo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.

Tabela 23 — Anélise da exatidao para o0 método de quantificacdo da valsartana no meio TA

(pH=4,5).
Dia Nivel Concentragéo Concentracdo meédia Exatidéo
tedrica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) (%0)
CB 20,00 20,32 101,60
1° CM 40,00 39,77 99,42
CA 60,00 60,51 100,85
CB 20,00 20,28 101,38
20 CM 40,00 40,44 101,10
CA 60,00 60,56 100,94
CB 20,00 19,38 96,92
3° CM 40,00 39,46 98,65
CA 60,00 60,45 100,75

CB= concentragdo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentra¢do alta.

Tabela 24 — Analise exatiddo para 0 método de quantificacdo da valsartana no meio SESSE

(pH=6,8).
Dia Nivel Concentracao Concentracdo média Exatidao
tedrica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) (%)
CB 50,00 50,27 100,54
1° CM 200,00 206,67 103,33
CA 400,00 401,24 100,31
CB 50,00 48,76 97,51
2° CM 200,00 200,44 100,22
CA 400,00 399,21 99,80
CB 50,00 48,84 97,67
3° CM 200,00 201,96 100,98
CA 400,00 399,72 99,93

CB= concentrac¢do baixa; CM= concentracdo média; CA= concentracgdo alta.

Uma vez que ndo ha determinacéo de critérios para o parametro de exatiddao (BRASIL,

2003c), foram avaliadas indicaces da literatura e foi considerado o trabalho de Kumar e
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colaboradores (2012b), o qual assume que o valor deve estar compreendido entre 95 e 105%.
Observou-se que os valores da exatidao para cada um dos meios avaliados (Tabelas 22 a 24),
ficaram dentro da faixa estabelecida, o que confirma a exatiddo do método.

6.3.1.5 Limites de Deteccéo (LD) e Quantificacédo (LQ)

Os valores de LD e LQ calculados estédo apresentados na Tabela 25 (BRASIL, 2003c).

Tabela 25 — Valores de LD e LQ para o método de quantificacdo da valsartana nos meios
FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Meio tamponado LD (ng/mL) LQ (ug/mL)
FGSSE (pH=1,2) 0,15 0,51

TA (pH=4,5) 1,40 4,67
SESSE (pH=6,8) 1,02 3,41

De acordo com os valores apresentados para cada um dos meios (Tabela 25), a menor

concentracdo da faixa de trabalho se encontra acima dos valores de LD e LQ calculados.

6.3.1.6 Robustez

Os resultados das médias das concentracdes obtidas com as varia¢bes das condi¢bes
determinadas para cada um dos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8),
estéo apresentados nas Tabelas 26 a 28.

Tabela 26 — Resultados das médias das concentracfes e DPR para avaliacdo da robustez do
método de quantificacdo da valsartana no meio FGSSE (pH=1,2).

- Concentracdo média (n=3)
Condicao (Lg/mL) DPR (%)
Fluxo (-) 7,32
Fluxo (nominal) 8,12 10,12
Fluxo (+) 8,97
Temperatura (-) 8,01
Temperatura nominal 8,37 2,35
Temperatura (+) 8,07
Composicéo (-) 8,30
Composic¢éo (nominal) 8,37 1,94
Composicgéo (+) 8,06
% acido acético (-) 8,40
% acido acetico (nominal) 8,37 0,48
% acido acético (+) 8,32

DPR= Desvio Padrdo Relativo.
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Tabela 27 — Resultados das médias das concentracGes e DPR para avaliagdo da robustez do
método de quantificacdo da valsartana no meio TA (pH=4,5).

Concentracédo média (n=3)

Condicao (ug/mL) DPR (%)

Fluxo (-) 4,54

Fluxo (nominal) 4,08 10,10
Fluxo (+) 3,71
Temperatura (-) 4,08

Temperatura nominal 4,13 0,57
Temperatura (+) 4,09
Composicéo (-) 4,14

Composic¢éo (nominal) 4,13 0,49
Composicéo (+) 4,10
% acido acético (-) 4,14

% &cido acético (nominal) 4,13 0,19
% acido aceético (+) 4,14

DPR= Desvio Padrdo Relativo.

Tabela 28 — Resultados das médias das concentra¢fes e DPR para avaliacdo da robustez do
método de quantificacdo da valsartana no meio SESSE (pH=6,8).

Concentracdo média (n=3)

Condicao (Lg/mL) DPR (%)

Fluxo (-) 1,85

Fluxo (nominal) 2,04 9,57
Fluxo (+) 2,24
Temperatura (-) 2,02

Temperatura nominal 2,04 0,68
Temperatura (+) 2,04
Composicéo (-) 2,04

Composicdo (nominal) 2,04 1,17
Composicéo (+) 2,00
% acido acético (-) 2,04

% acido acético (nominal) 2,04 0,17
% &cido acético (+) 2,04

DPR= Desvio Padrdo Relativo.

De acordo com os resultados obtidos (Tabelas 26 a 28), os valores de DPR das

determinaces referentes a variacdo da proporcdo e composicao da fase mével, bem como da

temperatura foram inferiores a 5%. Segundo RIBANI et al. (2004) o método pode ser

considerado robusto se as mudancas nos parametros estiverem dentro dos limites de exatid&o,

precisao e seletividade aceitaveis.

Com relacéo ao fluxo, que apresentou um DPR maior do que 5% sugere-se que haja o

controle rigoroso deste parametro durante a execu¢do do método.
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6.3.2 Intervalo 2
6.3.2.1 Linearidade

A seqguir estdo apresentadas as curvas analiticas médias e os graficos referentes aos
residuos das regressdes lineares obtidas em cada um dos meios tamponados FGSSE (pH=1,2)

(Figuras 22 e 23) e TA (pH=4,5) (Figuras 24 e 35).

Figura 22 — Curva analitica para o0 método de quantificacdo da valsartana no meio FGSSE

(pH=1,2).
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Figura 23 — Grafico de residuos da regressao para a valsartana no meio FGSSE (pH=1,2).
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Figura 24 — Curva analitica para o0 método de quantificacdo da valsartana no meio TA

(pH=4,5).
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Figura 25 — Gréfico de residuos da regressao para a valsartana no meio TA (pH=4,5).
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Ao analisar os parametros da regressao que foram obtidos em cada um dos meios, 0
método foi considerado linear, uma vez que os valores dos coeficientes de correlacdo linear
foram maiores do que 0,99 (BRASIL, 2003c).

Os residuos obtidos em cada um dos meios tamponados (Figuras 23 e 25),
apresentaram uma distribuicdo aleatéria ao longo do eixo 0, o que significa que nao
apresentam tendéncia.

A significancia das regressdes foi calculada por ANOVA e os valores estdo
apresentados na Tabela 29. A regressao foi considerada significativa uma vez que os valores
de F calculado foram maiores do que os de F critico. Desta forma o método foi considerado
adequado para a quantificacdo da valsartana na faixa de concentracdo selecionada para cada

um dos meios.
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Tabela 29 — Significancia das regressdes da valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA

(pH=4,5).
Significancia da regressao
Meio tamponado F calculado F critico
FGSSE (pH=1,2) 19719,88 4,49
TA (pH=4,5) 70067,08 4,49

F=valor do coeficiente calculado de acordo com a ANOVA.

Na Tabela 30, estdo descritos os parametros da regressdo que foram obtidos para o
método de quantificacdo da valsartana nos meios tamponados FGSSE (pH=1,2) e TA
(pH=4,5).

Tabela 30 — Parametros da regressao linear obtidos para a quantificacao da valsartana nos
meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5).

Parametros da regressdo | FGSSE (pH=1,2) | TA (pH=4,5)
a 51264475,05 52404148,42
b -414,250832 -439,227088
R? 0,9997 1,0000
R 0,9998 1,0000

a= coeficiente angular; b= coeficiente linear; R*= coeficiente de determinacéo; R= coeficiente de
correlacdo linear.

6.3.2.2 Precisao

Os resultados referentes a precisdo intra-corrida e inter-corridas para 0S meios
tamponados FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5) estdo apresentados nas Tabelas 31 a 33.

Tabela 31 — Anélise da precisdo intra-corrida (repetibilidade) para o método de quantificagdo
da valsartana no meio FGSSE (pH=1,2).
Concentracgéo Concentracdo meédia

Dia Nivel tedrica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) DPR (%)
CB 1,00 0,96 1,80
10 CM 3,00 2,95 2,98
CA 6,00 5,98 0,96
CB 1,00 1,04 3,51
2° CM 3,00 3,05 3,18
CA 6,00 6,08 3,77
CB 1,00 1,05 0,51
3° CM 3,00 3,07 3,75
CA 6,00 6,11 1,86

CB= concentragdo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.
DPR= Desvio Padrdo Relativo.
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Tabela 32 — Anélise da precisdo intra-corrida (repetibilidade) para o método de quantificagdo
da valsartana no meio TA (pH=4,5).

. . Concentracao Concentracdo média
Dia Nivel teorica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) DPR (%)
CB 6,00 5,88 1,66
1° CM 20,00 20,02 0,76
CA 40,00 40,07 1,95
CB 6,00 5,90 0,45
2° CM 20,00 20,02 1,46
CA 40,00 40,06 0,73
CB 6,00 5,94 0,58
3° CM 20,00 19,91 0,52
CA 40,00 40,12 0,38

CB= concentragédo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.
DPR= Desvio Padréo Relativo.

Tabela 33 — Precisdo inter-corridas (intermediaria) para o método de quantificacdo da
valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5).

Meio . Concentracéao Concentracdo média
tamponado Nivel tedrica (ug/mL) real (ug/mL) (n=9) DPR (%)

CB 1,00 1,02 4,43

FGSSE (pH=1,2) CM 3,00 3,02 3,40
CA 6,00 6,05 2,38

CB 6,00 5,92 1,13

TA (pH=4,5) CM 20,00 19,99 0,97
CA 40,00 40,11 1,08

CB= concentracdo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.
DPR= Desvio Padréo Relativo.

Para cada um dos meios, pode-se observar que os valores do DPR foram menores do
que 5% (Tabelas 31 a 33) (BRASIL, 2003c), sendo o método para a quantificagdo da

valsartana é preciso na faixa de concentracao selecionada.

6.3.2.3 Exatidao

Os valores de exatiddo para os meios tamponados FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5)

estdo apresentados nas Tabelas 34 e 35.

Assim como em Validacdo 1 (item 5.3.4) foram adotados os critérios de Kumar e

colaboradores (2012). De acordo com os dados apresentados (Tabelas 34 e 35), o0 metodo foi

considerado exato, uma vez que os valores permaneceram entre 95 e 105% (KUMAR et al.,

2012b).
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Tabela 34 — Anélise da exatidao para 0 método de quantificacdo da valsartana no meio
FGSSE (pH=1,2).

. . Concentracéao Concentracdo média I
Dia Nivel teorica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) Exatidao (30)
CB 1,00 0,96 96,39
1° CM 3,00 2,95 98,46
CA 6,00 5,98 99,62
CB 1,00 1,04 104,13
20 CM 3,00 3,05 101,81
CA 6,00 6,08 101,37
CB 1,00 1,05 104,69
3° CM 3,00 3,07 102,28
CA 6,00 6,11 101,77

CB= concentracédo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentragdo alta.

Tabela 35 — Anélise da exatidao para o0 método de quantificacdo da valsartana no meio TA

(pH=4,5).
. . Concentracao Concentracdo média x
Dia Nivel tedrica (ug/mL) real (ug/mL) (n=3) Exatiddo (%)
CB 6,00 5,88 97,98
10 CM 20,00 20,02 100,10
CA 40,00 40,07 100,19
CB 6,00 5,90 98,43
20 CM 20,00 20,02 100,10
CA 40,00 40,06 100,16
CB 6,00 5,94 99,07
3° CM 20,00 19,91 99,56
CA 40,00 40,12 100,31

CB= concentragdo baixa; CM= concentracdo média; CA= concentra¢do alta.

6.3.2.4 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagédo (LQ)

Os valores de LD e LQ calculados (BRASIL, 2003c) estdo apresentados na Tabela 36.

Tabela 36 — Valores de LD e LQ para o método de quantificacdo da valsartana nos meios
FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5).

Meio tamponado LD (pg/mL) LQ (ug/mL)
FGSSE (pH=1,2) 0,02 0,08
TA (pH=4,5) 0,01 0,05

De acordo com os valores apresentados para cada um dos meios tamponados (Tabela

36), pode-se observar que a menor concentracdo da faixa de trabalho se encontra acima dos

valores de LD e LQ calculados para cada um dos meios avaliados.



PARTE 2: AVALIACAO DA SOLUBILIDADE E PERMEABILIDADE DA
VALSARTANA E DO PERFIL DE DISSOLUCAO DE FFSOLI CONTENDO
VALSARTANA NOS MEIOS FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) E SESSE (pH=6,8).
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7 REFERENCIAL TEORICO

7.1 Solubilidade

Solubilidade é a concentracdo de um determinado soluto numa solucdo saturada em
uma determinada temperatura. Solucdo saturada é aquela em que o soluto se encontra em
equilibrio com o solvente. Ela desempenha papel importante na liberagdo do farmaco da
forma farmacéutica, bem como na sua absorcdo, sendo parametro fundamental na
biodisponibilidade (BABU et al., 2010).

A solubilidade é uma caracteristica intrinseca de cada composto, sendo influenciada
por propriedades fisicas e quimicas tanto do soluto como do solvente, além de outros fatores
como temperatura, pH, tamanho de particula e polimorfismo (OLIVEIRA; MANZO, 2009;
BABU et al., 2010; FLORENCE ; ATTWOOD , 2011).

Para fins de classificacdo biofarmacéutica pelo SCB, um farmaco é considerado
altamente soluvel quando sua maior dose for solivel em 250 mL ou menos de meio aquoso,
em uma faixa de pH fisioldgico de 1,2-6,8 a 37 £ 1°C (BRASIL, 2011a). Considera-se 0
volume de 250 ml uma vez que € preconizada a administracdo do medicamento com um copo
de &gua com este volume; e também por este volume estar relacionado ao volume minimo de
liquido que deve estar presente no estdmago apos a administracdo de um medicamento (FDA,
2015, GONCALVES; STORPIRTIS, 2011). O valor da solubilidade é calculado pela razdo da

maior dose administrada e sua solubilidade obtida experimentalmente (Equacéo 5).

Equacdo 5 — Equacéo utilizada para o calculo da relacdo dose/solubilidade visando
classificacdo de um farmaco pelo SCB.

Dose (mg)

D/S =
/5 Solubilidade (mg/mlL)

As agéncias reguladoras determinam como procedimento de escolha para a
determinacdo da solubilidade o método da agitacdo orbital em frascos, no entanto, existem
outros métodos capazes de prever a solubilidade de um farmaco contido ou ndo em uma
forma farmacéutica (BRASIL, 2011a; FDA 2015; EMA, 2010; WHO, 2015).
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7.1.1. Método da agitacéo orbital em frascos (shake-flask)

O método da agitagdo orbital em frascos é considerado o método de escolha para
determinacéo da solubilidade em equilibrio de farmacos visando bioisencdo (BRASIL, 2011a;
FDA 2015; EMA, 2010). No entanto, este ndo foi descrito em farmacopeias, por isto é
encontrado na literatura em diferentes protocolos e com diferentes condi¢Ges experimentais
(HEIKKILA et al., 2011).

O estudo de solubilidade em equilibrio é realizado em pelo menos trés condi¢des de
pH (1,2; 4,5 e 6,8) e em triplicata para cada condi¢cdo. O farmaco é adicionado em excesso em
recipiente fechado, com agitacdo e temperatura controlada a 37 £ 1 °C durante um tempo
definido. A solucdo saturada é caracterizada pelo farmaco ndo dissolvido, ou seja, pelo
excesso de po que deve permanecer durante o tempo do estudo. As coletas sao realizadas em
tempos determinados previamente e a amostra filtrada para quantificacdo da concentracao por
meio de método analitico previamente desenvolvido e validado (GLOMME; MARZ;
DRESSMAN, 2004; BRASIL, 2011a; MONTEIRO, 2014).

No periodo de 2012-2014 nosso grupo de pesquisa desenvolveu um trabalho no
sentido de padronizar as condi¢des para utilizacdo do método da agitacdo orbital em frascos
em estudos de solubilidade de farmacos visando a possibilidade de bioisengdo (MONTEIRO,
2014). Os resultados obtidos permitiram a composi¢do de um capitulo submetido a avaliacao
por meio da consulta publica n® 139 de 2016 (BRASIL, 2016a) e ja estd aprovado para ser

publicado no segundo suplemento da Farmacopeia Brasileira.

7.1.2 Dissolugdo intrinseca

A dissolucdo intrinseca € definida como a velocidade de dissolucdo de uma substancia
pura em condi¢des constantes de area de superficie, velocidade de agitacdo, pH e forca idnica
do meio de dissolucdo, sendo também descrita como a velocidade de transferéncia de massa
da superficie solida para a fase liquida (ZAKERI-MILANI et al., 2009).

A dissolucdo intrinseca tem sido utilizada para a caracterizacdo de farmacos sélidos,
bem como para auxiliar na prevencdo de problemas de biodisponibilidade. As principais
utilizagdes estdo relacionadas a determinacdo de parametros termodinamicos associados com
a transicdo de fases cristalinas; investigacdo do fenémeno de transferéncia de massa durante
processo de dissolugéo; estudo do efeito de tensoativos e da alteragdo do pH na solubiliza¢do

de farmacos pouco sollveis em &gua; bem como o entendimento da relacéo entre velocidade
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de dissolucédo e forma cristalina de uma substancia (YU et al, 2004; ROSA; VILHENA,
2012).

O método da dissolucdo intrinseca ndo esta contido nas monografias individuais dos
farmacos, sendo considerado um estudo de caracterizacdo. Nos capitulos gerais da
Farmacopeia Americana (USP) esta descrito o método, podendo este ser padronizado para
uma substéncia especifica (ROSA; VILHENA, 2012; UNITED STATES, 2017a).

Para a determinacdo da velocidade de dissolucdo intrinseca (VDI) utiliza-se uma
quantidade de farmaco compactado em um disco com superficie constante e de area definida.
O compacto é analisado utilizando-se um aparelho (disco rotatério ou estatico), procedendo-
se a dissolugdo com temperatura, velocidade de agitacdo e pH constantes (ROSA; VILHENA,
2012; UNITED STATES, 2017a).

O calculo da dissolucdo intrinseca é feito por meio da relacdo entre a velocidade
(massa de amostra no meio de dissolucdo por unidade de tempo) e o fluxo de dissolucao
(velocidade por unidade de area), e é expressa como a velocidade de dissolucdo por unidade
de &rea (mg/min/cm?) (UNITED STATES, 2017a).

Este estudo € utilizado como uma alternativa ao método da agitacao orbital em frascos

para determinacdo da classe de farmacos de acordo com o SCB (YU et al, 2004).

7.2 Dissolucgéo

A dissolucdo é o processo no qual uma substancia solida entra em solucdo. A
velocidade de dissolugdo pode interferir na absorcdo de farmacos que sdo administrados em
formas farmacéuticas solidas, influenciando, consequentemente, na biodisponibilidade
(MARQUES, 2009).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), “o teste de dissolucdo determina a
quantidade de substancia ativa dissolvida no meio de dissolu¢cdo quando o produto é
submetido a acdo de aparelhagem especifica, sob condi¢cdes experimentais descritas”
(BRASIL, 2010b).

A determinacdo da dissolucdo de farmacos a partir das formas farmacéuticas em
condicBes padronizadas é um importante pardmetro para garantir a qualidade do produto, bem
como a biodisponibilidade do farmaco. Adicionalmente, auxilia na escolha dos excipientes,
no processo de desenvolvimento do produto e modificagdes poOs-registro, além do
estabelecimento de correlagdes in vitro-in vivo (DRESSMAN et al., 1998; MARQUES,
2009).
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A absor¢cdo de um farmaco contido em uma forma farmacéutica solida, apos
administracdo oral, depende da sua liberacdo, solubilizacdo e dissolucdo sob condicGes
fisiologicas, para posteriormente permear através das membranas biologicas do TGI. As duas
primeiras etapas apresentam natureza critica e, portanto, a dissolu¢do in vitro pode ser
importante para prever o desempenho in vivo (FDA, 2015).

Uma forma de avaliar a dissolucdo é por meio do perfil de dissolucéo, que consiste no
gréafico que representa a porcentagem de farmaco dissolvido em fungdo do tempo. Esta é uma
maneira rapida e barata de avaliar formas farmacéuticas solidas e permite obter parametros
cinéticos, que sdo importantes para determinar a velocidade e eficiéncia do processo, além do
tempo necessario para a liberagdo do farmaco, o que contribui para conclusbes sobre as
caracteristicas biofarmacéuticas in vitro da formulacdo (STORPIRTIS et al., 1999;
ARRUNATEGUI et al., 2015).

As agéncias reguladoras recomendam a isencdo de estudos de BE/BR para farmacos
classe | (Anvisa) e classes | e 1l (FDA, EMA e OMS) em formas farmacéuticas solidas orais
que proporcionam dissolucdo rapida, ou seja, maior ou igual a 85% em 30 minutos, 0 que
ressalta, desta forma a importancia do perfil de dissolu¢do no contexto da bioisen¢do (EMA,
2010; BRASIL, 2011a; FDA 2015; WHO, 2015; ARRUNATEGUI et al., 2015).

7.3 Permeabilidade

A permeabilidade baseia-se indiretamente na extensdo da absorcdo (fracdo absorvida
da dose e ndo fracdo sisttmica) de um farmaco em humanos e, diretamente por meio da
medida da velocidade de transferéncia de massa através da membrana intestinal humana
(FDA, 2015).

A permeabilidade é fator determinante para a absor¢do, que pode ser descrita como a
permeacao de compostos através de membranas bioldgicas sob influéncia das caracteristicas
fisico-quimicas de ambos (BALIMANE et al., 2000; SOUZA et al., 2007).

Em relacdo aos farmacos administrados por via oral, seu transporte para o interior da
membrana intestinal ¢ considerado um processo complexo e dindmico, o qual inclui o
transporte passivo, que pode ser através dos enterdcitos (transcelular) ou das juncfes entre 0s
enterdcitos (paracelular), e os mecanismos ativos, via transportadores (BALIMANE et al.,
2000; SOUZA et al, 2007). Alguns tipos de transportes estdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26 — Tipos de transportes envolvidos na absorcdo intestinal de farmacos. (1)
Transporte paracelular; (2) Transporte transcelular: (2a) mediado por carreador, (2b) difusao
passiva, (2c) endocitose mediada pelo receptor; (3) Transporte mediado por carreador de
efluxo. Adaptado de: BALIMANE et al., 2000.
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Apesar da existéncia de outras vias de administracdo, a via oral ainda continua sendo a
preferencial devido & sua conveniéncia, baixo custo e maior aderéncia ao tratamento pelo
paciente (CELIK, 1996; MANADAS et al., 2002; SOUZA et al, 2007).

A resposta terapéutica do farmaco esta relacionada diretamente a quantidade e
velocidade com que este atinge a corrente sanguinea. Para farmacos contidos em FFSOLI é
necessario que ocorra sua liberacdo da forma farmacéutica, em seguida sua dissolugdo nos
fluidos gastrointestinais, para posterior permeacdo através das membranas bioldgicas
(GRASS, 1997; DUNE et al., 1999; BALIMANE et. al., 2000; SOUZA et al, 2007).

Devido a complexidade dos véarios fendmenos envolvidos na absorcao de farmacos por
via oral ainda é dificil utilizar apenas um modelo in vitro para prever com precisdo as
caracteristicas de permeabilidade in vivo.

Um farmaco € considerado altamente permeavel quando a extensdo da absorcdo em
humanos é 85% ou mais de uma dose administrada com base na determinacdo do balanco de
massa (juntamente com evidéncias que mostram a estabilidade do farmaco no TGI) ou em
comparagdo com uma dose de referéncia intravenosa (V).

Diferentes métodos capazes de prever a extensdo da absorcdo sdo utilizados para a
determinacéo da permeabilidade de farmacos, dentre eles estudos in vivo, in vitro, in silico e
fisico-quimicos (BALIMANE et. al., 2000). Os mais aceitos pela agéncia americana para a

determinacéo da permeabilidade de farmacos estdo apresentados no Quadro 6 (FDA, 2015).
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Quadro 6 — Métodos para a determinacédo da permeabilidade de farmacos. Adaptado
de: LINDEMBERG, 2004; FDA, 2015.

Modelo Meétodos Restricoes
Grande nimero de voluntarios
Balanco de massas _Alta variabilidade
Estudos Necessidade de comprovagéo da
farmacocinéticos estabilidade do farmaco no TGl
em humanos
- - Necessidade de comprovacéo da
Biodisponibilidade absoluta (BA) — . .
BA oral ou BA IV estabilidade do farmaco no TGl
quando BA < 85%
Estudos in vitro de perfusdo intestinal | Indicado somente para fa&rmacos
carreados por transporte passivo
Estudos in vitro ou in situ de perfuséo
intestinal utilizando modelo animal | Necessidade de comprovacéao da
Determinagéo da estabilidade do farmaco no TGl
permeabilidade | Estudos in vitro de permeacao usando
intestinal tecido humano ou animal Dificuldade em comprovar a
reprodutibilidade
Estudos in vitro de permeacdo através
de monocamada de cultura de células
epiteliais — Caco-2

Os modelos realizados em humanos séo os métodos de escolha devido a predicéo real
da permeabilidade, apresentando todos os fatores e variaveis presentes, como a presenca de
nervos, sangue e transportadores de membrana (EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015;
WHO, 2015). Os modelos animais geralmente apresentam uma constituicdo semelhante do
epitélio intestinal humano, porém pode haver variagdes de acordo com a espécie utilizada
(ATISOOK et al., 1990; KARASOQV et al., 1991; LABOISSE et al., 1994; ASADA et al.,
1995; SOUZA et al, 2007). Além disso, a dificuldade de se obter tecidos viadveis e que se
mantenham adequados durante o tempo do experimento € uma restricdo, devido a necessidade
constante de oxigenacéo e sangue (PIETZONKA et al., 2002; SOUZA et al, 2007).

Dentre os modelos in vitro utilizados para determinacdo da permeabilidade de
farmacos, existem os que utilizam as células Caco-2, que sdo extraidas de adenocarcinoma de
célon humano. Durante a cultura, estas células se diferenciam espontaneamente em
enterécitos e formam uma membrana de células em monocamada aderida por juncoes
(BALIMANE et. al., 2000; SOUZA et al, 2007). Este modelo pode ser utilizado para prever a
absorcdo oral de farmacos por transporte passivo (transcelular e paracelular) (HORIE et al.,
2003, SOUZA et al, 2007) e tem sido o modelo mais empregado para obtencdo de
informacdes para estudos de novos farmacos (SOUZA et al, 2007). Porém, o tempo de cultura
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das células é relativamente longo (21 dias), o que propicia a contaminagdo por
fungos/bactérias (CHONG et al., 1997; SOUZA et al, 2007).

Outro método in vitro é o ensaio de permeabilidade em membrana artificial paralela
(PAMPA) que avalia a permeabilidade de farmacos pelo transporte passivo transcelular e
consiste na formacdo de um sanduiche através de duas placas. Uma placa funciona como um
compartimento doador, que contém a substancia que sera avaliada solubilizada em tamp&o. A
outra placa, o compartimento receptor, possui em sua base um filtro que recebe uma
impregnacdo lipidica dando origem a uma membrana com a finalidade de mimetizar a mucosa
intestinal, por onde a substancia migrard por difusdo passiva (KANSY et al., 1998; REIS,
2013). Neste modelo ndo ha expressdo de transportadores e/ou processo de metabolismo
(KANSY et al., 1998), porem é um método considerado para avaliagdo da absor¢éo durante o
periodo exploratorio e de descoberta de novos farmacos (KERNS et al., 2004).

O método in silico é baseado em programas computacionais. Por meio deles avaliam-
se a permeabilidade de substancias baseando-se no carater lipofilico, nas ligacdes de
hidrogénio, no tamanho molecular e em propriedades quanticas. E um método importante na
descoberta de farmacos (BALIMANE et al., 2000). Porém, os estudos in silico ndo levam em
consideracdo os transportadores de membrana que interferem na permeabilidade de um
farmaco (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).
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8 MATERIAL E METODOS

8.1 Material

8.1.1 Substancia quimica de referéncia, insumo farmacéutico ativo e medicamentos

Valsartana SQR: Farmacopeia Americana — USP, lote RO09PO, vélido por todo periodo do
estudo.
Valsartana IFA Gemini®, lote 64614030402, valida por todo periodo do estudo.
Comprimidos de VAL 320 mg:

— Produto A (Referéncia) lote: 1613280, validade: 10/2018;

— Produto B (Genérico) lote: 1610362, validade: 06/2018;

— Produto C (Similar) lote: 475436, validade: 10/2018.

8.1.2 Equipamentos e materiais

Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC-1400;

Balanca analitica Shimadzu, modelo AUX 220, com precisdo de 0,01g;

Balanga analitica Shimadzu, modelo AUX 220D, com precisdo de 0,001g;

Bomba de vicuo Marconi, modelo MA057/2;

Coluna C18 Agilent (150 x 4,6 mm; 5 um);

Cromatdgrafo Waters Alliance 2695, com forno de injetor automatico, detector de arranjo de
diodos (DAD), software Empower versao 2;

Desintegrador Nova Etica modela 301;

Destilador Cristofoli;

Dissolutor Vision Elite 8 G2;

Durémetro Nova Etica, 298 DGP;

Estufa de secagem e esterilizacdo Fanem, modelo 315 SE;

Incubadora Shaker SPLabor modelo SP-222-CF-135;

Membrana de celulose, 0,45 pm de poro, Millipore;

Potenciometro HANNA;

Pipetas Gilson, volume ajustavel de 10-100 uL, 20-200 pL 100-1000 pL; 1000-5000 pL;
Pipeta Kasvi, volume ajustavel de 1000-5000 pL;

Ponteiras pléasticas AXYGEN de 200 uL, 1000 uL e 5000 pL;
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Prensa modelo PH-10;
Sistema de purificacdo de agua Millipore, modelo Direct — Q3 e Q8;
Unidade filtrante para seringa Millex — 0,45 um de poro, 13 mm de didmetro — Millipore

Vials de vidro &mbar Waters de 2 mL com tampa e septos de teflon.

8.1.3 Reagentes e Solventes

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

Acido acético glacial Vetec;

Acido cloridrico Proquimios;

Agua ultrapurificada em sistema Milli-Q;
Cloreto de sédio Neon;

Fosfato de potassio monobasico Neon;
Hidrdxido de sodio Vetec;

Metanol grau HPLC J. T. Baker.

8.2 Métodos

8.2.1 Métodos utilizados para estudo da solubilidade da valsartana

8.2.1.1 Estudo de solubilidade em equilibrio pelo método da agitacao orbital em frascos

Primeiramente foi realizado teste para determinacdo do excesso de farmaco a ser
utilizado em cada um dos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8). Foram
adicionadas aliquotas de 2,0 mg do IFA de valsartana a 10,0 mL de meio, sucessivamente até
0 aparecimento de farmaco nao dissolvido, o que caracterizou visivelmente uma solucdo
saturada.

Ap0s a determinacgdo do excesso de farmaco para obtencdo da solucdo saturada, foram
realizados dois estudos piloto para estabelecer as condigfes a serem utilizadas no estudo de
solubilidade da valsartana pelo método da agitacdo orbital em frascos. As condigdes utilizadas
nos pilotos estdo apresentadas na Tabela 37.
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Tabela 37 — Condigdes do 1° e 2° estudo piloto utilizadas para determinacgdo da solubilidade
de valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Parametro Condicao (1° piloto) Condicao (2° piloto)
Excesso de matéria prima (mg)
FGSSE (pH=1,2) 1 1
TA (pH=4,5) 4 10
SESSE (pH=6,8) 40 65
Volume de meio (mL) 10 10
Aliquota retirada (uL) 160 160
Temperatura (°C) 37+1 371
Velocidade de agitacdo (rpm) 100 100
Pontos de coleta (horas) 0,1,3,5,7,12, 20, 26, 0, 1,5, 10, 20, 30
29,32¢e48 e 36

Os estudos pilotos foram realizados com uma replicata de cada meio e, a partir destes,
foram determinadas as condicdes para o estudo de solubilidade final da valsartana que foi
realizado em triplicata nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) (Tabela
38). As aliquotas coletadas foram imediatamente filtradas e posteriormente diluidas de acordo
com as proporc¢des adequadas para cada meio e estdo apresentadas no Quadro 7.

Tabela 38 — Condicdes determinadas para realizacdo do estudo final de solubilidade da
valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Parametro Condicao
Excesso de matéria prima (mg)
FGSSE (pH=1,2) 1
TA (pH=4,5) 10
SESSE (pH=6,8) 65
Volume de meio (mL) 10
Aliquota retirada (uL) 160
Temperatura (°C) 37+1
Velocidade de agitacdo (rpm) 100
Pontos de coleta (horas) 0,5, 10,20 e 30

Quadro 7 — Dilui¢es das aliquotas realizadas nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e
SESSE (pH=6,8) para avalia¢do da solubilidade da valsartana.
Meio tamponado Diluicéo
_ Transferiu 80,0 pL para baldo de 2 mL e adicionou
FGSSE (pH=12) 720,0 pL de meio
Transferiu 50,0 pL para baldo de 2 mL e adicionou
1450,0 puL de meio
Transferiu 50,0 pL para baldo de 2 mL e adicionou
1450,0 pL de meio

TA (pH=4,5)

SESSE (pH=6,8)
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Para a determinacdo da solubilidade, foi calculada a razdo dose/solubilidade (D/S),
considerando a maior dose da valsartana (320 mg) e as solubilidades em cada meio. O
farmaco é classificado como de alta solubilidade se a razdo D/S for menor do que 250 e de

baixa solubilidade quando esta razao é maior do que 250 (BRASIL, 2011a).

8.2.1.1.1 Avaliagédo da estabilidade da valsartana durante o estudo de solubilidade

A estabilidade da valsartana (IFA) foi avaliada nas concentracdes de 7,0; 35,0 e 200,0
pg/mL, nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8), respectivamente.

As andlises foram realizadas em triplicata, a 37°C por um periodo de tempo igual ao
utilizado no estudo de solubilidade pelo método da agitacdo orbital em frasco, 30 horas. O
decaimento da concentracdo das solucbes de valsartana foi avaliado em cada meio. As
solucdes de valsartana foram consideradas estaveis quando o decaimento da concentracdo

referente ao ponto zero foi menor do que 5%.

8.2.1.2 Estudo de dissolucéo intrinseca

O estudo de dissolucdo intrinseca foi realizado nos meios FGSSE (pH=1,2), TA
(pH=4,5) e SESSE (pH=6,8), em triplicata. Os meios foram desgaseificados em aparelho
ultrassom por 30 minutos.

Foi utilizado o sistema de disco rotativo, com matriz de didmetro 0,8 cm. Para
definicdo da quantidade do IFA de valsartana que seria comprimido em prensa hidraulica,
bem como a forca e o tempo de compressdo, foram realizados experimentos prévios. A
temperatura foi mantida a 37 £ 0,5 °C, a velocidade de rotacdo foi de 100 rpm e foi utilizado
900 mL de meio.

Foram utilizados 200 mg de IFA e a forca de compressao foi de 1T por 30 segundos.
A duracdo do teste foi de 240 e 480 minutos (4 h e 8h) para os meios FGSSE (pH=1,2) e TA
(pH=4,5), respectivamente. Para 0 meio SESSE (pH=6,8) tempo de duracéo foi de 1440
minutos (24 h). Aliquotas de 5,0 mL foram coletadas por amostrador automatico em tempos
pré-determinados com reposi¢do de meio. As aliquotas foram filtradas em filtro de seringa
Millex® PVDV (0,45 pum) e analisadas por método cromatogréafico previamente desenvolvido
e validado.

As condigdes utilizadas no estudo de dissolugdo intrinseca estdo apresentadas na
Tabela 39.
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Tabela 39 — Condigdes utilizadas para o estudo de dissolucdo intrinseca da valsartana nos
meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Parametro Condicao estabelecida
Quantidade de IFA (mg) 200
Forca de compresséo (T) 1

Tempo de compressao (seg) 30
Volume de meio (mL) 900
Aliquota retirada (mL) 5

Temperatura (°C) 37+05
Velocidade de agitacdo (rpm) 100
Tempo do experimento (min)
FGSSE (pH=1,2) 1440
TA (pH=4,5) 480
SESSE (pH=6,8) 240

Para o célculo da velocidade de dissolucdo intrinseca, foram construidos graficos de
guantidade de farmaco dissolvido em funcdo do tempo. A seguir foi feita a regressao linear,
onde R? > 0,95 (ZAKERI-MILANI et al., 2009) e as inclinacdes das curvas de dissolucéo e,
consequentemente, a velocidade de dissolu¢do (VD) foram determinadas, em unidade de
massa por minuto. A velocidade de dissolucdo intrinseca (\VDI) foi calculada dividindo a VD
pela area superficial do compacto, que foi de 0,50 cm?, sendo portando a unidade de VDI
expressa em mg/min/cm? (UNITED STATES, 2017a).

8.2.2 Avaliacdo de medicamentos contendo valsartana
8.2.2.1 Anélise dos excipientes utilizados nos medicamentos contendo valsartana

Foi realizada uma pesquisa no site da Anvisa para identificacdo de todos o0s
medicamentos (referéncia, genéricos e similares) na forma farmacéutica comprimidos
contendo valsartana, na maior dosagem (320 mg) registrados e disponiveis no mercado
brasileiro (ANVISA, 2016a; 2016b; 2016c).

Foram listados todos os excipientes presentes nestes medicamentos por meio de
pesquisa nas bulas, bem como suas fungdes. A seguir foram escolhidos trés medicamentos, A
(referéncia), B (genérico) e C (similar), para caracterizacdo e analise comparativa dos

excipientes presentes nas formulagdes.
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8.2.2.2 Caracterizacao dos medicamentos

8.2.2.2.1 Determinacéo de peso

Para avaliacdo da variacdo de peso, foram pesados 20 comprimidos de cada produto:
A (referéncia), B (genérico) e C (similar), individualmente e feita a média destes. O critério
de aceitacdo para comprimidos revestidos de 250,0 mg ou mais, é ndo mais do que duas
unidades fora do limite de =* 5,0%, em relacdo ao peso meédio, sendo que, nenhum
comprimido podera estar acima ou abaixo do dobro da porcentagem indicada (BRASIL,
2010Db).

8.2.2.2.2 Desintegracao

Para realizagdo do teste foram utilizados seis comprimidos de cada produto: A
(referéncia), B (genérico) e C (similar) e &gua mantida a 37 + 1 °C, como liquido de imers&o.
Foi colocado um comprimido em cada um dos seis tubos da cesta, seguidos do disco acrilico
em cada tubo e entdo, o aparelho foi acionado. Ao final do intervalo de tempo especificado,
de 30 minutos, o movimento foi cessado e observou-se o material em cada um dos tubos. Ao
final do teste, todos os comprimidos deveriam estar completamente desintegrados (BRASIL,
2010b).

8.2.2.2.3 Dureza

Foram utilizados 10 comprimidos de cada produto: A (referéncia), B (genérico) e C
(similar) para o teste. Antes foi eliminado qualquer residuo superficial presente. Os
comprimidos foram testados individualmente e obedecendo sempre a mesma orientagdo em
relagdo a forma, presenca de ranhura e gravacdo. O resultado foi expresso como a média dos
valores obtidos nas determinacfes e o resultado do teste é somente informativo (BRASIL,
2010b).

8.2.2.2.4 Friabilidade

Para avaliacdo da friabilidade, foram utilizados 20 comprimidos dos produtos A

(referéncia) e C (similar) (peso < 650,0 mg) e 10 comprimidos do produto B (genérico) (peso
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> 650,0 mg). Estes foram pesados com exatidao e introduzidos no aparelho. A velocidade de
rotacdo e o tempo de teste foram de 25 rota¢Ges por minuto e 4 minutos, respectivamente. Ao
final, foi removido qualquer residuo de pdé da superficie dos comprimidos e pesado
novamente. Nenhum comprimido poderia se apresentar quebrado, lascado, rachado ou
partido. Sdo aceitaveis comprimidos com perda igual ou inferior a 1,5% do seu peso
(BRASIL, 2010b).

8.2.2.2.5 Teor

Para determinagcdo do teor de valsartana nos comprimidos foi utilizado o método
desenvolvido e validado empregando o meio FGSSE (pH= 6,8), no qual o farmaco apresentou
maior solubilidade. O teste foi realizado em triplicata.

Pesou-se 5 comprimidos de valsartana. Estes foram pulverizados e transferiu-se
quantidade de p6 equivalente a 100,0 mg de valsartana para baldo volumétrico de 100,0 mL.
O volume do baldo foi completado com metanol, levado ao ultrassom a 30 °C por 20 minutos
e filtrado em papel de filtro. Logo apo6s, foi retirada uma aliquota de 2000,0 pL, esta foi
transferida para baldo de 10,0 mL e volume completado com meio FGSSE (pH=6,8). A
concentracdo final da solucdo foi de 200,0 pg/mL. As amostras foram quantificadas por
método cromatografico previamente desenvolvido e validado para o meio FGSSE (pH=6,8).

De acordo com a monografia da valsartana, os comprimidos devem conter no minimo
95,0 e no maximo 105,0% da quantidade declarada de valsartana (C,4H29NsO3) (UNITED
STATES, 2016).

8.2.2.3 Perfil de dissolucdo dos medicamentos

O perfil de dissolucéo foi realizado para os trés produtos A (referéncia), B (genérico) e
C (similar). No meio FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5), foram utilizados 6 comprimidos e no
SESSE (pH=6,8) 12 comprimidos de cada produto.

As condicOes utilizadas para realizacdo do perfil de dissolugdo (Tabela 40) foram
determinadas de acordo com a legislagdo e monografia individual do produto (BRASIL,
2010a; BRASIL,; 2011a; UNITED STATES, 2016).
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Tabela 40 — CondicOes determinadas para realizag&o dos perfis de dissolucéo dos
comprimidos contendo valsartana.

Parametro Condicao estabelecida
VVolume de meio (mL) 900
Aliquota retirada (mL) 5
Temperatura (°C) 37+£0,5
Velocidade de agitacdo (rpm) 50
Aparato Pa (2)
Tempos de coleta (min) 5, 10, 15, 20, 30, 40,50 e 60
Ponto infinito 150 rpm por 10 minutos

Os meios utilizados foram desgaseificados em aparelho de ultrassom por 30 minutos.
A temperatura foi estabilizada a 37 £ 0,5 °C e os comprimidos foram adicionados nas cubas.
Em tempos pré-determinados, foram retiradas aliquotas de 5 mL por meio de um coletor
automatico, com reposicdo de meio. Estas foram filtradas em filtros de seringa Millex®
PVDV (0,45 pum) e quantificadas por método cromatografico previamente desenvolvido e
validado. O ponto infinito foi caraterizado por 150 rpm por 10 minutos.

Os gréaficos de porcentagem dissolvida em funcdo do tempo foram construidos,
considerando as aliquotas retiradas para analise e o calculo da porcentagem de cedéncia do
farmaco. Para a comparacdo perfil de liberacdo da valsartana a partir dos trés produtos, foi
utilizado o método da eficiéncia de dissolucdo (ED). Esta foi calculada a partir da area sob a
curva (ASC) do perfil de dissolugdo no intervalo de tempo (t) definido ou estabelecido
experimentalmente, utilizando o método dos trapezoides (KHAN; RHODES, 1975).

Para cada um dos meios a ED foi calculada pela razdo entre a area sob a curva do
perfil de dissolucdo no intervalo de tempo ente zero e 60 minutos (ASC .60 min) € a area total
do retdngulo (ASC +r) definido pela ordenada (100% de dissolucdo) e pela abcissa (tempo

igual a 60 minutos), expressa em porcentagem (Equacao 6).

Equacdo 6 — Equacdo utilizada para o calculo da eficiéncia de dissolucéo.

ASC
(0-60)
ED = ——— 100

ASC 1n

Os resultados da ED foram submetidos a analise de variancia One Way (ANOVA)
seguido do pos-teste de T de Student. Os resultados foram considerados significativamente
iguais ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05).
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8.2.3 Avaliacéo da permeabilidade da valsartana

Informagdes sobre a permeabilidade da valsartana foram obtidas por meio de uma
revisao da literatura, onde foram consultadas as bases de dados Capes, PubMed e SciELO,
utilizando as seguintes palavras chaves: “valsartan permeability” ‘“‘valsartan and human
permeability study”, “valsartan permeability and Caco-2" e “valsartan permeability and
PAMPA”. Os dados da permeabilidade foram compilados e discutidos em relacdo aos
critérios preconizados pelas agéncias reguladoras (EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015;
WHO, 2015) e artigos cientificos (YU et al., 2002; DI; KERNS, 2008).

A permeabilidade do farmaco foi determinada in silico, por meio da utilizacdo dos
programas computacionais: Molinspiration e MarvinSketch. Os valores de log P e log D
calculados foram comparados com os valores do metoprolol, normalmente utilizado como
farmaco de referéncia de alta permeabilidade (KASSIM et al., 2003).

Os dados obtidos foram compilados e analisados com o objetivo de contribuir para

definicéo da classe biofarmacéutica da valsartana segundo o SCB.
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9 RESULTADOS
9.1 Solubilidade da valsartana
9.1.1 Estudo de solubilidade em equilibrio pelo método da agitacéo orbital em frascos
Os resultados do estudo de solubilidade da valsartana por este método nos meios
FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) estdo apresentados nas Figuras 27 a 29. A

razdo D/S da valsartana em cada um dos meios esta apresentada na Tabela 41.

Figura 27 — Solubilidade da valsartana no meio FGSSE (pH=1,2).
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Figura 28 — Solubilidade da valsartana no meio TA (pH=4,5).
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Figura 29 — Solubilidade da valsartana no meio SESSE (pH=6,8).
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Tabela 41 — Razdo D/S da valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2),
TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Meios Dose (mg) Tempo de Solubilidade Razéo Dose/
9 equilibrio (horas) (mg/mL) Solubilidade (D/S)
FGSSE (pH=1,2) 20 0,08 3991,60
TA (pH= 4,5) 320 20 1,23 259,48
SESSE (pH=6,8) 10 9,21 34,75

A partir dos resultados de solubilidade obtidos (Figuras 27 a 29), foi possivel calcular
a razéo D/S utilizando a maior dose administrada da valsartana e a solubilidade determinada
no tempo de equilibrio em cada um dos meios. A valsartana apresentou baixa solubilidade nos
meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5), uma vez que a razao D/S foi maior do que 250 mL.
Ja no meio SESSE (pH=6,8), a razdo D/S foi menor do que 250 mL, indicando alta
solubilidade do farmaco neste pH (BRASIL, 2011a). Os desvios foram menores do que 5%
em todos os meios avaliados.

9.1.1.1 Avaliacéo da estabilidade da valsartana durante o estudo de solubilidade
Os resultados da avaliacdo da estabilidade do IFA valsartana nas concentragdes de 7,0;

35,0 e 200,0 pg/mL, nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8)

respectivamente, estdo apresentados nas Figuras 30 a 32.



Figura 30 — Avaliacédo da estabilidade da matéria prima de valsartana no meio
FGSSE (pH=1,2).
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Figura 31 — Avaliacdo da estabilidade da matéria prima de valsartana no meio

TA (pH=45).
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Figura 32 — Avaliacdo da estabilidade da matéria prima de valsartana no meio
SESSE (pH=6,8).
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Ao observar os resultados do estudo de estabilidade do IFA (Figuras 30 a 32), a
solucdo foi considerada estavel nos trés meios avaliados, uma vez que a concentracdo se
manteve acima dos limites de 0,0067 (pH=1,2), 0,0334 (pH=4,5) e 0,2028 (pH=6,8), ndo
havendo o decaimento maior do que 5% da concentracdo referente ao ponto zero,

representada pelas linhas tracejadas.

9.1.2 Estudo de dissolucao intrinseca

Os graficos referentes ao estudo de dissolugdo intrinseca, da quantidade dissolvida

pelo tempo nos trés meios tamponados, estdo apresentados nas Figuras 33 a 35.

Figura 33 — Perfil de dissolucdo intrinseca da valsartana no meio FGSSE (pH=1,2).
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Figura 34 — Perfil de dissolucdo intrinseca da valsartana no meio TA (pH=4,5).
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Figura 35 — Perfil de dissolucdo intrinseca da valsartana no meio SESSE (pH=6,8).
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Em relacdo aos tempos de duracdo do experimento, estes foram diferentes para cada
um dos meios. No FGSSE (pH=1,2) o tempo total do experimento foi de 1440 minutos, no
TA (pH=4,5) o experimento durou 480 minutos e no SESSE (pH=6,8) foi de 240 minutos.

Os parametros de regressdo linear referentes a dissolucdo intrinseca da valsartana nos

meios estdo apresentados na Tabela 42.

Tabela 42 — Parametros das regressodes lineares referentes a dissolugdo intrinseca da
valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Parametros da regressdo | FGSSE (pH=1,2) TA (pH=4,5) SESSE (pH=6,8)
a 0,0037 0,0365 0,3051
b 0,2981 0,2177 5,3721
R 0,9932 0,9999 0,9998
R 0,9966 0,9998 0,9999

a= coeficiente angular; b= coeficiente linear; R’= coeficiente de determinagdo; R= coeficiente de correlacio
linear.

Para a determinacdo da velocidade de dissolucdo intrinseca nos meios FGSSE
(pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) (Tabela 43), partiu-se das velocidades de

dissolucdo, representadas pelas inclinagdes (coeficiente angular) das retas de regresséo.

Tabela 43 — Velocidade de dissolucéo intrinseca (VDI) da valsartana nos meios
FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8).

Meio Velocidade de dissolugdo intrinseca
(VDI) (mg/min/cm?)
FGSSE (pH=1,2) 0,0074
TA (pH=4,5) 0,0726
SESSE (pH=6,8) 0,6073
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A solubilidade da valsartana foi determinada adotando-se como critério o valor
estabelecido por Yu e colaboradores (2004), que determina que um farmaco é de alta
solubilidade quando a VDI é maior do que 0,1 mg/min/cm? . De acordo com os resultados de
VDI (Tabela 43), a valsartana foi considerada um farmaco de baixa solubilidade nos meios
FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5) e de alta solubilidade no meio SESSE (pH=6,8).

9.2 Avaliagao dos medicamentos contendo valsartana
9.2.1 Analise dos excipientes utilizados nos medicamentos contendo valsartana

Na Tabela 44 estdo listados os excipientes presentes em todos 0s medicamentos na
forma farmacéutica comprimidos contendo valsartana (320 mg) encontrados no mercado

brasileiro, bem como suas funcgdes. Dentre eles, estdo marcados os presentes nos trés produtos

avaliados neste trabalho (referéncia, genérico e similar).
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Tabela 44 — Excipientes presentes nos medicamentos contendo valsartana comercializados no
Brasil. Adaptado de: SOUZA, 2015.

Produtos
Excipiente Func¢do farmacotécnica A B C
(Referéncia) | (Genérico) | (Similar)
Celulose microcristalina Diluente X X X
Crospovidona Desagregante X X X
Dioxido de silicio Deslizante X X X
Estearato de magnésio Lubrificante X X X
Hipromelose Agente de revestimento/ X
polimero controlador da
taxa de liberacdo
Dioxido de titanio Opacificante/ pigmento X X X
Macrogol Lubrificante/ aglutinante X X X
Lauril sulfato de sodio Surfactante X
Povidona Desagregante
Alcool polivinilico Lubrificante X X
Talco Lubrificante X
Lactose monoidratada Diluente/ aglutinante X
Croscarmelose sodica Desagregante X
Oxido férrico vermelho Corante X
Oxido férrico amarelo Corante X
Oxido férrico preto Corante X X
Oxido férrico marrom Corante X
Corante sicovit marrom Corante
Corante laca amarelo Corante
Oxido férrico Corante X
Caulim Lubrificante X

X= excipientes presentes nos trés produtos escolhidos para analise.
X= excipientes em comum entre os produtos escolhidos para analise.
--- = excipientes ndo encontrados nos produtos escolhidos para analise.

De acordo com a Tabela 44, pode-se observar que os produtos B e C, genérico e

similar respectivamente, sdo 0s que apresentam maior nimero de excipientes, possuindo 11

cada um. Ja o medicamento referéncia possui 10 excipientes em sua composig&o.
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Existem seis excipientes comuns entre os trés produtos (A, B e C), que sdo: celulose
microcristalina, crospovidona, didxido de silicio, estearato de magnésio, dioxido de titanio e
macrogol.

A celulose microcristalina € um diluente, adicionado a formulacdo para proporcionar
um volume adequado para a producdo da forma farmacéutica solida. Os diluentes devem ser
inertes uma vez que ndo devem alterar a estabilidade e a biodisponibilidade do farmaco
(PRISTA et al., 1995). Além da celulose microcristalina, outro diluente listado nas
formulacGes contendo valsartana foi a lactose monoidratada, presente apenas no medicamento
generico.

A crospovidona, a povidona e a croscarmelose sodica sdo desagregantes adicionados
para acelerar a dissolucéo ou desagregacao dos comprimidos; estas substancias se intumescem
na presenca de agua por serem muito sollveis e, permite a formacéo de canaliculos facilitando
a entrada de agua nos comprimidos (PRISTA et al., 1995; AMIDON; BERMEJO, 2003).

Os deslizantes, como o didxido de silicio melhoram a fluidez dos p6s e granulados,
reduzindo o atrito entre as particulas (PRISTA et al., 1995).

O estearato de magnésio e o talco, lubrificantes bem utilizados nas formulagdes, que
facilitam o deslizamento do granulo, evitando a aderéncia do p6 as puncgdes, devendo ser
deslizante e antiaderente. Estes podem levar ao comprometimento da velocidade de
dissolucdo (STORPIRTIS et al., 1999; PRISTA et al., 1995). Além destes, outros deslizantes
presentes nas formulagcdes sdo o alcool polivinilico e o0 macrogol (AMIDON; BERMEJO,
2003).

O macrogol e a lactose monoidratada, também podem ser utilizados como
aglutinantes, para facilitar a unido entre as particulas (AMIDON; BERMEJO, 2003; ROWE et
al., 2006).

O caulim é um mineral formado por silicatos hidratados de aluminio que pode ser
utilizado na indlstria farmacéutica substituindo, por exemplo, o talco (DA LUZ;
DAMASCENO, 1993).

A hipromelose é um polimero controlador da taxa de liberacdo que atua como um
agente de revestimento (ROWE et al., 2006).

Somente o medicamento C (similar) apresenta em sua composic¢do o lauril sulfato de
sodio. Este é um tensoativo, utilizado para melhorar a aparéncia de um medicamento ou
facilitar a dissolugdo (PRISTA et al., 1995). E considerado um componente critico na

formulacdo, uma vez que pode afetar a biodisponibilidade de farmacos (BRASIL, 2011a).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Alum%C3%ADnio

9.2.2 Caracterizacdo dos medicamentos

9.2.2.1 Determinacéo de peso
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Os resultados referentes a determinacdo de peso para os trés produtos estdo

apresentados na Tabela 45.

Tabela 45 — Resultados da determinacéo de peso realizada com 20 comprimidos de cada

produto.
_ Peso (mg)

Unidades A (Referéncia) B (Genérico) C (Similar)
1 636,7 678,7 642,5
2 622,4 699,1 636,1
3 627,8 708,1 643,7
4 632,4 682,2 644,7
5 636,6 690,4 649,0
6 639,5 685,7 625,0
7 646,7 683,0 635,0
8 641,0 676,9 645,6
9 617,7 691,8 631,0
10 639,5 679,8 641,7
11 647,3 693,3 627,5
12 631,2 672,4 644,7
13 634,0 682,0 644,3
14 642,7 729,6 649,6
15 634,0 673,3 642,7
16 631,0 668,9 651,3
17 642,0 664,8 643,9
18 633,1 688,5 638,1
19 629,9 692,6 644,4
20 644,0 697,0 654,4

Média 6355 687,0 6418

De acordo com a farmacopeia brasileira 5 edicdo, o

critério de aceitacdo

comprimidos revestidos de 250,0 mg ou mais esta apresentado no Quadro 8.

Quadro 8 — Critério de aceitacdo referentes a determinagéo de peso para comprimidos

revestidos de 250,0 mg ou mais (BRASIL, 2010b).

Unidades — L|m|t’esf —
A (Referéncia) | B (Genérico) C (Similar)
Até 2 Dg 667,25 Dg 721,25 Dg 673,85
Até 603,70 Até 652,56 Até 609,67
Nenhuma Dq 699,02 Dg 755,59 Dg 705,94
Até 571,93 Até 618,21 Até 577,58

para
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Ao analisar os resultados da determinacgédo de peso dos trés produtos, pode-se observar
que somente uma unidade do produto B (genérico) ficou acima de 5% do peso médio; e
nenhuma ficou acima ou abaixo do dobro dessa porcentagem. Desta forma, todos os produtos
cumpriram o teste, estando dentro dos limites especificados (BRASIL, 2010b).

9.2.2.2 Desintegracao

Em relacdo ao teste de desintegracdo, os trés produtos se desintegraram antes do
tempo especificado de 30 minutos (BRASIL, 2010b).

9.2.2.3 Dureza

Os resultados do teste de dureza para os trés produtos estdo apresentados na Tabela 46.

Tabela 46 — Resultados do teste de dureza (N) realizado com dez unidades de cada produto.

Unidade A (Referéncia) | B (Genérico) C (Similar)
1 265,0 200,5 182,0
2 54,5 188,0 195,0
3 208,5 162,5 202,0
4 72,0 157,0 183,0
5 2355 180,5 207,5
6 222,0 169,5 203,5
7 63,0 194,0 190,5
8 53,5 192,0 178,0
9 191,5 103,0 203,0
10 69,5 146,0 190,5
Média 143,5 169,3 193,5
Desvio 87,6 29,3 10,3

Pode-se observar nos resultados que o desvio se mostrou bem elevado principalmente
para o produto A (referéncia). Porém, o teste de dureza se aplica, principalmente, a
comprimidos ndo revestidos, sendo considerado apenas de carater informativo (BRASIL,
2010b).

9.2.2.4 Friabilidade

Os resultados referentes ao teste de friabilidade estdo apresentados na Tabela 47.
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Tabela 47 — Resultados do teste de friabilidade realizado com vinte unidades dos produtos
A (referéncia) e C (similar) e com dez unidades do produto B (genérico).

Porcentagem de perda

Produto Peso antes (mg) | Peso depois (mg) (%)
A (Referéncia) 127215 12713,6 0,0621
B (Genérico) 6909,1 6909,0 0,0014
C (Similar) 12832,7 12822,5 0,0795

De acordo com os resultados, nenhuma unidade se mostrou ao final do teste, quebrado,
lascado, rachado ou partido. Além disso, nenhum produto apresentou perda maior que 1,5 %
do seu peso (BRASIL, 2010b).

9.2.2.5 Teor

Os resultados do teste de determinacdo do teor de valsartana em cada um dos trés

produtos analisados estdo apresentados na Tabela 48.

Tabela 48 — Resultados das médias das concentracdes e do teor dos produtos analisados no
meio SESSE (pH= 6,8).

Concentracdo | Concentracao experimental
Produtos tebrica (ug/mL) (n=3) (ug/mL) Teor (%) | DPR (%)
A (Referéncia) 206,20 103,12 1,84
B (Genérico) 200,0 203,20 101,61 2,95
C (Similar) 212,60 106,32 1,64

De acordo com a monografia do produto, os comprimidos devem conter no minimo
95,0 e no méximo 105,0% da quantidade declarada (C,4H29Ns03) (UNITED STATES, 2016).
Pode-se observar que os produtos A (referéncia) e B (genérico) apresentaram um teor
dentro dos limites especificados na Farmacopeia Americana. Entretanto, o produto C (similar)

apresentou teor um pouco acima do limite especificado.
9.2.3 Perfis de dissolu¢do da valsartana a partir dos medicamentos avaliados
Os gréficos dos perfis de dissolucdo dos trés produtos analisados A (referéncia), B

(genérico) e C (similar), nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) estdo

apresentados nas Figuras 36 a 38.



Figura 36 — Perfis de dissolugdo médios (n=6) de comprimidos contendo 320 mg de
valsartana no meio FGSSE (pH=1,2) para os produtos:
A (Referéncia), B (Genérico) e C (Similar).
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Figura 37 — Perfis de dissolugdo médios (n=6) de comprimidos contendo 320 mg de
valsartana no meio FGSSE (pH=4,5) para os produtos:
A (Referéncia), B (Genérico) e C (Similar).
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Figura 38 — Perfis de dissolugdo médios (n=12) de comprimidos contendo 320 mg de
valsartana no meio FGSSE (pH=6,8) para os produtos:
A (Referéncia), B (Genérico) e C (Similar).
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De acordo com os resultados obtidos para os perfis de dissolu¢do, somente no meio
SESSE (pH=6,8) a cedéncia do farmaco atingiu 85%. Neste meio os produtos A (referéncia) e
C (similar) apresentaram liberagdo semelhante, podendo ser denominada muito rapida, ou
seja, > 85% em 15 minutos. Nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5), nenhum dos trés
produtos chegaram a liberar 80% do farmaco (EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015;
WHO, 2015). Nestes dois meios os graficos apresentaram linhas crescentes, ndo sendo
observado o platd que caracteriza o fim do processo de liberacao.

As médias das porcentagens dissolvidas da valsartana em cada um dos meios, bem

como o desvio padrdo estdo apresentadas nas Tabelas 49 a 51.

Tabela 49 — Resultados médios dos perfis de dissolucdo de 6 comprimidos de cada um dos
produtos analisados no meio FGSSE (pH=1,2).

Tempo Produto A (Referéncia) | Produto B (Genérico) Produto C (Similar)
% dissolvida DP % dissolvida DP % dissolvida DP

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 2,03 0,37 1,51 0,09 1,88 0,20
10 3,37 0,18 3,19 0,16 3,75 0,25
15 5,03 0,33 4,72 0,17 6,17 1,28
20 6,57 0,36 6,34 0,48 7,51 0,43
30 9,39 0,45 8,26 0,32 10,53 0,41
40 11,78 0,41 10,22 0,37 13,01 0,34
50 13,45 0,43 11,85 0,31 14,95 0,36
60 15,83 0,36 14,46 0,48 17,05 0,45

Tabela 50 — Resultados médios dos perfis de dissolucdo de 6 comprimidos de cada um dos
produtos analisados no meio TA (pH=4,5).

Tempo Produto A (Referéncia) | Produto B (Genérico) Produto C (Similar)
% dissolvida DP % dissolvida DP % dissolvida DP

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 12,36 0,70 8,31 0,36 12,16 0,96
10 20,72 0,60 12,75 0,49 21,38 0,49
15 27,55 0,55 16,54 0,94 28,51 0,42
20 33,52 0,97 18,97 0,92 34,88 0,72
30 41,91 1,26 22,65 1,11 44,08 0,50
40 47,88 1,11 25,78 0,81 50,27 0,65
50 52,44 1,16 28,71 1,06 54,56 1,19
60 58,90 1,29 38,30 1,16 60,83 1,04
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Tabela 51 — Resultados médios dos perfis de dissolugcdo de 12 comprimidos de cada um dos
produtos analisados no meio SESSE (pH=6,8).

Tempo Produto A (Referéncia) | Produto B (Genérico) Produto C (Similar)
% dissolvida DP % dissolvida DP % dissolvida DP

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 74,81 7,53 48,63 0,09 73,19 3,12
10 93,72 2,70 59,32 0,16 91,36 3,18
15 98,69 1,73 67,74 0,17 94,89 4,15
20 99,41 1,63 73,61 0,48 96,80 1,41
30 99,50 1,77 82,72 0,32 96,48 3,74
40 99,01 1,73 90,50 0,37 96,96 1,64
50 98,61 1,66 96,03 0,31 96,81 1,10
60 98,99 1,92 100,08 0,48 97,04 1,21

A ED foi calculada somente para os produtos A (referéncia) e C (similar) no meio

SESSE (pH=6,8), uma vez ter sido a Unica condi¢do em que o processo de liberacdo atingiu o

platd indicando final da dissolugdo. Em decorréncia dos perfis de dissolugdo terem

apresentado liberagdo muito rapida (> 85% em 15 minutos), outros modelos que comparam

perfis de dissolucdo, como o fator de similaridade (F2), perdem o poder de discriminacéo e,

por isto, foi empregada a ED. Os resultados e o grafico referente a ED destes produtos estdo

apresentados na Tabela 52 e Figura 39, respectivamente.

Tabela 52 — Eficiéncia de dissolugéo do Produto A (Referéncia) e Produto C (Similar) no
meio SESSE (pH= 6,8).

Produto Eficiéncia de Dissolucéo (%)
A (Referéncia) 73,59
C (Similar) 73,30

Figura 39 — Eficiéncia de dissolugéo valsartana (320 mg) no meio SESSE (pH=6,8). Produto

A (Referéncia) e Produto C (Similar).
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O gréfico apresentado na Figura 46 se refere a analise estatistica da ED dos produtos
A (referéncia) e C (similar) por ANOVA e pés-teste T de Student. De acordo com este, ndo
foi observada diferenca significativa entre os produtos (p < 0,05).

9.3 Avaliacao da permeabilidade da valsartana

Os dados de permeabilidade da valsartana compilados da literatura estéo apresentados
na Tabela 53.

Tabela 53 — Resultados da permeabilidade da valsartana de acordo com diferentes métodos.

Modelo Permeabilidade A .
— Referéncia
In silico log P
Molinspiration 3,08
MarvinSketch 5,00
In vitro Peff (x 10° cm/s)
2,10+1,12 SUGANO etal., 2012
PAMPA 0,10 POIRIER et al., 2009
Pap A-B Pap B-A
(x 10 cm/s) (x 10 cm/s)
SKOLNIK et al., 2009;
Caco-2 0,71 1,48 LOZOYA-AGULLO
etal., 2015b
NEKKANTI et al.,
1,86 £ 0,14 2015
In vivo Fa (%) Pei (X 10° cm/s)
Ratos 60,4 0,6 LOZOYA-AGULLO
72,2 2,6 etal., 20152
Dose (mg) Fa (%)
80 23,0 FLESH etal., 1997;
Humanos 320 44,9 PEREZ et al., 2006
160 41,2 HEDAYA, M.A;
320 82,0 HELMY, 2013

Pesr = permeabilidade efetiva; P.y, a5 = permeabilidade aparente apical-basolateral; P,y .4 = permeabilidade
aparente basolateral-apical.
Fa= fracdo absorvida.

Primeiramente a permeabilidade da valsartana foi determinada pelo método in silico.
Para andlise destes resultados, o metoprolol foi considerado o farmaco de referéncia de alta
permeabilidade. De acordo com Kassim e colaboradores (2003), este possui uma fragdo de

absorcédo de 95%, determinada experimentalmente em humanos e apresenta log P=1,72.
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Ao compararmos os resultados de log P da valsartana obtidos pelos métodos
computacionais, pode-se sugerir que a valsartana seja um farmaco de alta permeabilidade,
pois os valores de log P encontrados foram maiores do que 1,72 que é o valor de referéncia do
metoprolol (KASSIM et al., 2003).

Além disso, a permeabilidade da valsartana foi avaliada por meio do gréfico do log D

obtido, que correlaciona o log P de um farmaco com o pH (Figura 40).

Figura 40 — Grafico do log D versus pH da valsartana obtido do programa

computacional MarvinSketch.
G

pH

De acordo com a Figura 49, o log D da valsartana diminui com o aumento do pH. Este
valor foi comparado ao do metoprolol em pH=6,5, conforme estudo realizado por Kassim e
colaboradores (2003). O log D da valsartana neste pH foi de 3, maior do que o do metoprolol
(-1,48). Assim de acordo com estes resultados ela apresenta alta permeabilidade.

Em relacdo a permeabilidade por PAMPA, foram encontrados somente dois estudos,
porém ndo apresentavam dados suficientes para discussao a respeito da permeabilidade do
farmaco (POIRIER et al., 2009SUGANO et al., 2012).

Para determinacdo da permeabilidade da valsartana em estudos realizados por Caco-2,
foram adotados dois parametros para a anélise dos resultados. De acordo com Di e Kerns
(2008), se: Papp < 2 x 107° cm/s= baixa permeabilidade; 2 x 10° < Py, < 20 x 10°® cm/s=
moderada permeabilidade e Py, > 20 % 10°° cm/s= alta permeabilidade. Além deste, pode-se
utilizar como comparagéao a Papp do metoprolol (18.21 + 0.79 x 10°° cm/s), referéncia de alta
permeabilidade (REFSGAARD et al., 2005).
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Desta forma, de acordo com os resultados da permeabilidade por Caco-2, podemos
observar que os valores de P, foram menores do que 2 X 10 cm/s, indicando que a
valsartana apresenta baixa permeabilidade, quando comparados os dois parametros citados
acima. Além disso, de acordo com os resultados de Skolnik e colaboradores (2009), podemos
observar que a valsartana € substrato para transportadores de efluxo, caracterizado pela Papp &-
A maior do que Papp a-B.

Para a andlise dos resultados da permeabilidade da valsartana em estudos in vitro
realizados em ratos, foi adotado o critério estabelecido por Zakeri-Milani e colaboradores
(2009), os quais definem que farmacos que apresentam Pesr < 5 x 10™ cm/s, apresentam baixa
permeabilidade. Assim, a valsartana é classificada como farmaco de baixa permeabilidade.

De acordo com os guias de bioisencdo a permeabilidade de um farmaco deve ser
determinada por estudos farmacocinéticos em humanos. Assim, um farmaco é considerado de
alta permeabilidade se a fracdo da sua absorcdo for menor ou igual a 85% (EMA, 2010;
BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015).

Pelos dados da fragdo absorvida da valsartana em humanos, podemos observar que 0s
trés estudos concluem por uma fracdo absorvida menor que 85%, independente da dose
utilizada, demonstrando desta forma que este farmaco é classificado como de baixa

permeabilidade.
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10 DISCUSSAO

Estudos relacionados ao processo de liberacdo, dissolucdo e biodisponibilidade de
farmacos sdo fundamentais para a comprovacdo de aspectos relacionados a equivaléncia
farmacéutica, biodisponibilidade relativa, bioequivaléncia, intercambialidade e equivaléncia
terapéutica de medicamentos (STORPIRTIS et al., 1999).

O SCB classifica os farmacos baseando em sua solubilidade aquosa e permeabilidade
intestinal. Através de uma combinacdo desses fatores e parametros fisiologicos, € possivel
entender o comportamento da absorcdo de um farmaco no TGI. Estas informacGes podem
contribuir para redugdo de custos e tempo no desenvolvimento de farmacos, além de reduzir a
exposicdo de individuos humanos durante ensaios clinicos (ISSA; FERRAZ, 2011; FDA,
2015).

Para a determinacdo da solubilidade de um farmaco visando a classificacdo pelo SCB
e a decisdo segura sobre a possibilidade de bioisengéo, as agéncias reguladoras preconizam
como método de escolha a agitacdo orbital em frascos (EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA,
2015; WHO, 2015). Além disso, o0 método da dissolucdo intrinseca tem sido utilizado como
uma alternativa, sendo muitas vezes justificado por ndo necessitar da dose para determinacao
da solubilidade. Diante disto a comparacdo entre estes métodos e os resultados obtidos por
ambos vem crescendo nos ultimos anos (YU et al., 2004; DEZANI et al., 2013). Assim, neste
trabalho a solubilidade da valsartana foi determinada por ambos os métodos.

A solubilidade da valsartana foi determinada pelo método da agitacdo orbital em
frascos utilizando as condigdes preconizadas pelos guias de bioisencdo, nos meios FGSSE
(pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8). Para que um farmaco seja dito de alta
solubilidade, este deve apresentar este comportamento na faixa de pH fisiolégico para
mimetizar o TGl como um todo (FDA, 2015; BRASIL; 2016a).

Primeiramente foi determinado o excesso de IFA a ser adicionado (1,0 mg - FGSSE
(pH=1,2)/ 10,0 mg - TA (pH=4,5)/ 65,0 mg - SESSE (pH=6,8). A quantidade adicionada de
acordo com cada meio tamponado foi diferente devido a solubilidade do farmaco ser distinta
em cada um deles. A valsartana € um acido fraco pH dependente e sua solubilidade aumenta a
medida que aumenta o pH do meio. Por possuir dois valores de pKa (4,73 e 3,9), ela se
encontra ionizada em pH duas unidades acima de 4,73 e ndo ionizada em pH abaixo de 3,9.
Para determinacdo do excesso em cada meio foi realizado um teste inicial para determinacao
desta quantidade, uma vez que recomenda-se a utilizacdo de pequenos excessos de IFA para

avaliacdo da solubilidade em equilibrio pelo método da agitacdo orbital em frascos;
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principalmente para farmacos de baixa solubilidade, pois este excesso foi considerado um
fator critico (MONTEIRO, 2014).

O tempo de duragdo do experimento foi determinado por estudo piloto realizado
previamente e o tempo final foi de 30 horas. Apesar do estudo de solubilidade ser um
procedimento considerado simples, ocupa tempo consideravel e requer muito trabalho manual
(BOX et al., 2006). Neste projeto, o tempo para atingir o equilibrio da solubilidade da
valsartana foi de 20 horas nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5) e 10 horas no meio
SESSE (pH=6,8); sendo considerado reduzido, o que possibilita a realizacdo das analises de
solubilidade em tempo razoavel.

A velocidade de agitacdo utilizada neste trabalho foi de 100 rpm. As velocidades mais
utilizadas em trabalhos de avaliacdo da solubilidade utilizando o método da agitacdo orbital
em frascos sdo 50, 100 e 150 rpm (GLOMME et al., 2005; BAKA et al., 2008; HEIKKILA et
al., 2011; TAKACS-NOVAK et al., 2013). Porém, apesar de ndo haver um consenso sobre a
velocidade a ser utilizada, ndo foi demonstrada diferenca entre os resultados médios da
solubilidade em equilibrio com essas distintas velocidades (MONTEIRO, 2014).

O volume da aliquota retirada foi de 160 pL. Este volume deve ser escolhido
conforme a necessidade do estudo devendo, porém ser menor ou igual a 10 % do volume total
do meio, pois ao realizar a reposicdo do volume retirado pode ocorrer diluicdo. Esse
procedimento € necessario para manter a hidrodinamica do sistema e a quantidade de insumo
farmacéutico ativo acima do ponto de saturacdo. Além disso, a reposicdo deve ser feita com o
meio mantido a temperatura de 37 °C * 1, assim como a temperatura nos frascos para simular
a temperatura corporal do TGl (MONTEIRO, 2014; BRASIL; 2016a).

Na literatura sdo encontrados estudos de solubilidade da valsartana havendo, porém
uma divergéncia da classificacdo do farmaco como de alta ou baixa solubilidade e,
consequentemente da sua classificacdo segundo o SCB. A valsartana é classificada por alguns
autores como classe Il e por outros como classe Ill. Porém, muitos destes estudos sdo
inconclusivos e os experimentos ndo foram realizados de acordo com critérios estabelecidos
pelos guias visando bioisencdo. Um estudo da solubilidade da valsartana realizado por Rajesh
Kaza e colaboradores (2013) utilizou como meio a dgua e os tampdes pH=1,2, pH= 6,8 €
pH=7,4. Dentre estes, a 4gua ndo é considerada um meio biorrelevante e o tampéao pH=7,4
ndo estd compreendido na faixa de pH fisiologico determinado. Além disso, a temperatura
utilizada nos experimentos foi de 25°C, que nédo é a preconizada pelas agéncias reguladoras
(EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015). Os valores de solubilidade

encontrados neste estudo foram de 0,567 mg/mL em &gua e nos meios pH=1,2, pH=6,8 ¢
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pH=7,4 foram de 0,116 mg/mL, 0,304 mg/mL e 0,598 mg/mL respectivamente. Considerando
estes valores de solubilidade e a maior dose de valsartana (320 mg) para calculo da razdo D/S,
os resultados sdo: 2.759, 1.053 e 535 mg/mL, respectivamente (> 250 mL) nos meios
avaliados, sendo o farmaco classificado como de baixa solubilidade, como neste trabalho. No
entanto, pode-se observar que as condi¢des analiticas comprometeram os resultados, uma vez
que esta € significativamente influenciada pela temperatura (LIU et al., 2010); destaque para o
pH 6,8 comparativamente aos nossos resultados, o qual apresentou alta solubilidade. Assim,
estes resultados ndo condizem com os obtidos em nosso trabalho, em que a valsartana
apresentou baixa solubilidade nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5), sendo elas de 0,08
e 1,23 mg/mL (D/S > 250 mL), respectivamente. E no meio SESSE (pH=6,8) ela foi
considerada de alta solubilidade (9,21 mg/mL - D/S < 250 mL). Desta forma, podemos
ressaltar a necessidade da utilizacdo das condicGes preconizadas pelos guias para o estudo da
solubilidade de farmacos visando a bioisencéo.

Apesar do método da agitacdo orbital em frascos ser o indicado pelas agéncias
reguladoras, este apresenta algumas desvantagens em relacdo a dissolucéo intrinseca (ISSA;
FERRAZ, 2011; DEZANI et al., 2013). A solubilidade € determinada pela razéo
dose/solubilidade, relacionando a maior dose e a solubilidade do farmaco (MARTINEZ;
AMIDON, 2002). No entanto, a escolha da dose tem um grande impacto no célculo desta
relagdo e, para alguns medicamentos, a classificacdo pode mudar de altamente solGvel para
baixa solubilidade, quando se utiliza uma dose diferente no célculo (LINDENBERG et al.,
2004; YU et al., 2004). Por exemplo, a maior dose considerada pode ser diferente em relacdo
ao indicado nos distintos guias de bioisencdo (CARDOT et al., 2016). As agéncias brasileira e
europeia definem a maior dose como sendo a administrada (SEDIQ et al., 2013; EMA, 2010;
BRASIL, 2011a), ja o FDA considera a maior dose disponivel (FDA, 2015). Além disso, em
cada pais os medicamentos podem estar disponiveis em diferentes doses, o que pode levar a
uma divergéncia na solubilidade (LINDENBERG et al., 2004).

A solubilidade em equilibrio também pode ser afetada por outros fatores como a
temperatura, tempo de sedimentacdo, quantidade do excesso de matéria prima, processo de
filtracdo; além do tempo de duracdo do experimento, o qual pode ser muito longo (BAKA et
al., 2008; ISSA; FERRAZ, 2011; DEZANI et al., 2013).

Neste contexto, 0 método de dissolucgéo intrinseca vem sendo utilizado por alguns
estudos para determinacao da solubilidade visando definicao da classificagcdo segundo o SCB.
Sugere-se que este método seja utilizado para classificar farmacos, uma vez que a VDI é um

fendmeno de velocidade, o qual se espera que correlacione melhor com a dindmica de
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dissolucdo in vivo (YU et al., 2004). Adicionalmente, o método de dissolucdo intrinseca
possui como vantagem variabilidade de resultados geralmente menos significativa permitindo
assim, melhor descricdo do fendmeno (Yu et al., 2004; ISSA; FERRAZ, 2011).

Neste trabalho a solubilidade pela avaliacdo da dissolucdo intrinseca também foi
determinada nos trés meios tamponados. A escolha do volume de meio a ser utilizado nos
experimentos, normalmente é um fator importante a ser considerado. Sempre que possivel o
teste deve ser realizado atendendo a condig&o sink; ou seja, de ndo saturacdo onde o volume
do meio de dissolucédo deve ser capaz de dissolver a quantidade esperada do farmaco liberado.
Este volume deve ser de 3 a 10 vezes a solubilidade de saturacdo do farmaco (DRESSMAN,;
FLEISHER, 1986).

No caso da valsartana, considerando a solubilidade determinada pelo método da
agitacdo orbital em frascos neste trabalho, para que a condicdo sink fosse atendida, seriam
necessarios volumes de 12.000,00 mL do meio FGSSE (pH=1,2), 780,50 do TA (pH=4,5) e
104,23 mL do SESSE (pH=6,8). Foram utilizados 900,0 mL de meio de dissolucdo (BRASIL,
2010a), demonstrando, portanto que a valsartana somente ndo atendeu as condi¢fes sink no
meio FGSSE (pH=1,2).

Os meios de dissolucdo foram desgaseificados antes do ensaio para evitar a formacao
de bolhas e a temperatura utilizada foi de 37 £ 0,5 °C para se aproximar das condigdes in vivo.
Foi utilizado o aparato de disco rotativo e para este normalmente é recomendada uma
velocidade de agitacdo 300 rpm, porém, as velocidade tipicas podem variar de 60-500 rpm
(UNITED STATES, 2017a). Assim foi utilizada a velocidade de 100 rpm.

Em relacdo ao tempo do experimento, uma das vantagens da dissolucéo intrinseca é o
menor gasto de tempo (Yu et al., 2004; ISSA; FERRAZ, 2011). Versdes mais antigas da
farmacopeia americana determinavam que para o calculo da VDI a liberacdo do farmaco
deveria atingir 10% (UNITED STATES, 2007). Porém, versdes mais atuais ndo determinam
mais este porcentual minimo para quantificacdo da VDI. Neste trabalho a VDI foi calculada
em diferentes tempos, havendo ou ndo liberacao referente a 10% do farmaco. Por exemplo, no
meio SESSE (pH=1,2) a VDI foi calculada em intervalos de 120 a 210 e também de 240 a
1440 minutos, além do intervalo total de 120 a 1440 minutos. Neste meio a liberacdo nédo
atingiu 10%. Os valores de VDI destes trés intervalos foram de 0,0074, 0,0084 e 0,0070
mg/min/cm?, respectivamente. No meio TA (pH=4,5) a VDI foi calculada em intervalos de 60
a 180 e também de 210 a 480 minutos. No primeiro intervalo a liberacdo ndo havia atingido
10% de liberacdo e no segundo sim. Os valores de VDI destes intervalos foram de 0,0746 e

0,0723 mg/min/cm?, respectivamente. No intervalo total do estudo a VDI foi de 0,0726
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mg/min/cm?. No altimo meio avaliado, o0 FGSSE (pH=6,8) a VDI foi calculada em intervalos
de 30 a 120; 150 a 240 e no intervalo total de 30 a 240 minutos. Neste meio, no primeiro
ponto de coleta a liberacdo ja havia atingido 10%. Os valores de VDI destes intervalos foram
de 0,6131; 0,5965 e 0,6073 mg/min/cm?, respectivamente. Os resultados obtidos mostraram
que, independente do tempo e da quantidade liberada, a VDI ndo sofre alteracdes
significativas. Esta informacédo corrobora com o fato de a farmacopeia americana ndo mais
preconizar o valor de 10% de liberac&o para célculo da VVDI.

Para a determinacdo do tempo dos experimentos de dissolucdo intrinseca neste
trabalho foi levado em consideracdo dados encontrados na literatura, bem como, o tempo de
ocorréncia dos 10% de liberacdo do farmaco em cada meio. A maioria dos estudos utilizam 8
horas para farmacos de baixa solubilidade e menos tempo para os de alta solubilidade
(ZAKERI-MILANI et al., 2009; ZHANG et al., 2012; UNITED STATES, 2015; UNITED
STATES, 2017a). No FGSSE (pH=1,2) houve uma pequena liberacdo, sendo que esta nédo
chegou a 10%, desta forma o tempo total determinado foi um pouco mais longo, de 1440
minutos (24 h). No TA (pH=4,5) o experimento durou 480 minutos e no SESSE (pH=6,8) foi
de 240 minutos, onde ja havia ocorrido a liberacédo referente a 10% nos dois Gltimos meios.

Outras condicdes a serem determinadas para o estudo de dissolucdo intrinseca € a
quantidade de IFA a ser utilizado, bem como a forca e o tempo de compresséo para formacéo
do compacto. Porém, a literatura, ndo apresenta um consenso em relacdo a estes parametros,
havendo uma ampla variacdo entre os estudos avaliados; onde, por exemplo, a quantidade de
IFA utilizado variou de 100 a 500 mg. Com relacéo a forca e o tempo de compressao, também
sdo encontrados valores variados e em diferentes unidades: tonelada (T), Mega Pascal (Mpa)
e Pound force per square inch (Psi) (ZAKERI-MILANI et al., 2009; ZHANG et al., 2012;
ZHOU et al., 2014; TSENG et al,. 2014; SOUZA, 2015).

Neste trabalho primeiramente foi testada a quantidade de 100 mg de IFA utilizando
uma forca de compressdo de 1 T por 30 segundos. No entanto, no meio SESSE (pH= 6,8)
houve a formacgdo de uma curvatura ascendente no grafico de concentracdo versus tempo
devido a desintegragdo do compacto (UNITED STATES, 2017a). Assim, a quantidade foi
aumentada e determinada como 200 mg.

Existem dois diferentes critérios na literatura para determinacdo da solubilidade por
dissolucdo intrinseca. De acordo com Yu e colaboradores (2004), farmacos que apresentam
VDI maior do que 0,1 mg/min/cm? sdo de alta solubilidade. Além deste, Zakeri-Milani e
colaboradores (2009), adotam um valor maior, ou seja, consideram que um farmaco é de alta

solubilidade quando a VDI é maior do que 1,0 mg/min/cm?.
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Os resultados obtidos nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5) determinaram uma
VDI para a valsartana de 0,0074 e 0,0726 mg/min/cm?, respectivamente. Assim, nestes meios
ela é classificada como farmaco de baixa solubilidade, considerando ambos os critérios.
Porém, no meio SESSE (pH=6,8) sua VDI foi de 0,6073 mg/min/cm? havendo uma
divergéncia na classificacdo da sua solubilidade ao serem considerados ambos os critérios.
Ao considerarmos o trabalho de Yu e colaboradores (2004), a valsartana seria um farmaco de
alta solubilidade; contrariamente, de acordo com de Zakeri-Milani e colaboradores (2009), ela
seria de baixa solubilidade.

Para a classificacdo da valsartana como farmaco de alta ou baixa solubilidade, a partir
dos dados obtidos pela dissolucdo intrinseca, adotou-se o critério estabelecido por Yu e
colaboradores (2004). Esta escolha foi realizada em funcdo da semelhanca na utilizagdo do
aparato disco rotativo em ambos os trabalhos. Ao contrario, o trabalho de Zakeri-Milani e
colaboradores (2009) utilizou o aparato disco estacionario e, € conhecido que diferentes
sistemas de disco podem causar diferentes condigdes hidrodindmicas, como a velocidade do
fluido e taxa de cisalhamento (D’ARCY et al., 2006; ZHANG et al., 2012). De acordo com 0s
resultados de VDI aqui obtidos, a valsartana foi considerada um farmaco de baixa
solubilidade nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5) e de alta solubilidade no meio
SESSE (pH=6,8). Interessante notar que neste trabalho, os resultados obtidos a partir dos dois
métodos de estudo da solubilidade de farmacos, agitacdo orbital em frascos e dissolucdo
intrinseca, corroboram entre si, apesar das diferentes caracteristicas.

Para fins de classificacdo biofarmacéutica pelo SCB, para um farmaco ser classificado
como de alta solubilidade, este deve apresentar esta caracteristica nos trés meios avaliados, de
forma a representar seu comportamento ao longo de todo o TGI. No caso da valsartana, nos
estudos de solubilidade realizados neste trabalho, esta condi¢do ndo foi seguida, uma vez que
nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5) ela foi definida como de baixa solubilidade. Este
resultado corrobora com trabalhos anteriores que identificam a solubilidade da valsartana
como dependente do pH (SAYDAM; TAKKA, 2007; NALLURI et al., 2012). Desta forma, a
valsartana deve ser classificada como farmaco de baixa solubilidade, classes Il ou IV de
acordo com o SCB. Pode-se dizer ainda, a partir dos resultados obtidos, que para a
determinacdo da solubilidade da valsartana, o0 método de dissolugdo intrinseca foi equivalente
ao da agitacdo orbital em frascos, podendo ser utilizado neste caso para classificacdo

biofarmacéutica.
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A solubilidade aquosa é um fator predominante para a dissolucdo de um farmaco nos
fluidos do TGI. O farmaco contido na forma farmacéutica deve ser liberado e dissolvido nos
liquidos do TGl, para entéo se solubilizar (OLIVERA; MANZO, 2009).

O processo de dissolucéo de farmacos in vivo é considerado uma etapa limitante para a
absorcdo de farmacos de baixa solubilidade a partir de FFSOLI. Para farmacos de alta
solubilidade, quando esta dissolucéo é identificada como rdpida ou muito rapida em relagéo
a0 esvaziamento gastrico é improvavel que a velocidade e extensdo de absorcdo dependam da
dissolucdo e/ou tempo de transido gastrintestinal. Neste caso a realizacéo de estudos de BE in
vivo pode ndo ser necessaria, desde que os excipientes utilizados nas formulacGes sejam
semelhantes e ndo afetem significativamente a absorcdo (FDA, 2015). Desta forma, a
realizacdo de estudos in vitro que reflitam o que ocorre in vivo (AMIDON et al., 1995;
SOUZA et al., 2007) podem ser aplicaveis a garantia indireta da seguranca e eficacia dos
medicamentos. Dados graficos de quantidade dissolvida em funcdo do tempo podem entéo ser
utilizados de forma a prever o comportamento in vivo dos farmacos (SOUZA et al., 2007).

O perfil de dissolucao de trés produtos farmacéuticos contendo valsartana disponiveis
no mercado brasileiro foi realizado neste trabalho: produto A foi o medicamento de
referéncia, o produto B um genérico e o produto C um similar. Apos o levantamento de todos
0s medicamentos na FFSOLI contendo valsartana do mercado brasileiro e listagem dos
excipientes presentes nas formulagdes, a escolha destes trés produtos foi inicialmente baseada
na presenca de algum excipiente critico, para analise de uma possivel interferéncia na
dissolucdo e, consequentemente, na biodisponibilidade. De acordo com o levantamento
realizado, somente um dos medicamentos genéricos comercializados e um similar continham
a presenca do excipiente critico lauril sulfato de s6dio (BRASIL, 2011a). Entretanto, somente
o0 medicamento similar foi adquirido, uma vez que nao foi possivel a compra necessaria de 4
caixas do mesmo lote do medicamento genérico. Assim, optou-se pela compra do
medicamento genérico acessivel.

Uma vez adquiridas as amostras de medicamentos, foi necessario estabelecer as
condigdes a serem utilizadas no perfil de dissolugéo. Estas condi¢bes devem partir daquelas
estabelecidas na monografia individual do medicamento, posteriormente devem ser definidos
os tempos de analise de tal forma que o método seja discriminativo, ou seja, capaz de detectar
pequenas mudangas na liberacdo do farmaco a partir do produto. Caso ndo exista monografia
farmacopeica, ou ndo seja detalhado o método o estudo de dissolucdo deve ser desenvolvido
empregando ao menos trés meios distintos. Um método desenvolvido de forma apropriada

reflete mudancas na formulag&o, processo de fabricacéo e caracteristicas fisico-quimicas do
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farmaco, que podem afetar significativamente a solubilidade e/ou desempenho in vivo do
produto (MARQUES, 2009; BRASIL, 2010a).

Para definicdo da composicdo e volume do meio de dissolugdo a ser utilizado é
importante conhecer a solubilidade do farmaco em funcdo do pH, uma vez que, como ja
mencionado acima, deve-se garantir que a condi¢éo sink seja atendida. Foi observado que no
meio pH=1,2 a valsartana encontra-se ndo ionizada e possui baixa solubilidade, n&o
atendendo portanto as condic¢des de ndo saturacdo. No entanto, desvios nas condicdes sink sdo
aceitaveis desde que seja demonstrado que o méetodo € discriminativo (MARQUES, 2009).

A composicdo do meio de dissolucdo deve ser biorrelevante, ou seja, proxima do que
ocorre in vivo (MARQUES, 2009). Adicionalmente, deve-se ressaltar que nos estudos visando
avaliacdo da possibilidade de bioisencgéo, o perfil de dissolucdo deve ser realizado nos meios
FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8), sem adi¢do de enzimas (BRASIL, 2011a;
FDA, 2015).

Neste trabalho, o aparato Il (péas) foi escolhido como preconizado pelo guia de
bioisencdo do FDA (2015) e este mesmo guia define que utilizando este aparato o perfil de
dissolucdo deve ser realizado com volume de meio de 500 mL ou menos. Porém, com este
volume, a valsartana ndo atenderia as condicdes sink no meio FGSSE (pH=1,2) e também no
meio TA (pH=4,5). Além disso, a monografia da farmacopeia americana da valsartana
determina a utilizagdo de 1000 mL de meio no estudo de dissolu¢cdo (UNITED STATES,
2016). Entretanto, considerando a RDC 37 (2011), que determina um volume de 900 mL para
realizacdo dos estudos de dissolucdo visando bioisencéo, este volume foi entdo definido neste
trabalho; uma vez que utilizando tanto 1000 ou 900 mL, as condi¢des de ndo saturacdo séo
atendidas da mesma forma (BRASIL, 2011a).

A velocidade de agitacdo escolhida foi de 50 rpm uma vez que esta € determinada de
acordo com o aparato a ser utilizado. Como foi escolhido o aparato Il, sdo indicadas
velocidade de 50 ou 75 rpm pelo FDA e de 50 rpm tanto pela Anvisa, quanto pela monografia
individual da valsartana (BRASIL, 2011a; FDA, 2015; UNITED STATES, 2016).

O perfil de dissolugdo deve ser realizado com no minimo 12 unidades do produto e as
amostras devem ser coletadas em um ndmero suficiente de intervalos para caracterizar o perfil
de dissolucdo do medicamento (FDA, 2015). Nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5)
foram utilizados somente 6 unidades de cada um dos trés produtos avaliados, uma vez que na
realizacdo do piloto foi observado que nestes dois meios, o perfil de dissolucdo da valsartana
ndo foi caracteristico. Nao apresentou a formacdo do platd, caracterizando a liberacdo de

100% do farmaco (BRASIL, 2010a). Assim, ndo havia a possibilidade de realizar a analise
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estatistica descartando, portanto a possibilidade de bioisencdo. Os perfis de dissolucdo das 6
unidades foram feitos somente para demonstracdo. Os tempos de coleta determinados foram
de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos.

Como apresentado nos graficos dos perfis de dissolucdo da valsartana em funcédo do
tempo (Figuras 36 a 38), os produtos A (referéncia) e C (similar) apresentaram um perfil de
liberacdo muito rapido (85% em 15 minutos) no meio SESSE (pH=6,8). No entanto, nos
meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5) a liberacdo ndo chegou a 85% em 60 minutos, mesmo
com o aumento da velocidade de agitacdo para 100 rpm que visa a dissolu¢do a ponto
infinito, o qual é importante uma vez que fornece informagbes adicionais sobre a
uniformidade da dose (MARQUES, 2009). Ndo se espera que esta diferenca na dissolugéo
tenha ocorrido devido as condicGes sink, uma vez que somente no meio FGSSE (pH=1,2) esta
ndo foi atendida.

Para comparacdo dos perfis de dissolucdo, avalia-se a curva como um todo podendo
empregar 0 método modelo independente simples. Este método emprega um fator de
diferenca (F1) e um fator de semelhanca (F2). Os perfis de dissolu¢cdo comparativos sdo
avaliados utilizando-se o calculo de F2. Entretanto, quando as FFSOLI apresentam perfil de
dissolucdo muito rapido, o céalculo de F2 perde o poder discriminativo e, portanto, ndo é
necessario calcula-lo, pois 0 mesmo néo tera significado. Nesses casos deve-se comprovar a
dissolugdo muito rapida dos produtos, por meio do gréafico da curva, onde o coeficiente de
variacdo no ponto de 15 minutos ndo pode exceder 10%. Nos perfis de dissolucdo da
valsartana no meio SESSE (pH=6,8), os coeficientes de variacdo foram de 1,73; 7,31 e 4,15
para os produtos A (referéncia), B (genérico) e C (similar), respectivamente.

Devido a impossibilidade do célculo de F2, foi utilizada a eficiéncia de dissolugdo
para comparacdo dos perfis. Este é um parametro adicional considerado adequado para a
avaliacdo da dissolucdo in vitro (KHAN; RHODES, 1972). E definida como a area sob a
curva de dissolucdo, em um determinado tempo (t), expressa como a porcentagem da area do
retdngulo que corresponde a 100% de dissolugcdo, no mesmo periodo de tempo (KHAN;
RHODES, 1975). Nos meios FGSSE (pH=1,2) e TA (pH=4,5) n&o houve liberacdo de 100%
do farmaco, a linha relativa ao processo de dissolu¢do manteve sua inclinagdo, ndo atingindo
um platd. Assim, a ED foi calculada somente no meio SESSE (pH=6,8) para os produtos A
(referéncia) e C (similar) (Tabela 52), e como pode ser observado com os resultados obtidos
(Figura 39), ndo houve diferenca significativa entre eles; mesmo o ultimo apresentando em

sua formulagdo um tensoativo, que pode aumentar a dissolucéo e, consequentemente, a fragcéo
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absorvida, afetando a biodisponibilidade (AMIDON et al., 1995; SILVA; VOLPATO, 2002;
MARTINEZ; AMIDON, 2002).

A valsartana apresentou um perfil de liberacdo répido apenas no meio SESSE (pH=
6,8), 0 que corrobora com os resultados da solubilidade neste pH, no qual em ambos 0s
métodos a solubilidade foi considerada elevada. O guia de bioisencdo preconiza que para
farmacos classe | ou I, este perfil de liberacdo rapido ou muito rapido deve ser comprovado
nos trés meios tamponados, de forma a mimetizar o TGl como um todo, visando alcangar uma
probabilidade bem realistica na simulacdo do que ocorre in vivo (FDA, 2015).

A determinacdo de peso, friabilidade, dureza, desintegracdo e teor foram realizados
nos trés produtos contendo valsartana. Estes foram conduzidos e avaliados de acordo com 0s
procedimentos e avaliados de acordo com os limites preconizados nos capitulos gerais da
Farmacopeia Brasileira 5% edicdo e para o teor foi utilizado o método desenvolvido e
valiadado neste projeto utilizando como referéncia os limites de aceitacdo contidos na
monografia individual do produto (UNITED STATES, 2016).

Vale ressaltar os resultados referentes ao teor (Tabela 48), sendo que de acordo com a
monografia individual do produto, os comprimidos devem conter no minimo 95,0 e no
méaximo 105,0% da quantidade declarada (CysH29Ns03) (UNITED STATES, 2016). Os
produtos A (referéncia) e B (generico) apresentaram um teor dentro dos limites especificados
na Farmacopeia Americana. No entanto, para o produto C (similar), foi obtido um teor um
pouco acima do maximo, 106,32% da quantidade declarada.

Como o teor foi determinado por meio de método desenvolvido e validado neste
trabalho e ndo conforme método farmacopeico, este ndo pode ser considerado um resultado
conclusivo, ja que a seletividade do método desenvolvido ndo foi testada em relacdo aos
excipientes da formulacdo. Além disso, a primeira monografia da valsartana identificada foi a
USP 35, publicada em 2012, mesmo ano de registro do medicamento referéncia na Anvisa.
Assim, pode-se intuir que, muito provavelmente, o limite de teor a ser considerado para o
registro foi conforme o fabricante, ou seja, por método indicado pelo fabricante. Caso
parecido ao ocorrido e justificado pela Anvisa com o farmaco da mesma classe, a losartana
(ANVISA, 2017b).

Ainda vale discutir que considerando os perfis de dissolu¢cdo no meio utilizado para
determinacédo do teor, SESSE (pH=6,8), a média das libera¢Ges obtidas com o ponto infinito
foram de 98,99; 100,08 e 97,04 para os produtos A (referéncia), B (genérico) e C (similar),
respectivamente. Conforme ja& mencionado acima, o ponto infinito traz informacdes

importantes em relagdo & uniformidade da dose. Desta forma, considerando o critério de 90,0
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a 105,0%, os trés produtos estdo dentro dos limites especificados, reforcando a questdo da
seletividade em relagéo aos excipientes.

Com relagéo aos excipientes, estes sdo importantes componentes de uma formulacéo
farmacéutica e relacionam-se com a via de administracdo, forma farmacéutica, caracteristicas
fsico-quimicas do farmaco, acdo terapéutica desejada, fatores tecnoldgicos e propriedades
funcionais requeridas. Eles ndo devem ser chamados de inertes, j& que podem atuar como
promotores de uma caracteristica desejdvel ou ndo do farmaco; podendo interferir na
solubilidade e, consequentemente, biodisponibilidade de farmacos, além de promover efeitos
adversos (KALINKOVA, 1999).

O FDA descreve uma lista de excipientes aprovados para uso em medicamentos bem
como a quantidade méxima de cada um a ser utilizado para cada via de administracdo e forma
farmacéutica (UNITED STATES, 2017b). Como é conhecido, para a bioisencdo de farmacos
classes | e Ill, os excipientes utilizados na formulacdo ndo devem afetar a absorcdo (FDA,
2015). Assim, quando uma quantidade de excipiente utilizado for diferente da definida na
relacdo acima mencionada, deve-se justificar a auséncia do efeito deste na biodisponibilidade
do farmaco (POLLI et al., 2008).

De acordo com a analise dos excipientes presentes nas FFSOLI contendo valsartana
(Tabela 44), existem seis excipientes comuns entre os trés produtos (A, B e C), que séo:
celulose microcristalina, crospovidona, didxido de silicio, estearato de magnésio, didxido de
titanio e macrogol. Considerando as informac6es do guia de bioisencdo da Anvisa, dentre
estes, nenhum é considerado um excipiente critico que possa afetar a biodisponibilidade dos
farmacos (BRASIL, 2011a). No entanto, um estudo demostrou que a celulose microcristalina
promove a transformacdo da forma polimérfica E de mefloquina para a D. Porém outros,
como lactose hidratada ndo demonstram efeitos sobres os cristais (STORPIRTIS, 1999).

O estearato de magnésio geralmente é utilizado em associacdo com o talco, assim
como observado no produto B (genérico). Vale ressaltar aqui que estes formam uma camada
hidrofébica entre as particulas, inibindo a penetracdo de agua na forma farmacéutica, o que
pode levar ao comprometimento da velocidade de dissolugcdo (STORPIRTIS et al., 1999;
PRISTA et al., 1995).

O lauril sulfato de sddio, presente no produto C (similar) é um componente critico na
formulacdo. O uso de tensoativos € uma das principais estratégias para aumentar a
solubilidade de farmacos, levando ao aumento da quantidade absorvida afetando a
biodisponibilidade (AMIDON et al., 1995; SILVA; VOLPATO, 2002; MARTINEZ;

AMIDON, 2002). Assim, o lauril sulfato de sédio, além de outros como: sorbitol, manitol,
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maltitol, etoxilato de Oleo de ricino, polissorbato 80 estdo presentes na lista de farmacos da
Anvisa, que comprovadamente afetam a biodisponibilidade (BRASIL, 2011a). A presenca de
lauril sulfato de sédio na formulagdo do medicamento similar pode ter facilitado a dissolugdo
da valsartana em comparacdo ao medicamento genérico no meio pH=6,8; levando a maior
similaridade no perfil de dissolugdo em relacdo ao medicamento referéncia. No caso de um
produto candidato a genérico pelo critério da bioisencdo, este deve possuir excipientes
qualitativamente idénticos ao referéncia e quantitativamente muito semelhantes (BRASIL,
2011).

Outro fator que pode ter contribuido para maior diferenca do produto B (genérico) em
relagdo aos produtos A (referéncia) e C (similar), pode ser a forma de producdo do
medicamento. As caracteristicas de uma formulacdo estdo diretamente ligadas ao processo
produtivo definido na fase de desenvolvimento (BUENO; RECH, 2009). Desta forma, estas
alteracdes podem interferir na liberacdo do produto da forma farmacéutica. Por exemplo, a
micronizagdo pode levar a agregacao das particulas, diminuindo a area de contato com o meio
reduzindo, portanto a velocidade de dissolucdo e consequentemente a biodisponibilidade do
farmaco (ASHFORD, 2007). Assim, vale ressaltar a importancia das Boas Praticas de
Fabricacdo para assegurar que os produtos sdo consistentemente produzidos e controlados
com padrdes de qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo registro
(BRASIL, 2010c).

A permeabilidade é um dos fatores determinantes para a absor¢do de farmacos a partir
do TGI, contribuindo para prever a sua biodisponiblidade. No entanto, a absorcdo é
considerada um processo complexo, sendo dificil a utilizacdo de apenas um modelo in vitro
para prever com precisao as caracteristicas de permeabilidade in vivo (BALIMANE et. al.,
2000; SOUZA et al., 2007).

Com o intuito de identificar a permeabilidade da valsartana neste trabalho,
primeiramente esta foi determinada por método in silico, normalmente considerado como uma
triagem computacional. E um modelo preditivo que minimiza demorados passos de sintese e
tem recebido muita atengdo nos Gltimos anos em estudos de desenvolvimento de novos
farmacos (BALIMANE et. al., 2000).

Os resultados do log P da valsartana obtidos pelo método in silico por meio dos
programas computacionais Molinspiration e MarvinSketch, foram de 3,08 e 5,00,
respectivamente (Tabela 53), pode-se sugerir que a valsartana se comporta ou possibilita a
obtencédo de resultados equivalentes a um farmaco de alta permeabilidade, pois os valores de

log P encontrados foram maiores do que 1,72 que é o valor de referéncia do metoprolol,
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farmaco de alta permeabilidade (KASSIM et al., 2003). Porém, os estudos in silico sdo
modelos completamente empiricos e ndo levam em consideracdo os transportadores de
membrana que podem interferir na permeabilidade de um farmaco (WATERBEEMD;
GIFFORD, 2003). Considerando que a valsartana é substrato para transportadores de influxo
e efluxo, os resultados obtidos parecem ndo condizer com sua permeabilidade real.

Para anélise dos resultados do log D da valsartana (Figura 40), também foi feita uma
comparacao com o metoprolol. Foi considerado o log D do farmaco em pH= 6,5 uma vez que
foi o pH avaliado no estudo de Kassim e colaboradores (2003). Neste pH, a valsartana
apresentou log D=3, valor maior do que o do metoprolol (- 1,48) e, portanto, considerada um
farmaco de alta solubilidade. Neste estudo, 13 dos 15 medicamentos teste (87%) foram
corretamente classificadas em relagdo ao metoprolol quando correlacionados a
permeabilidade humana. Dois medicamentos de baixa permeabilidade foram classificados
como de alta, sendo neste contexto falsos positivos (KASSIM et al., 2003). Porém, valores de
log P e log D séo utilizados somente como uma estimativa para determinacdo da
permeabilidade, ndo sendo o método de escolha.

Além da determinacdo da permeabilidade da valsartana pelo método in silico, foi feita
uma revisao da literatura para compilar dados de permeabilidade referentes a este farmaco.

A aplicacdo bem sucedida de modelos in vitro para prever a absorcdo de farmacos
através da mucosa intestinal depende da proximidade com o qual este imita as caracteristicas
do epiteélio intestinal in vivo. Apesar da dificuldade de desenvolvimento de um Unico sistema
in vitro que possa simular todas as condicdes existentes no intestino humano, varios sistemas
sdo usados rotineiramente como ferramentas de tomada de decisdo na descoberta precoce de
medicamentos (BALIMANE et. al., 2000).

Um dos métodos avaliados para a determinacdo da permeabilidade foi o PAMPA, no
entanto foram encontrados somente dois estudos (Tabela 53) que apresentavam valores de Pes
de 1,20 e 0,10 x 10 cm/s (POIRIER et al., 2009; SUGANO et al., 2012). Porém estes estudos
ndo apresentavam dados suficientes para discussdo a respeito da permeabilidade do farmaco,
uma vez que ndo citam quais foram as referéncias de alta e baixa permeabilidade para
comparacdo dos resultados. Adicionalmente deve ser lembrado que o método PAMPA é
aplicavel apenas para estudo da permeabilidade por meio de transporte passivo transcelular
(KANSY et al., 1998; BALIMANE et. al., 2000) e este ndo é o caso da valsartana; ela é um
farmaco substrato para transportadores tanto de influxo, quanto de efluxo presentes nos

enterdcitos, ou seja dependente de transporte ativo.
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Foram encontrados também, estudos utilizando celulas caco-2 para determinacdo da
permeabilidade (Tabela 53). Segundo estes, a valsartana pode ser considerada como um
farmaco de baixa permeabilidade, uma vez que os valores de Py, a-g €ncontrados na literatura
foram de 0,71 x 10® cm/s (SKOLNIK et al., 2009; LOZOYA-AGULLO et al., 2015b) e 1.86
x 10 cm/s (NEKKANTI et al., 2015). Estes valores estdo abaixo do critério de Di e Kerns
(2008), que preconizam que um farmaco € de baixa permeabilidade quando Pay < 2 X 10°®
cm/s. A Pgy, também foi menor do que 18.21 + 0.79 x 10°° cm/s, que é o valor da P,y do
metoprolol, que é um farmaco utilizado como referéncia de alta permeabilidade
(REFSGAARD et al., 2005). Além disso, de acordo com os resultados de Skolnik e
colaboradores (2009), este farmaco apresenta transporte de efluxo, que pode ser caracterizado
pela Papp g-a (1,48 X 10°® cm/s) maior do que Papp a8 (0,71 X 10°® cm/s). Este tipo de transporte
atua em sentido contrario a absorcdo, funcionando como uma barreira e pode ser um agente
causador da baixa permeabilidade da valsartana.

Vale ressaltar que para fins de classificacdo biofarmacéutica pelo SCB, a
permeabilidade deve ser determinada por estudos farmacocinéticos em humanos, como 0s
testes de biodisponibilidade oral e perfusdo in vivo utilizando seguimento intestinal (FDA,
2015; EMA, 2010; BRASIL, 2011a; WHO, 2015), uma vez que devido a presenca de
transportadores, inervacdo e vasos sanguineos que contribuem para a permeacdo, estes
sistemas se tornam mais completos e contribuem para resultados mais reais e confiaveis
(SOUZA et al, 2007).

Considerando os trabalhos in vivo descritos na Tabela 53, pode-se dizer que a
valsartana é considerada um farmaco de baixa permeabilidade, uma vez que apresentou uma
fragdo de absorcdo tanto em humanos quanto em ratos, menor do que 85% (EMA, 2010;
BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015). Com estes resultados de baixa permeabilidade a
valsartana poderia ser classificada como classes 11 ou IV segundo o SCB.

Em relacdo a definicdo da classificagdo biofarmacética da valsartana, interessante
observar que os resultados de solubilidade obtidos neste trabalho corroboram com uma das
possibilidades encontradas na literatura: classe 1l (KAZA et al., 2013; GOVINDASWAMY;
UMASANKAR, 2014; CHOWDARY et al., 2014); uma vez que por ambos 0s métodos
utilizados, agitacdo orbital em frascos e dissolucdo intrinseca, o farmaco foi identificado
como de baixa solubilidade (classes Il ou 1V). Por outro lado, em relagdo a permeabilidade, a
partir de dados oriundos de experimentos em humanos (FLESH et al., 1997; PEREZ et al.,
2006; HEDAYA, M.A; HELMY, 2013), a valsartana foi considerada como um farmaco de

baixa permeabilidade (classes Il ou IV) e, por isto seria classificada de acordo com outros
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autores (SAYDAM; TAKKA, 2007; KUMAR et al., 2012a) que a descrevem como classe llI.
No entanto, torna-se relevante notar que ao avaliar conjuntamente os dados deste trabalho a
valsartana apresenta baixas solubilidade e permeabilidade e, portanto é definida como um
farmaco da classe 1V, em desacordo aos ja publicado até o momento. Neste contexto, é
importante ressaltar que as condi¢des aqui consideradas sdo as indicadas e aceitas pelas

agencias regulatorias e OMS para definicdo desta classificacéo.
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11 CONCLUSAO

Um método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia para quantificacéo
da valsartana nos meios FGSSE (pH=1,2), TA (pH=4,5) e SESSE (pH=6,8) foi desenvolvido
e validado. O método se mostrou seletivo, linear, preciso e exato nas faixas de concentracdo
estabelecidas, consequentemente aplicavel a quantificacdo da valsartana nos estudos de
solubilidade e dissolucéo.

Os estudos de solubilidade realizados pelo método da agitacdo orbital em frascos
(shake-flask) e por dissolucdo intrinseca, mostraram que a valsartana ndo cumpre o requisito
de alta solubilidade na faixa de pH 1,2 a 6,8 sendo portanto um farmaco de baixa solubilidade,
classes Il ou 1V do SCB

Na avaliacdo da possibilidade ou ndo de bioisencéo, os estudos de dissolu¢do devem
ser considerados para farmacos que apresentam alta solubilidade. Em decorréncia da baixa
solubilidade da valsartana, os estudos de dissolucdo foram realizados apenas para a
comparacao in vitro de produtos que estdo no comércio. Por meio dos resultados obtidos para
0s medicamentos sob a FFSOLI contendo este farmaco, somente os produtos A (referéncia) e
C (similar), no meio SESSE (pH=6,8), apresentaram liberacdo muito rapida (85% em 15
minutos). Para ser candidato a bioisencdo, além da alta solubilidade do farmaco, o
medicamento deve apresentar dissolu¢cdo no minimo rapida nos trés meios, o que ndo ocorreu.

Considerando dados de permeabilidade in vivo da valsartana, esta foi considerada um
farmaco de baixa permeabilidade, classe 111 ou IV do SCB.

Associando os dados experimentais de solubilidade realizados e os dados compilados
de permeabilidade pode-se concluir que a valsartana ¢ um farmaco da classe IV do SCB
(baixa solubilidade e baixa permeabilidade), ndo sendo desta forma, um candidato a
bioiseng&o.
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