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RESUMO

Nos ultimos anos, tem aumentado o nimero de medicamentos genéricos disponiveis no
mercado. Sendo a bioequivaléncia um dos principais requisitos a sustentar a utilizacdo segura e
eficaz destes medicamentos torna-se importante maximizar a probabilidade de sucesso dos
estudos de hioequivaléncia recorrendo a estudos de dissolucao in vitro.

O presente trabalho integra-se num projeto que se tem vindo a desenvolver na Sofarimex e teve
como objetivo a validacdo de um método analitico de quantificacdo do telmisartan em ensaios
de dissolucdo, por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Este método foi posteriormente
aplicado num estudo comparativo entre os perfis de dissolucdo do medicamento teste
(telmisartan/hidroclorotiazida) e do medicamento de referéncia (Micardis Plus®) de forma a
selecionar o lote teste mais adequado a ser submetido a um estudo in vivo. Para tal, foram
avaliados os parametros de especificidade, linearidade, repetibilidade, precisédo intermédia e
exatiddo e, posteriormente, foi avaliada a similaridade entre os lotes do medicamento teste e do

medicamento referéncia através do calculo do fator de similaridade (f2).

Os resultados mostraram que o método é especifico e que € linear para uma gama de trabalho
entre 8,91 e 53,49 ug/mL. Relativamente aos parametros de repetibilidade e preciséo intermédia,
0 método apresentou coeficientes de variagdo abaixo dos limites definidos. Na avaliagdo da
exatiddo do método foram obtidas percentagens de recuperacdo entre 95% e 105% para todos
0s niveis de concentracdo. Uma vez que todos os parametros cumpriram os critérios definidos,

o0 método foi validado.
Foram realizados perfis de dissolu¢cdo nos meios HCI 0,1 N pH 1,2, tampéo acetato pH 4,5,
tampao fosfato pH 6,8 e tampéao fosfato pH 7,5. De acordo com os resultados obtidos apenas foi

verificada a similaridade dos dois produtos nos meios de dissolu¢do com pH 6,8 e pH 7,5,

sugerindo que o medicamento teste ndo sera bioequivalente ao medicamento de referéncia.

Palavras-chave: Bioequivaléncia, Telmisartan, Validacdo, HPLC, Perfis de dissolugéo
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ABSTRACT

In the last years, the available number of generic medicines in the market has increased. Being
bioequivalence one of the main principles underpinning the safe and effective use of generic
medicines, it is important to maximize the chances of success of the bioequivalence study using
in vitro dissolution studies.

The present study is framed within a research program, taking place at Sofarimex, with the
objective of validation an analytical quantification methodology for telmisartan in dissolution tests,
by high performance liquid chromatography. This method was then applied in a comparative study
between the dissolution profiles of the medicine under study and the reference product (Micardis
Plus®) in order to select an appropriate batch of the test product to be subjected to an in vivo
study. For this, specificity, linearity, repeatability, intermediate precision and accuracy were
evaluated and, furthermore, similarity between test batches and reference product were
evaluated by calculating the similarity factor (f.).

The results showed that the method is specific and linear in a range of concentrations from 8,91
and 53,49 ug/mL. Relatively to repeatability and intermediate precision parameters, the method
showed coefficients of variation within the specified limits. In the accuracy’s evaluation, recovery
rates between 95% and 105% were obtained. Once all parameters had met the criteria, the

method was validated.

Dissolution profiles were carried out in 0,1 N HCI pH 1,2, acetate buffer pH 4,5, phosphate buffer
pH 6,8 and phosphate buffer pH 7,5. According to the results, the similarity between the test drug
and Micardis Plus® (reference product) was only verified in the dissolution medias with pH 6,8

and pH 7,5, suggesting that the test product won’t be bioequivalent to the reference product.

Keywords: Bioequivalence, Telmisartan, Validation, HPLC, Dissolution profiles
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1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

A preocupacao inerente aos custos dos cuidados de saude resultou num grande aumento da
utilizacdo de produtos genéricos. Cerca de metade de todas as prescricdes para medicamentos
de referéncia podem ser substituidas por prescricbes de medicamentos genéricos. Com a
crescente disponibilidade e uso deste tipo de medicamentos, os profissionais de salde séo
confrontados com um leque cada vez maior de possiveis alternativas aos medicamentos de
referéncia. O crescimento do mercado dos genéricos e o aumento do nimero de medicamentos
genéricos disponiveis tem solicitado algumas perguntas entre muitos profissionais de salde e
cientistas sobre a equivaléncia terapéutica entre os medicamentos de referéncia e medicamentos
genéricos, nomeadamente em medicamentos de algumas categorias, como é o0 caso de
medicamentos para o tratamento de doencas do foro cardiovascular tais como os anti
hipertensores, objeto deste estudo [1].
Os estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia (BD/BE) constituem a peca fulcral da avaliagao
de um medicamento genérico e sdo necessarios para medicamentos genéricos destinados a
exercer a sua agao por via sistémica apés absor¢éo oral, como é o caso dos comprimidos [2, 3].
Segundo o INFARMED, dois medicamentos sdo considerados bioequivalentes se séo
equivalentes farmacéuticos (se contém a mesma quantidade da(s) substancia(s) ativa(s) na
mesma forma farmacéutica de acordo com padrdes iguais ou semelhantes aos do medicamento
de referéncia) e se as suas biodisponibilidades (velocidade e grau com que uma substancia ativa
€ absorvida para a circulagcao sanguinea a partir da forma farmacéutica administrada e se torna
disponivel no local de acdo), apds administracdo na mesma dose molar, séo tdo semelhantes
que os seus efeitos, tanto no que diz respeito a sua eficacia como a sua seguranca, serdo
essencialmente os mesmos [4]. Por outras palavras, os estudos de bioequivaléncia sdo estudos
de biodisponibilidade comparativos entre o medicamento de referéncia e o medicamento teste
(candidato a genérico) realizados em individuos saudaveis [5].
Os testes de dissolugéo in vitro séo considerados a ferramenta mais sensivel e fiavel para uma
possivel previsdo da performance in vivo do farmaco e sdo um possivel indicador da
disponibilidade fisiologica do mesmo. Desta forma, sao realizados testes dissolugédo
comparativos in vitro entre o medicamento teste (candidato a genérico) e o medicamento de
referéncia antes de os submeter a um estudo de BD/BE de forma a maximizar a probabilidade
de sucesso do posterior estudo de bioequivaléncia [6].
A presente dissertacdo insere-se num projeto da Sofarimex e tem como objetivos os seguintes
pontos:
e Validacdo de uma metodologia analitica de dissolugdo para a determinagcdo da
substancia ativa telmisartan, por cromatografia liquida de alta eficiéncia;
e Aplicacdo da metodologia analitica validada no estudo dos perfis de dissolucdo de 3
lotes de cada dosagem do medicamento teste (telmisartan/hidroclorotiazida) — 80/25 mg
TEL/HCTZ, 80/12,5 mg TEL/HCTZ e 40/12,5 mg TEL/HCTZ — e de um lote de cada



dosagem do medicamento de referéncia (Micardis Plus®) em diferentes meios de
dissolucdo de forma a avaliar a consisténcia e homogeneidade dos lotes produzidos;

e Avaliacdo da semelhanca in vitro entre os lotes do medicamento teste e o medicamento
de referéncia para cada dosagem nos diferentes meios de dissolugéo, através do célculo
do fator de similaridade, f2;

e Selecdo de um lote do medicamento teste da maior dosagem — 80/25 mg TEL/HCTZ —
a ser submetido ao estudo de bioequivaléncia in vivo.

De forma a atingir os objetivos, torna-se fundamental que os laboratérios disponham de meios e
critérios objetivos, para demostrarem através da validacdo, que os métodos internos de ensaio
gue executam conduzem a resultados crediveis e adequados a qualidade pretendida que Ihes é
exigida.

O método usado e a validar é descrito numa monografia da farmacopeia dos Estados Unidos
(USP): Telmisartan and Hydrochorothiazide Tablets [7].

Segundo a norma “Validation of analytical procedures: Definitions and Terminology” 0s
parametros a considerar sdo a curva de calibragdo (gama de trabalho e linearidade), a precisao
(repetibilidade e precisao intermédia), a especificidade e a exatidao. Apesar de ndo enunciado
na norma, foi também avaliada a estabilidade da substancia ativa nas solu¢cbes de padrdo e

amostra em estudo.



2. GRUPO AZEVEDOS

O Grupo Azevedos, fundado em 1775 com o nome de botica Azevedo, foi responsavel pela
producdo do primeiro medicamento em Portugal. Entre muitas outras férmulas galénicas, o
Grupo Azevedos produziu a primeira pomada de penicilina, introduziu o primeiro antibiético
contra a febre tiféide e a primeira vacina antipoliomielitica em Portugal. Atualmente, € um dos
mais solidos grupos farmacéuticos nacionais, sendo que um dos marcos mais importantes deste
grupo farmacéutico foi a participagdo no prémio nobel da medicina atribuido ao Professor Egas
Moniz.

O Grupo Azevedos estd presente em mais de 40 mercados internacionais: Europa, Médio
Oriente, Africa, Asia e continente americano.

Um passo decisivo para a evolucdo do grupo Azevedos foi seu compromisso na investigacao e
desenvolvimento. Como resultado da investigacdo e pesquisa continua de conhecimento para
explorar novas oportunidades, esta area relevante de intervencgdo resulta em encontrar novas
perspetivas, a Unica forma que permite uma melhoria constante em produtos e servicos com a

marca Azevedos [8].

2.1 Sofarimex

Inaugurada em 1994, a Sofarimex € a empresa do Grupo Azevedos que se dedica ao fabrico de
produtos farmacéuticos. Inicialmente era constituida com 60% do capital social pertencente aos
Laboratérios Azevedos e 40% pertencente ao grupo francés Sanofi — Aventis. Atualmente,
apresenta a forma juridica de sociedade anénima constituida exclusivamente por capitais
nacionais.

Dotada de um nivel tecnolégico avancado, a Sofarimex € especialista na producdo farmacéutica
de pequenas e médias séries a escala europeia e possui grande flexibilidade produtiva
produzindo varias formas farmacéuticas nomeadamente, sélidos (pés, granulados, comprimidos,
comprimidos revestidos, drageias e capsulas), liquidos (xaropes, solucdes, suspensdes e
solutos), pastosos (pomadas e cremes) e estéreis (liquidos de pequeno volume preparados
assepticamente e liofilizados).

A fabrica, concebida na nogdo de uma previsivel evolucdo do mercado farmacéutico de
outsourcing, visa consolidar as posi¢cdes ja alcancadas e apostar na conquista de novos
mercados, nomeadamente o mercado europeu.

Inicialmente concebida para uma capacidade total de 30 milhdes de unidades de produto
acabado a um turno, a Sofarimex pode responder a novas necessidades do mercado sem que
se alterem os conceitos base da sua concecdo, bastando para tal alargar o periodo de
funcionamento da fabrica e/ou substituir os atuais equipamentos por outros de maior capacidade
produtiva.

A flexibilidade de producédo possibilita o fabrico de variadas dimensdes de lotes em todas as

formas, de mais de 650 produtos diferentes distribuidos segundo a Figura 2.1:
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Figura 2.1 — Distribuicdo de produtos na Sofarimex

A concecdo das instalagcfes e infraestruturas e a organizacdo do seu Sistema Integrado de
Gestao permitem assegurar uma produc¢do farmacéutica no integral cumprimento do Guia para
0 Bom Fabrico de Medicamentos (EUDRALEX Volume 4) e restante legislagéo aplicavel.
A empresa € sujeita a inspe¢des periddicas por parte das entidades oficiais de salde e da
inddstria, estando autorizada pela Direcdo Regional de Lisboa e Vale do Tejo, nos termos do
Regulamento do Licenciamento da Atividade Industrial (RELAI).
A sua atividade esta sujeita a supervisao da Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de
Saude I.P. (INFARMED) que certifica 0 cumprimento das Boas Préticas de Fabrico e autoriza o
fabrico de medicamentos para uso humano e da Dire¢do Geral de Alimentagdo e Veterinaria
(DGAV) que certifica o cumprimento das Boas Praticas de Fabrico e autoriza o fabrico de
medicamentos veterinarios.
As demais autorizacdes séo geridas de acordo com os procedimentos internos:

e SGO01, Controlo dos documentos

e SGO02, Controlo de requisitos legais e outros documentos de origem exterior (qualidade,

ambiente e seguranca)

sendo sujeitas a avaliacdo da conformidade legal periodicamente [9].



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Medicamentos Genéricos

No universo da saude, a despesa com medicamentos é a que, ano apés ano, tem mais crescido.
Este crescimento pde em causa a sustentabilidade do sistema de salde [10].

De forma a contrariar esta tendéncia, nos Ultimos dez anos o Estado portugués tomou diversas
medidas no sentido de incentivar o uso de medicamentos genéricos (MG). As vantagens da
utilizacdo deste tipo de medicamentos surgem nos objetivos de contencdo da despesa publica
com os medicamentos, ja que, para ser aprovado, o preco dos medicamentos genéricos tem de
ser 20% ou 35% mais barato do que o medicamento de referéncia. Para os préprios doentes, a
vantagem advém da possibilidade de usufruir de um medicamento de qualidade, com eficacia e
seguranca comprovada, a um preco inferior. Além disso, e porque os genéricos aumentam a
concorréncia, o pre¢o de todos os medicamentos tem tendéncia a diminuir. A op¢édo pelos
medicamentos genéricos permite libertar recursos para o tratamento de mais doentes e de novas
doencas [11, 12].

Face a este cenario, Portugal, tem apostado no desenvolvimento do mercado de genéricos, ja
que a introducéo destes medicamentos a precos substancialmente mais baixos como substitutos
de medicamentos de referéncia ja existentes resultam em enormes vantagens econémicas para
0s utentes e para 0s Servigos Nacionais de Saude [13].

O medicamento de referéncia é, geralmente, o inovador cuja eficacia e seguranca foram
comprovadas por meio de ensaios quimicos, biolégicos, farmacéuticos, farmacoldgicos,
toxicolégicos e clinicos [14].

O termo “medicamento genérico” é definido, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
por um produto farmacéutico que é geralmente destinado a ser intercambidvel com um produto
inovador, e que é comercializado ap6s a data de validade da patente original ou de outros direitos
exclusivos terem expirado [15]. A atual definicdo para medicamentos genéricos, encontra-se na
Diretiva 2001/83/EC, Artigo 10(2)(b), que afirma que um medicamento genérico € um produto
que tem a mesma quantidade de substancia(s) ativa(s) e a mesma forma farmacéutica e cuja
bioequivaléncia com o produto de referéncia tenha sido demonstrada por estudos adequados de
biodisponibilidade. Os diferentes sais, ésteres, éteres, isomeros, misturas de isOmeros,
complexos ou derivados de uma substancia ativa sdo considerados a mesma substancia ativa,
a menos que difiram significativamente no que diz respeito a seguranca e/ou eficicia [16]. Neste
contexto, torna-se importante referir que existem diferentes requisitos que os medicamentos
genéricos devem cumprir. No entanto, uma das principais premissas que sustenta o uso seguro
e eficaz dos medicamentos genéricos é o conceito de bioequivaléncia [15].

Os passos envolvidos no desenvolvimento de um medicamento genérico passam pela
caracterizagdo do medicamento de referéncia, desenvolvimento do medicamento genérico e
finalmente a realizac&do de um estudo de bioequivaléncia (BE) com o medicamento de referéncia
[17].



3.1.1 Medicamentos Genéricos na Europa

Na Europa, o 6rgéo responsavel pela aprovacao de produtos farmacéuticos € a Agéncia Europeia
de Medicamentos (EMA). Além da EMA, cada estado membro tem uma autoridade competente
para essa mesma aprovacao [15].

No caso de Portugal em concreto, a entidade reguladora que supervisiona o0 setor de
medicamentos de uso humano é o INFARMED. Sempre que se pretenda introduzir um novo
medicamento no mercado ou que sejam efetuadas alteracdes num medicamento, é obrigatério
que o INFARMED seja informado para que possa conceder a Autorizacdo de Introducdo no
Mercado (AIM) [18].

3.1.2 Biodisponibilidade

A acdo terapéutica de um farmaco depende da existéncia de uma concentragéo efetiva do
mesmo no seu local de agéo, durante um periodo de tempo adequado. Assim, a disponibilidade
do farmaco a partir da forma farmacéutica assume um papel critico na eficacia clinica de um
medicamento, sendo desta forma necessério caracterizar adequadamente o desempenho da
formulagdo que o contém como medida adicional de seguranca. Uma vez que a concentracdo
de um farmaco no local de acdo se encontra em equilibrio com a concentracdo do mesmo na
corrente sanguinea, para a maioria dos farmacos a determinacdo das suas concentracdes ao
longo do tempo no sangue ou urina tornam-se medidas indiretas, mas preditivas da sua
concentracdo no seu local de agéo.

A biodisponibilidade (BA) € um termo farmacocinético que descreve a velocidade e o grau com
que uma substancia ativa ou a sua forma molecular terapeuticamente ativa € absorvida a partir
de um medicamento e se torna disponivel no local de agdo. A avaliagdo da biodisponibilidade é
realizada com base em parametros farmacocinéticos que geralmente séo calculados a partir dos
perfis de concentracé@o plasmatica do farmaco ao longo do tempo.

Quando dois medicamentos apresentam a mesma biodisponibilidade no organismo, a sua

eficacia clinica é considerada comparéavel [5].

3.1.3 Bioequivaléncia

Segundo a Agéncia Europeia do Medicamento, um estudo de bioequivaléncia tem por objetivo
comparar as biodisponibilidades de dois medicamentos considerados equivalentes
farmacéuticos ou alternativas farmacéuticas e que tenham sido administrados na mesma dose
molar. Entende-se como equivaléncia farmacéutica quando duas formula¢gdes contém a mesma
quantidade de substancia ativa e se apresentam na mesma forma farmacéutica. Ja dois produtos
sdo alternativos farmacéuticos, se apresentarem diferentes sais, ésteres, éteres, isbmeros,
misturas de isbmeros, complexos ou derivados da substancia ou se diferirem na forma

farmacéutica ou dosagem.



Se nestas condi¢des as biodisponibilidades de dois medicamentos forem consideradas similares,
0s seus efeitos, no que respeita a eficacia e seguranca dos mesmos serdo essencialmente os

mesmos [19].

3.2 Genéricos no Tratamento de Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) séo as principais causas de morte entre adultos (29,2% do
total das mortes globais) no mundo industrializado e nos paises em desenvolvimento e
provavelmente este cendrio manter-se-4 num futuro proximo. A hipertenséo arterial € um fator
de risco no desenvolvimento de doencas cardiovasculares. No entanto, se a tenséo arterial for
controlada, podem ser impedidas lesdes de 6rgaos alvo e, a longo prazo, a probabilidade destas
complicagfes pode ser reduzida. Sabe-se que apenas uma pequena percentagem dos pacientes
com hipertensao (geralmente menos de 30%) tém a tenséo arterial controlada.

O tratamento da hipertenséo arterial com a combinacéo de duas substancias ativas é vantajoso
e pode aumentar o sucesso da eficacia do medicamento. Assim, a combinacéo de dois farmacos
que possam interferir de forma benéfica é suscetivel de aumentar o controlo da tensédo arterial.
Estudos tém mostrado que a tenséo arterial pode ser controlada em quase dois ter¢os dos casos
pela prescricdo cuidadosa de dois medicamentos. Neste contexto, a combinacdo de um
blogueador do sistema renina-angiotensina (RAS) com um diurético € uma combinacéo logica.
O efeito natriurético do diurético, que leva a uma diminuicdo do volume plasmatico, estimula a
secrecdo da renina que, consequentemente, aumenta a producdo de angiotensina Il e de
aldosterona que por sua vez provoca vasoconstricdo promovendo a retencao de agua e de sdédio.
A consequéncia direta destas respostas fisiologicas € uma limitacdo do efeito anti-hipertensivo
do diurético. O bloqueio do RAS nestas condi¢des potencia o efeito do diurético.

Desta forma, entende-se o desenvolvimento de um grande nimero de medicamentos que
contenham um bloqueador RAS e um diurético, como é o caso do telmisartan e hidroclorotiazida
[20].

3.2.1 Telmisartan/Hidroclorotiazida

O antagonista do recetor da angiotensina Il do tipo-1 (AT1), telmisartan (TEL), e o diurético
tiazidico hidroclorotiazida (HCTZ) sao dois agentes anti-hipertensivos que tém uma eficacia
clinica reconhecida no tratamento da hipertens@o. No entanto, sabe-se que quando tomados
individualmente, estes farmacos podem revelar um controlo insuficiente no tratamento desta
doenca. Assim, foram desenvolvidos por diferentes fabricantes uma combinacdo de doses fixas
de telmisartan/hidroclorotiazida no sentido de melhorar o tratamento da hipertens&o. Existem no
mercado 3 combinacdes diferentes destes dois farmacos: 80/25 mg, 80/12,5 mg e 40/12,5 mg
telmisartan/hidroclorotiazida [20].

No presente estudo o medicamento de referéncia com o qual foi comparado o medicamento teste

em estudo (telmisartan/hidroclorotiazida), foi o Micardis Plus® da Boehringer Ingelheim.



O Micardis Plus® é um medicamento que contém duas substancias ativas, telmisartan e
hidroclorotiazida e esta disponivel na forma de comprimidos bicamada, como ilustrado na Figura
3.1, nas seguintes dosagens: 40 mg ou 80 mg de telmisartan e 12,5 mg de hidroclorotiazida e 80
mg de telmisartan e 25 mg de hidroclorotiazida).

Este medicamento é utilizado em doentes com hipertensado essencial (pressao arterial elevada)
ndo adequadamente controlada com telmisartan em monoterapia (isoladamente). “Essencial”
significa que nao foi encontrada uma causa especifica para a hipertensao. Este medicamento so
pode ser obtido mediante receita médica. A associacdo das duas substancias ativas tem um
efeito aditivo, permitindo uma reducéo da pressado arterial superior a que se conseguiria com
cada um dos medicamentos tomados isoladamente. Ao baixar a tenséo arterial, diminuem os
riscos associados a tensdo arterial elevada, nomeadamente o de acidente vascular cerebral [21].
Apesar do medicamento teste em estudo e do medicamento de referéncia conterem as duas
substancias ativas acima mencionadas, na presente dissertacdo apenas foi estudada uma, o
telmisartan, devido a impossibilidade de quantificar as duas substancias com o mesmo método

simultaneamente.

Telmisartan Hidroclorotiazida

Figura 3.1 - Conceito de comprimidos bicamada, Adaptado [22]

3.2.2 Telmisartan

O telmisartan € um potente e seletivo inibidor antagonista dos recetores da angiotensina Il
utilizado no tratamento da hipertenséo arterial. Este farmaco fornece beneficios de protecao
contra o dano vascular e renal causados por insuficiéncia cardiaca e diabetes. O tratamento com
TEL apresenta vérias vantagens em relagcéo a outros farmacos, destacando-se sua seletividade
pelos recetores ATi, efeitos hipotensores de longa duragéo (exigindo apenas uma administragédo

por dia), boa tolerabilidade e perfil de seguranca favoravel [23].



O telmisartan foi aprovado em Portugal no ano de 1998 e a sua monografia esta disponivel na
Farmacopeia dos Estados Unidos desde 2011. E ainda importante referir que este farmaco pode
ser administrado em monoterapia ou em terapia combinada e é comercializado na forma de

comprimidos de administracdo oral [23, 24].

Caracteristicas fisico-quimicas Telmisartan

A estrutura quimica do telmisartan, representada na Figura 3.2, consiste em dois anéis imidazol
e um acido carboxilico aromatico [25].

Quimicamente conhecido como 4’-{[4-Metil-6-(1-metil-2-benzimidazolil)-2-propil-1-
benzimidazolil] metil}-2-acido bifenilcarboxilico, este composto apresenta-se na forma de um pé
cristalino branco com um peso molecular de 514,6 g/mol e o0 seu ponto de fusdo varia entre 261
e 263 °C. A solubilidade deste farmaco em solucdes aquosas € dependente do pH, apresentando
valores maximos em pH’s baixos e em pH'’s altos e sendo praticamente insollvel entre os valores
de pH 3-9. Dentro da classe dos farmacos antagonistas dos recetores da angiotensina Il
(valsartan, losartan, irbesartan, candesartan), o TEL é o composto mais lipofilico com um valor
de log P de 3,2 (n-octanol/tampéao 7,4), apresentando uma alta permeabilidade intestinal.

Este farmaco é um acido fraco e apresenta trés valores de pKa: 3,5; 4,1 e 6,0 [26].
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Figura 3.2 — Estrutura quimica telmisartan

Propriedades Farmacocinéticas

Estudos mostram que, apés a administracdo oral, o TEL é rapidamente absorvido a partir do
trato-gastrointestinal (TGI), apresentando uma biodisponibilidade de aproximadamente 50%.
Este farmaco apresenta um tempo de meia-vida de 24h, atingindo o pico de concentracao
plasmatica maxima dentro de aproximadamente 0,5 a 1h apds a administragdo de uma dose oral
[27].



A distribuicdo do TEL é determinada pelas suas propriedades fisico-quimicas. Uma vez que este
farmaco é altamente lipofilico ird ter uma elevada permeabilidade intestinal e consequentemente

atravessara facilmente as membranas bioldgicas [26].

Mecanismo de Acédo

Este farmaco é um potente e seletivo inibidor antagonista dos recetores da angiotensina Il (tipo
AT1), o que significa que bloqueia a agdo de uma hormona no organismo designada angiotensina
Il. A angiotensina Il € um agente vasoconstritor potente (uma substancia que estreita 0os vasos
sanguineos aumentando a resisténcia do fluxo sanguineo e consequentemente a pressao
arterial). O telmisartan desloca a angiotensina Il do seu local de ligagdo ao recetor do subtipo
AT1. Ao bloquear o recetor do subtipo AT, o telmisartan inibe o efeito da hormona, permitindo
gque 0s vasos sanguineos se alarguem e desta forma promove a diminui¢do da pressao arterial
[21].

3.3 Dissolucéo de Farmacos

3.3.1 Evoluc¢do Historica

A administracéo oral de formas farmacéuticas solidas tem sido, no ultimo século, a maior via de
administragdo de farmacos. No entanto, s6 hd 50 anos € que os cientistas perceberam a
importancia dos processos de dissolu¢édo na disponibilidade fisioldgica dos farmacos [28].

O processo de dissolucao consiste na interacdo do soluto com as moléculas do solvente e na
difusdo das moléculas mais externas do soluto no meio envolvente, através da denominada
camada de difusao [29].

A primeira referéncia a dissolucdo de farmacos surgiu em 1897 quando Noyes e Whitney
realizaram as primeiras experiéncias de dissolucdo e publicaram o artigo “The Rate of Solution
of Solid Substances in Their Own Solution”. Juntos, Arthur A. Noyes e Willis R. Whitney,

estudaram a dissolucao de dois compostos pouco sollveis: acido benzoico e cloreto de chumbo.

e . . ~ ac . . A
Segundo o que os autores verificaram, a velocidade de dissolugéo (E) seria proporcional a
diferenca entre a concentracdo de saturacdo do farmaco no meio, Cs, € a concentracdo do

farmaco num momento t, C:. Esta relacdo pode ser expressa pela expressdo matematica

desenvolvida por ambos, Equacéo 3.1:

ac
E = k(cs - Ct)

Equacéo 3.1 - Equacdo Noyes—Whitney

Onde k € uma constante. No decorrer da experiéncia, 0s autores garantiram a constante

exposigdo da superficie externa das substancias em estudo com o meio de dissolucao e ainda
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um excesso de quantidade de substancia necessaria de forma a atingir a concentracédo de
saturacao do proprio meio. Os autores atribuiram o fenémeno de dissolucdo das moléculas a
uma fina camada que se forma a volta das particulas, através da qual estas se difundem para o

meio envolvente. Este modelo, é denominado de “Modelo da Camada de Difusao” [28].

Nos anos de 1900 a 1903, Brunner e Tolloczko, demonstraram que a velocidade de dissolucdo
também depende da superficie da particula exposta, da temperatura, da configuracdo do
equipamento do ensaio e da estrutura de superficie da particula. Assim, surgiu a Equacgéo 3.2

para descrever a dissolugéo das substancias, a qual derivou da Equacéo 3.1 (k = k; * S):

dc
at =k, xS(C; — Cp)

Equacéo 3.2
Onde S é a area de superficie e ki uma constante [28].

Mais tarde, em 1904, Nerst e Brunner alteraram a Equacéo 3.2, com base no conceito da camada
de difuséo da segunda lei de Fick, estabelecendo uma nova relacdo entre a constante da
Equacéo 3.2 e o coeficiente de difuséo (k, = D/(Vh)), permitindo a estimativa da espessura da

camada de difuséo, Equacgéo 3.3. Esta equagédo é a mais aceite na comunidade cientifica.

dc _ps . .
dt_Vh(s t)

Equacéo 3.3

Onde: D é o coeficiente de difusdo, S é a area de superficie, h a espessura da camada de difusédo

e V o volume do meio de dissolugéo. [28].

Em 1931, Hixson e Crowell desenvolveram um modelo matematico para descrever o processo
de dissolucao, a chamada “lei da raiz cubica”, que relaciona a massa inicial de substancia e a

que fica por dissolver-se, em funcéo do tempo, Equacéo 3.4.

3,[W0'W = k2 *t
Equacéo 3.4
Onde w, € a massa inicial de substancia, w é a quantidade de substancia que fica por dissolver

e k, uma constante [30].

Na década de 1950, a dissolucéo continuou a ser estudada e comegou a ser reconhecida como
um fator importante na previsdo da bioequivaléncia de farmacos. No entanto, s6 na década de
1960 é que a taxa dissolugdo e a taxa de absorgao foram correlacionadas. Uma infinidade de

trabalhos de pesquisa resultou no primeiro relato do efeito do fenédmeno dissolucdo na
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biodisponibilidade do farmaco [31]. Durante esta década, a relacéo entre a dissolucéo e a eficacia
clinica foi demonstrada para alguns medicamentos. Assim, em 1970, com a crescente evidéncia
da associacdo entre a dissolucdo e o desempenho do medicamento, foi publicado o primeiro
teste de dissolucéao oficial pela USP [32].

Hoje em dia, os testes de dissolucao in vitro sdo utilizados para servir diversos propésitos, como

sera abordado no ponto 3.3.2 [31].

3.3.2 Aplicacdo dos Ensaios de Dissolugado

A dissolucéo pode ser definida de forma simplificada como o processo pelo qual o farmaco é
libertado da sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo.
As formas farmacéuticas sélidas de uso oral, como é o caso dos comprimidos, sdo uma das
formas mais eficazes no tratamento de doencas [33]. Antes de exercerem o seu efeito
terapéutico, este tipo de farmacos deve ser absorvido. A absorg&o sistémica de um farmaco de
uso oral contido numa forma farmacéutica sélida é composta por trés fases distintas, como
ilustrado na Figura 3.3: desagregacdo do medicamento seguida da libertacdo do farmaco,
dissolugéo/solubilizagdo do farmaco nos fluidos do local de absor¢éo e transferéncia do farmaco
através das membranas que delimitam o trato gastrointestinal para a circulagcdo sistémica.
Qualquer fator que afete um destes trés passos pode alterar a biodisponibilidade do farmaco e,
consequentemente, alterar o seu efeito terapéutico [1]. O passo mais lento nesta série de etapas
é chamado de ‘rate-limiting step”. O ‘rate-limiting step” para farmacos com uma baixa
solubilidade aquosa (pertencentes a classe Il do sistema de classificacdo biofarmacéutica), como
€ 0 caso da molécula em estudo (como veremos no ponto 3.6), € a dissolugcdo e,
consequentemente, este fendémeno ird exercer um forte efeito na biodisponibilidade do farmaco
[34].

Os testes de dissolugéo in vitro sdo considerados a ferramenta mais sensivel e fidvel para uma
possivel previsdo da performance in vivo do farmaco e sdo um possivel indicador da
disponibilidade fisiol6gica do mesmo [6].

Estes testes estdo descritos nas farmacopeias com o objetivo de avaliar a libertacdo de farmacos
e comecaram por ser desenvolvidos apenas para farmacos contidos em formas farmacéuticas
sélidas de uso oral de libertagédo imediata, nomeadamente comprimidos e capsulas. No entanto,
mais recentemente, também é possivel recorrer a testes para avaliar a libertagdo de farmacos
contidos noutras formas farmacéuticas solidas, semissolidas, suspensfes, aerossois e em

formas de libertacdo modificada [35, 36].
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Figura 3.3 - Esquema do processo de absorc¢éo, Adaptado [37]

Os estudos de dissolugéo séo utilizados em diferentes areas da indUstria farmacéutica [35]:
1. Controlo de Qualidade (CQ):
Os ensaios de dissolu¢do sdo usados como teste de rotina de controlo de qualidade para
detetar desvios de producéo, avaliar a estabilidade da formulagdo em fung&o do tempo
e das condi¢cdes de armazenagem, assegurar a consisténcia e reprodutibilidade dentro
de um mesmo lote e lote a lote e avaliar modifica¢des efetuadas no processo [16, 38].
2. Investigacéo e Desenvolvimento (1&D):
Na area de investigagdo e desenvolvimento, os ensaios de dissolugdo sao utilizados
para direcionar o desenvolvimento e avaliacdo de novas formulagfes, para permitir, em
alguns casos, a isencao de estudos de bioequivaléncia para dosagens menores de um
mesmo produto e para produtos pertencentes a classe | do Sistema de Classificacédo
Biofarmacéutica (BCS), para permitir estabelecer semelhangas entre medicamentos
teste (candidatos a genéricos) e medicamentos de referéncia, para permitir, em alguns
casos, 0 estabelecimento de uma correlacdo in vitro-in vivo (CIVIV) e ainda para
demonstrar a consisténcia entre lotes de forma a escolher um lote adequado do produto
teste para o estudo in vivo [16, 38].
O foco principal dos ensaios de dissolugéo utilizados nesta area (1&D) é a previsdo de como ira
ocorrer a libertacdo do farmaco in vivo [35]. Desta forma, devem ser utilizadas condi¢cdes que
simulem adequadamente o ambiente fisiologico do trato gastrointestinal uma vez que estes
ensaios tentam relacionar a libertagdo do farmaco in vitro com a libertagdo do farmaco in vivo

sendo esta relacdo formalmente referida como uma correlag&o in vitro-in vivo [39, 40].
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Neste contexto, os ensaios de dissolugédo in vitro ttm emergido como uma ferramenta essencial
no desenvolvimento e aprovacdo de medicamentos genéricos [41].

Sendo um dos objetivos do presente estudo a selecao de um lote do medicamento teste para um
estudo in vivo e visto que, como ja abordado anteriormente, os testes de dissolugéo in vitro séo
considerados a ferramenta mais sensivel e fiavel para uma possivel previsdo do desempenho in
vivo do farmaco e sdo um possivel indicador da disponibilidade fisiolégica do mesmo, foi
realizada uma extensa comparacdo entre os perfis de dissolucdo (ensaios de dissolucdo de
multiplos pontos) da formulagdo teste e a formulagdo de referéncia, de acordo com os critérios
da “Guideline On The Investigation Of Bioequivalence, 2010”.

Segundo esta guideline, devem ser avaliados perfis de dissolucdo de 3 lotes do produto teste de
forma a garantir a consisténcia e homogeneidade dos lotes produzidos e cada lote deve ser
avaliado em pelo menos trés pH’s diferentes (regra geral pH 1,2, 4,5 e 6,8) e ainda no meio
escolhido para a andlise do produto pelo controlo de qualidade (no caso do telmisartan, pH 7,5).
Além disso, como j& foi referido anteriormente, através dos ensaios de dissolucéo, é possivel
evitar que tenham de ser realizados estudos de BD/BE em todas as dosagens do mesmo
medicamento. No entanto, para que esta isencdo seja possivel, segundo a mesma guideline,
alguns aspetos devem ser considerados:

e Deve ser demonstrada, por meio de estudos de biodisponibilidade, a
bioequivaléncia para a maior dosagem do medicamento teste;

e Asdosagens para as quais se pretende a isen¢do de estudos de BD/BE tém que
ser produzidas pelo mesmo processo de fabrico da dosagem para a qual tenha
sido demonstrada bioequivaléncia;

e A composicdo qualitativa dessas dosagens e da dosagem para a qual foi
provada a bioequivaléncia deve ser a mesma;

e A composi¢do das dosagens para as quais se pretende a isencao de estudos de
BD/BE deve ser quantitativamente proporcional a da dosagem para a qual foi
demonstrada bioequivaléncia;

e Os testes de dissolugdo in vitro das dosagens que se pretende isentar de
estudos in vivo devem ser aceitaveis (devem apresentar perfis de dissolucao
semelhantes em todos os meios a dosagem para a qual foi demonstrada
bioequivaléncia).

Em relagao a proporcionalidade de comprimidos bicamada, como é o caso do presente estudo,
esta deve ser avaliada para cada camada independentemente [16].

Na presente dissertacdo sdo consideradas trés dosagens: 80/25 mg TEL/HCTZ, 80/12,5 mg
TEL/HCTZ e 40/12,5 mg TEL/HCTZ). Assim, € possivel concluir que a maior dosagem (80/25
mg) € totalmente proporcional & menor dosagem (40/12,5 mg). Além disso, no caso do
telmisartan, a dosagem 80/12,5 mg é igual a dosagem 80/25 mg e no caso da hidroclorotiazida
a dosagem 80/12,5 mg € igual a dosagem 40/12,5 mg. Desta forma, pode vir a ser possivel
isentar as dosagens mais baixas do medicamento em estudo de um estudo de bioequivaléncia

depois de ser provada a bioequivaléncia para a maior dosagem.
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3.3.3 Desenvolvimento de um Teste de Dissolucao

O procedimento de dissolucdo envolve diferentes componentes, nomeadamente: 0 meio de
dissolucédo, o aparelho de dissolucéo, o tipo de ensaio de dissolucdo (de multiplos pontos, um
Unico ponto ou de dois pontos) e ainda o método analitico pelo qual as amostras resultantes do
ensaio de dissolucdo sdo analisadas. Todos estes componentes devem ser adequadamente
escolhidos para que o método de dissolugédo seja reprodutivel no dia a dia do laboratério e
suficientemente robusto para que outros laboratérios o possam utilizar.

O primeiro passo no desenvolvimento de um teste de dissolugcédo passa pela escolha do meio
apropriado, sendo que essa escolha deve ter em conta as propriedades fisicas e quimicas da
substancia ativa do produto em causa, como é o0 caso da solubilidade e estabilidade da
substancia em solugdo em funcéo do pH. O volume do meio de dissolu¢ao varia, em média, entre
500-1000 mL dependendo da solubilidade da substancia e da dosagem em teste, devendo ser
escolhido um volume que garanta a completa solubilidade da quantidade em estudo, sendo 900
mL o volume mais vulgarmente utilizado. A escolha do aparelho de dissolucdo é baseada no tipo
de forma farmacéutica e a velocidade de agitacdo vai variar consoante o aparelho escolhido e
deve ser ajustada para que o ensaio consiga ser discriminatério. O tipo de ensaio de dissolugédo
vai ser selecionado de acordo com o propdsito pelo qual se esta a realizar o teste de dissolucéo.
Para formas farmacéuticas de libertacéo imediata ou ripida, o tempo de ensaio varia, em média,
entre 30 a 60 minutos, podendo a duragéo do ensaio ser estendida até as 24h no caso de alguns
produtos de libertacdo modificada. Para andlises de libertacdo de produto acabado, muitas vezes
é suficiente a recolha de uma Unica amostra no fim do ensaio. No entanto, no caso de um
desenvolvimento de uma formulacdo onde seja necesséario fazer compara¢cdes com outra
formulacdo, como é o caso do presente estudo, devem ser realizados perfis de dissolucéo
(ensaios de dissolucdo de mdultiplos pontos) sendo recolhidas varias amostras ao longo do tempo
de forma a permitir caracterizar adequadamente a velocidade a que a substancia ativa € libertada
para o meio a partir da forma farmacéutica. Outro aspeto importante a considerar é a recolha das
amostras, que pode ser manual ou automatica. Além disso, as amostras devem ser tratadas (por
filtragcdo, centrifugagdo ou decantacdo) de forma a que particulas ndo dissolvidas, da substancia
ativa ou de excipientes insolUveis que poderiam causar turbidez na solugcdo, ndo se misturem
nas amostras e distorcam os resultados.

Finalmente, deve ser escolhido o método analitico para analisar as amostras do teste de
dissolu¢é@o. O método escolhido deve ser suficientemente sensivel para determinar com exatidao
a quantidade de substancia ativa presente nas diferentes amostras [42].

No presente estudo, as condi¢cdes de ensaio utilizadas nos diferentes ensaios de dissolugcdo
foram baseadas na monografia descrita na Farmacopeia dos Estados Unidos, para comprimidos
constituidos por telmisartan e hidroclorotiazida [7]. Desta forma, ndo foi necessario a realizagédo

de testes preliminares de forma a escolher quais as condi¢cdes ideais de ensaio.
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3.3.4 Comparacdo Perfis de Dissolucao

Os perfis de dissolucdo sdo obtidos a partir da percentagem dissolvida do farmaco em diferentes
tempos de amostragem.
Como referido no ponto 3.3.2, foi feita uma extensa comparacédo entre os perfis de dissolucdo do
medicamento teste e do medicamento de referéncia no presente estudo.
Para que seja possivel realizar esta comparacdo, € necesséario a utilizagdo de um método
matematico.
Varios métodos tém sido propostos para a comparacdo de perfis de dissolugdo, sendo estes
agrupados em diferentes categorias [43]:

e Meétodos Baseados na Andlise de Variancia;

e Métodos de Modelos Independentes;

e Métodos de Modelos Dependentes.
Apesar dos véarios métodos propostos, segundo a “Guideline On The Investigation Of
Bioequivalence, 2010”, € recomendado o método do modelo independente para a comparagéo
de perfis de dissolucdo entre um medicamento teste e um medicamento de referéncia [16]. Este
método foi proposto por Moore e Flanner em 1996. Os autores desenvolveram duas equacgdes
que se basearam num fator de diferenca (f;) e num fator de semelhanca (f.), Equagéo 3.5 e

Equacéo 3.6:
TR
;= (IR Tt|} 100
t=1Rt
Equacéo 3.5
' |
100
f2 =50 % log
RO -T O]
14 ==

Equacéo 3.6

onde n é namero de tempos do ensaio; R, e T, s@do os valores de dissolugdo do produto de
referéncia e do produto teste no tempo t.

O fator de diferenca é uma medida de erro relativo entre duas curvas, isto €, através da
determinacéo do fator de diferenca obtém-se, em percentagem, a diferenca entre duas curvas.
Quanto ao fator de similaridade, este é a transformacéo logaritmica da soma do quadrado do
erro. Através deste fator é possivel obter a percentagem de similaridade da dissolucédo entre
duas curvas [44].

E importante referir que todos os resultados relativos aos perfis de dissolu¢éo do presente estudo
foram avaliados segundo os critérios da guideline de bioequivaléncia da EMA que s6 tem em
consideracgédo o fator de semelhanca, f;

Segundo esta guideline, a avaliagcao do fator de similaridade é baseada nas seguintes condigées:
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e Os tempos de ensaio devem ser os mesmos para ambas as formulacfes e devem

considerar-se, no minimo, 3 tempos (excluindo zero);

e Utilizacdo de doze unidades para cada tempo de ensaio e para cada formulacéo;

¢ O coeficiente de variacdo no primeiro tempo de ensaio ndo deve ser superior a 20% e a

10% nos restantes tempos de ensaio;

e Nao considerar mais do que um valor médio acima de 85% para cada formulacéo.
Segunda a mesma guideline, duas curvas de dissolu¢céo sao consideradas similares quando os
valores de f2 estéo entre 50 e 100.

E ainda importante frisar que caso a percentagem dissolvida para ambas as formulacdes seja
superior a 85% em apenas 15 minutos, os medicamentos sdo considerados semelhantes sem
que seja preciso recorrer a calculos matematicos [16].

Relativamente aos valores de fi1, apesar destes ndo serem considerados no presente estudo,
segundo a “Guidance for Industry — Dissolution Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage

Forms” devem estar entre 0 e 15 [45].

3.3.5 Aparelho de Dissolucao

A selecdo do aparelho a ser utilizado num ensaio de dissolucdo € determinada pelas
caracteristicas da forma farmacéutica do farmaco [46]. A Farmacopeia Europeia propde para a
realizacdo dos ensaios de dissolucdo de formas farmacéuticas sélidas quatro aparelhos: em
cestos (aparelho 1), com pas (aparelho 2), no aparelho de pistdes (aparelho 3) ou ainda no
aparelho de fluxo continuo (aparelho 4) [47]. No entanto, os aparelhos de dissolu¢cdo mais usados
sdo os aparelhos 1 e 2, sendo ambos muito utilizados para avaliar a dissolugdo capsulas e
comprimidos [46]. No presente estudo o aparelho utilizado no decorrer dos ensaios foi o aparelho
2, aparelho com pa giratéria.

3.3.5.1 Aparelho com Pa Giratdria

Este aparelho (Figura 3.4) é constituido por recipientes cilindricos de fundo hemisférico de vidro
ou outro material transparente e inerte, estando estes imersos num banho de &agua. Os
recipientes devem ter uma tampa de forma a evitar a evaporacdo do meio de dissolugéo. Estas
tampas tém orificios que permitem a passagem da haste do agitador, a introdugdo de um
termémetro e a introducédo dispositivos para a colheita de amostras.

O aparelho apresenta um agitador que consiste numa haste vertical que na extremidade inferior
tem fixada uma pa. Esta haste é inserida no recipiente de dissolucao de forma a que o seu eixo
nao desvie em nenhuma altura do ensaio mais de 2 mm do eixo vertical do recipiente. A parte
inferior da pa deve manter uma distancia de 25 + 2 mm do fundo do recipiente. Relativamente a
parte superior da haste do agitador liga-se a um motor que possui um regulador de velocidade
sendo que a rotagdo do agitador deve ser uniforme sem oscilacdes apreciaveis que possam

influenciar os resultados.
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O ensaio de dissolucéo inicia-se com a colocacao do meio nos copos com agitacao das pas para
que seja removido o ar do meio e até a temperatura do meio atingir os 37°C+ 0,5°C. A amostra
deve ser introduzida de forma a ficar depositada no fundo do recipiente de dissolugéo e antes do
dispositivo de agitacdo ser colocado em movimento.

A amostragem deve ocorrer no momento indicado ou com intervalos de tempos previamente
estabelecidos. Quando a amostra € retirada em mais de uma toma, o volume retirado deve ser
compensado com igual volume de meio de dissolu¢cdo. Caso ndo ocorra reposi¢do do volume de
amostra retirado, a variagdo de volume deve ser tida em consideragdo nos calculos da
dissolucéo.

Quando necessario, as amostras devem ser filtradas, através de um filtro inerte que nao absorva
a substancia ativa nem contenha substancias extraiveis que interfiram posteriormente no

doseamento [47].

Figura 3.4 - Aparelho de Dissolugcdo com Pa Giratéria (dimens@es em milimetros), [48]

3.4 Fatores que Influenciam a Dissolucéo

Sao diversas as variaveis que podem alterar a taxa de dissolucéo in vitro. O conhecimento destas
variaveis assume um papel fundamental durante o desenvolvimento do produto. Estas variaveis
podem ser agrupadas em: fatores relacionados com o farmaco (propriedades fisico-quimicas do
farmaco) e com a sua formulagéo, fatores relacionados com o ensaio de dissolu¢éo e, por fim,

fatores associados a forma farmacéutica [33].

18



3.4.1 Fatores relacionados com o farmaco e com a formulagao

3.4.1.1 Solubilidade

A solubilidade pode ser definida como a quantidade de uma substancia que se dissolve num
determinado volume de solvente quando submetido a uma determinada temperatura [49].

Esta propriedade é um parametro chave nos estudos de pré-formulagdo e, normalmente, é
determinada através da adi¢cdo de um excesso de farmaco ao meio, seguida de uma agitacéo da
suspenséo durante um determinado periodo, sendo apés a agitacdo efetuada uma filtracéo ou
centrifugacao da suspenséo e, finalmente, a medicao da quantidade de farmaco dissolvida.

As substancias podem ser classificadas quanto a sua solubilidade, de acordo com a Tabela 3.1
[48].

Tabela 3.1 - Solubilidade das substancias, [48]

Quantidades aproximadas do solvente,

Termos em mililitros, para um grama de
substéancia
Muito soluvel Menos de 1

Facilmente solavel Delal0
Soluvel De 10 a 30
Ligeiramente soluvel De 30 a 100
Muito pouco solavel De 1.000 a 10.000
Praticamente insoluvel Mais de 10.000

A baixa solubilidade pode ser causada por dois fatores: a elevada lipofilia ou as fortes intera¢cfes
intramoleculares, que proporcionam a necessidade de uma maior quantidade de energia para
ocorrer a solubilizacdo [50]. A solubilidade de acidos e bases fracas € dependente da sua
constante de ionizacdo, Ka e do pH do meio de dissolu¢éo [51].

O pKa pode ser definido como o pH em que 50% das moléculas do farmaco estéo na forma
ionizada e 50% na forma nédo ionizada sendo que o seu valor depende da estrutura molecular da
molécula.

Para verificar o efeito do pH na ionizagdo do farmaco é possivel usar a equacdo de Henderson-

Hasselback, podendo esta ser adaptada caso se esteja a analisar um acido ou uma base [52].

Para um acido (XH), a relagdo entre as formas ionizadas e néo ionizadas é dada pela Equacéo
3.7
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[X7]
[XH]

Equacéo 3.7 - Efeito do pH naionizac&o de &cidos

pH = pKa + log

Em que X~ é a forma ionizada do &cido.

Para uma base (X), a relagéo entre as formas ionizadas e ndo ionizadas é dada pela Equagéo
3.8:

[X]
[XH*]

Equacéo 3.8 - Efeito do pH naionizac&o de bases

pH = pKa + log

Em que XH* é a forma ionizada da base.
O grau de ionizagdo de uma molécula pode ser conhecido se se souber o(s) seu(s) valor(es) de

pKae o pH do meio de dissolucéo [52].

3.4.1.2 Tamanho da Particula

E possivel perceber pela Equacédo 3.3, que o aumento da area de superficie de uma particula
(S), pode levar ao aumento da taxa de dissolucéo [53].

A velocidade de dissolucao é diretamente proporcional a area de superficie do farmaco. Desta
forma, sdo conseguidas maiores taxas de dissolu¢do com a reducdo do tamanho das particulas
[33].

3.4.1.3 Polimorfismo

Muitos farmacos sdo capazes de adotar uma ou mais estruturas cristalinas puras de forma
identificavel e definida ou amorfa e sem estrutura definida dependendo das condi¢cdes
(temperatura, solvente, tempo) sob as quais a cristalizacdo € induzida. Esta propriedade é
denominada de polimorfismo [54].

O polimorfismo, leva a que as diferentes estruturas de um mesmo farmaco difiram nas
propriedades fisico-quimicas (ponto de fuséo, densidade, estabilidade, solubilidade e velocidade

de dissolucéo) [51].

3.4.1.4 Excipientes

Os excipientes sao todos os componentes adicionados a um medicamento com a exce¢ao
da/das substéancia/s ativa/s (API) [55].
Os excipientes utilizados na formulacdo de um medicamento permitem uma administracdo

adequada da substancia ativa, facilitam o fabrico do produto, aumentam a estabilidade e ainda
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melhoram o aspeto externo, sabor e odor do medicamento. Apesar dos excipientes serem
tradicionalmente considerados como substancias inativas, diversos estudos demonstram que
alguns excipientes tém a capacidade de interagir com a substancia ativa da formulacao e,
consequentemente, promover ou ndo uma melhor dissolucdo do medicamento nos fluidos

humanos.
Os excipientes podem ser agrupados de acordo com a categoria a que pertencem:

e Diluentes: substancias que sao adicionadas as formulagGes para darem volume ao
comprimido com intuito de originar comprimidos com o peso conveniente.

e Ligantes: tém como funcdo ajudar na compressdo e assegurar que a formulacao
permanecga intacta durante o seu periodo de vida util e que, no entanto, continue a
desintegrar-se in vivo.

e Desagregantes: sdo adicionados a formulacéo de forma a facilitar a desagregacgéo do
comprimido de modo a aumentar a superficie de contacto das particulas com o meio
para facilitar a solubilizacao da substancia ativa.

e Lubrificantes: Excipientes que tém como funcdo melhorar o escoamento e diminuir o
atrito dos pés na maquina de compressao e/ou impedir a aderéncia dos p6s a mesma.
Normalmente, sdo usados em pequenas quantidades na formulacdo uma vez que
podem retardar a dissolugéo do farmaco ao formarem uma pelicula entre os pés e 0 meio

de dissolucéo.

Uma categoria de excipientes ndo enunciada acima e que pode ser utilizada na formulacdo de
farmacos hidrofébicos de forma a melhorar a sua taxa de dissolugao séo os tensioativos. Estes,
quando adicionados, permitem a reducéo da tenséo superficial entre 0 meio de dissolucdo e as
particulas do farmaco facilitando a molhabilidade do farmaco, o que, consequentemente,
aumenta a sua dissolucéo [56].

Os tensioativos sdo moléculas que apresentam uma parte polar (hidrofilica) e uma parte apolar
(hidrofébica). Este tipo de molécula pode ser representado segundo a Figura 3.5.

L

Parte Polar Parte Apolar

Figura 3.5 - Representacdo esquematica de um tensioativo, [57]
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Consoante a natureza do grupo polar, podem ser classificados em quatro grupos: aniénicos,
catiénicos, anfotéricos e néo iénicos. Os tensioativos anidnicos apresentam cargas negativas na
sua parte polar, enquanto que os catiénicos apresentam cargas positivas. Ja os tensioativos
anfotéricos podem apresentar cargas positivas ou negativas dependendo das condicées do meio
onde sao colocados. Finalmente, os tensioativos ndo idnicos ndo apresentam qualquer tipo de

carga na sua parte polar.

Na formulagéo teste em estudo € usado um tensioativo anionico, lauril sulfato de sodio (SLS),

representado na Figura 3.6 [57].

Apesar de serem utilizados para melhorar a solubilidade de farmacos hidrofébicos, pode haver
casos em que ha a interagdo entre o tensioativo e espécies com cargas opostas, levando a
formacgédo de um sal insollvel [58]. A titulo de exemplo, refira-se um estudo realizado por Jain et
al. Neste estudo, os autores testaram uma formulacdo de PG-300995 com SLS e verificaram que
em pH 1,0 o farmaco seria completamente catiénico levando a formacéo de um sal insolivel com
0 SLS anionico [59].

Outra estratégia para melhorar a taxa de dissolugdo de farmacos que apresentem uma
solubilidade dependente do pH é a adicao de excipientes basicos ou acidos a formulacéo [60].
Relativamente ao telmisartan, a maioria das formula¢des existentes no mercado contém
excipientes basicos, denominados de agentes alcalinos [61]. Na presente formulacdo do
medicamento teste e do medicamento de referéncia sdo utilizados como agentes alcalinos o

hidréxido de s6dio e a meglumina.

Na Tabela 3.2 sé@o apresentados os excipientes da formulagéo teste em estudo e da formulacao

do medicamento de referéncia.

Tabela 3.2 — Excipientes Utilizados na formulacéo teste e referéncia

Excipientes Utilizados
Categoria, [62] Formulacéo Teste Formulagao[g;] RELEEE,
: Hidréxido de Sodio e Hidroxido de Sodio e
Agentes Alcalinos : .
Meglumina Meglumina
Ligante PVP K 25 PVP K 25
Diluente Manitol Sorbitol
Lubrificante Estearato de magnésio Estearato de magnésio
Tensioativo Lauril Sulfato de Sédio X
Desagregante Croscarmelose de sédio X

X — Categoria ndo utilizada
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Figura 3.6 - Representacéo esquematica do lauril sulfato de sédio, [57]

3.4.2 Fatores relacionados com o ensaio de dissolucao

As condic¢des do ensaio que interferem na taxa de dissolugao do farmaco prendem-se com o tipo
de equipamento utilizado e com as caracteristicas do meio de dissolugdo. Dentro das
caracteristicas do meio de dissolu¢do pode ser referido o pH, a temperatura do meio, entre
outros. Relativamente ao tipo de equipamento utilizado, sdo véarios os fatores que podem
influenciar a sua performance durante ensaio de dissolugdo, nomeadamente: a agitacdo aplicada
e a vibragdo do sistema [33]. Na Tabela 3.3, é possivel ver de forma resumida alguns dos fatores

relacionados com o ensaio de dissolu¢do que podem afetar a taxa de dissolugéo [1]:

Tabela 3.3 - Fatores Relacionados com o0 Ensaio que Afetam a Taxa de Dissolugéo

1. Agitacéo

2. Composicédo do Meio de Dissolucdo:
e pH

e Forcalonica

e Viscosidade

e Tensao Superficial

3. Temperatura do Meio de Dissolucéo

4. Volume do Meio de Dissolucéo

5. Evaporacéo do Meio de Dissolucéo
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3.4.2.1 Meio de dissolucdo

A selecdo do meio de dissolucao ird depender do objetivo do ensaio. No caso particular em
estudo, em que o objetivo passa por avaliar a semelhanga entre 0 medicamento teste e o
medicamento de referéncia e pela selecao de um lote para um estudo in vivo, 0s ensaios de
dissolucdo devem mimetizar, 0 mais possivel, as condicdes fisioldgicas do trato gastrointestinal.
Este objetivo é conseguido, em parte, pela composi¢cdo do meio de dissolucao [39] [38].

Assim, devem-se escolher meios de dissolu¢cdo com pH’s apropriados que representem os
fluidos do TGI [64].

Como referido anteriormente, a solubilidade de farmacos que sejam acidos ou bases fracas, ir4
depender das suas constantes de ionizacdo e do pH do meio de dissolucéo.

Segundo a “Guideline Dissolution Testing Of Immediate Release Solid Oral Dosage Forms,
19977, para simular o ambiente do TGI, o pH do meio deve variar preferencialmente entre 1,2-
6,8. Em casos excecionais e devidamente justificados pode ser utilizado um meio com pH até
8,0 [45].

O pH dos fluidos bioldgicos apresenta uma grande variagdo ao longo do TGI. Estas variacdes

estdo descritas na Tabela 3.4 e na Figura 3.7 [51].

Tabela 3.4 - Valores Médios de pH em Humanos Saudaveis em Jejum/Apo6s Alimentacéo ao longo
do Trato Gastrointestinal

Localizacéo pH Médio Referéncia
Estémago 1,3/4,9 [51]
Duodeno 6,5/5,4 [51]

Jejuno 6,6/ (5,2-6) [51]
ileo 7,417,5 [51]

LOCALIZACAO

pH em jejum / pH cpos alimentagao

SISTEMA DIGESTIVO

Estébmago
1,3/49

Duodeno
65/54

Jejuno
66/ (52-6)

leo
74175

Figura 3.7 - Valores Médios de pH em Humanos Saudaveis em Jejum/Apds Alimentagao ao longo
do Trato Gastrointestinal, Adaptado [65]
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Relativamente a temperatura, esta deve ser mantida a 37°C + 0,5°C para formas farmacéuticas

orais como objetivo de simular a temperatura corporal [45].

3.4.2.2 Equipamento, Agitagao e Volume

Como referido no ponto 3.3.5, a selecdo do equipamento a ser utilizado num ensaio de
dissolucédo varia consoante as caracteristicas da forma farmacéutica do farmaco. Os métodos do
cesto de rede e da pa agitadora sédo principalmente recomendados para formas farmacéuticas
sélidas. Consoante a escolha do equipamento alguns parametros vao diferir, como é o caso da
agitacao e do volume [46].

As condic¢des de agitagdo média devem ser mantidas durante todo o ensaio de dissolu¢éo sendo
gue com o uso do método da pé giratdria se recomenda uma velocidade de agitagdo de 50-75
rom [45].

Quanto ao volume do meio utilizado, este pode variar de 500 a 1000 mL, sendo o volume de
900 mL o mais comum [66].

3.4.2.3 Bolhas de Ar

E recomendada a eliminacdo de bolhas de ar durante os ensaios de dissolucdo, uma vez que a
presenca destas pode influenciar os resultados obtidos. As bolhas de ar ou gases dissolvidos
presentes no meio de dissolu¢éo podem associar-se as particulas e diminuir o contacto do soluto
com o solvente [66]. De forma a eliminar as bolhas de ar, deve-se desgaseificar 0 meio de

dissolucé@o no aparelho de ultrassons antes de se dar inicio ao ensaio de dissolucao.

3.4.2.4 Vibragdo do Sistema

A vibracdo do sistema pode levar a variagées no fluxo hidrodindmico bem como causar um
aumento da energia do sistema. Ambos os efeitos podem levar a alteracdes da taxa de
dissolucéo pelo que sao indesejaveis [33]. S&o inimeras as fontes de vibragdo que podem existir
no ambiente do laborat6rio, como por exemplo banhos ultrassénicos, centrifugadoras, agitadores
mecanicos e impressoras. Atendendo a este facto, o equipamento de dissolugdo ndo devera

estar posicionado proximo dos equipamentos anteriormente referidos [67].

3.4.2.5 Posicdo e Método de Amostragem

As amostras devem ser retiradas a meia distancia da superficie do liquido e a uma distancia de,

pelo menos, 10 mm da parede do recipiente [68].
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3.4.3 Fatores relacionados com a forma farmacéutica

Para que a maioria das formas farmacéuticas sejam eficazes, tém que ser absorvidas para a
circulacado sistémica para posteriormente serem transportadas até ao seu local de acéo [46]. O
tipo de forma farmacéutica oral ird influenciar o niumero de possiveis etapas desde a
administracdo do farmaco até este ser absorvido. Certas formas farmacéuticas, como é o caso
das soluctes, ndo passam pela etapa de dissolugéo para serem absorvidas podendo ser a sua
absorgdo mais rapida e completa. J& os comprimidos revestidos, antes de iniciarem o processo
de dissolucdo, passam por um processo de desagregacao mais lento.

A biodisponibilidade de um farmaco sera tanto mais rapida quanto menor for o numero de etapas
envolvidas desde a sua toma até a sua absorcdo. Na Tabela 3.5 pode observar-se, por ordem

decrescente, a velocidade da biodisponibilidade de diferentes formas farmacéuticas [1].

Tabela 3.5 - Biodisponibilidade das Diferentes Formas Farmacéuticas

Biodisponibilidade Mais Rapida
Solugdes

Suspensdes

Cépsulas

o o . Comprimidos
Biodisponibilidade Mais Lenta o )
Comprimidos Revestidos

3.5 Correlac¢des In Vitro-In Vivo

A dissolucdo de farmacos administrados por via oral é pré-requisito para a sua absorcdo e
eficicia clinica. Esta constatacdo fornece a base para as tentativas de estabelecer correlacdes
entre a dissolucdo in vitro e a biodisponibilidade in vivo de medicamentos, denominadas de
correlacgdes in vitro-in vivo. As correlacdes in vitro-in vivo referem-se ao estabelecimento de uma
relagdo racional entre as propriedades bioldgicas, ou parametros derivados destas produzidas
por uma forma farmacéutica, e as suas propriedades ou caracteristicas fisico-quimicas. O
estabelecimento deste tipo de correlagdo de dados pode possibilitar a substituicdo dos estudos
in vivo, necessarios para avaliagdo da biodisponibilidade de medicamentos, por estudos in vitro
bem como servir de suporte aos “biowaivers” (medicamentos que sdo aprovados sem recurso a
estudos in vivo) [69]. A probabilidade de obtengdo de uma correlagado in vitro-in vivo € maior
quando o processo limitante da absorcao do farmaco é a dissolugcdo, 0 que acontece para

farmacos pertencentes a classe biofarmacéutica Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade) [70].

26



3.6 Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

O Sistema de Classificacao Biofarmacéutica, foi introduzido em 1995 e representa uma estrutura
cientifica para a classificacdo dos farmacos com base na sua solubilidade e permeabilidade
intestinal [71]. Um dos objetivos do BCS é reduzir o nUmero de estudos de bioequivaléncia in
vivo substituindo-os por testes de dissolug&o in vitro [16].

De acordo com o sistema BCS para medicamentos de libertagcao imeditada, os farmacos podem
ser classificados em quatro classes sendo que esta classificacdo pretende correlacionar a
dissolucédo in vitro e a biodisponobilidade in vivo, tal como pode ser observado na Tabela 3.6
[72].

Para farmacos pertencentes a classe Il do sistema BCS, como é o caso do telmisartan, a
libertagdo do farmaco e a solubilizagdo do mesmo no trato gastrointestinal é a etapa limitante no
processo de absorcdo. Assim, ao aumentar a solubilidade de farmacos pertencentes a esta

classe podera ser também possivel aumentar também a sua biodisponibilidade [25, 73].

Tabela 3.6 - Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, Adaptado de [74]

. . Parametro limitante a _
Classe | Solubilidade | Permeabilidade . i Expetativa de CIVIV
absorcéo do farmaco
E esperada uma CIVIV se a
) o velocidade de dissolucéo for
I Alta Alta Esvaziamento Gastrico _ )
mais lenta que a velocidade de
esvaziamento gastrico
CIVIV esperada se a velocidade
Il Baixa Alta Dissolucéo de dissolucéo in vitro for
semelhante a in vivo
. N E esperada uma CIVIV limitada
1 Alta Baixa Permeabilidade o
ou inexistente
] . ) E esperada uma CIVIV limitada
Baixa Baixa Varia de caso para caso o
v ou inexistente
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3.7 Métodos Cromatograficos

Os dois métodos mais comuns para analisar as amostras de um ensaio de dissolucdo séo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a espectroscopia (UV) [42].

De acordo com a definicdo da IUPAC, a cromatografia € um método fisico-quimico de separacéo
dos componentes de uma mistura. Esta separacdo é baseada na migracdo diferencial dos
componentes dessa mistura, que ocorre devido as diferentes interacdes entre duas fases
imisciveis: a fase movel e a fase estacionaria.

Na cromatografia, os componentes da amostra passam através de um meio com o qual
interagem, a fase estacionaria, e séo arrastados por um fluido, a fase mével.

As moléculas na amostra possuem diferentes afinidades e interagbes com a fase estacionéria,
conduzindo a sua separacao. Os componentes da amostra que exibam interacdes mais fortes
com a fase estacionaria irdo mover-se mais lentamente através da coluna, do que os
componentes com interac6es mais fracas. Desta forma, os diferentes compostos podem ser
separados & medida que se movem através da coluna [75].

O termo cromatografia surgiu no ano de 1906, fruto do trabalho do botanico russo Mikhael
Semenovich Tswett, que conseguiu separar pigmentos de cloroplastos em folhas verdes de
plantas, utilizando uma coluna de vidro preenchida com carbonato de calcio como fase
estacionéria e éter de petroleo como fase mdvel, ocorrendo a separa¢do dos componentes em
faixas coloridas. Assim, Tswett resolveu denominar esta técnica por cromatografia, juncao das
palavras gregas chrom (cor) e graphie (escrita), apesar do processo ndo depender da cor. Tswett
foi entdo o primeiro a compreender e interpretar este processo tal como é aceite atualmente,
sendo-lhe assim atribuida a descoberta da cromatografia como técnica analitica.

Ao longo dos anos foram desenvolvidos varios métodos cromatograficos: cromatografia liquida,

cromatografia gasosa e cromatografia em camada fina [76].

3.7.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Como ja foi referido anteriormente, os dois métodos mais comuns para analisar as amostras de
um ensaio de dissolucdo séo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a espectroscopia
(UV). A espectroscopia UV é um método mais rapido, simples e que requer uma menor
quantidade de solvente quando comparado com o HPLC. No entanto, o método de HPLC
apresenta vantagens particularmente quando ha uma interferéncia significativa dos excipientes
ou entre substancias ativas da formulagéo, quando é necessario um aumento da sensibilidade
elou quando ha a intencao de automatizar o procedimento do teste de dissolugao [42]. Assim, 0
método utilizado no decurso deste estudo foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia uma vez
que o medicamento em estudo possui duas substancias ativas com comprimentos de onda

relativamente proximos: 298 nm (telmisartan) e 270 nm (hidroclorotiazida).

28



A cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés HPLC, High Performance Liquid
Chromatography, representa o culminar da modernizagéo da cromatografia liquida (LC) sendo o
tipo mais versatil e mais amplamente usado de cromatografia liquida.

Esta técnica de separacéo envolve a injecdo de um pequeno volume de amostra liquida numa
coluna empacotada com particulas porosas (fase estacionaria) onde os componentes individuais
da amostra vdo ser separados devido as varias interagcdes quimicas e/ou fisicas entre as
moléculas e particulas que compdem o empacotamento da coluna sendo transportados ao longo
da coluna pela fase movel. Estes componentes vao sendo arrastados a velocidades diferentes
de acordo com as interacGes com a fase estacionaria e com a afinidade com a fase mével sendo
detetados a saida da coluna por um detetor [77]. Os detetores podem ser de UV-VIS, de indice
de refracdo diferencial, fluriométricos, conductividade eletrolitica, conductivimétricos, entre
outros [78].

Os componentes béasicos de um instrumento de HPLC s&@o, como se pode ver pela Figura 3.8,

uma bomba (1), um injetor (2), uma coluna (3), um detetor (4) e um computador (5) [77].

Figura 3.8 - Aparelho de HPLC, [77]

A bomba (1) é a pec¢a de equipamento mais critica para o sucesso da cromatografia liquida de
alta eficiéncia. As bombas sdo necessarias para fazer fluir a(s) fase(s) maével(eis) através da
fase estacionaria a uma taxa de fluxo constante expresso em mililitros por minuto. Uma bomba
pode distribuir uma composicdo constante de fase mével (isocratica) ou uma composicdo
variavel (gradiente) [79].

O injetor (2) é responsavel pela introdu¢do da amostra na coluna e pode ser automatico ou
manual. Nos injetores automaticos a amostra é introduzida automaticamente a partir dos vials
(frascos que contém a amostra preparada para a analise) que se encontram num suporte

(suporte com pocos onde se colocam os vials) [80].
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A coluna (3) permite a separagdo dos componentes de uma mistura. Hoje em dia existe uma
enorme variedade de enchimentos, tamanhos e didmetros internos para as colunas de HPLC,
sendo que a escolha da coluna mais adequada vai determinar o sucesso do método analitico em

termos de eficiéncia e seletividade na separacdo das espécies de interesse [79].

O detetor (4) avalia a quantidade de moléculas individuais que saem da coluna de forma a que
0 analista consiga medir quantitativamente os componentes da amostra. O detetor envia ainda

um sinal ao computador que resulta no cromatograma, ou seja, um grafico de resposta [77].

O computador ou processador de dados, ndo s6 controla todos os modulos do aparelho de
HPLC, como também converte o sinal do detetor e usa-o para determinar o tempo de retencao
dos componentes da amostra (analise qualitativa) e a quantidade de amostra (andlise

guantitativa), apresentando o sinal em forma de cromatograma [77].

3.8 Validacao de Métodos

Na industria farmacéutica, a fiabilidade dos resultados analiticos é crucial para garantir a
gualidade, a seguranca e a eficacia dos farmacos [81].

O objetivo da validagcdo de um método analitico € demonstrar que o mesmo é adequado para o
fim proposto, ou seja, que o método € digno de confianga.

Os parametros exigidos para validar um determinado método analitico variam de acordo com a
categoria de ensaio que se pretende desenvolver, sendo 0s quatro tipos mais comuns de
procedimentos analiticos: testes de identificacdo, testes quantitativos de impurezas, testes limite
para controle de impurezas, testes quantitativos de grupo funcional em amostras de matéria-
prima ou de produto final ou de outros(s) componente(s) do produto final [82].

Todas as especificagbes para a validacdo de métodos analiticos foram sujeitas a uma
harmonizacdo levada a cabo pela International Conference on Harmonization (ICH) [81]. No
presente estudo, os parametros necessarios a validagdo do método foram avaliados segundo a
norma “Validation of analytical procedures: Definitions and Terminology”. A Tabela 3.7 descreve

0s pardmetros a determinar, consoante o &mbito do procedimento analitico a realizar [83].
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Tabela 3.7 — Exigéncias de Validagdo de Métodos Analiticos de Acordo com a ICH

Tipo de Procedimento Analitico

Caracteristicas Identificagcéo Impurezas Dissolucéo

Quantitativo Limites
Conteudo/Poténcia

Exatidéo - + - +
Preciséo
Repetibilidade - + - +
Preciséo Intermédia - +(1) - +(1)
Especificidade @ + + + T
Limite de Detecéo - -(3) + -
Limite de - + - -

Quantificacéo

Linearidade - + - +

Gama de Trabalho - + - +

(-) significa que esta caracteristica ndo é normalmente avaliada

(+) significa que esta caracteristica € normalmente avaliada

(1) Se for feita reprodutibilidade nao é preciso fazer precisao intermédia

(2) A falta de especificidade pode ser compensada por outros resultados de validacao

(3) Pode ser necessaria em determinados casos

No presente estudo pretende-se validar um método analitico que permita quantificar a substancia
ativa telmisartan em ensaios de dissolucdo. Para este efeito, de acordo com a Tabela 3.7, foram
estudados os parametros de exatidao, preciséo, especificidade, linearidade, gama de trabalho e,
ainda que, ndo enunciado, a estabilidade das solucdes.

3.8.1 Gama de Trabalho

Segundo a ICH, a gama de trabalho deriva dos estudos de linearidade e depende da aplicacdo
pretendida do procedimento. Define-se como sendo o intervalo entre a concentra¢do mais baixa
e a concentracdo mais alta do analito da amostra, para o qual se verifica que o procedimento

analitico tem um adequado nivel de linearidade, precisao e exatidao [83].

3.8.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade do procedimento analitico obter resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em amostra, dentro de uma determinada gama de
trabalho [83].
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De forma a provar a linearidade de um método analitico devem ser consideradas algumas
premissas:
e Devem ser testados 5 niveis de concentracao;
e As concentracGes devem estar distribuias ao igualmente ao longo da gama de trabalho;
e Os padrdes devem ser preparados no mesmo meio que a amostra (sempre que
aplicavel);
e O numero de leituras por nivel devera ser o mesmo que as que serao realizadas em
rotina.
A avaliacdo da linearidade é feita com base na inspegéo visual do grafico e na determinacao do
coeficiente de determinagéo (r?) da equacao da reta de calibracdo obtida e requer os célculos do
desvio padréo residual, desvio padrdao do declive, desvio padrdo da ordenada na origem, dos

intervalos de confianga e ainda a visualiza¢do do grafico dos residuos [82].

3.8.3 Especificidade

A especificidade avalia a capacidade de um método analitico para discriminar o analito de outras
substancias presentes na amostra. Alguns exemplos de interferentes de anélise sdo compostos
adicionados (por exemplo excipientes), impurezas e produtos de degradacdo. Diz-se que um
método é especifico quando se tem garantia que a grandeza medida provém apenas do analito,
ou seja, deve haver uma separacdo completa dos picos do analito em analise dos picos dos

restantes compostos [82].

3.8.4 Precisao

Representa a dispersdo dos resultados obtidos e correspondentes a varias analises sobre uma
mesma amostra ou amostras semelhantes, em condi¢des definidas. E uma medida do grau de
repetibilidade ou de reprodutibilidade do método analitico e reflete o grau de proximidade entre
valores, para um certo nimero de andlises e para 0 mesmo método analitico. Este parametro é
expresso em termos de coeficiente de variagcdo (CV)/desvio padrao relativo (RSD).
Séo considerados 3 niveis de precisédo [84]:
1. Repetibilidade
e Repetibilidade do equipamento
¢ Repetibilidade do método
2. Preciséo Intermédia
3. Reprodutibilidade
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3.8.4.1 Repetibilidade

Expressa a precisdo usando as mesmas condig@es de analise, 0 mesmo analista € 0 mesmo
equipamento, no mesmo laboratério e num curto intervalo de tempo. A repetibilidade do
equipamento traduz a precisdo do equipamento ou a repetibilidade da injecdo e é feita
analisando a mesma solugéo, normalmente correspondendo a concentracdo de 100% da gama
de trabalho, um certo de niimero de vezes (por exemplo, 6).

A repetibilidade do método consiste em analisar num curto espaco de tempo diferentes
aliquotas de uma amostra homogénea cada uma delas preparada e processada de maneira
independente ou, em alternativa, poderdo ser analisadas matrizes fortificadas. As concentracdes
em estudo deverdo corresponder aos extremos e aos 100% da gama de trabalho e por

concentracdo deveréo ser processadas e analisadas trés réplicas independentes [84].

3.8.4.2 Precisdo Intermédia

A precisdo intermédia é determinada fazendo a mesma analise em dias diferentes, com
analistas diferentes, equipamentos diferentes, mas equivalentes, no mesmo laboratério. Refere-
se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra ou amostra idéntica utilizando o mesmo método
e 0 mesmo laboratério, mas variando duas ou mais condicdes.

O estudo da precisdo intermédia tem como objetivo assegurar que o método fornecera os
mesmos resultados quando amostras similares forem analisadas em outros dias ou outros
equipamentos equivalentes, e por analistas diferentes. O nimero de amostras ou matrizes
fortificadas a analisar em cada dia sera idéntico.

O estudo da preciséo intermédia pode ser substituido pelo estudo de reprodutibilidade entre

dois laborat6rios [84].

3.8.5 Exatiddo

A exatiddo expressa a concordancia entre o resultado obtido e o verdadeiro valor e é definida
em termos das percentagens de recuperacdo do analito, juntamente com os intervalos de
confianca e a precisdo. Existem diferentes métodos para medir a exatiddo de um método
analitico: aplicacéo do método analitico a um analito de referéncia com concentragédo conhecida,
comparacao dos resultados obtidos entre 0 método a validar e um outro ja implementado cuja
exatiddo é conhecida, fortificacdo da matriz sem analito e finalmente pela técnica de adicdo do
padrdo. No presente estudo o método utilizado foi o primeiro enunciado.

A percentagem de recuperacao € dada pela Equagao 3.9:
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Cobs
ref
Equacéao 3.9

* 100

% Recuperagao =

Em que C,,, representa a concentracao recuperada do analito na solucéo de referéncia e C,.r a

concentracdo conhecida do analito na solugéo de referéncia [83, 84].

3.8.6 Estabilidade

Durante a validacdo de um método analitico, € recomendavel haver um estudo que evidencie a
estabilidade das solu¢des durante o tempo necessério a andlise. A estabilidade de uma solucéo
entende-se pela capacidade da solugéo, ap6s um determinado periodo de tempo, fornecer uma
resposta com uma variacao inferior a um valor pré-definido relativamente a resposta obtida no
tempo zero. Deve ser analisada a estabilidade da substancia ativa na solu¢do padrao e nas
solugbes amostras. Este estudo é efetuado de forma a definir as condi¢cbes oOtimas de
armazenamento e o tempo durante o qual as solugbes se mantém inalteradas. Devem ser
testadas diferentes condicdes de armazenamento, como por exemplo armazenamento a
temperatura ambiente e em frigorifico, e as solu¢des devem ser analisadas em varios periodos

de tempo adequados a duragdo do ensaio [84].
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4. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

Na presente dissertacdo comecou-se por validar um método analitico para quantificar a
substancia ativa telmisartan presente em diferentes ensaios de dissolucdo de forma fazer-se um
estudo comparativo entre 0 medicamento teste e o medicamento de referéncia. O método
analitico foi validado de acordo com a norma “Validation of analytical procedures: Definitions and
Terminology”. Foram estudados 9 lotes do medicamento teste e 3 lotes do medicamento de
referéncia (Micardis Plus®). Todo o desenvolvimento experimental foi realizado nos laboratérios
da Sofarimex. Na Tabela 4.1 sdo apresentados os lotes estudados e a respetiva dosagem.

Tabela 4.1 - Lotes estudados

Lotes Medicamento Teste Dosagem
50216 40/12,5 mg TEL/HCTZ
50217 40/12,5 mg TEL/HCTZ
50218 40/12,5 mg TEL/HCTZ
50219 80/12,5 mg TEL/HCTZ
50220 80/12,5 mg TEL/HCTZ
50221 80/12,5 mg TEL/HCTZ
40245 80/25 mg TEL/HCTZ
50209 80/25 mg TEL/HCTZ
50210 80/25 mg TEL/HCTZ
Lotes Medicamento de Referéncia Dosagem
(Micardis Plus®)
544200 40/12,5 mg TEL/HCTZ
502430 80/12,5 mg TEL/HCTZ
208030 80/25 mg TEL/HCTZ
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4.1 Composicao do Medicamento Teste

Na Tabela 4.2 sédo apresentadas as quantidades de substéncias ativas e excipientes presentes

nas diferentes dosagens dos comprimidos em estudo.

Tabela 4.2 - Composi¢cdo Comprimidos Telmisartan/Hidroclorotiazida

API/Excipientes

Dosagem 80/25

Dosagem 80/12,5

Dosagem 40/12,5

mg mg mg
Telmisartan 80 80 40
Excipientes? 644 644 322
Mistura Telmisartan 724 724 362
Hidroclorotiazida 25 12,5 12,5
Excipientes 375 187,5 187,5
Mistura 400 200 200
Hidroclorotiazida
Massa Total 1124 924 562

1 0s excipientes utilizados na formulagéo do telmisartan sdo enunciados no ponto 3.4.1.4.

4.2 Reagentes

e Agua Milli-Q da Milipore
e Acetonitrilo 299.9% da Merck
e Acido Cloridrico 237% da Sigma-Aldrich

e Acido Fosférico 85% da Merck

e Fosfato de Aménio Monobasico da Panreac
e Hidréxido de Sédio da Eka

e Metanol da Carlo Erba

4.3 Material

e Almofariz

e BalGes Volumétricos de 10 mL, 25 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL, 5000 mL, 10000 mL

e Espatula

e Filtros de Papel n° 41 da VWR

e Frascos de Vidro
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e Funis

e Pipetas Pasteur Descartaveis
e Pipetas Volumétricas

e Seringas

e Tubos de Centrifuga

e Vials

4.4 Equipamento

Agitador Mecénico da Vibromatic

e Aparelho de Dissolugéo da Erweka

e Aparelho de Ultrassons da VWR

e Balanga Analitica com precisé@o + 0,20 mg da Metter Toledo

e Balanc¢a Microanalitica com preciséo + 0,1 pg da Metter Toledo (Figura 4.2)

e Centrifuga da Thermo Scientific

e Coluna cromatografica, Luna Cgs 1002 de 125 x 4 mm de 5 ym (utilizada no ensaio de
doseamento)

e Coluna cromatogréfica, Ascentis Express Cs de 5 cm x 3 mm de 5 ym (utilizada nos
ensaios de dissolucao)

e Equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Agilent Technologies, modelo
1200 Series, detetor UV, refrigerado, injecdo automatica e sistema de aquisicdo de
dados

¢ Placa de Agitacdo Magnética

e Potenciémetro da Methrohm

45 Métodos

4.5.1 Dissolucao

Todos os ensaios de dissolucdo foram realizados de acordo com os critérios da “Guideline On
The Investigation Of Bioequivalence, 2010”.

Submeteram-se 12 unidades do produto, individualmente, a um conjunto de condicdes
previamente definidas. Como é possivel observar a partir da Figura 4.1, o equipamento é
composto por 6 copos pelo que para cada lote se teve que realizar dois ensaios (12 unidades).

As condi¢cBes de ensaio para os diferentes lotes encontram-se na Tabela 4.3.
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Figura 4.1 - Aparelho Utilizado nos Ensaios de Dissolugéo

Tabela 4.3 — Condi¢des Experimentais dos Ensaios de Dissolucéo

Aparelho de Dissolucéo Aparelho da Pa Giratéria

e Acido Cloridrico 0,1 N (pH 1,2)
] ] . e Tampé&o Acetato, pH 4,5

Meio de Dissolucéo

e Tampéo Fosfato de Potéassio, pH 6,8

e Tampéo Fosfato de Potéassio, pH 7,5

Temperatura 37+0,5°C
Tempos de Recolha 5, 10, 15, 20, 30 e 45 minutos
Velocidade 75 rpm
Volume do Meio 900 mL

45.1.1 Preparacdo das Solugdes para os Ensaios de Dissolucdo

e Solucéo de Hidréxido de Sddio 0,1 M: pesar rigorosamente cerca de 0,4 g de hidroxido

de sédio para um baldo volumétrico de 100 mL. Adicionar cerca de 80 mL de agua
purificada e agitar bem até completar a dissolu¢cédo. Perfazer o volume com o0 mesmo
solvente e agitar bem manualmente.

e Solvente A (hidroxido de s6dio 0,005 M): pipetar 10 mL da solucdo de hidréxido de sédio
0,1 M para um baldo volumétrico de 200 mL. Perfazer o volume com metanol e agitar
bem manualmente.
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e Fase Mdvel A: pesar rigorosamente cerca de 4,0 g de fosfato de amdnio monobasico
(NH4H2PO4) para um baldo volumétrico de 2000 mL. Adicionar 1900 mL agua purificada
e agitar bem até completar a dissolucdo. Ajustar o pH a 3,00 + 0,05 com &cido fosférico
a 85% e perfazer o volume com o solvente A. Agitar bem manualmente e filtrar através

de filtros de membrana (celulose regenerada) 0,45 um.

e Fase Mdvel B: Acetonitrilo

e Solucado Padrao Stock:

1. Dosagem 80/25 mg telmisartan/hidroclorotiazida
Pesar rigorosamente cerca de 44,4 mg de telmisartan padrdo a 100% e 13,90 mg de
hidroclorotiazida padréo a 100% para um baldo volumétrico de 100 mL. Adicionar cerca
de 70 mL de solvente A e agitar bem até completar a dissolugdo. Perfazer o volume com

0 mesmo solvente e agitar bem manualmente.

(Creimisartan = 0,444 mg/mL, Chidroclorotiazita = 0,139 mg/mL)

2. Dosagem 80/12,5 mg telmisartan/hidroclorotiazida
Nesta dosagem em vez de se pesarem 13,90 mg de hidroclorotiazida, pesam-se 6,95

mg. O restante procedimento é igual ao anteriormente explicado.

(Creimisartan = 0,444 mg/mL, CHidroclorotiazida = 0,0695 mg/mL)

3. Dosagem 40/12,5 mg telmisartan/hidroclorotiazida
Pesar rigorosamente cerca de 22,2 mg de telmisartan padrdo a 100% e 6,95 mg de
hidroclorotiazida padréo a 100% para um bal@o volumétrico de 100 mL. Adicionar cerca
de 70 mL de solvente A e agitar bem até completar a dissolugéo. Perfazer o volume com

0 mesmo solvente e agitar bem manualmente.

(Crelmisartan = 0,222 mg/mL, CHidroclorotiazida = 0,0695 mg/mL)

Solucao Padrao: pipetar 1 mL da solugdo padrdo stock para um baldo volumétrico de 10 mL e

perfazer o volume com o meio de dissolucdo. Agitar bem manualmente.
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Figura 4.2 - Balanga Micro Analitica Utilizada na Pesagem dos Padrdes

Solucdo Amostra: colocar 900 mL de meio de dissolu¢éo em cada um dos copos do equipamento

de dissolugdo. Ligar o aparelho, esperar que a temperatura atinga os 37+0,5°C. De seguida,
colocar 1 comprimido em cada copo e pdr o aparelho a funcionar a velocidade 75 rpm. Retirar e
filtrar 10 mL de cada copo de dissolu¢do ao fim de cada um dos tempos de recolha especificados
na Tabela 4.3. Pipetar 5 mL da solugdo anterior para um baldo volumétrico de 10 mL e perfazer
o restante volume com o meio de dissolugdo. Agitar bem. Na Figura 4.3 e na Figura 4.4 é possivel

observar as etapas descritas.

Figura 4.3 - Frascos para Recolha das Amostras
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Figura 4.4 - Diluicdo das Amostras Retiradas de cada Copo nos Diferentes Tempos de Recolha

4.5.1.2 Preparacdo dos Meios de Dissolucdo

De forma a avaliar a libertagdo da substancia ativa (telmisartan) nos diferentes lotes em

condi¢cdes que mimetizam o trato gastrointestinal, foram realizados perfis de dissolugdo em 4

meios de dissolucéo diferentes: HCI 0,1 N pH 1,2, tampdao acetato (pH 4,5), tampé&o fosfato (pH

6,8) e tampao fosfato (pH 7,5).

Os meios de dissolucdo foram preparados de acordo com a USP e na Tabela 4.4. é apresentada

a descricdo do modo de preparacéo.

Tabela 4.4 — Preparacéo dos Meios de Dissolucéao

Meio de Dissolucéo

Preparacéo

HCI 0,1 N, pH=1,2

Para um baldo de 5 L retirar 43 mL de HCI
fumante a 37%. Perfazer o volume com agua
destilada. Agitar bem.

Tampéo Acetato, pH=4,5

Num baldo de 10 L dissolver 63 g de acetato
de s6dio em agua destilada e adicionar 90
mL de acido acético 2 M. Ajustar o pH e
perfazer o restante volume com agua
destilada. Agitar bem.

Tampao Fosfato, pH=6,8

Num bal&o de 10 L colocar 68 g de fosfato
de potéassio monobasico 0,2 M e 9 g de
hidroxido de sédio 0,2 M. Perfazer o volume
com agua destilada. Agitar bem.

Tampao Fosfato, pH=7,5

Num bal&o de 10 L colocar 68 g de fosfato
de potassio monobasico 0.2 M e 16,70 g de
hidréxido de s6dio 0,2 M. Perfazer o volume

com agua destilada. Agitar bem.
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4.5.1.3 Condi¢Ges Cromatograficos

A metodologia utilizada para quantificar o telmisartan nos véarios ensaios de dissolugao, foi
desenvolvida e validada com base no descrito na monografia “Telmisartan and
Hydrochlorothiazide”.

As condicdes cromatograficas de trabalho para a determinacao do telmisartan nos varios ensaios

de dissolucéo séo:

e Coluna: Ascentis Express Cs 5 cm x 3.0 mm 5 ym (Supelco — Cat: 50377-U)
e Comprimento de Onda: 298 nm

e Fase Mdvel A: Solugao Tampé&o Dihidrogenofosfato Amoénio pH 3,0

e Fase Movel B: Acetonitrilo

e Temperatura da Coluna: 30°C

e Tempo de Corrida: 9,70 minutos

e Volume de Injecdo: 4 pL

e Bomba/Fluxo: Gradiente

Tabela 4.5 — Gradiente Fase Movel Ensaios Dissolucéo

Tempo Fase Movel A Fase Movel B Fluxo
(minutos) (%) (%) (mL/min)
0 85 15 0,6
1,5 85 15 0,6
1,51 60 40 0,6
5,00 60 40 0,6
5,01 20 80 1,0
6,20 20 80 1,0
6,21 85 15 0,6
9,70 85 15 0,6

A Equacédo 4.1 permite determinar a percentagem dissolvida da substancia ativa (telmisartan)

libertada em cada tempo de ensaio.

Ay My, 1 100 —H) Vo 10
% dissolvida = —2 « —22 *p*( )* mew*?

— 100
4, 100 10 100 M, i

Equacéo 4.1

Onde A, € o valor correspondente a média de areas obtidas para a amostra, 4, a média de areas
obtida para o padréo, M,, a massa tedrica de amostra (g), M,, a massa pesada do padréo (mg),

P a poténcia do padrdo, H a humidade do padrédo (%) e V,,.i;, ao volume do meio de dissolucao.
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Quando se tratam de perfis de dissolucdo, em cada tempo foi corrigido o volume do meio uma

vez que ndo é feita a compensacédo do volume retirado.

4.5.2 Doseamento

O ensaio de doseamento permite avaliar se a quantidade de substancia(s) ativa(s) no produto
acabado esta presente na dosagem pretendida. Os métodos cromatograficos sdo os mais

utilizados como métodos de doseamento.

4.5.2.1 Preparacdo das solucdes para o ensaio de doseamento

e Solucdo de hidréxido de sédio 0,1 M, solvente A (hidréxido de sédio 0,005 M) e fase

movel A: preparadas como descrito no ponto 4.5.1.1.

e Fase Mdvel B: Acetonitrilo: Metanol (50:50 v/v)

e Fase Mdvel: transferir 500 mL de tampao fosfato pH 3,0, 250 mL de acetonitrilo e 250

mL de metanol para um baldo volumétrico de 1000 mL. Agitar bem manualmente.

e Solucdo Padrdo: pesar rigorosamente cerca de 20 mg de telmisartan padréo a 100% e

6,25 mg de hidroclorotiazida padrdo a 100% para um baldo volumétrico de 50 mL.
Adicionar cerca de 40 mL de solvente A e agitar bem até completar a dissolucao.
Perfazer o volume com o mesmo solvente e agitar bem manualmente. Pipetar 1 mL da
solugdo padrao anterior para um baldo volumétrico de 10 mL e perfazer o volume com

fase mével. Agitar bem manualmente.

(Creimisartan = 0,04 mg/mL, CHidroclorotiazida = 0,0125 mg/mL)

e Solucdo Amostra: pulverizar 20 comprimidos num almofariz (Figura 4.5). Pesar cerca de

1124 mg de po6, equivalente ao peso de 1 comprimido de 80/25 mg TEL/HCTZ para um
baldo volumétrico de 100 mL. Adicionar cerca de 80 mL de solvente A e levar ao aparelho
de ultrassons durante 5 minutos e posteriormente, agitar mais 30 minutos num agitador
mecéanico. Perfazer o volume com o solvente A e centrifugar a 4000 rpm durante 15
minutos. Pipetar 1 mL do sobrenadante para um baléo volumétrico de 20 mL e perfazer

0 volume com fase mével. Agitar bem. Efetuar 2 ensaios.

(Creimisartan = 0,04 mg/mL, CHidroclorotiazida = 0,0125 mg/mL)
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Figura 4.6 - Amostras a serem centrifugadas Figura 4.5 — Comprimidos Pulverizados

4.5.2.2 CondicGes Cromatograficas

As condi¢Oes cromatogréficas de trabalho séo:

Bomba/Fluxo: Gradiente

Coluna: Luna Cg 1002 125 x 4 mm 5 pym

Comprimento de Onda: 298 nm

Fase Movel A: Solugcdo Tampéo Dihidrogenofosfato Aménio pH 3,0
Fase Mdvel B: Acetonitrilo/Metanol (50:50 v/v)

Fluxo: 1,2 mL/min

Temperatura da Coluna: 40°C

Tempo de Corrida: 15,5 minutos

Tempo de Retencéo: 8 minutos

Volume de Injecéo: 10 pL

Tabela 4.6 - Gradiente Fase Mével Ensaio Doseamento

Tempo (minutos) Fase Movel A (%) Fase Movel B (%)

0 85 15

3,5 85 15
3,51 45 55
7,70 45 55
7,71 20 80
12,0 20 80
12,1 85 15
15,1 85 15
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Deve-se introduzir no aparelho a concentracao real do padrédo usado, dada pela Equacéo 4.2.

or commisartany - 2+ ] Px(100—H) = 20 100
= k—k— " % * — %
rtetmsartan) = w4* 10 100 17780

Equacéo 4.2 — Concentracgao real de padréo

Onde Qp corresponde ao peso do padrdo de telmisartan (mg), P a poténcia do padrédo de

telmisartan (mg) e H & humidade do padréo de telmisartan (%).

4.5.3 Validacao do Método Analitico para os estudos dos perfis de dissolucao

A validagcdo do método analitico para a quantificac@o de telmisartan nos diferentes ensaios de
dissolucéo teve em consideragéo os parametros especificados no ponto 3.8. Todas as solugdes
preparadas utilizaram como meio de dissolugdo tampéo fosfato de potassio pH 7,5 (meio de
dissolugdo 6timo do TEL), como especificado na monografia “Telmisartan and
Hydrochlorothiazide”. Todas as solugbes amostras utilizadas nos diferentes parametros de
validacéo foram preparadas de acordo com o ponto 4.5.1.1 sendo que apenas foi retirada uma
amostra ao fim de 45 minutos. As solu¢bes padrao também foram preparadas como descrito no

mesmo ponto.

4.5.3.1 Linearidade

Nos ensaios de linearidade foram analisadas 5 solu¢gfes padrdo na gama entre 20% e 120%
(Tabela 4.7), tendo cada solucédo sido injetada 3 vezes. Para tal, preparou-se inicialmente uma
solucdo padréo da dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ conforme o descrito no ponto 4.5.1.1. A partir
desta solucao inicial, através de diluicdes, preparam-se as 5 solucfes a testar. Os resultados
meédios foram relacionados com as respetivas concentracdes para elaboracdo da reta de

calibracdo por regresséo linear.

Tabela 4.7 — Niveis de Concentracado para o Estudo da Linearidade (formulagdo 80/25 mg

TEL/HCTZ)
Concentragao Telmisartan Volume Baldo Volumétrico
(%) (ng/mL) (mL) (mL)
20 8,89 0,5 250
50 22,22 1 200
80 35,52 2 250
100 44,44 1 100
120 53,33 3 250
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4.5.3.2 Especificidade

Para se verificar que os solventes e o placebo ndo apresentavam picos cromatograficos ao tempo
de retencéo do telmisartan, foram analisadas as solugBes abaixo enunciadas tendo sido
injetadas 2 vezes cada uma:

e Fase movel (85% tampéo fosfato de aménio pH=3/15% acetonitrilo)

e Meio de dissolucdo do telmisartan (fosfato de potassio pH 7,5)

e Solvente de dissolucdo (como descrito no ponto 4.5.1.1, solvente A)

e Solugdo Placebo?

e Solugdo Padrdo da dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ

e Solucdo Amostra da dosagem 80/25 mg

INa preparacéo da solucédo placebo pesaram-se 71,56 mg de placebo de TEL e 41,67 mg de
placebo de HCTZ para um baldo volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 80 mL do meio de
dissolucdo do TEL e agitou-se o baldo num agitador mecénico durante 15 minutos.
Posteriormente, completou-se o volume com o0 mesmo solvente e filtrou-se a solu¢do. Pipetaram-
se 10 mL da solugéo filtrada para um bal@o volumétrico de 20 mL e completou-se o volume com

0 mesmo meio de dissolucdo. Finalmente, agitou-se manualmente.

4.5.3.3 Precisao

No ensaio da precisdo foram avaliados os pardmetros descritos no ponto 3.8.4. Na
repetibilidade do equipamento preparou-se uma solucdo amostra (correspondente a
concentracdo de 100% da gama de trabalho) conforme descrito no ponto 4.5.1.1. A solucéo foi
analisada 6 vezes.

Na repetibilidade do método, foram preparadas 6 solugbes amostra independentes
correspondentes as dosagens de 80/25 mg TEL/HCTZ e de 40/12,5 mg TEL/HCTZ. Cada

amostra foi injetada 3 vezes.

Para a avaliacdo da preciséo intermédia, preparam-se 6 solu¢gdes amostra para as formulagdes
correspondentes as dosagens de 80/25 mg TEL/HCTZ e de 40/12,5 mg TEL/HCTZ em dois dias
diferentes, em equipamentos diferentes e com diferentes analistas. Cada amostra foi injetada 3

vezes.

4.5.3.4 Exatidao

Para a validacdo da metodologia em questao, recorreu-se a quantificacdo das percentagens de
recuperacao do telmisartan em solu¢ées com diferentes concentracdes. A avaliacdo da exatiddo

foi efetuada para a formulagéo 80/25 mg TEL/CZ, através da analise de solugcdes amostra com
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os dois ativos, em quatro niveis de concentracao: 25%, 50%, 100% e 120%. Foram triturados 20

comprimidos correspondentes a formulacdo em estudo e fez-se o seu doseamento de acordo

com o ponto 4.5.2. Posteriormente, foram pesadas quantidades relativas aos niveis de

concentracdo em estudo em triplicado, como pode ser visto na Tabela 4.8. Cada amostra foi

injetada 3 vezes.

Tabela 4.8 - Niveis de Concentracao para o Estudo da Exatidao

Concentragéo Telmisartan Hidroclorotiazida
(%) (mg) (mg)
120% 96 30
100% 80 25
50% 40 12,5
25% 20 6,25

4.5.3.5 Estabilidade

Na avaliacdo da estabilidade foi preparada uma solucdo padréo (80/25 mg TEL/HCTZ) e duas

solugBes amostra referentes as dosagens 80/25 mg TEL/HCTZ e 40/12,5 mg TEL/HCTZ com o

meio de dissolucdo do telmisartan, pH 7,5. Cada uma destas solucdes foi dividida por 7 vials:

Um vial de cada solucgéo foi analisado de imediato;

Os restantes 6 vials de cada solucdo foram mantidos a temperatura ambiente (3 vials) e
no frigorifico (3 vials) e foram analisados aos tempos de 24h, 48h e 72h;

As solu¢gbes amostra foram quantificadas as Oh, 24h, 48h e 72h, com uma solucdo
padrdo no meio de dissolucdo do telmisartan, preparada diariamente.

A solucédo padréao foi quantificada as 24h, 48h e 72h, com uma solucao padrdo no meio

de dissolucédo do telmisartan, preparada diariamente.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Validacdo do Método Analitico

5.1.1 Especificidade

Da Figura 5.1 a Figura 5.6 estao representados os cromatogramas obtidos na avaliacdo da

especificidade do ensaio de dissolucao:

VWD1 A, Wavelength=298 nm (TELM_HCZ\1506160000001.0)

1?5—5
150
125—5
100—5
75
50

25

Figura 5.1 - Cromatograma correspondente a fase movel

VWD1 A, Wavelength=298 nm (TELM_HCZ.1506160000005.D)
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Figura 5.2 - Cromatograma correspondente ao meio de dissolucdo do telmisartan, pH=7,5
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VWD1 A, Wavelength=298 nm (TELM_HCZ\1506160000003.D)
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Figura 5.3 - Cromatograma correspondente ao solvente A
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VWD1 A, Wavelength=298 nm (TELM_HCZ\1506160000007.D)

Figura 5.4 - Cromatograma correspondente a solugdo placebo pH=7,5
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VWO1 A, Wavelength=298 nm (1ELM_HCZ\1506160000009.0)
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Figura 5.5 - Cromatograma correspondente a solugao padréo (80/25 mg TEL/HCTZ) pH=7,5

VWD1 A, Wavelength=298 nm (TELM_HCZ\1506160000011.D)
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Figura 5.6 - Cromatograma correspondente a solugao amostra (80/25 mg TEL/HCTZ) pH=7,5

Verifica-se que o método é especifico para o telmisartan uma vez que é cumprido o critério de
aceitacao definido:

¢ Nao ha picos interferentes ao tempo de retencéo do telmisartan.

51



5.1.2 Linearidade e Gama de Trabalho

Na Tabela 5.1 encontram-se as médias das respostas obtidas referentes a cada nivel de
concentracao das solucdes padrédo e o respetivo valor de RSD (%). Na Figura 5.7 apresenta-se

a reta de calibracéo correspondente ao ativo telmisartan.

Tabela 5.1 - Concentragao do padrdo e média dos respetivos sinais instrumentais

Concentragéao Concentragdao Resposta RSD
(%) (Hg/ml) (MAU*s) (%)
20 8,91 158,87 0,12
50 22,29 443,38 0,18
80 35,66 668,99 0,60
100 44,57 837,35 0,25
120 53,49 1018,61 0,25
1200
y = 18,963x - 0,0604
1000 R? = 0,9985
s 800
8 Resposta
& 600
& —— Linear (Resposta)
400
200
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentragdo (ug/mL)

Figura 5.7 - Reta de calibragdo do Telmisartan

Na Tabela 5.2 é apresentado o resumo dos resultados obtidos para o ensaio de linearidade e na

Figura 5.8 a representacao gréafica dos residuos.
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Tabela 5.2 - Resultados do ensaio de linearidade (formulagdo 80/25 mg TEL/HCTZ)

Pardmetro Resultado
Coeficiente de correlagéo (r) 0,999
Coeficiente de determinacéo (r?) 0,999
Limite de intercecédo superior no ICgs 48,96
Limite de intercecéo inferior no ICgse% -49,08
Limite do declive superior no ICoso 0,20
Limite do declive inferior no ICoso 0,18
25
20
15
. 10
o
=]
T 5
(7]
&
0
s 0 10 20 30 40 50 60
-10
-15

Concentragio (ug/mL)

Figura 5.8 - Distribuicdo residual

Os parametros obtidos através da regressédo linear permitem concluir que o método é linear
dentro do intervalo de concentracdes estudadas (8,91 ug/mL a 53,49 pg/mL), cumprindo os
critérios de aceitacao:

e 20,99, logo o ensaio € valido;

e Os residuos apresentam uma distribuicdo aleatoria em torno de zero;

e Os limites de intersecéo, para um ICes% contém o zero, pelo que a reta passa na origem;

e Os limites do declive, para um ICes%, N80 contém o valor zero indicando que a reta tem

declive e por isso proporcionalidade e linearidade.

A gama de trabalho fica estabelecida para o intervalo de concentracdes entre 8,91 pg/mL e 53,49

pg/mL, ou seja, dos 20% aos 120% da concentracao de trabalho.

53



5.1.3 Precisao

5.1.3.1 Repetibilidade do Equipamento

Na avaliagdo da repetibilidade do equipamento foi calculada a média, o desvio padrdo (DP) e 0
desvio padréo relativo dos tempos de retencéo (TR) e das areas de seis injecdes consecutivas
de uma solucdo amostra da dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ (correspondente a concentracédo de
100% da gama de trabalho).

Os resultados sédo apresentados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Resultados obtidos no ensaio de repetibilidade do equipamento

Iniecio Area TR
18¢ (MAU*s) (min)
1 834,79 4,49

2 840,50 4,49

3 840,10 4,49

4 839,08 4,51

5 843,08 4,51

6 839,65 4,53
Média 839,53 4,50
DP 2,70 0,02
RSD (%) 0,32 0,36

Os resultados do ensaio de repetibilidade do equipamento cumprem o critério de aceitagdo
definido:

e RSD (areas e tempo de retencéo) < 2,0%.

5.1.3.2 Repetibilidade do Método

O resumo dos resultados obtidos para a repetibilidade do método para as formulacdes de 80/25
mg TEL/HCTZ e 40/12,5 mg TEL/HCTZ encontra-se na Tabela 5.4 e na Tabela 5.5. Os resultados
foram expressos em termos da média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo entre as 6

amostras.
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Tabela 5.4 — Repetibilidade do Método para a formulagdo 80/25 mg

Amostra Area
(80/25 mg) (mAU*s)
1 838,46
2 811,88
3 831,47
4 833,41
5 839,59
6 818,24
Média 828,84
DP 11,28
RSD (%) 1,36

Tabela 5.5 - Repetibilidade do Método para a formulacdo 40/12,5 mg

Amostra Area
(40/12,5 mg) (mAU*s)
1 407,35
2 412,03
3 418,05
4 424,35
5 422,30
6 405,94
Média 415,00
DP 7,74
RSD (%) 1,86

Os resultados do ensaio da repetibilidade do método cumprem os critérios de aceitacao definidos
para ambas as formulagfes:

e RSD < 3,0% para o total das amostras

5.1.3.3 Precisdo Intermédia

Os resultados da preciséo intermédia do ensaio para as formulacdes de 80/25 mg TEL/HCTZ e
40/12,5 mg TEL/HCTZ estdo apresentados na Tabela 5.6 e na Tabela 5.7. Os resultados foram
expressos em termos da média, desvio padrdo e desvio padrao relativo entre as 6 amostras. A
totalidade dos resultados foi expressa em termos da média, desvio padrdo e desvio padrao

relativo entre as 12 amostras.
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Tabela 5.6 — Precisdo intermédia do ensaio para a formula¢cdo 80/25 mg TEL/HCTZ

Concentragéo (%)
Amostra Analista 1/Dia 1/Aparelho 1 Analista 2/Dia 2/Aparelho 2

1 100,14 95,17

2 96,97 95,68

3 99,30 96,02

4 99,54 98,00

5 100,27 97,64

6 97,72 97,25

Média 98,99 96,63

DP 1,35 1,16

RSD (%) 1,36 1,20
Média 12 Amostras 97,81
DP 12 Amostras 1,72
RSD (%) 12 Amostras 1,76

Tabela 5.7 - Precisdo intermédia do ensaio para a formula¢do 40/12,5 mg TEL/HCTZ

Concentragéo (%)
Amostra Analista 1/Dia 1/Aparelho 1 Analista 2/Dia 2/Aparelho 2

1 92,99 92,27

2 94,06 93,20

3 95,44 93,57

4 96,40 92,89

5 92,67 95,27

6 97,72 94,39

Média 94,74 93,60

DP 1,77 1,08

RSD (%) 1,86 1,15
Média 12 Amostras 94,17
DP 12 Amostras 1,52
RSD (%) 12 Amostras 1,61

Os resultados do ensaio de precisdo intermédia para a formulagdo de 80/25 mg TEL/HCTZ e
para a formulagdo de 40/12,5 mg TEL/HCTZ cumprem os critérios de aceitagao definidos:
e RSD < 2,0% para cada analista

e RSD < 2,5% para inter-analistas
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5.1.4 Exatiddo

A Tabela 5.8 apresenta os resultados obtidos para a exatidao do ensaio testada a quatro niveis
de concentracdo. A sua avaliacdo foi efetuada através do calculo da percentagem de
recuperacdo do ativo. Os resultados foram expressos em termos da média, desvio padrdo e
desvio padrao relativo.

Tabela 5.8 - Resultados para o ensaio de exatidao

Nivel de
) 25% 50% 100% 120%
Concentracao
) 99,32 99,67 101,92 101,28
Recuperacéo (%) 97,39 100,57 98,54 103,05
99,69 102,27 101,53 101,00
Média 98,80 100,84 100,66 101,78
DP 1,24 1,32 1,85 1,11
RSD (%) 1,25 1,31 1,84 1,09
12 Determinac@es
Méedia (%) 100,52
bp 1,65
RSD (%) 1,64

Os resultados do ensaio de exatidao cumprem o critério de aceitacdo definido para a recuperacao

nos quatro niveis de concentragéo estudados:

e A percentagem de recuperacdo de telmisartan em cada uma das concentracfes e na

média das 12 determinac¢des encontra-se entre os limites: 95% -105%.

5.1.5 Estabilidade

Na Tabela 5.9 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio de estabilidade do telmisartan.

Tabela 5.9 - Resumo dos resultados obtidos para o ensaio de estabilidade do telmisartan

Temperatura Ambiente Refrigerada
Tempo (h) 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Solucéo Padréo (80/25 mg
101,61 102,50 102,24 101,37 102,48 101,71
TEL/HCTZ) (%)
Variacéo (%) -1,61 -2,50 -2,24 -1,37 -2,48 -1,71
Solugdo Amostra (80/25 98,30 100,99 | 100,12 98,27 101,40 | 100,56
mg TEL/HCTZ) (%)
Variagéo (%) 1,70 -0,99 -0,12 -1,73 -1,40 -0,56
Solugdo Amostra (40/12,5 99,86 99,50 97,86 97,26 98,39 98,13
mg TEL/HCTZ) (%)
Variagao (%) -0,14 0,50 2,14 2,74 1,61 1,87
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Perante os resultados do ensaio:

e As solucdes padrdo sao estaveis por um periodo de 72h a temperatura ambiente e
refrigerada uma vez que a variacgao é inferior a 3%.
e As solugdes amostras sdo estaveis por um periodo de 72h a temperatura ambiente e

refrigerada uma vez que a variacdo € inferior a 3%.

5.2 Resultados dos Ensaios de Dissolucao

Neste subcapitulo serdo avaliados os resultados obtidos dos perfis de dissolucéo dos diferentes
lotes apresentados na Tabela 4.1.
O estudo dos perfis de dissolucdo englobou duas etapas:

e Estudo do perfil de dissolucdo de 3 lotes de cada dosagem do produto teste nos
diferentes meios de dissolugdo enunciados na Tabela 4.4 de forma a avaliar a
consisténcia e homogeneidade dos lotes produzidos e de um lote de cada dosagem do
produto de referéncia nos mesmos meios;

e Avaliacdo da similaridade entre os lotes do medicamento teste e o medicamento de
referéncia nos diferentes meios de dissolucéo, através do célculo do fator similaridade
(f2), segundo os critérios da “Guideline On The Investigation Of Bioequivalence, 2010”,
enunciados no ponto 3.3.4.

Os resultados obtidos para cada um dos meios de dissolu¢cdo foram expressos em termos de
percentagem média de substancia ativa dissolvida ao longo do tempo para 12 unidades, estando

apresentados nas tabelas e graficos abaixo.

5.2.1 Meio de Dissolugdo: HCI 0,1 N (pH 1,2)
5.2.1.1 Formula¢do 80/25 mg TEL/HCTZ

Os perfis de dissolucao para o telmisartan da dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ em HCI 0,1 N pH
1,2 representados na Figura 5.9 apresentam valores de dissolu¢&o inferiores a 85% ao fim de 15
minutos para ambos os produtos (teste e referéncia). Assim, recorreu-se ao célculo do fator de
similaridade (f2). Os valores obtidos, apresentados na Tabela 5.11, foram 19,94, 17,39 e 17,18
para os lotes 40245, 50209 e 50210 respetivamente, o que indica que os produtos ndo sdo
semelhantes ja que o valor de f, ndo se encontra no intervalo entre 50-100. Apesar de ambos os
produtos (teste e referéncia) terem apresentado dissolu¢des lentas ao fim de 15 minutos,
verificou-se que o produto de referéncia apresentou uma taxa de dissolugdo maior ao fim do
tempo de ensaio quando comparado com os lotes teste. E ainda possivel observar pela Tabela
5.10, que os valores de RSD para os lotes do produto teste sdo superiores a 10% ao fim de 10
minutos ndo cumprindo o critério especificado no ponto 3.3.4. No entanto, estes resultados nao
sédo devido a uma dispersdo anormal dos resultados individuais dos comprimidos, mas sim ao

facto do valor médio ser bastante baixo.
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Tabela 5.10 — Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 80/25 mg em
HCI 0,1 NpH 1,2

Lotes
40245 50209 50210 208030

Tempo Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 8,39 11,80 7,10 8,30 6,60 11,20 | 20,59 9,60
10 15,07 15,50 12,78 11,80 11,54 11,60 41,18 6,00
15 20,50 14,30 16,37 12,50 15,90 11,80 57,41 5,80
20 25,14 14,40 20,50 11,40 19,39 10,60 70,11 3,70
30 32,58 11,80 26,15 10,60 20,06 10,90 83,66 4,70
45 41,72 | 10,70 | 33,50 | 10,20 | 33,70 8,50 93,98 2,90

100

% DISSOLVIDA

5 10 15 20 25 30 35 40 45
TEMPO (MINUTOS)

=—4—40245 TEL+HCTZ 80+25mg == 50209 TEL+HCTZ 80+25mg

50210 TEL+HCTZ 80+25mg == 208030 Micardis Plus 80+25mg

Figura 5.9 - Perfil de dissolugéo do telmisartan em HCI 0,1 N pH 1,2 para as formulagdes teste e
para o produto de referéncia (Dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ)

Tabela 5.11 - Similaridade entre os perfis de dissolu¢cé@o dos diferentes lotes do medicamente teste
e do produto de referéncia para a dosagem 80/25 mg em HCI 0,1 N pH 1,2

DosaTgEeLnle(gg/ZZf mg £, Similaridade
40245 19,94 N&o
50209 17,39 Nao
50210 17,18 Nao
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5.2.1.2 Formula¢do 80/12,5 mg TEL/HCTZ

Os perfis de dissolugdo para o telmisartan da dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ em HCI 0,1 N pH
1,2 representados na Figura 5.10 apresentam valores de dissolug&o inferiores a 85% ao fim de
15 minutos para ambos os produtos (teste e referéncia). Analogamente a situacdo anterior,
recorreu-se ao calculo do fator de similaridade (f;), e pela Tabela 5.13 é possivel observar que,
tal como na dosagem de 80/25 TEL/HCTZ mg, ndo ha similaridade entre os lotes teste e o
produto de referéncia. Mais uma vez, ambos os produtos (teste e referéncia) apresentaram
dissolucdes lentas ao fim de 15 minutos. No entanto, o produto de referéncia apresentou uma
taxa de dissolu¢do maior ao fim do tempo de ensaio quando comparado com os lotes teste.

Verifica-se ainda pela Tabela 5.12, valores de RSD elevados em varios tempos de ensaio dos
lotes teste. Tal como na dosagem anterior, estes resultados ndo séo devido a uma disperséo
anormal dos resultados individuais dos comprimidos, mas sim ao facto do valor médio ser

bastante baixo.

Tabela 5.12 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 80/12,5 mg em
HCI 0,1 NpH 1,2

Lotes
50219 50220 50221 502430

Tempo Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 [ 0,00 0,00

5 593 | 1069 | 734 |[2109| 756 | 2889 17,29 | 868

10 10,74 | 10,20 | 11,17 | 9,83 | 11,40 | 2239 | 36,22 | 6,36
15 1473 | 701 | 1496 | 1351 | 1460 | 21,32 [ 51,03 | 6,04
20 18,08 | 929 | 1827 | 11,93 | 17,60 | 2094 | 6156 | 542
30 2428 | 836 | 2461 | 1251 | 22,81 | 2064 | 76,32 | 6,72
45 3146 | 7,83 | 31,74 | 921 | 28,76 | 1952 | 89,35 | 5,53
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% DISSOLVIDA

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
TEMPO (MINUTOS)
—4—50219 TEL+HCTZ 80+12,5mg —f— 50220 TEL+HCTZ 80+12,5mg
50221 TEL+HCTZ 80+12,5mg =>=502430 Micardis Plus 80+12,5mg

Figura 5.10 - Perfil de dissoluc&o do telmisartan em HCI 0,1 N pH 1,2 para as formulagdes teste e
para o produto referéncia (Dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ)

Tabela 5.13 - Similaridade entre os perfis de dissolu¢céo dos diferentes lotes do medicamente teste
e do produto de referéncia para a dosagem 80/12,5 mg em HCI pH 1,2

Dosagem G025 mg [ Similaridade
50219 19,40 Né&o
50220 19,56 Né&o
50221 18,91 Né&o

5.2.1.3 Formulagdo 40/12,5 TEL/HCTZ

Os perfis de dissolugdo para o telmisartan da dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ em HCI 0,1 N pH
1,2 estao representados na Figura 5.11. Pela Tabela 5.14, é possivel ver que todos os lotes
avaliados apresentam valores de dissolucdo inferiores a 85% ao fim de 15 minutos. Assim,
analogamente as formulacdes anteriores, recorreu-se ao célculo do fator de similaridade (f;) e
pela Tabela 5.15 é possivel ver que, tal como nas outras duas dosagens, os lotes do produto
teste nao sao semelhantes ao medicamento de referéncia. Quanto aos valores de RSD dos lotes
teste, alguns pontos apresentam valores superiores a 10% pela mesma razao anteriormente
mencionada. Analogamente as duas dosagens anteriores, ambos os produtos (teste e
referéncia) apresentaram dissolucdes lentas ao fim de 15 minutos, sendo que o produto de
referéncia apresentou uma taxa de dissolugdo maior ao fim do tempo de ensaio quando

comparado com os lotes teste.
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Tabela 5.14 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 40/12,5 mg em
HCI 0,1 NpH 1,2

Lotes
50216 50217 50218 544200
Tempo Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 7,52 7,01 8,23 15,69 8,05 8,54 34,21 18,85
10 12,65 8,00 14,22 11,85 14,07 9,51 51,69 13,61
15 17,47 7,67 19,33 11,16 18,95 10,83 66,74 10,87
20 21,40 12,69 24,20 10,12 23,59 11,52 78,02 9,13
30 28,94 11,52 32,47 9,66 31,34 9,05 90,63 5,27
45 38,89 7,84 42,64 10,73 41,17 9,11 93,98 1,48
100 .

% DISSOLVIDA

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
TEMPO (MINUTOS)
——50216 TEL+HCTZ 40+12,5mg —8— 150217 TEL+HCTZ 40+12,5mg
50218 TEL+HCTZ 40+12,5mg == 1544200 Micardis Plus 40+12,5mg

Figura 5.11 - Perfil de dissolugéo do telmisartan em HCI pH 1,2 na dosagem 40/12,5 TEL/HCTZ para as
formulacgdes teste e para o produto de referéncia (Dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ)

Tabela 5.15 - Similaridade entre os perfis de dissolucé@o dos diferentes lotes do medicamente teste
e do produto de referéncia para a dosagem 40/12,5 mg em HCI pH 1,2

DosagTeET /&484122).5 mg f2 Similaridade
50216 15,01 Nao
50217 16.14 N&o
50218 1581 N&o
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5.2.2 Meio de Dissolucdo: tampdo acetato (pH 4,5)

5.2.2.1 Formulagdo 80/25 mg TEL/HCTZ

Os perfis de dissolucéo para o telmisartan da dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ em tampé&o acetato
pH 4,5 estdo representados na Figura 5.12. Como se pode ver pela Tabela 5.16, ambos os
produtos (teste e referéncia) apresentam valores de dissolucdo inferiores a 85% ao fim de 15
minutos bem com uma dissolucao incompleta ao fim do tempo de ensaio. Neste meio mantém-
se a ndo similaridade dos produtos como pode ser verificado através dos resultados
apresentados na Tabela 5.17. No entanto, é observada uma inversdo de comportamento entre a
gquantidade dissolvida nos lotes do produto teste e no produto de referéncia. Contrariamente ao

que acontece em pH 1,2, aqui, a percentagem dissolvida dos lotes teste é superior a
percentagem dissolvida do medicamento de referéncia.

Tabela 5.16 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 80/25 mg em
tampéo acetato pH 4,5

Lotes
40245 50209 50210 208030
Tempo Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 [ 0,00 0,00
5 36,19 | 750 | 36,95 | 580 | 40,89 | 10,00 | 32,39 [ 13,00
10 60,27 | 8,60 | 6460 | 6,60 | 6627 | 6,70 [ 3496 | 540
15 6887 | 570 | 6958 | 7,00 | 7218 | 6,00 [ 3832 | 7,30
20 6648 | 850 | 7161 | 3,10 | 71,67 | 520 | 4013 | 6,40
30 6528 | 450 | 6852 | 250 | 70,14 | 49 [ 3766 | 7,90
45 6513 | 6,30 | 6653 | 7,70 | 67,67 | 480 [ 3736 | 6,20
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Figura 5.12 - Perfil de dissolucé&o do telmisartan em tampéao acetato pH 4,5 para as formulagdes
teste e para o produto referéncia (Dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ)

Tabela 5.17 - Similaridade entre os perfis de dissolu¢céo dos diferentes lotes do medicamente teste
e do produto de referéncia para a dosagem 80/25 mg em tampé&o acetato pH 4,5

DosaTgEe[r;H(gCT)/Z2)5 mg £, Similaridade
40245 29,90 Nao
50209 27,71 Nao
50210 26,61 Nao

5.2.2.2 Formulagdo 80/12,5 TEL/HCTZ

Os perfis de dissolucdo para o telmisartan da dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ em tampéo
acetato pH 4,5 estao representados na Figura 5.13 e pela Tabela 5.18 é possivel ver que ambos
os produtos (teste e referéncia) apresentam valores de dissolucéo inferiores a 85% ao fim de 15
minutos. Desta forma, e tal como na formulac@o anterior, recorreu-se ao calculo do fator de
similaridade (f;) e pela Tabela 5.19 é possivel ver que, tal como na dosagem anterior, os lotes
do produto teste ndo sao semelhantes ao medicamento de referéncia.

Mais uma vez, ambos os produtos (teste e referéncia) apresentaram uma dissoluc¢édo incompleta

ao fim do tempo de ensaio.

64



Tabela 5.18 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 80/12,5 em
tampéao acetato pH 4,5

Lotes
50219 50220 50221 502430
Tempo Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 33,73 7,36 36,32 8,82 36,92 7,45 28,88 5,52
10 57,74 6,25 59,51 6,50 60,41 6,31 30,85 6,67
15 66,80 4,62 66,71 6,04 69,75 3,94 31,08 6,03
20 65,6 3,59 66,83 5,36 67,19 7,13 30,68 9,19
30 64,55 5,07 64,91 4,21 68,85 3,22 28,90 6,96
45 64,68 4,10 63,96 5,62 65,84 2,39 29,90 12,04
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Figura 5.13 - Perfil de dissolu¢ao do telmisartan em tampéo acetato pH 4,5 para as formulacfes
teste e para o produto referéncia (Dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ)

Tabela 5.19 - Similaridade entre os perfis de dissolucdo dos diferentes lotes do medicamente teste
e do produto de referéncia para a dosagem 80/12,5 mg em tampao acetato pH 4,5

Dosagen @1Z5mg [, Similaridade
50219 25,50 N&o
50220 25,16 N&o
50221 23,87 N&o
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5.2.2.3 Formulagdo 40/12,5 TEL/HCTZ

Os perfis de dissolugdo para o telmisartan da dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ em tamp&o
acetato pH 4,5 representados na Figura 5.14 apresentam valores de dissolu¢éo inferiores a 85%
ao fim de 15 minutos para ambos os produtos (teste e referéncia), como pode ser verificado pela
Tabela 5.20. Através do calculo do fator de similaridade (f.) e pela Tabela 5.21 é possivel ver
que, contrariamente as dosagens anteriores, os lotes do produto teste sdo semelhantes ao
medicamento de referéncia. Esta semelhanca é justificada devido ao aumento de percentagem
dissolvida de telmisartan por parte da formulacdo do produto de referéncia uma vez que o
medicamento teste manteve o0 mesmo comportamento que as dosagens anteriores. O aumento
da percentagem dissolvida observado no medicamento de referéncia pode ser justificado pela
menor massa total do comprimido, que vai originar uma menor saturacdo do meio, aumentando

0 seu poder de dissolucéo.

Tabela 5.20 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 40/12,5 mg em
tampéo acetato pH 4,5

Lotes
50216 50217 50218 544200
Tempo Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 000 | 000 | 000 [ 000 | 000 [ 000 | 000 | 0,00
5 42,07 | 756 | 4369 | 423 | 4434 | 869 | 4541 | 16,65
10 6519 | 348 | 6459 | 2,70 | 6380 | 322 | 5346 | 571
15 6767 | 412 | 6548 | 340 | 6458 | 265 | 5505 | 286
20 66,12 | 261 | 6398 [ 250 | 6519 | 355 | 5497 | 340
30 6549 | 448 | 6369 [ 2,00 | 6348 | 2,06 | 5533 | 445
45 6305 [ 271 | 6295 | 522 | 6250 | 169 | 5599 | 3,97
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Figura 5.14 - Perfil de dissolucéo do telmisartan em tampéao acetato pH 4,5 para as formulagcdes
teste e para o produto referéncia (Dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ)

Tabela 5.21 - Similaridade entre os perfis de dissolu¢céo dos diferentes lotes do medicamente teste
e do produto de referéncia para a dosagem 40/12,5 mg em tampé&o acetato pH 4,5

Dosa%eEr:ﬁg/TlZZ),S mg £ Similaridade
50216 50,16 Sim
50217 53,35 Sim
50218 53,92 S

5.2.3 Meio de Dissolucao: tampao fosfato (pH 6,8)

5.2.3.1 Formulagdo 80/25 TEL/HCTZ

Os perfis de dissolucéo dos lotes do produto teste e do produto de referéncia para o telmisartan
da dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ em tampéao fosfato pH 6,8 estéo representados na Figura 5.15.
Pela Tabela 5.22, é possivel perceber que os lotes do produto teste apresentam valores de
dissolug&o superiores a 85% ao fim de 15 minutos. No entanto, estes resultados ndo isentam o
célculo do fator de similaridade f. uma vez que o mesmo nédo € verificado para o produto de
referéncia.

Assim, recorreu-se ao célculo do fator de similaridade (f;). Os valores obtidos e apresentados na
Tabela 5.23 foram 78,00, 53,44 e 73,03 para os lotes 40245, 50209 e 50210 respetivamente, 0
que indica que os produtos sao semelhantes em tampéo fosfato pH 6,8 uma vez que o valor de

f, se encontra no intervalo entre 50-100.
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Tabela 5.22 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 80/25 em
tampéo fosfato pH 6,8

Lotes
40245 50209 50210 208030

Tempo Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 44,41 6,00 45,06 7,50 45,53 8,60 44,01 5,00
10 75,37 3,40 75,78 5,30 75,07 5,80 75,18 5,20
15 86,34 6,00 89,15 3,40 86,06 6,70 80,94 6,40
20 83,17 9,00 90,00 2,20 86,56 6,80 81,46 5,10
30 78,62 9,40 90,89 5,50 76,82 17,10 77,76 4,00
45 71,33 14,40 90,07 6,20 82,51 15,00 79,25 4,20

100

% DISSOLVIDA

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
TEMPO (MINUTOS)
—4— 40245 TEL+HCTZ 80+25mg —f— 50209 TEL+HCTZ 80+25mg
50210 TEL+HCTZ 80+25mg ==>¢=208030 Micardis Plus 80+25mg

Figura 5.15 - Perfil de dissolucéo do telmisartan em tampéo fosfato pH 6,8 para as formulac8es
teste e para o produto referéncia (Dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ)

Tabela 5.23 - Similaridade entre os perfis de dissolucéo dos diferentes lotes do medicamente teste
e do produto de referéncia para a dosagem 80/25 mg em tampéo fosfato pH 6,8

Posagen @025 mg T, Similaridade
40245 78,00 Sim
50209 53,44 Sim
50210 73,03 Sim
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5.2.3.2 Formulagdo 80/12,5 mg TEL/HCTZ

Os perfis de dissolucéo dos lotes do produto teste e do produto de referéncia para o telmisartan
da dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ em tampdo fosfato pH 6,8 estdo representados na Figura
5.16. Pela Tabela 5.24, é possivel ver que os lotes teste 50219 e 50220 e o lote do produto de
referéncia, apresentam valores de dissolucdo superiores a 85% ao fim de 15 minutos. Deste
modo, os dois lotes teste enunciados sdo considerados semelhantes ao produto de referéncia
sem serem necessarios mais célculos. Contudo, o lote 50221 apresentou uma percentagem
dissolvida inferior a 85% ao fim de 15 minutos sendo necessario recorrer ao calculo do fator de
similaridade, f,. O valor obtido foi 60,32% tendo-se verificado também a semelhanca entre este

lote e o produto de referéncia, uma vez que 60,32% se encontra no intervalo entre 50 e 100.

Tabela 5.24 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 80/12,5 mg em
tampéo fosfato pH 6,8

Lotes
5019 50220 50221 502430

Tempo Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD | Média RSD
(minutos) | ©o6) | @) [ @ | o | @ [ @ | @& [ ®
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 41,49 4,80 45,08 7,60 44,32 8,84 51,17 9,73
10 72,86 4,54 76,60 5,31 73,39 4,99 81,32 5,95
15 88,84 2,87 88,13 2,46 82,89 5,26 88,32 3,30
20 91,07 1,85 87,96 5,37 83,06 4,82 88,25 3,44
30 90,37 3,99 89,39 1,84 83,33 5,17 88,02 3,98
45 86,33 5,23 88,75 2,59 80,28 9,55 84,81 6,69
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Figura 5.16 - Perfil de dissolugao do telmisartan em tampéo fosfato pH 6,8 para as formulagdes
teste e para o produto referéncia (Dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ)

5.2.3.3 Formulagdo 40/12,5 TEL/HCTZ

Os perfis de dissolucéo dos lotes do produto teste e do produto de referéncia para o telmisartan
da dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ em tampdo fosfato pH 6,8 estéo representados Figura 5.17.
Pela Tabela 5.25, é possivel ver que ambos os produtos (teste e referéncia), apresentam valores
de dissolucao superiores a 85% ao fim de 15 minutos. Assim, os lotes teste sdo considerados

semelhantes ao produto de referéncia sem serem necessarios mais célculos.

Tabela 5.25 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 40/12,5 mg em
tampéao fosfato pH 6,8

Lotes
50216 50217 50218 544200
Tempo Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 000 | 000 | 000 [ 000 | 000 [ 000 | 000 | 0,00
5 5152 | 9,70 | 49,79 | 880 | 4868 | 1069 | 5546 | 16,48
10 84,34 | 459 | 79,79 | 351 | 77,92 | 7,02 | 8127 | 583
15 87,79 | 326 | 8696 | 252 | 8553 | 405 | 8606 | 1,71
20 89,19 | 1,78 | 87,05 | 265 | 8753 | 223 | 87,49 | 447
30 89,35 | 133 | 8585 | 1,99 | 8640 | 2,71 | 87,30 | 2,78
45 88,20 | 198 | 8701 | 248 | 8863 | 249 | 8558 | 3,42
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Figura 5.17 - Perfil de dissolugao do telmisartan em tampdo fosfato pH 6,8 para as formulagdes
teste e para o produto referéncia (Dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ)

5.2.4 Meio de Dissolucdo: tampao fosfato (pH 7,5)

5.2.4.1 Formulagdo 80/25 mg TEL/HCTZ

Os perfis de dissolucéo dos lotes do produto teste e do produto de referéncia para o telmisartan
da dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ em tampé&o fosfato pH 7,5 (meio ideal de dissolucdo para o
TEL) estéo representados Figura 5.18. Pela Tabela 5.26, é possivel ver que ambos os produtos
(teste e referéncia), apresentam valores de dissolu¢éo superiores a 85% ao fim de 15 minutos.
Deste modo, os lotes teste sdo considerados semelhantes ao produto de referéncia sem serem

necessarios mais calculos.

Tabela 5.26 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 80/25 mg em
tampéo fosfato pH 7,5

Lotes
40245 50209 50210 208030

Tempo Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 000 | o000 | 000 [ 000 | 000 [ 000 | 000 | 0,00

5 53,75 | 20,20 | 50,54 | 11,80 | 4512 | 830 | 5254 | 6,20
10 82,03 | 930 | 8189 | 620 | 79,33 | 860 | 8487 | 4,00
15 91,77 | 370 | 9249 | 460 | 8822 | 470 | 9268 | 2,00
20 9332 | 320 | 9421 | 130 | 9344 | 440 | 9463 | 2,50
30 91,70 | 6,10 | 94,82 | 340 | 9264 | 240 | 9556 | 1,70
45 9505 | 260 | 96,24 | 2,10 | 94,84 | 2,10 | 9416 | 1,90
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Figura 5.18 - Perfil de dissolugao do telmisartan em tampdo fosfato pH 7,5 para as formulagdes
teste e para o produto referéncia (Dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ)

5.2.4.2 Formulagdo 80/12,5 mg TEL/HCTZ

Os perfis de dissolucéo dos lotes do produto teste e do produto de referéncia para o telmisartan
da dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ em tampao fosfato pH 7,5 (meio ideal de dissolucdo para o
TEL) estéo representados Figura 5.19. Pela Tabela 5.27 e analogamente a formulacdo anterior,
€ possivel ver que todos os lotes apresentaram valores de dissolucao superiores a 85% ao fim
de 15 minutos. Assim, os lotes teste sdo considerados semelhantes ao produto de referéncia

sem serem necessarios mais calculos.

Tabela 5.27 - Valores médios de percentagem dissolvida de telmisartan na dosagem 80/12,5 em
tampéo fosfato pH 7,5

Lotes
5019 50220 50221 502430

Tempo Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD | Média | RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 000 | 000 | 000 [ 000 | 000 [ 000 | 000 | 0,00

5 44,73 | 6,20 | 46,27 | 6,70 | 4810 | 840 | 51,67 | 834

10 7411 | 320 | 76,88 | 540 | 7859 | 750 | 81,89 | 435
15 89,85 | 1,00 [ 90,20 | 1,90 | 9059 | 2,90 [ 9132 | 1,86
20 9222 | 260 | 9313 | 0,80 | 91,80 | 1,00 [ 9204 | 2,20
30 9223 | 1,00 | 9318 | 0,80 | 9292 | 060 [ 9158 | 2,55
45 9268 | 1,30 | 9387 | 090 | 9266 | 1,70 | 9126 | 2,12

72



100

90 cr
70
60
50
40

% DISSOLVIDA

30
20
10

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
TEMPO (MINUTOS)

50219 TEL+HCTZ 80+12,5mg === 50220 TEL+HCTZ 80+12,5mg
50221 TEL+HCTZ 80+12,5mg 502430 Micardis Plus 80+12,5mg

Figura 5.19 - Perfil de dissolu¢ao do telmisartan em tampdo fosfato pH 7,5 para as formulagdes
teste e para o produto referéncia (Dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ)

5.2.4.3 Formulagdo 40/12,5 mg TEL/HCTZ

Os perfis de dissolugéo dos lotes do produto teste e do produto de referéncia para o telmisartan
da dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ em tampéo fosfato pH 7,5 (meio ideal de dissolucdo para o
TEL) estdo representados na Figura 5.20. A semelhanca das restantes dosagens também aqui
todos os lotes apresentaram valores de dissolucdo superiores a 85% ao fim de 15 minutos
(Tabela 5.28). Assim, os lotes teste sdo considerados semelhantes ao produto de referéncia sem

serem necessarios mais calculos.

Tabela 5.28 - Valores médios de percentagem dissolvida do telmisartan na dosagem 40/12,5 em
tampédo fosfato pH 7,5

Lotes
50216 50217 50218 544200
Tempo Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(minutos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 56,12 10,06 54,41 6,97 58,03 9,31 60,87 14,06
10 87,15 4,48 87,68 4,32 88,47 3,94 87,25 4,79
15 93,72 1,27 94,82 1,06 93,10 2,22 91,17 3,41
20 93,79 1,74 95,98 0,97 92,36 1,47 90,45 3,80
30 94,47 1,62 94,75 0,80 93,23 1,32 89,95 2,88
45 94,19 1,82 96,35 0,59 92,92 1,72 89,68 3,71

73



100

80
70
60
50
40
30
20
10

% DISSOLVIDA

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
TEMPO (MINUTOS)

—&— 50216 TEL+HCTZ 40+12,5mg —— 50217 TEL+HCTZ 40+12,5mg
50218 TEL+HCTZ 40+12,5mg == 544200 Micardis Plus 40+12,5mg

Figura 5.20 - Perfil de dissoluc&o do telmisartan em tampé&o fosfato pH 7,5 para as formulac@es
teste e para o produto referéncia (Dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ)

Avaliando de forma global os gréficos referentes aos perfis de dissolugdo dos 3 lotes teste de
cada dosagem e em cada meio, observa-se que, na generalidade, em cada condi¢do, os 3 lotes
apresentam um comportamento idéntico indicando consisténcia e homogeneidade entre os lotes.
Avaliando ainda de uma forma geral os resultados obtidos e uma vez que em alguns casos foram
observadas diferencas nas taxas de dissolucdo entre os lotes teste e o medicamento de
referéncia torna-se importante perceber quais as causas que podem ter levado as diferencas
observadas.

Segundo a literatura, ha vérios fatores que podem levar a estas diferencas, nomeadamente: a
origem do API, o processo de fabrico utilizado, o formato do comprimido, o tipo de excipientes
utilizados, entre outros [85].

Como anteriormente referido no capitulo 3.6, o telmisartan € pouco solUvel e altamente
permeével pelo que pertence a classe Il do sistema BCS. Estudos realizados por véarios autores,
reportam que o telmisartan puro sera sollvel ndo s6 em meios fortemente basicos mas também

em meios fortemente acidos sendo praticamente insolivel em pH’s intermédios (3-9) [86,87,61].

Devido a baixa solubilidade da molécula em condi¢des intermédias, foi necessario, durante o
desenvolvimento da formulacado, utilizar estratégias de forma a aumentar a solubilidade da
molécula. Assim, o aumento da solubilidade na formulagéo teste foi tentado recorrendo ao uso
dos agentes alcalinos NaOH e meglumina com o objetivo de se formar um sal sollvel em toda a
gama do pH [88].

Além disso, foi ainda utilizado lauril sulfato de s6dio como coadjuvante, para melhorar a

solubilidade do farmaco.

Comecando por analisar os dados referentes ao meio de dissolu¢édo HCI 0,1 N pH 1,2, é possivel

perceber que o medicamento de referéncia apresentou uma percentagem dissolvida superior ao
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medicamento teste ao fim do tempo de ensaio. Devido as caracteristicas quimicas da molécula
e como observado na formulacdo de referéncia, é esperado que o telmisartan apresente
elevadas taxas de dissolucéo neste meio, devido a alta solubilidade da molécula em pH 1,2 [88].
Contudo, nos lotes teste para o mesmo meio de dissolucdo, a percentagem dissolvida de
substancia ativa é bastante inferior & observada no medicamento de referéncia, o que sugere

que a causa destas diferencas possam ser as diferen¢as na formulacgéo.

Na formulagdo teste, para além dos excipientes comuns a formulagdo do medicamento
referéncia, foi utilizado lauril sulfato de s6dio com o objetivo de aumentar a solubilidade do
telmisartan em todos os pH’s avaliados sendo provavelmente esta a causa da diferenca dos
resultados obtidos. Ap6s uma investigacdo efetuada pode-se concluir que, em pH 1,2, o lauril
sulfato de sédio reage com o telmisartan levando a formag&o de um precipitado insoltvel, o que

resulta numa diminuicdo da taxa de libertacéo do farmaco.

No meio de dissolu¢do tampéo acetato pH 4,5, a dissolucdo limitada do telmisartan no
medicamento de referéncia é justificada pela solubilidade limitada da molécula neste pH [89]. No
que diz respeito aos lotes do medicamento teste, o mesmo ndo se verifica, sendo as
percentagens de substancia ativa dissolvidas superiores a 60% devido a utilizacdo de lauril
sulfato de sddio na formulacdo teste, que é responséavel pelo aumento da solubilidade do
telmisartan neste meio. Além disso, segundo Lichanda, Luo, Wang, Pei e Zhang, um outro fator
que pode justificar as diferencas observadas nas taxas de dissolugcdo de medicamentos que
contenham a(s) mesma(s) substancia(s) ativa(s) € o uso de desagregantes (sendo que esta
categoria de excipientes apenas foi utilizada na formulagdo teste), que pode afetar a taxa de

desagregacdo do farmaco e consequentemente a sua taxa de dissolucdo [90].

Também Pandya e Chaudhari, huma tentativa de otimizar uma formulagdo que continha
telmisartan, mostraram que os excipientes vdo ter uma funcéo fulcral na solubilidade da
molécula, sustentando mais uma vez a ideia que a causa das diferencas observadas entre o
medicamento teste e o medicamento de referéncia pode estar intimamente ligada aos

excipientes usados em cada uma delas [91].

No caso do meio de dissolucdo tampao fosfato pH 6,8, todos os lotes estudados (teste e
referéncia) apresentaram taxas de dissolucdo semelhantes. Apesar de, como foi dito
anteriormente, o telmisartan puro apresentar uma baixa solubilidade neste meio, através da
reacdo do telmisartan com a meglumina em meio fortemente alcalino devido a presenca de
hidroxido de sédio, foi possivel inverter este comportamento do telmisartan e conseguir um
aumento da sua solubilidade devido a sua transformagdo num sal sollvel nesta gama de pH, tal
como é sustentado pelo estudo realizado por Tran e Lee onde os autores demonstraram que
quando incorporados na formulacéo, estes agentes (meglumina e NaOH), permitem melhorar

significativamente a taxa de dissolugdo da molécula em pH 6,8 [87].

Por fim, no tampao fosfato pH 7,5, meio descrito como 6timo para a dissolucédo da molécula pela
monografia da USP, é possivel ver que todos os lotes avaliados apresentam uma percentagem

dissolvida superior a 85% ap6s 15 minutos demonstrando um comportamento semelhante de
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ambos os produtos. No estudo realizado por Pandya e Chaudhari ja anteriormente mencionado,
0s autores também recorreram ao uso de meglumina e hidroxido de sodio de forma a melhorar
a taxa de dissolucao do telmisartan em pH 7,5, o que sustenta a ideia de que estes componentes

melhoram significativamente a taxa de dissolucéo do telmisartan neste meio [91].

Em suma, verifica-se que existe um perfil de dissolucao in vitro diferente entre o medicamento
teste e o medicamento de referéncia nos pH’s 1,2 e 4,5, e que tal diferenca pode ser funcdo do
uso de lauril sulfato de sddio na formulagéo teste. Esta diferenca de dissolucéo do farmaco nos
referidos pH’s pode representar um fator limitante na velocidade de absorcdo do farmaco in vivo,
influenciando de forma significativa a biodisponibilidade do telmisartan no produto teste tornando-

0 nao bioequivalente ao produto de referéncia.
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6. CONCLUSOES

Concluindo, face aos resultados obtidos na validacdo do método analitico, verificou-se que:

e O método é especifico, uma vez que ndo existem quaisquer picos interferentes no tempo
de retenc¢édo do telmisartan;

e A linearidade foi verificada entre as concentra¢des 8,91 pg/ml e 53,49 pg/ml, ou seja,
dos 20% aos 120% da concentragdo de trabalho;

e Em termos de repetibilidade do equipamento, a metodologia encontra-se validada uma
vez que o RSD foi inferior 2%;

e Na avaliagéo da repetibilidade do método, o RSD foi inferior a 3%, cumprindo o critério
de aceitacéo definido;

e Em termos de precisao intermédia a metodologia encontra-se validada uma vez que ao
variar o equipamento, o dia e o analista, o desvio padréo relativo para cada analista foi
inferior a 2% e para inter-analistas inferior a 3%;

e Para a avaliacdo da exatiddo do método, recorreu-se a realizagdo dos ensaios de
recuperacao para diferentes niveis de concentragdo. Uma vez que a percentagem de
recuperacao para cada nivel de concentrag¢éo se encontra dentro dos limites 95%-105%,
a metodologia encontra-se validada também para este parametro;

e No ensaio de estabilidade, verifica-se que ambas as solu¢Bes (amostra e padrdo) sdo
estaveis quer a temperatura ambiente quer quando armazenadas no frigorifico uma vez
que, apés 72h, apresentam diferencas inferiores a 3% do valor inicial, cumprindo o
critério de aceitacédo definido.

Ap6s o cumprimento de todos os requisitos de cada etapa da validagdo, o método considera-se

validado.

Relativamente aos estudos de dissolugdo in vitro, ja foi visto no capitulo 3.3 que para farmacos
com uma baixa solubilidade aquosa pertencentes a classe Il do sistema BCS, a dissolucao € o
passo determinante da absor¢do do mesmo no trato gastrointestinal, e consequentemente este
fenémeno ir4 exercer um forte efeito na biodisponibilidade do farmaco. Isso sugere que as
diferencas observadas nas taxas de dissolugdo da formulacao teste em relagéo a formulagdo de
referéncia em pH 1,2 e pH 4,5 podem levar a que sejam observadas diferencas na

biodisponibilidade do produto teste em relacao ao produto referéncia em estudos in vivo.

Sendo o principal objetivo de um estudo de bioequivaléncia demonstrar a intercambialidade dos
produtos através da comparacdo da velocidade de absorcdol®@ e sabendo que o perfil de
dissolucdo é um parametro indicativo do comportamento in vivo, os dados obtidos no presente
trabalho sugerem que o produto teste podera ser bioequivalente ao produto de referéncia
Micardis Plus®, pelo que a realizacdo do estudo in vivo ndo é aconselhada com a atual
formulacdo. No entanto, apesar do comportamento do farmaco in vitro ndo ser sempre

semelhante ao medicamento de referéncia, os dois produtos até poderdao ser considerados
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bioequivalentes no estudo in vivo, uma vez que existem alguns fatores, como a alimentacéo e a
presenca de enzimas, que podem influenciar o comportamento dos produtos no corpo humano
e a velocidade com que o farmaco sera absorvido, podendo fazer com que dois produtos néo

semelhantes in vitro sejam na realidade semelhantes in vivo [86].

Assim, podem ser adotadas duas estratégias no futuro:

e Fazer alteracdes na formulacao em estudo com o intuito de obter um comportamento in
vitro semelhante ao produto de referéncia em todos os meios de dissolugéo de forma a
maximizar as hipéteses de sucesso no estudo de bioequivaléncia;

e Efetuar um estudo piloto in vivo com o lote 40245 (uma vez que € o que apresenta valores
de f; mais proximos de 100 em todos os meios estudados) num ndmero reduzido
pessoas para avaliar se o desempenho in vivo do farmaco é semelhante ao do

medicamento de referéncia apesar das diferengas observadas in vitro.
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