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Resumo

RESUMO

OLMESARTANA MEDOXOMILA: VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA,
AVALIACAO BIOFARMACEUTICA E ANALISE POLIMORFICA

O pré-farmaco olmesartana medoxomila (OLM) é um anti-hipertensivo representante
da classe dos blogueadores seletivos dos receptores da angiotensina Il (BRA). No
Brasil, encontra-se disponivel sob a forma de comprimidos revestidos (Benicar®). Foi
aprovado pelo FDA em 2002. Nao existe monografia disponivel para este farmaco
em nenhum cédigo oficial. Desse modo, este trabalho objetivou o desenvolvimento
de métodos analiticos para quantificacdo da OLM na substancia quimica de
referéncia (SQR) e forma farmacéutica, estabelecer a cinética de dissolucao in vitro
para os comprimidos revestidos deste farmaco e por fim investigar a presenca de
diferentes estruturas polimorficas da SQR deste anti-hipertensivo. A determinacéo
da faixa de fuséo, a espectrofotometria na regiao do infravermelho (IV), assim como
a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e *3C permitiram a
identificacdo da SQR. Os métodos por espectrofotometria na regido do ultravioleta
(UV), cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECC) foram
utilizados para analise qualitativa do farmaco no produto acabado. A determinacao
guantitativa foi realizada através do desenvolvimento e validacdo de método
indicativo da estabilidade por CLAE e MECC, avaliando-se os parametros descritos
pelas guias de validagdo como: especificidade, robustez, linearidade, limites de
deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatiddo. Determinou-se ainda, a
intercambialidade dos mesmos, através de analise estatistica por ANOVA (p = 0,05),
e comprovou-se que ambos podem ser utilizados para andlise qualitativa e
quantitativa da OLM em matéria-prima e produto acabado. O teste de dissolucédo foi
desenvolvido e validado de acordo com o guia proposto pelo USP Forum, utilizando
como meio de dissolugdo 900 ml de uma solucéo a 0,5% (p/V) de lauril sulfato de
sédio pH 6,8, a 37 = 0,5 °C, pas a 50 rpm e quantificacdo por CLAE e
espectrofotometria na regido do UV. A analise do teor de OLM dissolvida, realizada
por ambos os méetodos, ndo apresentou diferenca estatistica (p > 0,05). Os perfis de

dissolugéo do Benicar®, medicamento referéncia, e do Olmetec®, outra formulacéo
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disponivel no mercado, foram considerados semelhantes, apds aplicacdo do método
modelo-independente (f; e f,) e eficiéncia de dissolucdo. Avaliou-se, também, a
cinética de dissolugdo de ambas as formulacdes através da aplicagdo de métodos
modelo-dependentes. Os perfis de dissolugdo do Benicar® e Ometec® foram
descritos pelos modelos propostos por Hixson-Crowell e de ordem zero,
respectivamente. Os valores calculados para tso, € tgow, Obtidos através da
aplicacdo da equacao de ordem zero, foram semelhantes aos valores experimentais
encontrados no perfil de dissolugdo de ambos os produtos. As técnicas de
espectrofotometria por reflexdo difusa no IV com transformada de Fourier (ATR-
FTIR), difragéo de raios-X de p6 (XRPD), calorimetria exploratoria diferencial (DSC),
termogravimetria (TGA) e microscopia eletronica de varredura (MEV) permitiram a
identificagdo de uma forma amorfa e outra polimoérfica da SQR da OLM, diferentes
daquela descrita na literatura. Logo, de acordo com os resultados obtidos, todos os
meétodos propostos podem ser utilizados para no controle de qualidade da OLM em

SQR e produto acabado.

Palavras-chave: Olmesartana medoxomila, cromatografia a liquido de alta
eficiéncia, cromatografia capilar eletrocinética micelar, cinética de dissolucéo,

polimorfismo.
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Abstract

ABSTRACT

OLMESARTAN MEDOXOMIL: VALIDATION OF ANALYTICAL METHODOLOGY,
BIOPHARMACEUTICAL EVALUATION, AND POLYMORPHIC ANALYSIS

The prodrug olmesartan medoxomil (OLM) is a selective angiotensin Il receptor
blocker (ARB). In Brazil, it is available as coated tablets (Benicar®). It was approved
by FDA in 2002. There is no monograph available for this drug in any official code.
According to this, the main purpose of this study was to develop a quality control
analytical methodology for OLM in bulk material and dosage form, to establish in vitro
dissolution kinetic for OLM coated tablets, and to investigate the crystalline behavior
of OLM bulk material. The investigation of melting range and application of
techniques such as infrared spectrophotometry (IR), as well as the *H and *3C
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy were used to identify OLM.
Ultraviolet (UV) spectrophotometry, thin-layer chromatography (TLC), high-
performance liquid chromatography (LC) and micellar electrokinetic chromatography
(MEKC) were used for qualitative analysis of the drug in coated tablets. The
guantitative determination was carried out through the development and validation of
a stability-indicating LC and MEKC methods, evaluating the parameters described in
the guidelines such as: specificity, robustness, linearity, detection and quantitation
limits, precision, and accuracy. The results were compared statistically by ANOVA (p
= 0.05), and no difference was found between them for both bulk material and coated
tablets. A dissolution test was developed and validated according to the guideline
proposed by the USP Forum, using 900 ml of dissolution medium containing 0.5% of
sodium lauryl sulfate (w/V) pH 6.8, at 37 + 0.5 °C, paddle at 50 rpm, and quantitation
by LC and UV spectrophotometry. The resulting dissolution profiles did not show
statistical difference (p > 0.05) between methods. The dissolution profiles of
Benicar®, reference formulation, and Olmetec®, another commercial formulation
available, were considered similar, using model independent (f1, f,, and dissolution
efficiency) methods. The dissolution kinetic of both formulations, using model
dependent approaches, revealed that Benicar® followed the Hixson-Crowell model,
while Olmetec® the zero-order model. The calculated values of tsoy and tsoy, Obtained
from zero-order equation, were similar of experimental values found in the dissolution

profile for both products. The attenuated total reflectance Fourier transformed
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infrared (ATR-FTIR) spectrophotometry, along with differential scanning calorimetry
(DSC), thermogravimetry (TG), X-ray powder diffraction (XRPD), and scanning
electron microscopy (SEM) allowed to identify one amorphous and other polymorphic
forms of OLM. According to the obtained results, all proposed methods could be

used in the quality control of OLM bulk material and coated tablets.

Keywords: Olmesartan medoxomil, high-performance liquid chromatography,

micellar electrokinetic chromatography, dissolution kinetic, polymorphism.
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1. INTRODUCAO







Introducao

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é considerada o principal fator de risco
para problemas cardiacos, doencas renais, derrames e esta fortemente associada
com o aumento da mortalidade em todo o mundo (MUNTWYLLER e FOLLATH,
2001). Relatorios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revelam que os
disturbios cardiovasculares sdo considerados responsaveis por 27% dos Obitos
ocorridos no mundo (IV CONSELHO BRASILEIRO DE HIPERTENSAO ARTERIAL,
2004).

Mais de um quarto da populacdo mundial adulta é hipertensa, com uma
grande tendéncia em aumentar para 29% até 2025, podendo alcancar 1,56 bilhdes
de adultos (KEARNEY et al., 2005). No Brasil, essas doencas atingem cerca de 10 a
15% da populacéo, onde os obesos (20 a 40%), diabéticos (30 a 60%), negros (30 a
50%) e idosos (30 a 50%) constituem os principais grupos de risco. Na década de
80, as doencas cardiovasculares foram as maiores causas de mortalidade em nosso

pais, ultrapassando outros tipos doencas (EYE, 2005).

A utilizacdo de blogueadores seletivos dos receptores da angiotensina I,
horménio efetor do sistema renina-angiotensina (SRA), tem mostrado eficacia no
tratamento da hipertenséo e na reducéo da progressao de nefropatias causadas por
diabetes. Em 1989, pesquisadores do laboratério Sankyo descobriram uma potente
substancia de longa acdo bloqueadora do SRA, que somente em 1991 foi
denominada de olmesartan medoxomil, sendo posteriormente adicionado a
Denominagdo Comum Brasileira (DCB) sob o nome de olmesartana medoxomila
(BROUSIL e BURKE, 2003; KOIKE et al., 2003, BRASIL, 2006).

A olmesartana medoxomila (CS-866; OLM), aprovada pelo FDA (Food and
Drugs Administration) em abril de 2002 (NORWOOD et al., 2002), é um potente
antagonista dos receptores da angiotensina Il do subtipo 1 (AT;). E considerada a
mais nova representante da classe dos anti-hipertensivos blogueadores seletivos do
SRA. Este pro-farmaco (Figura 1.1) possui um radical éster, que € rapidamente
hidrolisado ap6s administracdo oral por esterases endodgenas, liberando o acido
ativo, olmesartana (RNH-6270; OL) (NUSSBERGER e KOIKE, 2004).
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+ H.C-C-C-CH;

Olmesartana medoxomila (C5-866) Olmesartana (RNH-6270)
Pré-farmaco Metabdlito ativo

Figura 1.1 - Hidrolise da olmesartana medoxomila (Fonte: Adaptado de MA et al., 2005).

Devido ao fato de tratar-se de um medicamento novo, de recente inclusao no
comércio e, portanto, sem monografia descrita pelos compéndios oficiais, a OLM foi
escolhida para o desenvolvimento deste trabalho. No inicio deste estudo havia
disponivel na literatura apenas metodologia analitica para determinacdo da OLM
isolada (KOBAYASHI et al., 2000; NAKAMURA et al., 2005; MA et al., 2005; VAIDYA
et al., 2007; LUI et al., 2007), em associacdo com a hidroclorotiazida (SAGIRLI et al.,
2007) e com a hidroclorotiazida e irbesartana (NAJMA et al., 2008), em fluidos

biolégicos.

Posteriormente, foram publicados trabalhos referentes a determinacdo da
OLM em produto acabado por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (RANE et al.,
2009; MURAKAMI et al., 2008), espectrofotometria na regidao do ultravioleta
(CELEBIER e ALTINOZ, 2007a) e eletroforese capilar (CELEBIER e ALTINOZ, 2009),
e em associacdo com anlodipino (MEHULKUMAR et al., 2009) por espectrofotometria
na regido do ultravioleta. Encontram-se, também, disponiveis estudos referentes ao
teste de dissolucéo deste farmaco em associacdo com a hidroclorotiazida (SAGIRLI
et al., 2007), sem a devida validagdo do mesmo, assim como o ensaio de estabilidade
térmica acelerada dos comprimidos revestidos, seguida do isolamento e identificacéo
de seus produtos de degradacdo (MURAKAMI et al., 2008).

Os meétodos desenvolvidos e apresentados no presente trabalho visam,

principalmente, colaborar com o controle de qualidade da OLM.




2. OBJETIVOS







Objetivos

O objetivo geral deste estudo consiste em desenvolver metodologia analitica
para o controle de qualidade da OLM em comprimidos e substancia quimica de
referéncia (SQR), estabelecer a cinética de dissolugdo in vitro para 0s seus
comprimidos revestidos e, por fim, investigar a possibilidade da presenca de
polimorfos na SQR. Desse modo, para melhor visualizacdo dos resultados obtidos, o
presente trabalho encontra-se dividido em quatro capitulos, cujos objetivos

especificos séo:

. Caracterizar a SQR da OLM através do emprego de espectrofotometria na
regido do ultravioleta (UV) e infravermelho (IV), espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e **C, cromatografia em camada
delgada (CCD) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Para os
comprimidos revestidos, realizar sua identificacdo através da aplicacdo da
CCD, espectrofotometria na regido do UV e IV, cromatografia a liquido de alta

eficiéncia (CLAE) e cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECC);

. Desenvolver e validar métodos para quantificacdo da OLM em comprimidos
revestidos por CLAE e MECC e verificar a intercambialidade dos mesmos,

através de andlise estatistica;

. Desenvolver e validar ensaio de dissolugéo in vitro para os comprimidos
revestidos, utilizando as caracteristicas fisico-quimicas da OLM, por
espectrofotometria na regido do UV e CLAE. Testar o método em duas
diferentes formulacoes (Benicar® e Olmetec®), utilizando o método modelo
independente (f; e f,) e eficiéncia de dissolucdo (%ED), para caracterizar seus
perfis de dissolugdo. Determinar, ainda, a cinética de dissolu¢do através da
aplicacdo de métodos modelo dependentes, assim como o tempo de meia-
vida de dissolucdo (tsos) € tempo necessario para liberacdo de uma

guantidade de farmaco = 80% da dose (tgou);

. Investigar o comportamento cristalino da OLM SQR através da aplicagdo de

técnicas como espectrofotometria por reflexdo difusa no IV com transformada




Objetivos

de Fourier (ATR-FTIR), DSC, termogravimetria (TGA), microscopia eletronica
de varredura (MEV) e difratometria de raio-X de p6 (XRPD).
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3.1. ASPECTOS GERAIS

3.1.1. Hipertenséao arterial sistémica (HAS)

A pressao sanguinea € o resultado da multiplicacdo do débito cardiaco pela
resisténcia vascular periférica. O diametro dos vasos afeta acentuadamente o fluxo
sanguineo. Quando ha uma diminuicdo do diametro, a resisténcia e a pressao
aumentam; no entanto quando ha um aumento de calibre do vaso, ocorre uma
diminuicdo da resisténcia vascular e, conseqientemente, a pressao baixa. Portanto,
a hipertensdo é o resultado de um complexo desequilibrio nos sistemas
responsaveis pela manutencdo ndo sé do fluxo e volume sanguineos satisfatorio,
bem como do ténus muscular (MAHAN e ESCOTT-ESTUMP, 2002).

A HAS é uma doenca ndo-transmissivel multifatorial, na qual diferentes
mecanismos estdo implicitos, levando ao aumento do débito cardiaco e da
resisténcia vascular periférica (KUSCHNIR e MENDONCA, 2007). Esta enfermidade
compromete orgaos nobres do organismo sendo, portanto, considerada um grande
problema de salude publica e o mais importante fator de risco para as doencgas
cardiovasculares, como a doenca vascular de extremidades e as insuficiéncias
cardiaca e renal cronicas (CASTRO; MONCAU e MARCOPITO, 2007).

3.1.2. Fatores de risco

Os fatores que contribuem para o desenvolvimento da HAS podem ser
geneéticos e ambientais como: a obesidade (principalmente a central), consumo
excessivo de alcool, fumo, sal e estresse (LESSA et al., 2006). Além disso, a baixa
estatura e peso ao nascer, sedentarismo, diabetes mellitus, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, baixo consumo de potassio e calcio, historico familiar e baixo
nivel sécio-econdmico também sdo considerados fatores de risco (LESSA et al.,
2006; NEDER e BORGES, 2006; ZELLER et al., 2007).
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3.1.3 Tratamento

O objetivo do tratamento da HAS, em pacientes hipertensos, € reduzi-la e
manté-la em niveis inferiores a 140/90 mmHg (SHILS et al.,, 2003; PERROTTI et
al., 2007). Desse modo, o controle da mesma ocorre normalmente através da forma

medicamentosa e ndo medicamentosa, sendo comum a associa¢cdo de ambas.

O tratamento ndo medicamentoso, que inclui as alteragdes do estilo de vida
como abandono do tabagismo, controle do peso, reducdo do consumo de bebidas
alcodlicas, exercicio fisico e reducao da ingestéao de sal, tem sido recomendado para
o controle da presséo arterial e outras doencas cronicas (GRAVINA; GRESPAN e
BORGES, 2007). Alguns autores, entretanto, questionam a eficicia das intervencdes
educativas na mudanca do estilo de vida e, muitas vezes, preferem que o tratamento
do paciente portador de HAS seja conduzido através da administracdo de

medicamentos anti-hipertensivos.

Para Perrotti e colaboradores (2007), o tratamento farmacolégico deve ser
iniciado com doses baixas seguido de um aumento gradual da mesma, conforme a
resposta a terapéutica. Normalmente, os farmacos mais utilizados no controle da
HAS sdo os diuréticos, blogueadores dos canais de célcio (BCC), bloqueadores
adrenérgicos, inibidores da enzima conversora de angiotensina | (IECA) e
bloqueadores dos receptores AT; da angiotensina Il (BRA) (MAHAN e ESCOTT-
STUMP, 2002; BRAUNWALD, 1998).

Os diuréticos estdo relacionados com a diminuicdo do volume extracelular,
com isso ha uma reducgéo na resisténcia vascular periférica; os BCC proporcionam a
reducdo da resisténcia vascular periférica através da diminuicdo da concentracéo de
calcio nas células musculares lisas vasculares; os a-bloqueadores apresentam efeito
hipotensor discreto, portanto devem ser associados a outros anti-hipertensivos, pois
podem induzir o surgimento de tolerancia medicamentosa; os IECA inibem o SRA
diminuindo as complicacdes cardiovasculares em pacientes de alto risco; e
finalmente os BRA, classe a qual pertence a OLM, atuam através do bloqueio
especifico dos receptores da AT; da angiotensina Il (V Diretrizes Brasileiras de

Hipertenséo Arterial, 2006).
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A combinacdo de farmacos é frequentemente utilizada, ja que a monoterapia
inicial é eficaz em apenas 40 a 50% dos casos (IV Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo Arterial, 2002). As associa¢cfes mais comuns sdo entre os diuréticos
com outras classes de farmacos anti-hipertensivos e entre os BCC com f3-

blogueadores, IECA ou BRA (V Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, 2006).

3.1.4 Bloqueadores dos receptores AT; da angiotensina |l (BRA)

No ano de 1970, desenvolveram-se peptideos analogos a angiotensina Il, que
foram os primeiros bloqueadores dos receptores AT; deste hormoénio (BRA). Estes
primeiros compostos, como a salarazina, eram considerados potentes antagonistas,
mas nao tiveram aceitacdo clinica, por serem ativos apenas por via intravenosa e

apresentarem atividade antagonista parcial (CARVALHO et al., 2005).

Em 1982 foi descrita pela primeira vez uma série de derivados imidazdlicos,
nao peptidicos, com comprovadas propriedades antagonistas sobre a angiotensina
II. Contudo, resultados terapéuticos negativos iniciais com uma destas moléculas
interrompeu seu processo de desenvolvimento. No entanto, estes vieram a ser a
base do futuro desenvolvimento da losartana, o primeiro prototipo bifeniltetrazélico,
nao peptidico, disponivel por via oral, capaz de inibir eficaz e seletivamente os
receptores da angiotensina Il. Sua descoberta levou ao desenvolvimento de outros
compostos desta nova classe, denominada de BRA, dos quais ja foram introduzidos
no mercado a propria losartana, a irbesartana, a candesartana cilexetila, a

tasosartana, a valsartana, a eprosartana e a telmisartana (SILVA, 1999).

Os BRA (Figura 3.1), no geral possuem biodisponibilidade oral baixa (< 50%),
exceto o irbesartan (70%) e ligacdo as proteinas plasmaticas alta (> 90%). Grande
parte destes farmacos é metabolizado pelo figado e, por isso, deve-se ter cautela
em pacientes com alteracdo da func@o hepatica, especialmente para telmisartana.
Na insuficiéncia renal cronica de leve a moderada, ndo ha razdo para ajustes de
dose, entretanto, na insuficiéncia renal terminal, esses agentes devem ser utilizados
com cuidado. Fatores como idade, etnia e sexo também parecem néo interferir na
eficacia desses medicamentos (CARVALHO et al., 2005).
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Figura 3.1 - Estrutura quimica dos farmacos da classe dos bloqueadores dos receptores AT; da

angiotensina Il (Fonte: KOIKE et al., 2003).
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Estes anti-hipertensivos sdo 10.000 vezes mais seletivos aos receptores AT;
gue aos AT,, com a seguinte ordem de afinidade: candesartana > irbesartana >
telmisartana = valsartana = EXP 3174 (metabdlito ativo da losartana) > losartana. Os
BRA inibem de maneira potente e seletiva a maioria dos efeitos da angiotensina I,
entre eles: contracdo do musculo liso vascular; resposta pressora rapida e lenta;
sede; liberacdo de vasopressina; secrecdo de aldosterona; liberacdo de
catecolaminas adrenais; aumento da neurotransmissado noradrenérgica; aumento do
tbnus simpatico; mudangas na funcgdo renal; hiperplasia e hipertrofia celular. Outro
fator importante é o significativo aumento na atividade da renina, angiotensina | e II,
observadas apés o bloqueio do receptor AT;. Admite-se que, durante o bloqueio, a
angiotensina Il estimule os receptores AT,, contrabalancando os efeitos do AT;
(CARVALHO et al., 2005).

Durante os ultimos seis anos, a classe dos BRA apresentou consideravel
expansao. A OLM, aprovada pelo FDA (Food and Drugs Administration) em abril de
2002 (NORWOOD et al., 2002), € a mais nova integrante desse grupo. Seu efeito
antagonista € considerado equipotente a candesartana e irbesartana, porém mais

potente se comparado a losartana e valsartana (KOIKE et al., 2003).

3.1.4.1 Mecanismo de agéo

A angiotensina Il, principal hormonio efetor do SRA, realiza importante papel
na regulacdo do sistema cardiovascular influenciando o tbnus muscular, o volume de
liguidos e seu balanco eletrolitico. Sua formacé&o ocorre através de uma cascata que
comeca com a producdo de angiotensinogénio, uma ay-globulina sintetizada pelo
figado. Este é clivado nos rins por uma enzima renal, a renina, a um decapeptideo
inativo, a angiotensina |, a qual é ativada enzimaticamente a angiotensina II,
principal horménio efetor do SRA. A angiotensina Il apresenta dois subtipos de
receptores denominados de AT; e AT, (Figura 3.2). No entanto, a maioria das
atividades fisiolégicas, que contribuem para o desenvolvimento da hipertenséo,
como vasoconstricdo, secrecdo de aldosterona, ativagcado simpatica e reabsorcéo de
sédio séo atribuidas ao subtipo AT; (NUSSBERGER e KOIKE, 2004).

15



Reviséo Bibliografica
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Figura 3.2 — Sistema renina-angiotensina adaptado de BROUSIL e BURKE, 2003. IECA: enzima
conversora da angiotensina |, AT,: angiotensina I; AT,: angiotensina Il.

Sendo assim, a OLM e os demais farmacos desta classe blogueiam de modo
seletivo os receptores AT; da angiotensina Il da musculatura vascular lisa,
impedindo seu efeito vasoconstritor reduzindo, desse modo, a pressao arterial
(NUSSBERGER e KOIKE, 2004).

3.1.4.2 Descrigao

> Nome quimico: (5-metil-2-oxo-1,3-dioxolen-4-il)metil-4-(1-hidréxi-1-metiletil)
2-propil-1-{[2"-(1H-tetrazol-5-il)-1,1-bifenil-4-iljmetil}-1H-imidazol-5-carboxilato;
Sigla: CS-866, OLM;

Formula molecular: CygH3oNeOs;

Peso molecular: 558,59;

Descricédo: po ou cristal branco a levemente amarelado;

YV V. V VYV V

Solubilidade: insolivel em agua e pouco soliuvel em metanol; alta
solubilidade em solucdes éacidas e alcalinas fracas, baixa solubilidade em
solugdes com pH entre 4,0 e 6,0;

> pKa: 4,3;
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pH: 7,8 em solucdo aquosa a 20°C;

Ponto de fuséo: 177,6 °C;

Formas de apresentagc&o: comprimidos revestidos;

Dosagens: 2,5; 5; 10; 20; 40 e 80 mg;

Nomes comerciais: Benicar® (Sankyo Pharma), Olmetec® (Pfizer), Openvas®
(Pfizer);

> Associagfes: encontra-se em associacdo com a hidroclorotiazida e com o

YV V. .V V V

anlodipino, com os nomes comerciais de BenicarHCT® (20 mg/12,5 mg, 40
mg/12,5 mg e 40 mg/25 mg) e BenicarAnlo® (20 mg/5 mg, 40 mg/5 mg e 40

mg/10 mg), ambos produzidos pelo laboratério SankyoPharma.
3.1.4.3 Caracteristicas quimicas

A OLM (Figura 3.3) pertence a classe dos derivados imidazolicos, também
denominada de BRA, sendo caracterizada pela presenca dos grupamentos
tetrazolbifenila, propila, hidroxialquila e éster, nas posi¢ées 1, 2, 4 e 5 do radical
imidazolil, respectivamente. Estudos sobre a atividade estrutural destes compostos
mostram que o substituinte bifenila, na posicéo 1, e o grupo alquila linear, na posicao
2, apresentam forte afinidade a por¢éo hidrofébica dos receptores da angiotensina .
O substituinte tetrazolil, do grupamento bifenila, assim como a hidroxila e carboxila
do anel imidazolil, conferem adicionais propriedades antagonistas a esta molécula
(SONG e WHITE, 2001; MIURA et al., 2006).

Figura 3.3 - Estrutura quimica da olmesartana medoxomila.
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Esta molécula é caracterizada como base fraca e apresenta apenas um valor
de pKa (4,3). Sua estrutura quimica possui seis atomos de nitrogénio, no entanto
apenas um apresenta caracteristica basica. Os nitrogénios 1 e 3 do anel imidazodlico
e 3, 4 e 5 do anel tetrazdlico sdo neutros, em virtude de seus pares de elétrons
contribuirem para ressonancia destes anéis. Sendo assim, é provavel que o
nitrogénio 1 do anel tetrazodlico seja o responsavel pela basicidade da molécula
(KOIKE et al., 2003).

3.1.4.4 Caracteristicas farmacocinéticas

A baixa biodisponibilidade da OL resultou na esterificacdo da carboxila de sua
molécula, transformando-a no pro-farmaco OLM. ApoOs administracdo oral, é
rapidamente absorvida pelo trato gastrintestinal e convertida durante a absorcao, por
esterases presentes na parede do intestino, no sangue e no figado, a sua forma
ativa, OL, a qual é subsequentemente excretada de forma inalterada pelas fezes
(acima de 89%) e urina (10-16%). Sua biodisponibilidade oral é de 29% e a taxa de
ligacéo as proteinas plasmaticas é de 99%. Atinge concentragdo maxima em 2 horas
e meia-vida de eliminagdo entre 10 a 15 horas (LAEIS et al., 2001, BRUNNER,
2002; BROUSIL e BURKE, 2003).

Este anti-hipertensivo apresenta pouca afinidade pelo citocromo P450, motivo
pelo qual possui baixa interagdo com farmacos metabolizados pelas enzimas
hepéticas. Sua farmacocinética ndo € alterada pela administracdo concomitante de
digoxina, varfarina, anti-acidos (hidréxidos de aluminio e magnésio) ou alimentos
(NORWOOD et al., 2002; BROUSIL e BURKE, 2003).

3.1.4.5 Indicac0Oes e eficacia

A OLM ¢ indicada para o tratamento da HAS, nefropatia diabéticas, poés-
infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral, tanto na
forma isolada, quanto associada a hidroclorotiazida e anlodipina (NORWOOD et al.,
2002; WEHLING, 2004; NUSSBERGER e KOIKE, 2004).
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A dose usual recomendada é de 20 mg ao dia, no entanto, se a resposta for
inadequada, esta pode ser aumentada para 40 mg, sendo que acima desta
concentragcdo ndo foram observados aumentos significativos na reducéo da presséo
sangiinea (NORWOOD et al.,, 2002). No Brasil, encontra-se indisponivel para

comercializacdo dosagem de 80 mg deste farmaco.

Em pacientes com insuficiéncia renal severa ou insuficiéncia hepéatica
moderada, recomenda-se que o inicio do tratamento seja conduzido através de
doses reduzidas com subsequente aumento para, no maximo, 20 mg diarias. Ndo €
necessario ajustar a dose para pacientes com doenca hepéatica leve ou insuficiéncia
renal moderada (BROUSIL e BURKE, 2003).

Este anti-hipertensivo apresenta rapido inicio de acdo, com significativa
reducdo da presséo sanguinea apos 3 semanas do inicio do tratamento e excelente
perfil de seguranca, podendo ser tolerado pelo organismo por pelo menos 2 anos
(SONG e WHITE, 2001; BRUNNER, 2004).

Estudos realizados em modelos animais comprovaram a eficacia deste
farmaco contra a aterosclerose, disturbios hepéticos e nefropatias causadas pela
diabete mellitus (NAKAMURA et al., 2005).

De acordo com Norwood e colaboradores (2002) a OLM é considerada mais
eficaz que o atenolol, captopril, losartana, valsartana e irbesartana na reducéo da
pressdo arterial sistélica e diastolica. A administragdo combinada deste farmaco,
tanto com a hidroclorotiazida, quanto com o anlodipino revelou efeito hipotensor
mais satisfatério que seu uso isolado (KOIKE et al., 2003; GOMES et al., 2008).

3.1.4.6 Efeitos adversos

Os efeitos colaterais mais frequentes sao dores de cabeca, infec¢des do trato
respiratorio, edema facial e 0 mais comum deles, a tontura. Este farmaco é contra-
indicado no primeiro trimestre da gravidez, uma vez que pode causar danos ao feto
(SONG e WHITE, 2001; NORWOOD et al., 2002).
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4.1 INTRODUCAO

A pureza das substancias de referéncia € de fundamental importancia para a
validacdo de métodos analiticos. De acordo com o FDA, existem duas categorias de
substancias de referéncia: compendiais e néo-compendiais. As substancias de
referéncia compendiais sdo aquelas adquiridas comercialmente de fontes como a
USP (United States Pharmacopoeia) e ndo necessitam de caracterizagcdo posterior.
As substancias de referéncia ndo-compendiais sdo aquelas com elevado teor de
pureza, entretanto necessitam ser cuidadosamente caracterizadas (SWARTZ e
KRULL, 1998).

No controle de qualidade de formas farmacéuticas é necessaria a realizacao
de testes de identificacdo do farmaco, além de sua quantificagdo. Estes testes séo
realizados através de meétodos instrumentais (espectrofotometria na regido do UV e
IV, DSC, CLAE, EC) e n&o instrumentais, como a CCD.

Considerando que a OLM nao possui monografia farmacopéica, este estudo
teve por objetivo realizar a caracterizagdo da SQR deste farmaco através da
determinacao da faixa de fuséo, por meio da aplicacdo do método do capilar e DSC,
e andlise dos espectros de absorcdo nas regibes do UV, IV e RMN de 'H e **C.
Realizou-se também a identificacdo da OLM em comprimidos revestidos mediante a

aplicacao da CCD, espectrofotometria na regiao do UV, CLAE e MECC.

4.2 CARACTERIZACAO DA OLM

Utilizou-se como SQR a matéria-prima da OLM, com teor declarado de
99,30%, identificada pelo lote n° 144689-63-4, adquirido da Sequoia Research
Products (Inglaterra). Durante o periodo de estudo foram utilizados comprimidos
revestidos da OLM 20 mg, sob o nome comercial de Benicar® (Sankyo), lotes: 07032
e 00083/validades: 01/2009 e 03/2012.
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4.2.1 Ponto de fusao

A andlise do ponto de fusdo é considerada uma técnica indicativa da pureza
dos compostos, pois varias substancias apresentam ponto/faixa de fuséo
caracteristicos e a presenca de qualquer impureza altera seu resultado. A
simplicidade, rapidez e baixo custo do equipamento sdo algumas das vantagens da

aplicacao desta técnica (GIL et al., 2005).

A determinacédo do ponto de fusdo da OLM, através da aplicacdo do método
do capilar, foi realizada em equipamento Mettler Toledo, FP 90. A amostra foi
compactada em tubo capilar com diametro de 1 mm e 6 cm de comprimento.
Aproximadamente 5 mm do capilar foram preenchidos com a amostra. O
equipamento foi previamente calibrado com acido benzdico, cujo ponto de fusdo é
122,4 °C. Entre 170 °C e 180 °C o incremento da temperatura foi de 1 °C por minuto.

O ensaio foi realizado em triplicata.

Na literatura (KOIKE et al., 2003) o ponto de fuséo relatado é 177,6 °C. O
valor experimental encontrado foi 181,0 °C (DPR = 0,18%), proximo a faixa de fuséo

indicada no certificado de analise fornecido pelo laboratério produtor (175 — 180 °C).

4.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC — differential scanning calorimetry)
€ 0 método de analise térmica que determina as diferengas entre os fluxos de calor
da amostra contra uma célula de referéncia, as quais estdo sujeitas a um programa
de temperatura controlada. E um método calorimétrico, no qual sdo medidas
diferencas de energia (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

Esta técnica é, frequentemente, preferida devido a capacidade de fornecer
informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de uma
substancia. A DSC fornece a temperatura de fusdo com a exatiddo que métodos
classicos, ocasionalmente, ndo permitem, além de fornecer a entalpia de fuséo,

indicar a pureza de uma amostra, determinando se esta sofreu alguma degradacéao,
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decomposicdo ou conversdo polimorfica durante o processo de fusdo (CLAS et al.,
1999).

Considerando que muitos compostos podem cristalizar em mais de uma
forma cristalina, a DSC é uma ferramenta util para identificacdo dessas espécies, em
algumas situacdes, pelo simples estudo do ponto de fus&o. Por outro lado, em
muitos casos, esta técnica ndo € capaz de diferenciar polimorfos do ruido de
repetidas medidas, indicando que a auséncia de diferenca no ponto de fusdo néo
indica necessariamente a auséncia de efeitos polimorficos. Nos estudos de
polimorfismo a DSC tem sido utilizada como método de apoio na identificacdo e

caracterizacao destas formas cristalinas (CRAIG, 2006).

Para realizar o ensaio, transferiu-se, individualmente, cerca de 1 a 2 mg da
OLM para o porta-amostra de aluminio com capacidade de 4 ul, o qual foi selado e
colocado no forno do calorimetro exploratério de varredura. A velocidade de
aquecimento aplicada foi de 10 °C/min, dentro de uma faixa de 25 a 300 °C,

empregando o N, como gas de arraste, a uma vazao de 50 ml/min.

As andlises foram realizadas em calorimetro exploratério diferencial por fluxo
de calor, Shimadzu DSC-60, dotado de controlador de fluxo para gas de purga (N)
FC-60-A, integrador TA-60WS e software de controle e analise TA-60 verséao 2.0, o
gual foi previamente calibrado com zinco e indio, adotando como referéncia o porta-

amostra vazio.

A Figura 4.1 representa a curva de aquecimento obtida por DSC para OLM
SQR.

DsC
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Figura 4.1 - Curva de aquecimento obtida por calorimetria exploratéria diferencial para olmesartana
medoxomila substancia quimica de referéncia em atmosfera de nitrogénio e velocidade de
aquecimento de 10 °C/min.
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Observou-se na curva de DSC da OLM, representada pela Figura 4.1, apenas
um evento exotérmico, com temperaturas de 182,8 °C (onset), 184,7 °C (peak) e
187,9 °C (endset), correspondente a fusdo do farmaco. O calor de fusdo envolvido
na reacgdo foi de -187,5 J/g, ou seja, seriam necessarios 187,5 J para fundir 1 g da

amostra.

A temperatura de fusdo obtida esta proxima do resultado encontrado por
Koike et al. (2003) (180,90 °C) e com o ponto de fusédo determinado pelo método do
capilar. Foi observado um evento de degradacdo do farmaco no termograma, na
faixa de fusdo entre 220,0-280,0 °C. Sendo assim, a DSC pode ser considerada
uma ferramenta adequada para determinar a pureza da OLM, uma vez que 0s
resultados obtidos por esta técnica se equivalem aos encontrados pelo método do

capilar.

4.2.3 Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)

A espectrofotometria na regido do UV aplica-se a identificagdo e quantificacéo
de farmacos, apesar de apresentar algumas limitacdes, pois depende da existéncia
de grupamentos cromoforos na estrutura do composto a ser analisado, o que
compromete, também, sua especificidade. Entretanto, apresenta-se como método
alternativo de doseamento na auséncia de equipamentos mais sofisticados, como o

cromatoégrafo a liquido de alta eficiéncia (SKOOG et al., 2002).

Os maximos de absorcdo na regido do UV foram determinados atraves da
diluicdo da OLM SQR em metanol e acetonitrila, na concentragédo de 20 pg/ml. Os
espectros foram tracados em espectrofotbmetro UV/VIS Shimadzu UV-1601 PC.
Foram obtidos, também, espectros de absor¢cdo molecular do farmaco na regiao de
200-400 nm, em meio acido (HCI 0,01M; HCI 0,1M e HCI 1M) e alcalino (NaOH
0,01M; NaOH 0,1M e NaOH 1M). O efeito de diferentes diluentes, tanto no
deslocamento, quanto na intensidade da absorcao, foi avaliado individualmente para

cada solucéo.

A Figura 4.2 representa 0 espectro de absor¢do na regido do UV da OLM

SQR em metanol e acetonitrila. Observou-se que a OLM apresentou dois maximos
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de absorgédo em metanol (202 nm e 255 nm) e um em acetonitrila (257 nm), os quais
podem ser atribuidos as transacdes eletronicas dos cromoéforos dos anéis tetrazol e
bifenil de sua estrutura. Sendo assim, ambos 0s solventes podem ser utilizados para

analise qualitativa deste farmaco.

2,000

0,000 L L .
200,0 3000 4000
Wavelength (nm.)

Figura 4.2 - Espectros na regido do ultravioleta da olmesartana medoxomila substéncia quimica de
referéncia diluidos em metanol (A) e acetonitrila (B), na concentracdo de 20 pg/ml.

A determinagdo da presenga da OLM nos comprimidos revestidos foi
realizada utilizando acetonitrila como diluente. Os espectros de absor¢céo na regiao
do UV da SQR e dos comprimidos revestidos da OLM, na concentragao de 20 pg/mi,

encontram-se representados pela Figura 4.3

2,000
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2000 300,0 400,0
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Figura 4.3 - Espectros na regido do ultravioleta da olmesartana medoxomila substéncia quimica de
referéncia (A) e dos comprimidos revestidos (B), diluidos em acetonitrila, na concentragdo de 20

pa/mi.

De acordo com a analise espectral, pode-se inferir que a identificagcdo da OLM
presente nos comprimidos revestidos foi positiva, uma vez que seu espectro foi
semelhante ao da OLM SQR.
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Os espectros da OLM SQR em NaOH 0,01M, 0,1M e 1M apresentaram efeito
hipercrémico e deslocamento hipsocrémico do seu maximo de absor¢cdo em 257 nm,
guando comparada com a solugdo preparada em acetonitrila. Essas alteragoes
espectrais ocorreram, provavelmente em virtude da instabilidade do farmaco em

meio alcalino, ou seja, houve o rompimento da ligagéo ester da OLM.

A Figura 4.4 representa o espectro de absor¢do na regidao do UV da OLM
SQR em acetonitrila e em NaOH 0,01M, 0,1M e 1 M.

2500 , , , ,

b 1,250

0,000
2000

3000 400.0
Wavelength [nm.)

Figura 4.4 - Espectros na regido do ultravioleta da olmesartana medoxomila substéncia quimica de
referéncia diluidos em acetonitrila (A), NaOH 0,01M (B), NaOH 0,1M (C) e NaOH 1M (D), na
concentracdo de 20 pg/ml.

O espectro da OLM SQR em HCI 0,01M apresentou acentuado efeito
hipocrémico, com perda das caracteristicas do seu perfil espectral em relacdo a
solugéo do farmaco preparada em acetonitrila. Em HCI 0,1M o espectro do farmaco
demonstrou pronunciado deslocamento hipsocrémico de seu maximo de absorcdo
em 257 nm. Houve, também, um discreto efeito hipercromico da OLM em HCI 1M.
Tais alteragbes espectrais ocorreram, provavelmente em virtude da instabilidade do
farmaco em meio acido, associado, também, a baixa solubilidade do mesmo no

acido mais diluido.

A Figura 4.5 representa o espectro de absorcdo na regido do UV da OLM
SQR em acetonitrila e em HCI 0,01M, 0,1M e 1 M.
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Figura 4.5 - Espectros na regido do ultravioleta da olmesartana medoxomila substéancia quimica de
referéncia diluidos em acetonitrila (A), HCI 0,01M (B), HCI 0,1M (C) e HCI 1M (D), na concentragao de
20 pg/ml.

4.2.4 Espectrofotometria naregido do infravermelho (V)

A radiagdo no infravermelho (IV) corresponde a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regifes visivel e microondas. Embora o espectro
nesta regiao seja caracteristico da molécula como um todo, certos grupos de atomos
ddo origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia,
independentemente da estrutura da molécula. E justamente a presenca destas
bandas caracteristicas de grupos funcionais que permite, através de um simples
exame do espectro e consulta de tabelas, a identificacdo de estruturas
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

A partir da andlise detalhada das bandas de absorcdo e da comparagdo com
a SQR, é possivel obter dados importantes para identificacdo da substancia
desejada. Esta técnica permite detectar a presenca de impurezas nas amostras,
desde que estejam presentes em quantidades significativas. A espectrofotometria na
regido do IV raramente € utilizada para analise quantitativa em funcdo da
complexidade do espectro obtido e da dificuldade de preparacdo da amostra para
fins quantitativos (WATSON, 2005).

A caracterizacdo da OLM SQR por espectrofotometria por ATR-FTIR foi
realizada atraves da leitura direta do p6 da OLM SQR pelo equipamento. As analises
foram realizadas em espectrofotometro FTIR, marca Shimadzu, modelo 8001.
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Na auséncia de um espectro de IV da OLM para fins de comparacado, a
atribuicdo das bandas foi efetuada considerando a regido de absorcéo, o formato e a
intensidade das mesmas. A Figura 4.6 representa o espectro de IV da OLM SQR e 0

Quadro 4.1 as atribuigbes das principais bandas de absorgéo deste farmaco.
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Figura 4.6 - Espectro na regido do infravermelho da olmesartana medoxomila substancia quimica de
referéncia.

Quadro 4.1 - Frequéncias de absor¢cdo das principais bandas no espectro de
infravermelho da olmesartana medoxomila.

Banda | Freqiiéncia (cm™) Atribuicéo
1 3285 Deformacéo axial de O — H de grupamentos hidroxila
5 2956 Deformacédo axial de C — H de metila
2929 Deformacéo axial de C — H de metileno
4 1830 Deformacéo axial de carbonila de grupamento éster
5 1704 Deformagédo axial de carbonila de grupamento éster ciclico
6 1473 Deformacé&o angular de C — H de metila
7 1388 Deformacgé&o angular de C — H de metileno
8 1224 Deformacgé&o axial C - O
9 1052 Deformacéo axial de C — O de alcool terciario
10 952 Deformacé&o angular no plano de C — H do anel tetrazélico
11 824 a 705 Deformagédo axial de C — H de anel aromatico

Fontes: NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000.
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4.2.5 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD apresenta-se como uma importante ferramenta, através da qual é
possivel identificar praticamente qualquer composto. Além disso, é de facil execucao
e compreensao, versatil e de baixo custo. Permite identificar o farmaco quando este
€ cromatografado juntamente com a substancia de referéncia, através da
comparacao dos fatores de retencdo (FR) obtidos. Outra aplicacdo da CCD diz
respeito a sua capacidade de detectar a presenca de impurezas e produtos de
degradacéao na amostra (GALAGOVSKY, 2002; WATSON, 2005).

N&o se encontra disponivel na literatura consultada uma técnica por CCD
para identificacdo da OLM. Sendo assim, foram realizados estudos preliminares com
a combinacdo de alguns solventes organicos de grau analitico como: metanol,
acetato de etila, hexano e diclorometano em diferentes combinacdes e proporc¢oes,

com o intuito de verificar o melhor sistema eluente a ser empregado na analise.

O sistema composto por diclorometano: metanol: trietilamina (8:2:0,5; v/v/v)
foi 0 mais adequado para analise qualitativa da OLM SQR e comprimidos revestidos.

A adicédo da trietilamina ao sistema foi necessaria para evitar o arraste das manchas.

O desenvolvimento cromatografico foi realizado em placas cromatograficas
plastificadas de silica-gel 60 Fzss MN (Macherey-Nagel®) com 12 cm de
comprimento, 4 cm de largura e 0,20 mm de espessura de camada adsorvente. As
solucdes da SQR e dos comprimidos da OLM, assim como da losartana potéassica
SQR (Galena®), anti-hipertensivo da mesma classe da OLM, utilizada para verificar a
seletividade do método, foram preparadas em metanol e acetonitrila, na
concentragédo de 2 mg/ml. As analises foram realizadas em triplicata. A revelagdo foi

efetuada com lampada de UV em 254 nm.

A Figura 4.7 representa o cromatograma obtido na condi¢cdo acima descrita. A
semelhanga das manchas e dos valores de FR obtidos (FRsqgr = FRcpr = 0,77)
indicam a presenca da OLM nos comprimidos. O FR obtido para a losartana
potassica SQR (FR = 0,69) comprovou a seletividade do método, mostrando a

diferenciacao entre os valores.
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Figura 4.7 - Perfil cromatografico da olmesartana medoxomila substancia quimica de referéncia (1),
olmesartana medoxomila comprimidos revestidos (2) e losartana potassica substancia quimica de
referéncia (3), diluidos em acetonitrila. Fase movel: diclorometano: metanol: trietilamina (8:2:0,5;
viviv). Deteccao: luz UV 254 nm.

4.2.6 Cromatografia a liquido da alta eficiéncia (CLAE)

Apesar de ser um método bastante empregado em analises quantitativas, a
CLAE pode ser muito atil também na identificacdo de farmacos, através da
comparacao dos tempos de retencdo da amostra e da SQR, quando analisados sob

as mesmas condicgdes.

As andlises de identificacao por CLAE foram realizadas através da aplicacéao
do método previamente validado em cromatografo a liquido Shimadzu constituido de
bomba LC-10AD, deteccdo de arranjo de diodos (DAD) SPDM-10ADVP, controlador
do sistema SLA-10ADVP, degaseificador DGU-14, injetor manual Rheodyne 7725i
com alca dosadora de 20 pl. A aquisicdo e analise dos dados foram efetuadas

através do programa CLASS-VP, versao 6.1.

As condi¢des cromatograficas definidas para identificacdo da OLM por CLAE

encontram-se descritas no Quadro 4.2.
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Quadro 4.2 - Condi¢cdes cromatograficas definidas para identificacdo da OLM por
CLAE.

Parametro Descricao

Fase movel Agua: trietilamina: acetonitrila (60:0,3:40, V/V/V), pH 6,3
ajustado com acido ortofosférico 18%

Fluxo 1,2 ml/min

Coluna Phenomenex® Cyg (250 x 4,6 mm, 4 um)

Deteccéao Detector de fotodiodos em 257 nm

Temperatura 25°C

Volume injetado 20 pl

As condicbes cromatograficas e o modo de preparo das solu¢des da OLM
SOR e dos comprimidos revestidos (Benicar® 20 mg), na concentracéo de 20 pg/ml,
encontram-se descritas no Capitulo 1l no artigo intitulado: ““Stability-indicating LC
Determination of a New Antihypertensive, Olmesartan Medoxomil in Tablets

publicado no periddico internacional Chromatographia, v. 68, p. 991-996, 2008.

Os cromatogramas e 0s espectros, obtidos com detector de arranjo de diodos
(DAD), das solucdes OLM SQR e dos comprimidos revestidos estdo representados

na Figura 4.8.
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Figura 4.8 - Cromatograma da solugcdo da substancia quimica de referéncia (a) e dos comprimidos
revestidos da olmesartana medoxomila (b), na concentragao de 20 pg/ml. Condigbes cromatograficas:
coluna Phenomenex® RPig (250 mm x 4,6 mm, 5 pym); fase moével: agua: trietilamina: acetonitrila
(60:0,3:40 v/viv) pH 6,3 ajustado com &cido orto-fosférico 18%; vazdo: 1,2 mL/ min; volume injetado:
20 pL.
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O meétodo por CLAE, por ser um método de separacdo, fornece elevada
seletividade na identificacdo de componentes de uma amostra, garantindo a
identidade de substancias desde que haja um padrdo de referéncia de identidade

conhecida.

A analise do pico principal, tanto da OLM SQR, quanto dos comprimidos
revestidos, ambos em aproximadamente em 6,8 min, representado pela Figura 4.8,
revelou um percentual de 99,99% de pureza, demonstrando ndo haver a presenca
de impurezas. P6de-se comprovar ainda, que houve uma sobreposi¢do dos perfis
dos espectros de absorcédo deste anti-hipertensivo na forma farmacéutica e SQR,

confirmando assim a identidade dos mesmos.

4.2.7 Cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECC)

A EC oferece ampla seletividade em combinacdo com alta eficiéncia de
separacao, trabalhando com pequenos volumes de amostra e tempo de analise
reduzido, sendo, portanto, uma técnica alternativa e complementar a CLAE
(RADHAKRISHNA et al., 2003). Esta técnica € menos sensivel se comparada a
CLAE, mas tem como vantagens a geracdo de uma pequena quantidade de
residuos, bem como néo requer a utilizagdo de grandes quantidades de solventes
organicos (CLARKE’S, 2004).

Entre os diferentes métodos eletroforéticos de separacdo, a MECC é
considerada a técnica de escolha para andlise de compostos neutros, uma vez que
apresenta alto poder de separacéo e, principalmente, excelente poder de resolucéo

entre compostos de estrutura quimica semelhante (ALTRIA et al., 1996).

As analises de identificacdo por MECC foram realizadas em um sistema de
eletroforese capilar HP-CE (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), equipado com
detector de arranjo de fotodiodos em série (DAD). O programa CE ChemStation (V.
A 09.01) foi utilizado para controle do sistema, aquisicéo e tratamento dos dados. As
amostras foram injetadas hidrodinamicamente a 50 mBar por 5 s. A voltagem

aplicada durante a analise foi de 30 KV, com rampa inicial de 1 KV s
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As condicbes eletroforéticas definidas para identificacdo de OLM estéo

apresentadas no Quadro 4.3.

Quadro 4.3 - CondicOes eletroforéticas definidas para identificacdo da OLM por
MECC.

Parametro Descricéo

Capilar Silica fundida 40 cm de comprimento (40 cm efetivos,

50 pum de didmetro interno)

Eletrdlito Tampéao borato 10mM: 5 mM de lauril sulfato de sodio
pH 6,5 (95:5 V/V)

Tenséao aplicada 30 kV (corrente aproximada de 6 pA)

Deteccéo Detector de fotodiodos em 257 nm

Injecao Hidrodindmica 50 mBar

Tempo de injecao 5 segundos

Pré-condicionamento 1,5 min NaOH 0,1M; 1,5 min agua; 2 min eletrolito

Temperatura de analise |[25+1°C

As condic¢fes eletroforéticas e 0 modo de preparo das solugbes da OLM SQR,
diclofenaco potassico padréo interno (DICL PI) e dos comprimidos revestidos, na
concentracdo de 50 pg/mL, encontram-se descritas no Capitulo II, no artigo
intitulado: ““Stability-indicating Comparative Methods by MEKC and LC for
Determination of Olmesartan Medoxomil' ", submetido para publicacdo no periodico

internacional Journal of AOAC International.

Os eletroferogramas e 0s espectros, obtidos com detector de arranjo de
diodos em série (DAD), das solu¢cbes OLM SQR, DICL Pl e dos comprimidos

revestidos estéo representados pela Figura 4.9.

Assim como por CLAE, a identificagdo da OLM através da MECC nos
comprimidos foi possivel pela comparagdo entre os tempos de migracdo. A
similaridade dos tempos de migracéo (2,25 minutos para OLM e 2,65 minutos para
Pl) e dos espectros, obtidos por DAD, permitiram a identificacdo da OLM nesta

forma farmacéutica.
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Figura 4.9 - Eletroferogramas das solu¢bes da olmesartana medoxomila substancia quimica de
referéncia e diclofenaco potassico padréo interno (a) e dos comprimidos revestidos da olmesartana
medoxomila e diclofenaco potassico padréo interno (b), nas concentra¢des de 50 pg/mL. Condicdes
eletroforéticas: capilar de silica fundida (40 cm efetivos, 50 um de didmetro interno); eletrélito tampéao
borato 10mM: 5 mM de lauril sulfato de sodio pH 6,5 (95:5 v/v); voltagem 30 kV; deteccao UV em 257
nm; temperatura de 25°C.

4.2.8 Ressonancia magnética nuclear (RNM)

Esta técnica é basicamente outra forma de espectroscopia de absorcéo,
assim como as espectrofotometrias de IV e UV. Sob condi¢des apropriadas, quando
submetida a um campo magnético, uma amostra pode absorver radiacdo na regido
de frequéncia regida pelas caracteristicas estruturais da amostra. A absorcédo €
funcdo de determinados ndcleos da molécula. Um espectro de RMN € um registro
grafico das frequéncias dos picos de absor¢cdo contra suas intensidades
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Os espectros de RMN 'H e ®C da OLM SQR foram realizados em
equipamento Bruker, modelo DPX400 de 100 MHz para hidrogénio e 400 MHz para
o carbono, utilizando dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-D6) como solvente. As
analises foram realizadas pelo LabRMN, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Na Tabela 4.1 constam os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da OLM
SQR e na Figura 4.10 o espectro de RMN 'H do composto. A numeracéo das
posicdes dos hidrogénios e carbonos foi estabelecida de modo a facilitar sua
identificacdo no espectro, ndo seguindo, portanto, a nomenclatura quimica do
farmaco.
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Tabela 4.1 - Dados dos espectros de RMN 'H da olmesartana medoxomila
substancia quimica de referéncia, obtidos em espectrometro BRUKER (100 MHz),

utilizando dimetilsulféxido deuterado como solvente.

Posicao Deslocamento Numero

H) quimico (ppm) Multiplicidade (H) Interpretacao
1 0,854 a 0,817 t 3 CHs3 — cadeia alifatica
29 1.453 S 6 C_:Hg - cadela_ allfgtu_:a _
ligada ao radical imidazolil
2 1,567 a 1,513 dd 2 CH> — cadeia alifatica
21 2,490 S 1 OH - cadeia alifatica
28 2058 e 2,040 s 3  CHs-radical (2-ox0-1,3-
dioxolen-4-ila)metila
3 2,600 a 2,562 t 2 CH-, — cadeia alifatica
- - - - DMSO-D6
24 5024 S 5 C_Hz— radlc_al (2-0)_(0-1,3-
dioxolen-4-ila)metila
7 5395 : o CHa—enire radica
imidazolil e difenila
8al13  6,830a7,026 24 4  CH anelbenzénico
dissubstituido
14a19 7,498 a 7,670 2m 4 CH, anel benzénico

dissubstituido

*s: simpleto; d: dupleto; t: tripleto; m: multipleto.
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Figura 4.10 — Espectro de RMN 'H da olmesartana medoxomila substancia quimica de referéncia
obtido em espectrometro BRUKER (100 MHz), utilizando dimetilsulfoxido deuterado como solvente.

Na Tabela 4.2 constam os deslocamentos quimicos dos carbonos da OLM

SOR e na Figura 4.11 o espectro de RMN **C do composto.
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Tabela 4.2 - Dados dos espectros de RMN **C da olmesartana medoxomila
substancia quimica de referéncia, obtidos em espectrometro BRUKER (400 MHz),

utilizando dimetilsulféxido deuterado como solvente.

Deslocamento

Posicao (C) quimico (ppm) Interpretacao
1 8,88 CH3 — cadeia alifatica
28 13,74 CHs; — radical (2-oxo-1,3-dioxolen-4-ila)metila
2 20,79 CH, — cadeia alifatica
3 28,42 CH, — cadeia alifatica
22 29,79 CHjs — cadeia alifatica ligada ao radical imidazolil
- DMSO-D6
7 48,27 C — entre radical imidazolil e difenila
24 54,33 CH; — radical (2-oxo-1,3-dioxolen-4-ila)metila
21 69,89 C — OH cadeia alifatica
27 116,46 C - radical (2-oxo-1,3-dioxolen-4-ila)metila
25 123,66 C —radical (2-oxo-1,3-dioxolen-4-ila)metila
8al9 125,60 a 141,23 C — radical bifenila
5e6 151,33 C — radical imidazolil
4 151,92 C - radical imidazolil ligado ao radical propila
26 155,30 C - radical (2-oxo-1,3-dioxolen-4-ila)metila
20 157,59 C — radical tetrazolil
23 160,91 C —radical carboxila
i
a
DMSO-D6

22
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Figura 4.11 — Espectro de RMN ™ C da olmesartana medoxomila substancia quimica de referéncia
obtido em espectrometro BRUKER (400 MHz), utilizando dimetilsulfoxido deuterado como solvente.
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4.3

CONCLUSOES

O ponto e a faixa de fusdo obtidos para OLM SQR, através da aplicacdo do
método do capilar e DSC, respectivamente, foram proximos aos valores
disponiveis na literatura (KOIKE et al., 2003). Por DSC, constatou-se ainda
gue o farmaco apresentou um evento de degradacdo quimica, apds sua

fusao.

As analises por CCD, espectrofotometria na regidao do UV, CLAE e MECC

permitiram a identificacdo segura da OLM nos comprimidos revestidos;

Os espectros obtidos por espectrofotometria na regido do IV e espectroscopia
de RMN de 'H e **C demonstraram que os sinais obtidos estdo de acordo
com as atribuicOes esperadas para a molécula da OLM;

Os métodos utilizados para caracterizagdo da OLM SQR mostraram-se
adequados e podem ser empregados no controle de qualidade da matéria-

prima e dos comprimidos revestidos deste farmaco.
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Capitulo 1l

5.1 INTRODUCAO

O controle de qualidade torna-se uma ferramenta imprescindivel para a
industria farmacéutica, pois a partir dele pode-se garantir um medicamento seguro e
eficaz. A confiabilidade dos resultados desta pratica € alcancada através da

validacdo dos métodos analiticos (SETHI, 1999).

No desenvolvimento de métodos analiticos deve-se levar em conta que a
escolha da técnica adequada depende néo so de fatores como natureza do farmaco,
complexidade, pureza e quantidade da amostra, como também do objetivo da

analise, ou seja, qualitativa, quantitativa ou semi-quantitativa (AVENDANO,1993).

Os métodos analiticos utilizados nas determinacdes qualitativas e
guantitativas, a partir da matéria-prima até as especialidades farmacéuticas,
incluindo todas as fases do desenvolvimento do farmaco, desde a pesquisa até o
controle de qualidade, devem ser devidamente validados (SWARTZ e KRULL,1998).
O objetivo da validacdo de um meétodo € demonstrar, atraves de estudos
laboratoriais, que o procedimento analitico € adequado para o propésito pretendido
(BRASIL, 2003, ICH, 2005; USP 32, 2009). Esse processo fornece evidéncias
documentadas que asseguram a credibilidade do método para o qual € indicado.

Diretrizes referentes a validagdo de procedimentos analiticos encontram-se
disponiveis em algumas guias (BRASIL, 2003; ICH, 2003; ICH Q2 (R1), 2005) e
farmacopéias (USP 32, 2009), as quais indicam que entre o0s principais parametros a
serem avaliados na validacdo de um método estédo: especificidade, linearidade,
limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez (SWARTZ e
KRULL, 1998).

> Especificidade: representa a capacidade do método de avaliar de forma
inequivoca a substancia em analise na presenca de componentes que podem
interferir na sua determinacéo, tais como excipientes, impurezas ou produtos

de degradacao;
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>

Linearidade: corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
proporcionais a concentragdo da substancia em estudo, dentro de uma faixa
de variacdo conhecida. Os resultados devem ser analisados por métodos
estatisticos apropriados, como, por exemplo, o calculo de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados. A curva padrdo obtida deve demonstrar
o coeficiente de correlacéo angular (slope) e linear (intercepto) da reta, sendo

estabelecida pela analise de, no minimo, cinco concentracdes diferentes;

Limites de deteccdo (LD) e quantificagcdo (LQ): o LD representa a menor
concentracdo do farmaco que o processo analitico pode diferenciar, mas nao
quantificar com precisdo sob condi¢cdes experimentais e o LQ a menor
concentragdo da substancia em analise precisamente avaliada pelo método,

com exatidao e precisdo aceitaveis;

Precisdo: corresponde ao grau de concordancia entre os resultados de
analises individuais, quando o método € aplicado diversas vezes em uma
mesma amostra homogénea, em idénticas condi¢cdes de testes. Pode ser
avaliada pelo grau de repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. A primeira é determinada através de varias analises, nas
mesmas condi¢des, em um curto intervalo de tempo. A precisédo intermediaria
expressa o efeito de variagdes intra-laboratoriais devido a eventos diferentes
como diferentes dias, analistas ou equipamentos. A reprodutibilidade refere-
se ao uso do procedimento analitico em diferentes laboratérios, como parte
de um estudo colaborativo. E expressa, normalmente, através do desvio
padrao relativo (DPR) e pode ser avaliada através de testes estatisticos como

o teste F;

Exatiddo: representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia. Pode ser expressa como 0
percentual de resposta obtido através do ensaio de uma quantidade
conhecida da substancia em exame incorporada em um meio de composi¢cao
definida. Este parametro deve ser analisado apdés o estabelecimento da

linearidade e da especificidade, podendo ser calculada como a percentagem
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de recuperacao da quantidade conhecida da substancia quimica de referéncia

adicionada a amostra;

> Robustez: corresponde a capacidade de um método nao ser afetado por uma
pequena e deliberada modificacdo em seus parametros, como por exemplo:
proporcdo e pH da fase movel, temperatura, comprimento de onda,

estabilidade da solucdo analitica, tempo de extragéo, entre outras.

A OLM néao possui monografia descrita nos codigos oficiais, por essa razao o
objetivo deste estudo foi desenvolver e validar métodos por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECC)
avaliando todos os parametros acima mencionados, a fim de garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos. A comparacdo dos métodos propostos,
através da andlise estatistica dos resultados, também foi realizada com o intuito de

verificar a intercambialidade dos mesmos.

5.2 CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia € um meétodo fisico-quimico de separacdo dos componentes
de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes compostos em duas fases,
gue estdo em contato intimo. Durante a passagem da fase moével (FM) pela fase
estacionaria (FE), os componentes da mistura séo distribuidos entre as duas, de tal
forma que cada um deles é seletivamente retido pela FE, resultando em migracdes
diferencias dos mesmos (Figura 5.1), possibilitando assim sua andlise qualitativa
e/ou quantitativa (CIOLA, 1998; NETO e NUNES, 2003).

Figura 5.1 - Representacdo do processo de separacdo de misturas por interacao diferencial de seus
componentes entre a fase movel e fase estacionaria (Fonte: NETO e NUNES, 2003).
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As técnicas cromatograficas podem ser classificadas de acordo com a FM,
FE, processos de separacao ou tipo de soluto. Em relacdo a forma fisica do sistema,
a cromatografia pode ser subdividida em cromatografia em coluna e planar.
Enquanto que a cromatografia planar se divide em cromatografia em papel, por
centrifugacdo e em camada delgada, a cromatografia em coluna pode ser
classificada em gasosa, liquida e supercritica (CIOLA, 1998; NETO e NUNES,
2003).

A cromatografia a liquido divide-se em dois grupos: a classica, feita em coluna
de vidro, sob pressédo atmosférica, e a de alta eficiéncia (CLAE), a qual utiliza um
sistema onde a FE, seja uma superficie sélida, como uma resina de troca i6nica ou
um polimero poroso, encontra-se retida em uma coluna metalica, e a FM € for¢cada

através da mesma sob altas pressdes (SNYDER et al., 1997).

O sucesso da separagdo de uma mistura por CLAE depende da escolha
adequada da FM acoplada a uma FE conveniente. O processo de separacao pode
ser efetuado mantendo-se constante a composicdo da FM (eluicdo isocratica), ou
pelo emprego de diferentes solventes, os quais diferem bastante entre si em relagao
a proporgcdo e polaridade (eluicdo em gradiente). Sistemas envolvendo colunas
apolares e FM polares sdo comumente conhecidos como sistemas de fase reversa,
onde as moléculas polares séo facilmente eluidas pela FM, cujo ajuste do pH atua
diretamente na ionizacdo do analito, e portanto em sua velocidade de eluicdo pela
FE. O inverso ocorre com sistemas de fase normal, FM apolar e coluna polar, cuja

retencdo aumenta com a polaridade do mesmo (LANCAS, 2002).

A separacao dos compostos empregando a CLAE deve-se principalmente aos
fendmenos que ocorrem na interfase FE/FM. Ja a interacdo entre 0s componentes
das amostras e essa interfase da-se através de processos fisico-quimicos, que
refletem na atracdo ou repulséo relativa destes. Esses fenbmenos, em geral, sdo
forcas intermoleculares fracas do tipo Van der Walls, pontes de hidrogénio,
transferéncias de cargas, interacfes ibnicas, além de processos de adsorcéo,
particdo, exclusdo por tamanho molecular, contra corrente, complexacéo, entre
outros (CIOLA, 1998).
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s

A escolha adequada do sistema de detecgcédo € importante na determinacéo
das mudancas de concentracdo ou massa dos compostos da amostra que deixa a
coluna do sistema cromatografico. A interpretacdo dos dados registrados pelo
detector produz informacdes qualitativas e quantitativas sobre a amostra e seus
constituintes (CIOLA, 1998).

Os detectores mais empregados em CLAE sdo os fotométricos, 0s quais se
baseiam na absorvancia na regido do ultravioleta e visivel. O detector de
fluorescéncia, utilizado como método de deteccdo especifico, € sensivel para
substancias que apresentam fluorescéncia intrinseca ou podem reagir com outras,
gerando um produto que apresenta esta caracteristica. Também sdo utilizados
detectores de indice de refracdo, que acompanham continuamente a diferenca no
indice de refracdo entre a FM e o efluente que sai da coluna contendo os
componentes da amostra e outros detectores como o0 eletroquimico e o de
condutividade elétrica (SKOOG et al., 2002; NETO e NUNES, 2003).

Pelo exposto, a CLAE € muito utilizada em razdo de sua versatilidade. A
possibilidade de variacdo dos mecanismos de separacao pela adequada escolha da
coluna, fase moével e método de detecgdo, permite a utilizacdo desta técnica nas
mais diversas fases de estudo de produtos farmacéuticos. Este tipo de cromatografia
necessita, no entanto, de equipamentos e reagentes de maior custo, que pode ser
uma limitagdo para alguns laboratorios de controle de qualidade de medicamentos
(SKOOG, 2002).

Os métodos publicados na literatura, referentes a determinacdo da OLM em
fluidos bioldgicos e em comprimidos, isolados ou em associagdo com outros
farmacos, em geral utilizam a CLAE. Entretanto, estes diferem na constituicdo do
sistema cromatografico, principalmente na composicao da fase movel, tipo de coluna

e deteccéo.

O Quadro 5.1 apresenta, resumidamente, 0s sistemas cromatograficos

propostos por diversos autores para determinagéo deste farmaco.
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Quadro 5.1- Resumo dos métodos analiticos por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia para determinagéo da OLM.

Aplicacéo Coluna/Temperatura Fase mével/Fluxo Deteccéo Autores
z'fb}s? IIMESNO ¢, ODS YMC-Pack  Tampdo fosfato: Agua: ACN [\, e, - KOBAYASHI
- 9 (150 x 6,9 mm) (2,2:55:45) * et al., 2000

umano
Shim-Pack Wax-1 ACN:Tampéo fosfato 0,05M Fluorimetria,
(50 x 4,0 mm) pH 7,0 (13:87) Aexcitagao = 260
Plasma de ratos e e nm NAKAMURA
ODS YMC-Pack ACN: Acetato de aménio pH Agmisszo = 370 et al., 2005
(150 x 6,0 mm) 3,75 (13:87) nm
Fluorimetria,
Albumina ODS YMC-Pack ACN: Agua: Acido acético g?ﬁ"a‘?a" =260 \a et al.,
humana (150 x 4,6 mm, 5 pm)  (40:60) _ 2005
)\emisséo =370
nm
Plasma Cis Thermo Hypurity ~ Agua: ACN: Acido férmico MS VAIDYA et
(50 x 4.6 mm, 5 pm) (20:80:0,1)/ 0,4 ml/min al., 2008
Plasma e urina E;%L?;lrmo BDS Acido férmico: Metanol: LUl et al.,
humana (50 x 4,6 mm, 3 pm) Agua (0,5:70:30) MS 2007
40°C
Comprimidos Ace 5 CN Metanol: Acido fosférico 10 SAGIRLI et
OLM/HCTZ e mM pH 2,5: Tea (50: 50: UV, 260 nm  al., 2007
(200 x 4,6 mm, 5 um)
plasma humano 0,1)
Comprimidos )
OLM e HCTZ e Ci5 u-Bondapack ACN: Acido acético 0,2% UV. 260 nm NAJMA et
Irbesartana e (150 x 4,6 mm, 5 pm)  (50:50)/ 1,0 ml/min ' al., 2008
em plasma
o TSKgel ODS-100V Gradiente:
Comprimidos (150 x 4,6 mm, 3 um) Tampao fosfato 15 mM pH Il\J/l\é ?\?Oer;?ml\/’lN gL;?AZIB%I\SM
40°C 3,9: ACN/ 0,8 ml/min ' v
%;Té?igr_mg%sae Cis Ace 5 Acetato de amobnio pH 5,5: UV. 235 nm RANE et al.,
P (200 x 4,6 mm, 5 pm)  ACN(70:30)/ 1,0 ml/min ' 2009
. Cis Inertsil-ODS-3 Tampéo fosfato pH 4,0: TRIVEDI et
Comprimidos (250 x 4.6 mm, 5 um)  Metanol (30:70)/ 1,0 ml/min UV, 230 nm al., 2009
C.g Phenomenex . :
L Metanol: ACN: H,O pH 3,5 SHARMA et
Comprimidos éZSS(éx 4.6 mm, 5 um) (60:15:25)/ 1,0 ml/min UV, 202 nm al., 2010

UV: detector de ultravioleta; MS: detector de massas; |V: detector de infravermelho; RMN:
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear; ACN: acetonitrila.
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Baseado nessas informacdes foi desenvolvido e validado método indicativo
da estabilidade por CLAE para a OLM em comprimidos revestidos, buscando evitar
a utilizacdo de solucdes tampdo na fase mével do sistema cromatogréfico. Os
resultados obtidos foram publicados no periodico internacional Chromatographia, v.
68, p. 991-996, 2008, intitulado: ““Stability-Indicating LC Determination of a New

Antihypertensive, Olmesartan Medoxomil in Tablets .

5.3 ELETROFORESE CAPILAR (EC)

O termo eletroforese refere-se a migracdo de espécies eletricamente
carregadas, quando dissolvidas ou suspensas em um eletrélito através do qual
passa uma corrente elétrica. A utilizacdo de capilares como canais de migracdo em
eletroforese aumentaram o desempenho da separacéo, o qual se tornou comparavel
ao da CLAE. Este método é comumente conhecido como eletroforese capilar (EC)
(USP 32, 2009).

Na EC é possivel empregar diversos modos de separacdo, cada qual com
seu mecanismo e seletividade caracteristicos: eletroforese capilar de zona (CZE),
cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECC), isotacoforese capilar (CITP),
focalizacdo isoelétrica capilar (CIEF), eletroforese capilar em gel (CGE) e

eletrocromatografia capilar (CEC).

Na ECZ o processo de separacédo baseia-se na migracdo diferenciada de
compostos ibnicos ou ionizaveis, sob um campo elétrico. As diferentes mobilidades
dos solutos favorecem a seletividade do método. Essa mobilidade, denominada de
mobilidade eletroforética (ue), € descrita pela Equacéo 5.1 e depende da carga e do
tamanho do soluto, assim como da viscosidade do meio. Desse modo, conclui-se
que espécies pequenas, com maior carga terdo maior mobilidade em relacdo as

espécies maiores, pouco carregadas (ALTRIA, 1996).

He = (q/6TT)/nr (5.1)

Onde:

He: mobilidade eletroforética;
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g: carga,;
n: viscosidade da solucéo;

r: raio do ion.

A silica é considerada um dos principais revestimentos empregados na
fabricacdo dos capilares e sua utilizacao é responséavel por um fendmeno importante
em EC, o fluxo eletrosmaético (FEO), o qual se forma pela ionizagdo dos grupos
silan6is quando em contato com solugdo tampao (DA SILVA, 2007; ALTRIA, 1996).
Em valores de pH muito altos, estes grupos dissociam resultando em cargas
negativas superficiais. Logo, estes grupos atraem ions carregados positivamente
provenientes do tampao, que formam uma camada interna de céations (camada fixa)
perto da parede do capilar. Estes céations ndo sao suficientes para neutralizar todas
as cargas negativas, assim, uma segunda camada de cations é formada (camada
movel). Quando uma tenséo € aplicada, a camada movel é puxada no sentido do
catodo. As moléculas de agua que solvatam o analito também contribuem para o
deslocamento deste ao longo do capilar. Esta forga, responsavel pelo transporte das
espécies idnicas ao longo do capilar, € denominada FEO (SANTORO et al., 2000;
ALTRIA, 1996), como mostra a Figura 5.2.

Dupla camada

& @ ~O - i “ //eletrlca difusa

I+‘ e } D T i . (B} | -
B ’

- _': _ +\' r:

L pp—

ﬁl]ﬂ(lﬂ Catodo

? _?Da? ?a?@@?@?_? E@? %9
# *-:L._ Silica fundida

Fluxo eletrosmdtico

Figura 5.2 - Representacdo da formacdo e sentido do fluxo eletrosmoético (ROUESSAC e
ROUESSAC, 2001).

Na ECZ nao é possivel a separacédo de diferentes compostos neutros, pois
estes migram na mesma velocidade, ja que ndo estdo sob a influéncia do campo
elétrico. Desta forma, para separa-los é necessario utilizar outra técnica de

separacao, como por exemplo, a MECC. Este tipo de eletroforese foi inicialmente
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desenvolvido para a resolucdo de compostos neutros, 0s quais ndo podem ser
separados usando simplesmente a ECZ (TAVARES, 1997).

As condicdes de separagdo envolvem o uso de eletrdlitos contendo niveis
relativamente altos de tensoativos, tal como o dodecil sulfato de sodio (SDS). Acima
da concentracdo micelar critica (CMC), as moléculas de tensoativo comecam a
agregar-se, formando micelas. A separacdo é baseada na particdo das moléculas
entre a fase micelar (pseudo fase estacionaria) e o tampao aquoso. As micelas de
SDS tém carga negativa e migram contra o FEO, como mostra a Figura 5.3
(TAVARES, 1997).

A Fluxo
eletrosmotico

(+)

Anodo

o
Fluxo eletroforetico

da micela negativa

+ I T + - + - + - +

Figura 5.3 - Representacdo da formacdo e sentido do fluxo eletrosmético na cromatografia capilar
eletrocinética micelar (ROUESSAC e ROUESSAC, 2001).

Atualmente, a EC se encontra bem estabelecida como técnica analitica, néo
sO por ser considerada uma alternativa a CLAE, mas também por apresentar
caracteristicas como alta eficiéncia de separacéo (tipicamente acima de 10 pratos
tedricos), baixo consumo de amostras (nL) e reagentes (mL), tempo de analise
reduzido e alto grau de automacdo (SANTORO, 2000). Esta técnica assume
vantagens sobre a CLAE em termos de simplicidade, rapidez e custo reduzido, uma
vez que problemas como alta pressdo das bombas, vazamento de solventes e

valores elevados das colunas sao eliminados (KOVALSKI, 2005).

A quantificacdo da OLM em comprimidos revestidos, através de ECZ, foi
descrita por Celebier e Altindz (2007b). O sistema eletroforético era constituido de
solugéo tampéo fosfato 50 mM; pH 6,5; temperatura de 30 °C; voltagem 30 KV;
pressao hidrodindmica de 50 mbar; tempo de injecdo de 3 s; diflunisal como padrédo
interno e deteccdo em 210 nm. Nestas condicdes, o tempo de migracdo do farmaco

foi de 2,32 min e o tempo total de analise de 5 min. Posteriormente, estes autores
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aplicaram o mesmo método para o desenvolvimento de outros estudos relacionados
a determinacdo da OLM associada a hidroclorotiazida em comprimidos (2007c) e
analise da cinética de degradacdo da matéria-prima da OLM, em meio alcalino
(2009).

N&o ha disponivel na literatura trabalhos a respeito da quantificacdo da OLM
por MECC, tdo pouco método eletroforético indicativo da estabilidade para este
farmaco. Dessa forma, buscou-se o desenvolvimento e validagdo de método
indicativo da estabilidade para OLM por esta técnica, visando a comparacao deste
com o meétodo cromatografico previamente validado, buscando alternativas para o

controle de qualidade da OLM em comprimidos revestidos.

A escolha desta técnica para o desenvolvimento de um método quantitativo
para OLM pode ser considerada uma alternativa importante frente a ECZ, visto que
na MECC é possivel trabalhar com o farmaco no estado neutro, evitando assim que
ocorra a degradacdo da OLM, que é bastante sensivel as variacdes de pH. Sendo
assim, diferentes condicbes experimentais relacionadas as caracteristicas do
farmaco (pKa) e do aparelho (tamanho e dimenséo do capilar, modo e tempo de
injecdo, pré-condicionamento do capilar, voltagem aplicada, temperatura de analise)
foram testadas.

Os resultados obtidos foram submetidos a publicacdo no periodico
internacional Journal of AOAC International, intitulado:  Stability-indicating
Comparative Methods by MEKC and LC for Determination of Olmesartan

Medoxomil ™.
5.4 MATERIAL E METODOS
Material e métodos utilizados, assim como os resultados do desenvolvimento

e validacédo dos métodos indicativos da estabilidade por CLAE e MECC, para a OLM

em comprimidos revestidos, encontram-se descritos nos artigos em anexo.
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5.5

CONCLUSAO

Os métodos indicativos da estabilidade, desenvolvidos e validados por CLAE e
MECC, apresentaram especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e
robustez, ou seja, foram considerados adequados para o controle de qualidade
de rotina da OLM em comprimidos revestidos, mesmo na presenca de seu

produto de degradagéo;

O estudo preliminar da estabilidade da OLM SQR, para analise da
especificidade do método por CLAE, demonstrou que esta molécula, quando
exposta as condigBes acida, alcalina e oxidativa, apresentou ndo s6é uma
reducdo dréstica no seu teor, como também formou seu principal produto de
degradacdo, o qual sugere-se que seja a OL. Os ensaios realizados frente a
temperatura e a radiagdo 352 nm, com o farmaco em solugédo, comprovaram
gque a OLM é termolabil e fotoinstavel, visto que houve uma queda menos
acentuada no seu teor, se comparada com as condicdes anteriormente

testadas, mas houve também a formacao do produto de degradacéao;

Na determinacdo da especificidade do método por MECC, foram empregadas
as mesmas condicbes de degradacdo forcada aplicadas em CLAE. Os
resultados foram semelhantes nas etapas acida, alcalina e oxidativa, ou seja, a
OLM SQR reduziu drasticamente seu teor e formou o mesmo produto de
degradacado. No entanto, por esta técnica houve maior degradacéo do farmaco
em meio acido que em meio oxidativo, ao contrario do que foi observado por
CLAE. Esta molécula também foi considerada termolabil e fotoinstavel, porém,
ao contrario da CLAE, nao foi possivel detectar, por MECC, o produto de
degradacao formado nestas condi¢des;

Por CLAE, o produto de degradagdo da OLM eluiu antes do farmaco, em
funcdo deste apresentar um peso molecular menor e estar mais ionizado, em
funcdo de sua natureza &cida. Houve, portanto, uma menor interacdo entre o
produto de degradacao e a fase estacionaria da coluna de natureza apolar. Ao

contrario do método cromatografico, por MECC o produto de degradacao
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migrou depois da OLM e do padréo interno, devido ao fato deste ficar mais

tempo retido pelas micelas do tensoativo e demorar mais para ser detectado;

» A analise comparativa entre os métodos propostos, por CLAE e MECC, para a
determinacdo quantitativa da OLM em comprimidos revestidos demonstrou nao
haver diferenca estatistica significativa entre ambos (p > 0,05), sendo

caracterizada, desse modo, a intercambialidade entre o0s mesmos.
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Abstract

A stabilityindicating liquid chromatographic methad wes developed and validated for
quanfilaiive determinafion of clmesarian medoxemil [OLM) in conted inblel in the presence
of degmdafian produds genemied under siress eanditions. An isocrafie LC separdtion wes
pearformed wing o Fhenomenex RP-18 column ving a mebile phas consisting of
waleririetylomine:ocdenitrile (40:0.3:40 v/v/v, pH odjuded 1o 8.3 with phospheric acid).
The flow mie was 1.2 mL min~" and the deledtion was odhieved with o pholodiede amay
deedor s o 257 nm. The response was linear over a range of 10.0 fo 30.0 pg mL!
|r = 0.9999). The specificity and stability-indicafing copability of the methed wes verified
subjecing the relerance subsiance and drug produd to hydmhic, cxidative, phatalyfic, and
thermal sress eandifions. The mahod showed & good and consigent (100, 2%) with
low inl- and interdoy reafive siandard deviaion [RSD] |<1.0%). A considerable degra-
defion oceurred in all siess condifions ond the degrdation produd was well resohed from
Ihemuinpedt There was no inlerlerence of the excipients in the delemination of the adive
pharmaceutical ingredient. Thus, the propased methed wes found o be siebility-indicnfing
and con be vsed for rmufine analysis for quanfilafive deermincfion of OLM in conled inblel
without the interference of major degradafion produds.

Keywords

Calumn liquid dmrmt:g‘q:h}f

Sibility-inicafing methed
degradation

Validation

Olmesarion medexomil
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Intreduction

mesartan medoxomi (OLM), (5-me-
thyk{2-mo-1 I-dicol -4-yTmeth -4 1-hy-
drowy -1-met hylet by [)-2-propyl-1- [ 2{ L H-
tetrazol-5¥1)1, 1 biphemyl{-4-y1 me thyl -1
-imidazole-5-carboxylate] (Fig. 1) is con-
sidered the latest angiotensin 11 moeptor
blocker approved 1n Aprd 2002 by the
Food and Drug Administration (FDA ) for
the treatment of hypertension. OLM is
used, either alone or in combination with
other dmgs, to treat high blood pressure.
Thiz antihypertensive is a prodrue that is
rapidly and completely de-esterified to the
active metabolite olmesartan (OL; Fig. 1)
by both arylesterase and albumin dunng
pastromtestmal absorption |1, 2].

There is no reference for determina-
tion of this drug in both bulk and dosape
forms m official compendia. OLM has
been determuned m Wolomcal Hwds
using LC coupled to fluorescence and
tandem mass spectrometry |2-5]. There
are also reports on spectrophotometry
and capillary electrophoresis for the
quantitative determination of this drug
in coated tablets |6, 7]. To our knowl
edpe, there is only one LC method ap-
plied for quality contral and in vitro
dizssnlution test tor (LM combined with

991
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hydrochlorothiazide in tablets [8]. Re-
cently, an LC hyphenated technique was
used to elucidate a degradation product
obtained from stress condition of OLM
tablets [9]. Even though, these articles
are not related to stability-indicating
technique.

The international conference on har-
monization (ICH) guideline Q1A (R2)
requires the stress testing to be carried
out to elucidate the inherent stability
characteristics of active substances [10].
In the present study, attempts were made
to dewelop and validate a rapid stability-
indicating liquid chromatographic (LC)
method, in compliance with ICH guide-
lines, USP Pharmacopoeia and FDA
[11-14].

Chemical and Reagents

OLM (purity 99.3%) was purchased
from Sequoia Research Products (Ox-
ford, UK). One batch of Benicar (San-
kyo Pharma, Brazil) tablets containing
20mg of OLM was obtained from
commercial sources. The exdpients con-
tained in the dosage form (cellulose
microcrystalline, low substitution hy-
prolose, lactose monchydrated, hypro-
lose, magnesium stearate, tale, titanium
dioxide, hypromelose) were all pharma-
ceutical grades and acquired from dif-
ferent distributors. LC grade acetonitrile
was obtained from Tedia (Fairfield,
USA). Purified water was prepared using
a Milli-Q Plus (Millipore, Bedford,
USA). All other reagents and chemical
were analytical grade.

Instrumentations

The analysis was performed on a Shi-
madzu LC system (Kyoto, Japan) which
consisted of a LC-10AD pump, a SPD-
MIOADVP photodiode array (PDA)
detector, a SLA-10ADVP system con-
troller, a DGU-14A depasser and a
Rheodyne 77251 manual injector with a
20 pL loop. Data were acquired and
processed using CLASS-VP software
(version 6.1). The chromatographic sep-
aration was performed using a Phenom-
enex RP-18 column (250 mm x 4.6 mm
id., particle size 5 um) and the robust-
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ness was verified using an Ace RP-18
column (250 mm x 4.6 mm id., particle
size 5 pm), both with a guard column
(4 x 3mm id.) packed with the same
material. Photodegradation was carried
out in a photostability UV chamber
(1.0 x 0.17 x 0.17 m) with mirrors and
equipped with an UV-A lamp (Orion,
352 nm, 30 W, 130 V) and UV cuvettes
(Ultra Vette, Sio Paulo, Brazil) were
uwsed as a container for samples. For
thermal stability studies, a dry air oven
(Biomatic, Porto Alegre, Brazil) was
used.

Chromatographic Conditions

The chromatographic analysis was per-
formed isocratically at room tempera-
ture (23 £ 1 °C), using a mobile phase
composed of water:triethylamine:aceto-
nitrike (60:0.3:40 v/v/v, pH adjusted to
6.3 with phosphoric acid). This was fil
tered through a 045 pm membrane fil-
ter (Millipore, Bedford, USA) and
degassed using an ultrasonic bath. The
flow rate was 1.2mL min™' and the
PDA detector was set at 257 nm. The
injection volume was 20 uL for both
reference substance and drug product
solutions.

Preparation of Standard and
Sample Solutions

OLM reference substance was accurately
weighed (10.0 mg) and dissolved in a
20mL volumetric flask with mobile
phase to produce a concentration of
500.0 pg mL™" of analyte. This solution
was diluted appropriately in the same
diluent to yield a final concentration of
20.0 pg mL™".

To prepare a sample solution,
20 units of Benicar tablets (20.0 mg of
OLM) were accurately weighed and
crushed to fine powder. An appropriate
amount was transferred into a 20-mL
volumetric flask with 10 mL of mobile
phase. This flask was kept in an ultra-
sonic bath for 15 min. The volume was
completed with the same diluent and an
aliquot of 1.0 mL of this solution was
diluted in a 25-mL volumetric flask to
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yield a final concentration of
00pgmL™. The solutions were
filtered through a 045 pm membrane
filter before injection.

Validation of Methed

The developed chromatographic method
was validated for specificity, linearity,
sensitivity, precision, accuracy, robust-
ness and system suitability, following the
guidelines [11-14]. Furthermore, stabik
ity-indicating capability was determined
by forced degradation conditions in
accordance with ICH guidelines [10-12].

Spﬂciﬁdfy,’?nrmd Dﬂgmdﬂflon Studies

The interference from inactive ingredi-
ents was investigated through recovery
studies wsing the standard addition
method. This procedure was carried out
by adding known amounts of OLM
reference substance into a mixture of
excipients. Their concentrations were
based on the literature [15].

Further, an intentional degradation
was performed. A minimum of three
samples were generated for each stress
condition. Blank solutions were used
during the analysis and both reference
substance and drug product solutions
were stored at room temperature
(23 £ 1 °C) to compare the results.

Solutions containing 1.0 mg mL™" of
OLM were used. After the degradation
period, these solutions were neutralized
(if necessary) and diluted in mobile
phase to achieve a concentration of
0.0 pg mL™". For peak purity test, a
PDA detector was used in scan mode
(200-350 nm) and the purity factor was
observed. The stress conditions were the
following:

Acid and basic hydrolysis. Each solu-
tion was prepared in a mixture of 0.01 M
HCHmobile phase (70:30, ¥v) and
0.01 M NaOH—mobile phase (70:30, v/v),
respectively. All were protected from the
light and stored at room temperature
(23 £ 1 °C) during 24 h.

Oxidative  degradation.  Solutions
were prepared in a mixture of 3% Hy0,
and mobile phase (70:30, v/v) and were
protected from light and stored at room
temperature (23 £ 1 °C) for 24 h.

Full Short Communication
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Thermal degradotion. Reference sub-
stance in powder (dry heat) and m
solution (moist heat) were exposed at
B0 m an oven for 24 and 1 h
respectively.

Photodegradarion.  Reference  sub-
stance in powder and in solution were
placed in a pglass dish and quarz cuv-
ettes, respectively, were placed in a light
chamber and exposed to UV-A radiation
{352 mm) for 48 h, at room temperatume
(13 x 1 °C). Control samples were pro-
tected from light with aluminum foils,
placed in a light chamber and exposad
concurrently.

Following the degradation peniod, all
samples were prepared for analyss as
previcushy described.

Linearity and Limiks of Defecion

and Cluanfitafian

Three calibration curves were prepared
in mobile phase and analyzedin tnplicate
at five different OLM concentrations
(1000, 150, 2000, 25.0and 30.0 pg ]'J'IL_I:I.
The results were tested by ANOVA and
linear regression analysis was used to
obtain the equation and correlaticn
cocficient. The imits of detection (LOD)
and quantitation {LOK)) were caleulated
using the calibration line directly. The
aforementoned tactors (3.3 and 10) wers
multiplisd by the ratio from the residual
standard deviaton and the slope (corre-
sponding to the standard error of slope),
according to the guidelines |11-14].

Precision

The pracision was determmed using the
parameters of repeatabdity (intra-day)
and intermediate preciion (inter-day),
analyzing six sampk solutions of OLM
prepared at 200 pg mL™" in triplicate
on three different days. They wens ex-
pressed as relative standard deviation
(RS0 of the measurements.

Accuracy

Accuracy was calculated as the pement-
ape of recovery by adding known
amounts of OLM reference substance to
sampke solutions {120 pg mL ™" to yield
final concentratons of 180, 200 and
23 ppmL™", corresponding to 80, 100

Full Short Communication
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Fig. 1. Hydmlyas of olmesartan medos ol

and 1X% of the nominal analytical
concentration.

Rabustass

In this study, the chromatographic
parameters (peak retenbon tme, theo
retical plates, tailing, capacity factor and
repeata bility) were evaluated using both
sample and reference substance sohutions
{00 pg mL~") changing flow rate (1.0
and 1.4}, acetonitrile concentraton {38
and 42% ) and pH (6.1 and 6.5) of mobik
phass, column {Ace RP-1¥ column) and
equipment {Shimadzu liquid chromate-
graph equipped with a SCL-10AVP
system controller, LC 10AVP pump).

The stahility of reference and samplk
solutions was also cvaluated at room
temperature (23 1°C) and im the
refrigerator (8 £+ 2°C), duning 24 and
48 h. The stallity of these solubons was
verified by performing the cxperiment
and observing any change in the chro-
matographic pattern, comparing with
freshly prepamd solutions. The RSD of
the assay was calkeulated for the study
period during solubion stability exper:
ments.

Results and Discussion

Selection of Chromatographic
Conditions

The chromatographic conditions were
optimized to develop a stahility-indicat-

Chromatograptoa 2008, 68, December (Mo, 11/12)

HiC Wﬂ OH
|
N
OzH
Hydrolysis
M=
/
N %N;H H
Cimesartan (0L)
Acite metaboliia

ing method to separate the degradation
products from the drug. During the
procedure three columns (Hypersil RP-
18 250 mm »= 4.6 mm 1d., particle size
5 um; Merck™® RP-18230 mm = 4.6 mm
1.d., partice size 5 pm; Phenomensx RP-
18 250 mm x 4.6 mm id., particle size
5 pm) and different mobile phases with
distinct proportions of organic solvent
{acctomitrie of methanol) and water,
with and without tricthylamine, in two
dizstinct pH (3.3 and 6.3) were evaluated.

The best chromatographic condition
was achieved using aqueous ) 3% trieth-
ylamme {pH adjusted to 6.3 with phos-
phonic aad) and acetomtnle (6040, v/v).
The flow rate usd was 1.2 mL min™".
PDA detection was usad toselact the best
wavelength for analysisas wellas to venify
peak purity during analysi. With this
maobike phase, adequate results were ob-
tainedin terms of peak parameters {shape
peak, selectivity, theoretical plates, sym-
metry, capacity factor, repeatability). A
typical chromatogram obtaned by the
proposed method for OLM & shown in
Fig. 2a.

Specificity/Degradation
Behavior

The high percentage of recovery ob-
served with sample solitions indicates
that the proposed method was not af-
fected by interferences from excipients
usad in the dosape form (Fig. 2a). Pho
todiode array detection also supported

993
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Fig. 2. a-g Chromatograms obtained from olmesartan medoxomil (20.0 pg mL "y a blank (a), placebo (h), reference substance (¢}, b acid
hydrolysis O h () and 24 h (#); ¢ basic hydrolysis 0 h (2) and 24 h (b}, d oxidative degradation: 3% H:05 blank (g), 0 b (h) and 24 h (c); e dry beat
0 h (g)and 24 h (), T moist heat O h () and 1 h (f); g photodegradation 0 h {2) and 48 h (#). Chromatographic conditions: Phenomenex RP-18
column (230 x 4.6 mm i.d., particle size 3 pm); 1.2 mL Ao rate; mobile phase water:triethylamine:acetonitile (60:0.3:40 v/v/v, pH adjusted to
6.3 with phosphoric acid); UV detection at 257 nm

the specificity of the method and pro-  sidered more stable and reveal the same  substance under various stress condi-
vided evidence of peak purity for OLM.  profik degradation as the OLM refer-  tions.

Forced degradation studies showed  ence substance. The results presented in A complete degradation occurred
that the OLM drug product was con- Table 1 concern the OLM reference when 0.1 M HCl and 0.1 M NaOH
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solutions were used at room temperature
(Z3+£1°C). In 0.1 M NaOH the solu-
tion became ellow instantaneously.
Considering this, 0.01M HCl and
001 M NaOH solutions were used and
an additional peak was detected at
~2.70 min, in both conditions (Fig. 2b,
¢). The same was observed when 3%
H,0, was used. An third peak observed
at 2.20 min could be afttributed to the
H,0, stabilizer (phenacetin), because it
was alo detected in the blank solution
(Fig. 2d).

No degradation of OLM reference
substance was observed under dry heat
condition, while a peak appeared at
272 min when a solution was heated
(Fig. 2e, ).

Under photolytic condition a peak
also emerged at 2.72 min, however other
small peaks also appeared (Fig. 2g).
Control samples demonstrated that the
heat generated inside the light chamber
did not interfere in the degradation of
the drug.

Observing all the stress conditions
the OLM reference substance was less
stable in peroxide medium but stable
when the powder was exposed to dry
heat.

The peak purity indexes (Table 1)
obtained for both OLM and major deg-
radation product (2.7 min) peaks in all
samples analyzed indicate that they were
pure. The resolution between these two
peaks was higher than 2.0. The same
retention time was achieved for the main
degradation product (about 2.70 min) in
all stress conditions tested. Since OLM is
theester prodrug of OL, it isreasonableto
think that thisdegradation produetis OL.
However, OL reference substance should
be used to confirm this assumption.

Linearity and Limits of
Detection (LOD) and
Quantitation (LOQ)

Linearity was evaluated in the 100~
300 pg mL™" range. The slope and
intercept (£8D, n = 3) were 11444 +
11,282 and 50,716 £ 376, respectively,
and the correlation coefficient was
09999. ANOVA results showed that
the regression equation was linear
(Festeutared = 58.10° > Feritical = 4.96;

Full Short Communication

Table 1. Results of analysis of forced degradation study wsing proposed method

Stress condition Degradation (%) Peak purity®
Control sample No degradation 0.9999
Acid hydrolysis (0.01 M HCL, 24 h) 50.7 0.9999
Basic hydrolysis (0.01 M NaOH, 24 h) 363 0.99949
Oxidation (3% Ha0,, 24 b) 556 0.9994
Dry heat (30 *C, 24 h) No degradation 0.9999
Moist heat (80 °C, 1 h) 150 0.9999
Photolytic degradation (48 h) 87 0.9999

* Peak purity values in the range of 0.9990-1.0000 indicate a homogeneous peak

Table 2. Evaluation of robustness for the olmesartan medoxomil LC assay (n = 3)

Parameter RE(min)  To(<20)  M{=20000 (=200 (%)

Proposed method® 698 1.76 3019 248 100.18
Flow mte (10 mL™") 836 1.82 3,107 318 101.04
Flow mte (14mL™") 627 1.72 3,081 210 10138
pH (6.1) 689 1.76 3033 145 9737
pH (6.5) 674 1.78 2972 137 96.84
Acetonitrile (—3%) 7586 .65 3,744 293 9749
Acetonitrile (+5%)  5.80 1.89 2289 4.80 9793
Stabilityat§ £2°C 710 1.73 3095 155 101.03
Stabilityat 23 £1°C 703 1.73 3063 153 10149
Different column 592 1.91 1644 295 10024
Different equipment ~ 7.37 1.97 6,174 175 99.96
%RSD 178

* Mobike phase with water:tricthylamine:acetonitrile (60:0.3:40 v/v/v, pH adjusted to 6.3
with phosphonc acid), Phenomenex RP-18 (250 x 4.6 mm 1.d., particle size 5 pm)

b R, retention time

© T tailing factor

¢ N theoretical plate number
® &k retention factor

P =005 with no deviation from
lincarity (Faeusied = L.BY < Fajtea =
3171; P=0.05. The LOD and LOQ
were 0.73 and 2.22 pgmL~", respec-
tively.

Precision and Accuracy

The intra-day (n=6) precision, per-
formed by assaying the samples in three
different days by the same analyst,
showed pood results: 99.63 £ 0.83;
9941 + 106 and  99.02 £ 0.9%%
(mean £+ RSD). The RSD for inter-day
precision was 0.95% (n = 3). The aver-
age results were equivalent (Faulaed =
63.107" < Fupjgeu = 3.68; P = 005).

In the accuracy test three concentra-
tions were evalated (18, 20 and
22 pgml™") and mean recoveries were
10128 £ 0.18, 10005+ 0.56  and
99.38 £ 0.15% (mean £ RSD), respec-
tively.

Chromatographia 2008, 68, December (No. 11/12)

Robustness

The results and experimental range of
the selected variables evaluated in the
robustness assessment are shown in Ta-
ble 2. Flow rate (from 1.0 to 1.4) and
acetonitrile proportion (£5%) changes
yielded the expected results: earlier elu-
tion with faster flow rates and higher
acetonitrile concentration. Different col-
wnns and equipments resulted in chan-
ges in the relention time, tailing factor
and theoretical plate number of the ma-
jor peak in comparison with the pro-
posed analytical conditions. However,
no significant changes (RSD < 2.0%)
were observed regarding quantitation of
OLM. The solutions can be considered
stable up to 24 h in both temperatures
tested. After 48 h an extra peak was
observed. The results were: theoretical
plates (from 2,289 to 6,174), retention
time (from 5.80 to 8.36) and tailing fac-
tor (from 1.65 to 1.91). The area peak

995
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RSD of five injections was 0.85%, dem-
onstrating the injection repeatability.
The values for these parameters were
satisfactory in accordance with the hit-
erature [10-14]. None of these altera-
tions caused a significant effect on the
determination of this drug in coated
tablets, indicating robustness or stability
of the method.

Conclusion

The LC method developed and validated
for quantitative determination of OLM
in coated tablets was considered simple,
sensitive, specific, precise, accurate and
reproducible. The method uses simple
reagents and minimum sample prepara-
tion procedures, encouraging its apph-
cation in routine analysis.

Based on results of specificity proce-
dure and forced degradation studies,
undertaken  according to the ICH
guidelines, the method can be conadered
specific and stability-indicating, for the

996

reason that there was no interference of
the excipients and of the degradation
product formed n the determination of
OLM in bulk samples. Thus, the method
can be applied in stability testing of the
commercially available OLM coated
iablets.
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Abstract
A stability-indicating micellar capillary electrophoresis (MEKC) was developed and
validated for the analysis of olmesartan medoxomil (OLM) in tablet dosage forms,
using potassium diclofenac (DICL) as internal standard. The MEKC method was
performed on a fused-silica capillary (40cm effective length x 50um i.d.). The
background electrolyte (BGE) consisted of 40mM borate buffer, and 40mM anionic
detergent sodium dodecyl sulfate (SDS), at pH 6.5. The capillary temperature was
maintained at 25°C (positive polarity) and the applied voltage was 25kV. The
injection was performed using the hydrodynamic mode at 50mbar for 5s, with
detection by photodiode array detector set at 257nm. The method was linear,
sensitive, precise, and accurated. This is the first reported ideal stability-indicating
MECK method that quantifies selectively OLM in the presence of degradation
products. The proposed method was compared with the liquid chromatographic (LC)
method previously validated for this drug, and statistical analysis showed no

significant difference (p > 0.05) between the techniques.

Keywords: Olmesartan medoxomil, MEKC method, LC method, stability-indicating,

comparative methods.
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Introduction

The olmesartan medoxomil (OLM, Fig. 1A), is a prodrug that is rapidly and
completely de-esterified to the active metabolite olmesartan (OL, Fig. 1B) by both
arylesterase and albumin during gastrointestinal absorption (1-2). It is a selective
angiotensin |l receptor blocker which was approved by US Food and Drug
Administration (FDA) in 2002 for the treatment of hypertension, either alone or in
combination with other drugs. OLM is also reported to be effective in animal models
of atherosclerosis, liver disorders, and diabetic nephropathy (3). This drug, practically
insoluble in water and sparingly soluble in methanol, is considered a weakly basic
compound (pKa = 4.3), and is chemically known as 5-methyl-(2-o0xo-1,3-dioxol-4-
yl)methyl-4-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2-propyl-1-[2° (1H)-tetrazol-5yl)1,1 biphenyl(-4-
yl)methyl]-1H-imidazole-5-carboxylate] (4).

An official technique for OLM quantification in solid dosage forms has not yet
been described in the literature, but methods for determination of this drug isolated in
biological fluids (plasma and urine), such as LC coupled to fluorescence and tandem
mass spectrometry (2, 5-7), or combined with other drugs (8-9) have been related.
Different LC methods for determination of this antihypertensive have been reported
for the indication of OLM stability (10-13), but CE has not been used previously for
this purpose. CE has many advantages over LC with respect to separation efficiency,
consumption of reagents and samples, analysis time and simplicity of instrumentation
(14). Nevertheless, LC is still the dominant technique in pharmaceutical analysis, but
the extensive use of CE will generate complementary and alternative methods. On
the other hand, the main component and structurally related degradants and

impurities in pharmaceutical formulations have similar chemical properties and thus
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make resolution difficult. However, the greater separation efficiency of CE makes this
type of pharmaceutical analysis possible (15).

CE is actually a family of techniques, with distinct applicability toward the
separation of compounds of different chemical character, size, and structural
features. Among the members of the family, micellar electrokinetic chromatography
(MEKC) is largely used in the analysis of neutral pharmaceuticals. In MEKC, a
surfactant is added to the running buffer in a concentration higher than its critical
micelle concentration, generating a pseudo stationary phase, in which solute partition
takes place (16).

At the moment there is only one published CE method for OLM in coated
tablets (17). This method focused on the detection limit (sensitivity) of the technique,
but it was not systematically developed to have a proven stability indicating power.
So, the aim of the present study was to develop and validate in light of the current
ICH guidelines (18-19) a stability-indicating MEKC method for the determination of
this drug in solid pharmaceutical dosage forms, establishing comparison with the
validated LC method, previously validated, and contributing to the research of new

alternatives with advantages for the quality control of pharmaceutical formulations.

Experimental

Chemical and Reagents

The OLM reference substance (RS) was supplied by Sequoia Research
Products (Oxford, UK), and diclofenac potassium internal standard (DICL, IS) was
purchased from Fracionata (S&o Paulo, Brazil). One batch of Benicar® (Sankyo
Pharma, Brazil) tablets, containing 20mg of OLM per dose was obtained from

commercial sources with in their shelf life period. The excipients contained in the
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dosage form (cellulose microcrystalline, low substitution hyprolose, lactose
monohydrated, hyprolose, magnesium stearate, talc, titanium dioxide, hypromelose)
were all pharmaceutical grades and acquired from different distributors.

Both SDS and analytical grade boric acid were acquired from Synth (S&o
Paulo, Brazil). For all of the analyses, purified water was prepared using a Milli-Q
Plus® (Millipore, Bedford, USA). All other reagents and chemicals used were of

pharmaceutical or special analytical grade.

Apparatus

MEKC experiments were performed on an Agilent 3D CE apparatus (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) equipped with an autosampler, a photodiode
array (PDA) detector, a temperature controlling system (4 — 60°C), and power supply
able to deliver up to 30 kV. CE ChemStation software was used for instrument
control, data acquisition and analysis.

The RP-LC method was carried out on a Shimadzu LC system (Kyoto, Japan)
which consisted of a LC-10AD pump, a SPD-M10ADVP photodiode array (PDA)
detector, a SLA-10ADVP system controller, a DGU-14A degasser and a Rheodyne®
7725i manual injector with a 20 L loop. Data were acquired and processed using
CLASS-VP software (version 6.1).

Photodegradation was carried out in a photostability UV chamber (1.0 x 0.17 x
0.17 m) with mirrors and equipped with an UV-A lamp (Orion®, 352 nm, 30 W, 130 V)
and UV cuvettes (Ultra Vette®, Sdo Paulo, Brazil) were used as a container for
samples. For thermal stability studies, a dry air oven (Biomatic®, Porto Alegre, Brazil)

was used.

The Ultrabasic potentiometer (Denver Instrument, Sdo Paulo, Brazil), was
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used to determine the pH of all solutions.

Preparation of standard solutions and pharmaceutical samples

Stock solution of OLM RS (1000 pug mL™) was prepared by weighing
accurately 10 mg of this drug and dissolving in acetonitrile. Working solutions (2 -100
ug mL™) were prepared by diluting appropriately the stock solutions with acetonitrile.
To each flask was added DICL IS solution, previously prepared in methanol, in a
constant aliquot of 50 pg mL™. The stock solution of OLM RS was prepared daily for
each analysis, due to instability, and the DICL IS was stored at 8 + 2°C, protected
from light, and daily diluted to an appropriate concentration with methanol.

Twenty units of tablets were weighed and the average weight was calculated.
The samples were crushed to a fine powder and an amount of this, equivalent to 10
mg OLM from the pharmaceutical formulation, were transferred to 50 mL volumetric
flask. After, the volume was adjusted with acetonitrile and sonicated by 15 min, and
filtered through quantitative filter paper (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany).
Aliquots of this solution were diluted to give a final concentration of 50 pg mL™. The
solutions were filtered through a 0.22 pum membrane filter (Millipore®) before
injection, and an appropriate portion was placed in a CE vial. For all quantitative
determination, a constant amount of DICL (50 pg mL™), previously solubilized in

methanol, was added to the drug solution.

Preparation of BGE Solution
The optimized BGE aquosous solution was prepared weighing separately
boric acid and SDS quantities, equivalent to 100 mM, respectively. Posterior dilutions

were done with boric acid solution to obtain 10 mM final concentration. The SDS
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solution was also diluted to 5 mM, using a 10 mM boric acid solution, previously
prepared, such as diluent. The pH was adjusted to 6.5, by adding sodium hydroxide
0.1 N, and the volume completed to 50 mL with the same diluent. The solution was

daily prepared and filtered.

Electrophoretic Procedure

Separation was carried out in to a fused-silica capillary column housed in a
cartridge (40.0 cm length x 50 pm i.d., 10cm to the detector, shortway) with a
detector window 100 um x 800 um, thermostatized at 25 °C, and detection at 257 nm
using a PDA detector. At the beginning of each working day, the capillary was
conditioned by rinsing with 0.1 M sodium hydroxide for 30 min, water for 15 min, and
finally with the buffer solution for 15 min. To achieve high migration time
reproducibility between injections, the capillary was conditioned with 0.1 M sodium
hydroxide (3 min), water (1 min), and a running BGE solution (3 min). Samples were
injected using the hydrodynamic injection for 5 s at 50 mbar and a constant voltage
of 30 kV was applied during the analysis. Since electrolysis can change the EOF and
affect the migration time, efficiency and selectivity, after each three injections the
running electrolyte solution was replaced by a fresh solution. CE ChemStation
software (version A 09.01) was used for instrumentation control, data acquisition, and

analysis.

LC Procedure
The validated isocratric LC method applied for the analysis of OLM in
pharmaceutical dosage forms is described elsewhere possible (20). The elution was

carried out on a Phenomenex® RP-18 column (250 mm x 4.6 mm i.d., particle size 5
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pm) with a guard column (4 x 3 mm i.d.) packed with the same material. The mobile
phase consisted water:triethylamine:acetonitrile (40:0.3:60 v/v/v, pH adjusted to 6.3
with phosphoric acid). The flow rate was 1.2 mL min™. Detection was performed at

257 nm at room temperature. The injection volume was 20 pL.

Method Validation

This method was validated using samples of pharmaceutical formulation of
OLM with the label claim of 20 mg by determinations of the following parameters:
specificity, linearity, LOD, LOQ, precision, accuracy, robustness, stability, and system
suitability test, following the International Conference on Harmonization (ICH)

guidelines (18-19).

Forced Degradation Studies

The stability-indicating capability of the method was determined by subjecting
an OLM RS solution (1000 pg mL™) to accelerated degradation by acidic, basic,
oxidative, thermal, and photolytic conditions to evaluate the interference in the
guantitation of the drug.

Solutions for acid and basic hydrolysis study of drug substance were prepared
in a mixture of 0.01 M HCI - acetonitrile (70:30 v/v) and 0.01 M NaOH - acetonitrile
(70:30 v/v), respectively. Both were protected from light, and stored at room
temperature (23 + 1°C), for analysis after 24 h. The oxidative degradation was
induced by storing the solution in a mixture of 3% H,O, - acetonitrile (70:30 v/v), at
room temperature (23 £ 1°C) for 24 h, protected from light. For thermal degradation,
the reference substance in powder (dry heat) and in solution (moist heat) was

exposed at 80 °C in an oven, for 24 h and 1 h, respectively. Photodegradation was
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induced by placing the reference substance sample which in solution in a glass dish
and quartz cuvettes, respectively, were placed in a light chamber, and exposed to
UV-A radiation (352 nm) for 48 h, at room temperature. Control samples were
protected from light with aluminum foil and were also placed in the light chamber and
exposed concurrently.

Following the degradation period, all samples were prepared for analysis as
previously described at item 2.3 and the specificity of the method was established by

determining the peak purity of OLM in the degraded samples using a PDA detector.

Specificity

The method specificity was also investigated by observing all interferences
encountered from OLM tablets excipients, cited at Experimental Section. Their
concentration in this dosage form was based on the literature (20) and calculated in
relation of it medium weight. The electropherograms of excipients placebo solution
(without drugs), and OLM RS and DICL IS (50 pg mL™) solutions were compared to

verify the probable interference of the excipients in the OLM quantitation.

Linearity and Limits of Detection (LOD) and Quantitation (LOQ)

The linearity was studied by injecting solutions in the concentration range of 2-
100 pg mL™ of OLM, and fix concentration of DICL IS (50 pg mL™?). RS solutions
were prepared at eight concentrations (2, 5, 10, 25, 50, 75, 100 ug mL™) and injected
in triplicate every day, during three consecutive days. The ratio of peak area values
of OLM RS and DICL IS was computed and analyzed using linear least-squares

regression parameters (correlation coefficient, slope, intercept).
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The LOD and LOQ values were mathematically determined through calibration
curve. The aforementioned factors (3.3 and 10) were multiplied by the ratio from the

residual standard deviation and the slope, according to the guideline (18).

Precision

The precision was determined by repeatability (intra-day precision) and
intermediate precision (inter-day precision) studies. Repeatability was analyzed
through the preparation of six samples containing 50 ug mL™* of OLM tablets and
DICL 1S, injected in triplicate, in the same day (n = 6). Intermediate precision was
tested of repeating the same procedure in three different days (n = 18) and
comparing the results among them. The data precision of tablets were expressed

such as the percent relative standard deviation (RSD %).

Accuracy

The accuracy of the method was evaluated by preparing a synthetic
excipients representative of OLM tablets, and spiking three samples with OLM RS in
the concentration levels corresponding to 40 pg mL™ (low), 50 ug mL™* (medium) and
60 pg mL™ (high) (i.e. equivalent to 80, 100, and 120%), with fix concentration of
DICL IS (50 pg mL™), were prepared and analyzed. The OLM was extracted from the
excipients and determined. Each solution was prepared in triplicate and injected
three times. The concentrations and recoveries were calculated against the added

concentration.

Stability of Solutions

Solutions of OLM RS, DICL IS, and OLM tablets were prepared according to
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the item Preparation of standard solutions and pharmaceutical samples in solution at
50 ug mL* and stored at 8 + 2°C (in the refrigerator), and 25 + 1°C (room
temperature). The stability of these solutions was checked after 24 and 48 h and
compared against freshly prepared solutions. The initial peak area was considered

100% and the recoveries in followed days were evaluated.

Robustness

Robustness of the proposed method was examined by evaluating the
influence of small variations of the most important procedure variable such buffer
concentration (9.5 and 10.5 mM), SDS concentration (4.5 and 5.5 mM), BGE pH
solution (6.2 and 6.7), voltage (28 KV), and temperature system (23 °C and 27 °C).
Analyses were carried out with OLM RS and DICL IS solution at 50 pg mL™, in
triplicate. Only one parameter was changed in the experiments at a time, and the
effects were studied based on RSD (%) values obtained among the parameters

analyzed.

System suitability test

The system suitability test is an integrated part of the analytical method and it
ascertains the suitability and effectiveness of the operating system. It was also
carried out to evaluate the resolution and reproducibility of the system for the
analysis to be performed, using five replicate injections of OLM RS and DICL IS

solution containing 50 pg mL™.

85



Capitulo 1l

Results and Discussion

To obtain the optimum capillary electrophoretic conditions, some electrolyte
solutions containing sodium phosphate, potassium phosphate, sodium tetraborate,
and boric acid, respectively, were investigated adding the surfactant SDS, in the pH
range from 6.0 - 7.5, and best results were obtained with the borate solution.

The BGE pH solution containing 10 mM boric acid and 5 mM SDS was
evaluated in the range from 6.0 - 7.5, and the pH 6.5 was selected with peak
symmetry (about 1.84), since lower pHs resulted in an increase of the migration time
and peak width. The best parameters such as peak symmetry (about 1.84) and
resolution were obtained with BGE solution containing 10 mM boric acid and 5 mM
SDS (95:5, V:V), at pH 6.5. pH values lower than 6.5 resulted in a decrease of
migration time and resolution between peaks and higher than 6.5 originated a
increase of migration time and peak width.

The effect of BGE concentration was studied in the range from 5 to 20 mM,
with constant 5 mM SDS concentration, at pH 6.5. How the peak symmetry and the
migration time increased with the increase of borate buffer concentration, the 10 mM
borate solution was selected due to the low current and suitable peak parameters
generated.

The influence of the SDS was also investigated in the concentration range
from 5 to 50 mM, with constant 10 mM borate buffer concentration, at pH 6.5. The
OLM migration time and peak symmetry increased with the increase of the
concentrations, achieving better efficiency combined with short analysis time with 5
mM SDS.

The effect of the voltage was investigated from 20 to 30 kV, which showed

shorter analysis time, better separation efficiencies with values up to 25 kV potential,
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that showed also the best peak parameters and acceptable current (about 6.0 pA),
without excessive Joule heating.

The capillary temperature was investigated within 20 and 30 °C, and the
temperature of 25 °C was chosen due to the short analysis time. The sample
solutions were hydrodynamically injected at 50 mbar changing the injection time
between 3 to 8 s, showing increased peak width and shape deformed after 5 s, thus
injection time selected was 5 s.

As demonstrated, the MEKC method parameters were optimized to obtain the
best peak area, resolution and symmetry, combined with short migration time,
achieved with the 10 mM solution of borate buffer and 5 mM SDS at pH 6.5, with
detection at 257 nm. The use of low concentrations levels of BGE and SDS
contribute to higher the capillary and the equipment validity, due to the lower current
generated.

The use of an IS is recommended to compensate injection errors and minor
fluctuations of the migration time improving the quantitative analysis. Then, several
drugs including nimesulide, losartan, hydroclortiazide, and salicilyc acid were tested,
however only the diclofenac potassium (Fig. 1C), a non-steroidal anti-inflammatory
drug, demonstrated to be a suitable candidate with well resolved peak.

The electropherogram of OLM RS and DICL IS with migration times of 2.24
and 2.50 min, respectively, is shown in Fig. 2A.

A stability-indicating method is defined as an analytical technique that
accurately quantifies the active ingredients without interference from degradation
products, process impurities, excipients, or other potential impurities (22). Thus, the
evaluation of stability-indicating capability and selectivity of the proposed method was

done submitting the OLM RS to several forced degradation conditions.
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The results proved that when this drug was submitted to acidic, basic, and
oxidative conditions the eletropherograms showed a significant OLM RS area
decrease equivalent to 63.48%, 57.05%, and 42.12%, respectively, and one
additional peak at 2.98 min, in all situations (Fig. 2B, 2C, and 2D). This drug was
considered to be stable when exposed to dry heat, in solid state (Fig. 2E), but when
exposed to moist heat, in solution (Fig. 2F), and photolytic condition, there was no
significant area decrease in both cases, correspondingly to 8.23% and 9.49%. In the
last two stress situations, any additional peak was observed due to the low method
sensibility.

The peak purity indexes confirmed that that there was no interference of any
other substance at the OLM RS (2.24 min), DICL IS (2.50 min), and major
degradation product (2.98 min) migration times, showing that they were 99.9% pure
in all circumstances. Thus, it was confirmed that there was no interference of any
other substance in the migration time of the drug. Besides, was verified that the OLM
peak presents appropriate resolution and selectivity in relation to the degradation
product formed.

In relation to diode-array spectrum (200 — 400 nm) analysis, the degradation
product, obtained in all stress conditions, had the same spectrum and migration time.
Thus, since the OLM is the ester prodrug of OL, it is reasonable to think that this
degradation product is OL. However, OL reference substance should be used to
confirm this assumption.

According to results, the proposed method can be considered stability-
indicating, once it succeeded not only in separate, but also in evaluate qualitatively

and quantitatively the OLM in presence of the degradation product formed.
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Furthermore, the degradation studies showed that this ester prodrug is susceptible to
hydrolysis and oxidation, thus, one must be careful when manipulating the drug.

The specificity of the method towards the drug was established through a
determination of the purity peak of the analyte and the IS in the working standard
solution using a PDA detector. No interference from formulation excipients was
found, showing that the peaks were free from any coeluting peak, demonstrating that
the proposed method is specific for the analysis of OLM.

The statistical parameters of the analytical curve and estimates of LOD and
LOQ for both methods are represented by Table 1. The calibration curves proved to
be linear over the 2 - 100 pg mL™ range. Linear regression of concentration versus
peak area ratio plots resulted in an average of coefficient correlation (r) greater than
0.999. The validity of the assay was verified by means of analysis of variance
(ANOVA), which demonstrated that the regression equation was linear (Fcaiculated =
1.6'10° > Fejiticas = 4.96; p = 0.05) with no deviation from linearity (Feaicuiated = 6.01072 <
Feritical = 3.71; p = 0.05).

The LOD and LOQ were estimated to be 2.47 and 7.49 pug mL™, respectively,
indicating a suitable sensitivity of the method.

The results of precision are summarized in Table 2. The low RSD (%)
obtained for the repeatability (< 2.0%) and intermediate precision (1.69 %) for tablets,
showed the good precision of the MEKC method.

The accuracy results for tablets showed good recovery and are listed in Table
2. Accuracy OLM results, at three levels by the standard addition technique, range
from 98.41 to 101.52%, with RSD lower than 2.0%. These values showed the good

accuracy of the proposed method.
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The results of variables experimental range evaluated were within the
acceptable deviation (RSD < 2.0%). There were non-significant changes of the
migration time and peak area ratios, and the electropherogram pattern compared to
the optimized conditions, indicated that the proposed method is robust under the
conditions tested.

The stability of OLM RS, DICL IS, and OLM tablets solution in acetonitrile was
determined by monitoring the peak area ratio of these solutions over a period of two
days. The results showed that the peak area RSD (%) was lower than 2.0%, and no
significant degradation was observed within 24 h, in both temperatures tested. After
48 h an extra peak was observed.

The results obtained in system suitability test were satisfactory in accordance
with the literature (23) and ensure that the MEKC system generates trustful results.
The parameters tested were within the acceptable range (RSD < 2.0%), indicating
that the method is suitable for the analysis intended.

The MEKC method validated in this paper was applied in parallel with the LC
method developed previously by our group. The results obtained from both methods
were compared statistically by ANOVA, using F-test (Table 4), and does not reveal
significant difference between the experimental values obtained for coated tablets by
MEKC and LC methods. The calculated F-value for tablets (Fcacuiated = 2.13) was
found to be less than the critical F-value (Feriticar = 7.71), at 5% of significance level.
This fact points out that MEKC can be used as an alternative method to LC to

quantify OLM tablets with a high degree of reliability.
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Conclusion

The proposed MEKC method can be considered a stability indicating, due to
the capability to detect the OLM in presence of it degradation product, originating
results as good as the LC method. Therefore, the proposed method was successfully
applied such as an alternative tool for the quantitative analysis of OLM in
pharmaceutical dosage form, representing an improvement for the quality control,

and also contributing to assure the therapeutic efficacy of the drug.
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Figure Legends

Fig. 1 - Chemical structure of olmesartan medoxomil (A), olmesartan (B), and

diclofenac potassium (C).

Fig. 2 A-G - Typical MEKC electropherograms of: (A) OLM reference substance
solution (50 pg mL™Y): peak = 1; DICL internal standard: peak = 2; and after
degradation under: (B) acid hydrolysis 24 h: peak 3 = degradation form; (C) alkaline
hydrolysis 24 h: peak 3 = degradation form; (D) oxidative stress 24 h: peak 3 =
degradation form; (E) dry heat stress 24 h; (F) moist heat stress 1 h; (G) photolytic
stress 48 h. Eletrophoretic conditions: 10 mM boric acid: 5 mM SDS (95:5; v/v) pH
6.5; fused-silica capillary column (40.0 cm length x 50 pum i.d.); hydrodynamic
injection time of 5 s at pressure 0.5 psi; separation voltage 30 kV; and column
temperature 25 °C with dection at 257 nm using PDA detector.

94



Capitulo 1l

Fig. 1 -
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Table 1 — Validation parameters evaluated for MEKC and LC methods.

Validation parameter MEKC method LC method
Linearity
Range (ug mL-) 2-100 10-30
Intercept 0.0323 11444
Slope 0.0443 50716
Correlation coefficient 0.999 0.999
LOD (g mL:) 2.47 0.73
LOQ (ug mL-) 7.49 2.22
Precision
Repeatability % (n = 6) 100.96 99.39
RSD %" 1.89 1.40
Intermediate precision % (n = 18) 101.06 99.41
RSD %" 1.60 1.44
Accuracy
Mean recovery % (n = 9) 100.02 100.24
RSD %" 1.38 0.96

® Relative standard deviation.
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Table 2 — Results of the system suitability test.

Parameter OLM (RS)? DICL (IS)?
Theoretical plates 88014 -

Tailing factor 1.84 1.13

Resolution 10.49 -

Migration time (min) 2.24 (RSD = 1.82%) 2.50 (RSD" = 1.50%)

The peak area ratio of OLM to
o - 1.67 (RSD = 0.93%)
DICL (Injection repeatability)

&Mean of five replicates.

b Relative standard deviation.

98



Capitulo 1l

Table 3 — MEKC conditions and investigated range during robustness testing.

Variable Range investigated Benicar (%)?
6.3 99.89
Buffer pH
6.7 97.22
_ 9.5 97.65
Buffer concentration (mM)
10.5 97.84
4.5 100.78
SDS concentration (mM)
55 98.99
23 98.91
Temperature (°C)
27 100.35
Voltage (kV) 28 99.41
_ N 8+2°C (24 h) 99.86
Solution stability
23+2°C (24 h) 97.38
Normal conditions - 99.18

& Each value is the mean of three analysis.
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Table 4 — Comparison between the MEKC and LC methods in an assay of

pharmaceutical formulations.

Theoretical Experimental amount
Sample amount/mg MEKC? Lc?
per tablets  mg % RSD%®  mg %  RSD%"
1 20 20.23 101.18 0.60 19.88  99.39 1.40
2 20 20.12  100.63 1.88 19.76  98.80 1.81
3 20 20.38 101.91 1.40 20.31 10154 1.85

@Each value is the mean of 6 analysis.

b Relative standard deviation.
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6.1 INTRODUCAO

A dissolucdo de um medicamento pode ser definida como o fenébmeno em
gue um farmaco no estado solido, libera-se de sua forma farmacéutica de
administracdo e entra em solugdo. Uma vez solubilizado, este se encontra pronto
para ser absorvido pelo organismo (AMIDON et al., 1995; KASIM et al., 2003). No
Brasil, os ensaios de dissolucdo passaram a ser exigidos para o registro de
medicamentos, a partir de 1999, com a introducdo dos medicamentos geneéricos
(MARCOLONGO, 2003).

O ensaio de dissolugcédo é um requisito considerado fundamental na industria
farmacéutica por assegurar a qualidade das formas farmacéuticas solidas de uso
oral. Desse modo, € utilizado para garantir a qualidade lote a lote, estabelecer
correlagdes in vitro/in vivo (CIVIV), orientar o desenvolvimento de novas formula¢des
e assegurar a uniformidade da qualidade e do desempenho do medicamento,
mesmo apods algumas modificagbes. Permite, ainda, a otimizagdo de formas
farmacéuticas, ndo somente na fase de desenvolvimento e monitoramento dos
processos de fabricagdo, mas também durante os estudos de estabilidade (SKOUG
et al., 1996; DRESSMAN et al., 1998; ADAMS et al., 2001; BRASIL, 2002).

Na literatura encontra-se disponivel teste de dissolugédo para os comprimidos
de OLM associados a hidroclorotiazida, com determinacdo cromatogréafica da
porcentagem de substancia ativa liberada (SAGIRLI et al., 2007). As condi¢bes
selecionadas para o teste foram: equipamento 2 (pas), rotacdo de 50 rpm e tampéo
fosfato de potassio monobasico pH 6,8 (900 mL) como meio de dissolucdo. Para o
desenvolvimento do ensaio, 0s autores ndo relataram a utilizagdo dos parametros de
validacdo estabelecidos pelos compéndios oficiais para validacdo do mesmo (USP
32, 2009; PHAMACOPEIAL FORUM, 2004).

Face ao exposto, este capitulo apresenta o teste de dissolucdo, desenvolvido
e validado considerando as caracteristicas fisico-quimicas da OLM, para avaliar a
porcentagem dissolvida deste farmaco em comprimidos revestidos. O teor de

substancia ativa liberada foi avaliado atraves da aplicacdo de métodos quantitativos
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por CLAE e espectrofotometria na regido do UV, previamente validados. A
comparacdo entre os perfis de dissolu¢do, através dos fatores f; (diferencga), f,
(semelhanca) e eficiéncia de dissolugdo dos medicamentos Benicar® (Sankyo) e
Olmetec® (Pfizer), também foi avaliada, assim como a determinacdo da cinética de
dissolucédo de ambas as formulacdes por meio da aplicacdo dos métodos modelo
dependentes.

6.2 ENSAIO DE DISSOLUCAO

A extensdo de absorcdo do farmaco depende da velocidade com que o
processo de dissolugdo ocorre, ou seja, pode-se estabelecer uma relacdo direta
entre a dissolucdo e a eficacia clinica do produto farmacéutico, uma vez que, para
difundir-se entre os liquidos do trato gastrintestinal e atravessar as membranas

biolégicas, o farmaco deve apresentar-se dissolvido (ABDOU, 1995).

Dados de dissolucdo in vitro sdo de limitado valor se n&o houver alguma
informacédo disponivel sobre sua relevancia, quando em comparacdo com a
performace in vivo da formulagdo, especialmente sua biodisponibilidade. Assim, os
testes in vitro devem ser validados por uma correlacédo com o perfil de concentracéo
plasmatica do farmaco, para que estes possam ser considerados um instrumento
significativo de controle de qualidade, sendo uteis como ferramentas para o
desenvolvimento de formula¢cdes e um indicativo do perfil de biodisponibilidade do
mesmo (DRESSMAN et al., 1998; LOBENBERG et al., 2000; FDA, 1997a).

O conhecimento da solubilidade e permeabilidade gastrintestinal dos
farmacos torna-se de grande valia, uma vez que estes parametros controlam a taxa
e a extensao da absorcdo. Baseados nessas propriedades Amidon e colaboradores
(1995) propuseram o sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), que além de
fornecer bases para ajustar as especificacoes de dissolugéo, pode prever quando
uma CIVIV pode ser obtida com sucesso. De acordo com o SCB os farmacos podem
ser divididos em quatro classes (AMIDON et al., 1995; FDA, 1997a; DRESSMAN et
al., 1998; LOBENBERG et al., 2000; DRESSMAN e KRAMER, 2005):

» Classe I: alta solubilidade (AS) e alta permeabilidade (AP);
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» Classe Il: baixa solubilidade (BS) e alta permeabilidade (AP);
» Classe lll: alta solubilidade (AS) e baixa permeabilidade (BP);
» Classe IV: baixa solubilidade (BS) e baixa permeabilidade (BP).

A CIVIV é esperada quando a dissolucao é a etapa limitante da absorgéo do
farmaco na circulacdo, ou seja, para aqueles com baixa solubilidade. Por essa
razdo, se o farmaco é altamente permeavel e a dissolugdo € a etapa limitante da
absorcao (classe Il), € muito provavel o desenvolvimento de uma CIVIV (AMIDON et
al., 1995; FDA, 2000; ROHRS, 2001). Porém, para farmacos da classe IV, além da
dissolucdo do farmaco, a permeabilidade também é uma etapa limitante de
absorcdo, e conseqguentemente, uma CIVIV torna-se limitada ou ndo € esperada
(AMIDON et al., 1995).

Segundo Kasim e colaboradores (2004) um farmaco € dito de alta
solubilidade, quando a relagdo dose/solubilidade em &agua for < a 1 e de alta
permeabilidade, quando o mesmo apresentam valores de log P (coeficiente de
particdo octanol/agua) = a 1,72. Considera-se, ainda, que na falta de evidéncias de
instabilidade no trato gastrointestinal (TGI), um farmaco sera de alta permeabilidade,
guando a extensao de sua absorcdo for maior que 90% da dose intravenosa
administrada (LINDENBERG et al.; 2004). Portanto, conforme os dados de
solubilidade fornecidos por KOIKE e colaboradores (2003) sdo necessarios 110000
ml de agua para solubilizar 1g de OLM. Sendo assim, este farmaco, na dose de 40
mg, pode ser considerado de baixa solubilidade, uma vez que o valor desta relacao
€ de 4400. Pode-se inferir, também, com base no valor de log P = 1,00 e

biodisponibilidade de 29%, que a OLM possui baixa permeabilidade.

Apesar de nao estar disponivel na literatura a classificagcdo da OLM no SCB,
pode-se sugerir que esta pertence a classe IV, uma vez que apresenta baixa
solubilidade e permeabilidade (KOIKE et al., 2003; WEHLING, 2004). Dessa forma,
de acordo com Amidon e colaboradores (1995), a CIVIV torna-se limitada ou néo é
esperada. Entretanto, é possivel utilizar dados da biodisponibilidade in vivo para
selecdo das melhores condi¢cbes para o teste de dissolugéo, sendo este aplicado
como um método de controle de qualidade do desempenho do produto (SIRISUTH e
EDDINGTON, 2004).
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Segundo Marques e Brown (2002), sao varios os desafios no
desenvolvimento e validacdo de métodos de dissolucédo, devido a variabilidade
intrinseca dos mesmos e de fatores que podem afetar o processo de dissolugao.
Dessa forma, um controle cuidadoso das condi¢cdes experimentais € necessario para
reduzir a variabilidade teste a teste, garantir sua confiabilidade e reprodutibilidade, a
fim de assegurar que pequenas alteracdes na formulagcdo ou no processo de
producédo sejam detectadas (MARQUES e BROWN, 2002; FORTUNATO, 2005).

Logo, o primeiro passo para o desenvolvimento de um teste de dissolucao € a
compilacdo de dados referentes as propriedades fisico-quimicas do farmaco em
questdo (MARQUES e BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003; FORTUNATO, 2005).
Idealmente, as condi¢cdes nas quais o ensaio de dissolugéo deveria ser conduzido,
seriam aguelas que mimetizassem as fisiologicas. Entretanto, constatou-se que ndo
ha necessidade rigorosa de identidade ao ambiente do TGI, uma vez que as
condicdes fisico-quimicas do farmaco, fatores relacionados ao pH, estabilidade do
mesmo no meio de dissolucédo e condi¢cdes sink podem predominar na escolha das
condi¢bes (FDA, 1997a; PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

6.3 ESCOLHA DO MEIO

O conhecimento sobre as propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade
em funcédo do pH, assim como o SCB do farmaco sé&o importantes na escolha do
meio de dissolucdo. Neste sistema o farmaco é considerado altamente sollvel
guando a dosagem mais alta se dissolve em 250 ml de agua na faixa de pH entre
10 e 6,8 a 37°C, ou seja, quando o resultado, em volume, da relagao
dose/solubilidade for menor que 250 ml (FDA, 1997a; FDA, 2000; BRASIL, 2003;
LINDENBERG et al., 2004; MENDONZA et al., 2005).

A composicdo do meio de dissolugdo deveria ser biorrelevante, ou seja,
préxima aguela que existe in vivo. A escolha do meio ideal para ensaios de rotina
deve estar relacionada com a capacidade discriminativa, estabilidade do farmaco no
mesmo e, quando possivel, relevancia do desempenho in vivo-in vitro. Por essa
razdo, o pH do meio de dissolugdo deve estar dentro da faixa fisiolégica de pH de

1,0 a 6,8, para formas farmacéuticas de liberacdo imediata, e de 1,0 a 7,2-7,5, para
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formas farmacéuticas de liberacdo modificada. E interessante verificar o valor do pH
do meio, antes e apos o término do teste, com o intuito de verificar se a capacidade
tamponante do mesmo foi adequada (USP 32, 2009; FDA, 2000; NOORY et al.,
2000; BROWN et al., 2004; PARK e CHOI, 2006).

Durante o processo de selecdo do meio de dissolucédo, o emprego da agua
como tal deve ser evitado, pois esta ndo é biorrelevante, tdo pouco apresenta
capacidade tamponante. No entanto, sua utilizacdo justifica-se desde que apresente
resultados mais discriminativos. Para farmacos pouco soluveis, como € o caso da
OLM, a adicdo de tensoativos pode ser necessaria, desde que em baixas
concentracbes. Entre os meios de dissolugdo mais utilizados para o
desenvolvimento de um teste de dissolu¢cao encontram-se: HCI 0,1 e 0,01 M; tampé&o
acetato 0,05 M, pH entre 4,1 a 5,5; tampéao fosfato 0,05 M, pH entre 5,8 a 8,0;
solucdes contendo tensoativos (polissorbatos, lauril sulfato de sédio, 6xido de lauril
dimetil amina, cetrimida, sais biliares); acidos e tampfes combinados com
tensoativos; fluidos gastrico e intestinal simulados com e sem enzimas (NOORY et
al., 2000; BROWN et al., 2004; PARK e CHOI, 2006).

O volume do meio de dissolucéo a ser utilizado no teste depende da condicao
sink, que pode ser definida como a quantidade de solvente néo inferior a 3 vezes o
volume de meio necessario para obter a solucdo saturada do farmaco. Entretanto,
anteriomente, exigia-se um volume de 5 a 10 vezes o volume necessario para
saturacado, para mantencao das condi¢oes sink (MARQUES e BROWN, 2002). Essa
condicdo deve ser mantida para evitar que a velocidade de dissolugdao seja
influenciada, artificialmente, pela aproximacéo da saturagédo durante a realizacdo do
teste. Também, devido as condi¢Bes sink obtidas naturalmente in vivo, os estudos
para determinar as taxas de dissolucéo in vitro devem ser conduzidos obedecendo a
esse parametro (MARQUES e BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003).

6.4 ESCOLHA DO EQUIPAMENTO E ROTACAO
A escolha do equipamento e rotacdo deve basear-se na capacidade desta

permitir, ndo somente a manutencao das condi¢cdes sink, mas também na obtencao

de resultados consistentes, além de admitir algum grau de automacao do sistema.
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Normalmente, utilizam-se as pas (equipamento 2) para comprimidos e cestas
(equipamento 1) para capsulas, com velocidades de agitacdo entre 50 a 75 rpm e
50 a 100 rpm, respectivamente. Velocidades de rotacdo fora destas faixas, n&o
excedendo a 150 rpm, podem ser utilizadas, desde que devidamente justificadas,
uma vez que estas devem permitir a liberacdo adequada do farmaco, nao
acelerando nem retardando o processo de dissolucdo (MARQUES e BROWN, 2002;
FDA, 1997a).

6.5 VALIDACAO DO METODO

O ICH Q2 (R1) (2005) estabelece que, os métodos analiticos utilizados para
quantificar o teor de substancia ativa liberada durante o teste de dissolucdo devem
ser validados segundo os parametros de especificidade, linearidade, exatidao e
precisdo. Os itens de robustez e estabilidade das solu¢gdes no meio devem ser
avaliados durante o desenvolvimento do método. Por essa razdo, métodos como a
CLAE, em funcdo de sua versatilidade e possibilidade de automacgéo, e a
espectrofotometria na regidao do UV, devido sua simplicidade e rapidez, sdo os mais
utilizados para este fim (FORTUNATO, 2005).

» Especificidade/ interferéncia do placebo:

A interferéncia dos excipientes no método quantitativo deve ser
demonstrada através do preparo de um placebo contendo todos os adjuvantes, na
mesma propor¢do do produto acabado, sem adi¢cdo do farmaco. As amostras sao
analisadas utilizando o equipamento e o meio de dissolugcdo especificado no
meétodo, por no minimo 1 hora a 150 rpm. A porcentagem de interferéncia é
calculada através da comparacédo com a solucao padréo correspondente a 100% da
dose gue esta sendo avaliada e ndo deve ser superior a 2%. Caso a interferéncia
exceda este valor, o uso de alternativas como: a aplicacéo da espectrofotometria de
derivada, fator de correcdo ou a inativacado dos excipientes com 0 uso de compostos
guimicos gerando um produto ndo interferente, podem ser utilizados (MARQUES e
BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003).
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> Faixa de linearidade:

A linearidade do teste de dissolugdo deve ser avaliada considerando o
perfil de dissolugdo e néo a tolerancia ou critério de aprovacdo do produto. A faixa
do teste é estabelecida utilizando cinco concentracdes diferentes dentro dos limites
de + 20% da menor concentracao até + 20% da maior concentragcao, que podem ser
obtidas no perfil de dissolugdo. O uso de solventes organicos para facilitar a
solubilidade do farmaco é permitido, desde que néo ultrapasse 5% (v/v) na solucao
final. A linearidade do método € analisada através da aplicacdo de programas de
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, e analise estatistica, através
da analise de variancia (ANOVA) (MARQUES e BROWN, 2002; MARCOLONGO,
2003).

> Exatidao:

A exatiddo, ou porcentagem de recuperacéo, é avaliada considerando o perfil
de dissolucdo do produto. Em geral, sdo utilizadas trés concentracdes dentro da
faixa de £ 20% da menor até + 20% da maior concentracdo que podem ser obtidas
no perfil de dissolugcdo. Todos os componentes da formulacdo devem ser utilizados
na mesma propor¢do em que se encontram no produto acabado. Caso o padrao
apresente baixa solubilidade no meio de dissolucdo, proceder conforme o item
descrito para faixa de linearidade. A recuperacao deve estar entre 95% a 105% das
guantidades pesadas (MARQUES e BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003).

> Precisao:

O parametro da precisédo do método de dissolucdo deve ser avaliado através
da repetibilidade e precisao intermediaria. A repetibilidade é analisada a partir do
céalculo do desvio padrao relativo, obtido durante a andlise de replicatas do teste de
dissolugéo, por um mesmo analista. J& a precisdo intermediaria pode ser avaliada
atraves da comparacéo dos perfis de dissolucéo obtidos por diferentes analistas, em
diferentes dias, e, se possivel, em diferentes equipamentos. O critério de aceitacéo

deste parametro pode ser caracteristico do produto. Vale lembrar que, as mesmas
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solucdes empregadas no teste de recuperacdo podem ser utilizadas para avaliar a
precisdo do método (MARQUES e BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003).

> Robustez:

A robustez do método deve ser avaliada, a fim de verificar o impacto de
pequenas, mas deliberadas mudancas nas condicbes do mesmo. Este parametro
deve ser investigado durante a etapa de desenvolvimento do teste de dissolugéo
através de variacdes na composicdo do meio de dissolucédo (pH, concentracéo de
tampdo e/ou tensoativo, volume), temperatura da cuba, rotagcdo do equipamento,
entre outros. Pode, ainda, ser analisado através de modificacdes na composi¢do da
fase movel, fluxo, temperatura da coluna, diferentes equipamentos e colunas
(PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

> Estabilidade:

A determinagdo da estabilidade do farmaco no meio de dissolugdo e no
solvente utilizado para realizar as diluicbes € importante para verificar se 0 mesmo
mantém-se estavel durante o tempo de analise. A faixa aceitavel para estabilidade
das solucbes é de 98 — 102% dentro do periodo de analise estipulado (USP 32,
2009).

> Interferéncia dos filtros:

A avaliacdo das caracteristicas dos filtros é realizada com o intuito de verificar
nao somente se ha adsorcédo do farmaco pelos filtros, mas também se os mesmos
liberaram particulas de material para solucéo analisada. Este parametro € avaliado
comparando os resultados obtidos com a solugao padrao filtrada, centrifugada e n&o
tratada. Para que o filtro possa ser utilizado, os resultados obtidos com a solugéo
padrao filtrada devem ser proximos, entre 98 — 102%, da concentracao inicial da
solucdo padrdo néo tratada e da solucdo da amostra centrifugada (MARQUES e
BROWN, 2002).
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6.6 ESPECIFICACOES DO TESTE

Trés categorias de ensaios de dissolucdo para medicamentos de liberagédo
imediata podem ser descritas: dissolugdo de ponto Unico, dissolu¢do de dois pontos

e perfil de dissolugao.

O ensaio de dissolugdo de um unico ponto corresponde a um teste de
controle de qualidade de rotina para medicamentos contendo farmacos altamente
soluveis. Neste caso, um teste de dissolucdo de um anico ponto (60 minutos ou
menos) que demonstre a dissolugdo de, no minimo, 85% de substancia ativa é
suficiente para garantir o controle da uniformidade lote a lote (SKOUG et al., 1996;
DRESSMAN et al., 1998; ADAMS et al., 2001; BRASIL, 2002).

O ensaio de dissolucdo de dois pontos € empregado para caracterizar a
gualidade do medicamento e como um teste de controle de qualidade de rotina para
certos tipos de medicamentos, como por exemplo, farmacos pouco solaveis em
agua. Para formulagbes contendo farmacos pouco soliveis em agua, que se
dissolvem lentamente, recomenda-se um ensaio de dissolu¢do de dois pontos, ou
seja, um a 15 minutos e outro em 30, 45 ou 60 minutos, para assegurar 85% de
dissolugcéo, ou um perfil de dissolucdo (SKOUG et al., 1996; DRESSMAN et al.,
1998; ADAMS et al., 2001; BRASIL, 2002).

A avaliagdo do perfil de dissolugédo permite visualizar como a dissolugéo
ocorre em funcdo do tempo e, desta forma, é mais conclusiva em relagdo a
dissolugcdo de um unico ponto (PHARMACOPEIAL FORUM, 2004). Este tipo de
ensaio tem sido empregado como ferramenta no desenvolvimento de formulagdes,
uma vez que evidencia diferencas na dissolucdo causadas por fatores ligados ao
farmaco, aos excipientes e a técnica de fabricacdo empregada (STORPIRTIS et al.,
1998).

6.7 COMPARACAO ENTRE PERFIS DE DISSOLUCAO

O perfil de dissolugéo relaciona a porcentagem de farmaco dissolvido em

funcdo do tempo e é aplicado para avaliar e comparar a cinética de dissolucao de
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produtos farmacéuticos. A determinacao da cinética de dissolucdo permite melhores
conclusdes a respeito do processo de dissolu¢cdo de uma formulacdo por descrever
a velocidade deste processo e 0s pontos nos quais podem ocorrer mudancgas
significativas da dissolucéo (POLLI et al., 1996; SKOUG et al., 1996; DRESSMAN et
al., 1998; STORPIRTIS, 1999; ADAMS et al., 2001; BRASIL, 2002).

A selecédo criteriosa das condicbes de ensaio deve ser orientada no sentido
de obter o maximo poder discriminativo do teste, ressaltar sua capacidade de
deteccdo de eventuais desvios dos padrdes de qualidade, inicialmente propostos, e
distinguir mudancas significativas na composicdo ou no processo de producéo
(MANADAS et al.,, 2002; USP 32, 2009). Um perfil de dissolucdo adequado
apresenta 100% de liberacdo do farmaco entre 45 e 60 minutos para produtos de
liberacdo imediata, ou seja, perfis com liberacdo do farmaco muito rapida nao
demonstram poder discriminativo (FORTUNATO, 2005).

A avaliacdo de perfis de dissolugéo é util para selecionar formula¢des durante
o processo de desenvolvimento farmacotécnico, avaliar a estabilidade, otimizar
formulacdes, analisar o efeito de determinadas alteracdes realizadas em produtos ja
em comercializacdo, como ferramenta de controle lote a lote e também, para
estabelecer a semelhanca entre uma formulacdo genérica e seu produto de
referéncia (ADAMS, 2001; MOORE, 1996).

Na maioria dos casos hd uma comparacdo de um lote de referéncia com um
lote teste. No teste de dissolugdo, a porcentagem de farmaco dissolvido € medida
em determinados tempos de coleta. Entretanto, a avaliacdo de varios pontos, ou
seja, do perfil de dissolugéo, € mais conclusiva em relacdo a dissolucdo em um
unico ponto (ADAMS, 2001). A comparacgéo de perfis de dissolucdo entre o produto
referéncia e teste, realizado antes da conducéo do estudo de bioequivaléncia, atua
como um indicativo do comportamento semelhante dos produtos, mas nao garante

gue 0os mesmos sejam bioequivalentes (BRASIL, 2004).

Assim, embora afirmacdes definitivas a cerca da absor¢cdo de farmacos so

possa ser feita a partir de um estudo clinico, a avaliacdo do perfil de dissolucéo
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representa uma técnica relativamente rapida e de baixo custo para prever o
desempenho in vivo de um produto farmacéutico (MOORE e FLANNER, 1996).

Véarios métodos tém sido propostos para avaliacdo comparativa entre perfis

de dissolucéo. Estes podem ser classificados em:

> ANOVA:

Os modelos baseados na analise de variancia (ANOVA) utilizam os dados de
dissolucéo na sua forma original ou como uma transformacgao simples, e sua analise
€ capaz de mostrar diferencas estatisticas de nivel (tamanho) e formato
(paralelismo) (YUKSEL et al., 2000; ADAMS, 2001). De modo geral, acredita-se que
0 método estatistico baseado neste modelo, apesar de ter aplicacdo mais complexa,
fornece os melhores resultados (SATHE, 1996; YUKSEL et al.,, 2000; ADAMS,
2001).

» Modelo independente:

Destacam-se os testes combinados como os fatores f; (fator de diferencga) e f,
(fator de similaridade), que comparam diretamente a diferenca entre a porcentagem
de farmaco dissolvida, em funcédo do tempo, para os produtos teste e referéncia. E
considerado o metodo de mais facil aplicacdo e interpretacdo, razdes pelas quais
levaram varios 6rgaos regulatérios, como FDA e ANVISA, a adotéa-los,
especificamente, como indicativo da semelhanca entre perfis de dissolugcéo
(MOORE, 1996).

O fator de diferenca f; é definido pela equacgéo 6.1:

f1={[Z" 2 (Re— T)] /[ "1 R¢]} x 100 (6.1)

Onde:

R = porcentagem de farmaco dissolvido do produto de referéncia no tempo t;
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T; = porcentagem de farmaco dissolvido do produto teste no tempo t;

n = nuUmero de coletas.

Essa equacdo pode ser considerada uma perturbacdo da formula de erro
relativo. Ela aproxima o erro percentual das duas curvas. O erro € 0 quando os perfis
entre referéncia e teste sédo idénticos e aumenta proporcionalmente com a diferenca
entre os perfis (MOORE, 1996). Valores de f; entre 0 e 15 indicam semelhanca entre

os perfis.

O fator de semelhanca f, é definido pela equacéo 6.2:

f,=50 log {[ 1 + (1/n) Z" 1 (R = T °5 x 100} (6.2)

Onde:

R = porcentagem de farmaco dissolvido do produto de referéncia no tempo t;
T; = porcentagem de farmaco dissolvido do produto teste no tempo t;

n = nuUmero de coletas.

Essa equacdo € uma transformacdo logaritmica da soma do quadrado do
erro. O resultado é 100 quando as curvas sao idénticas e diminui, podendo chegar a
0, conforme a diferenca entre os perfis aumenta (MOORE, 1996). Dois perfis seréo
considerados semelhantes caso o valor de f, obtido ndo for inferior a 50. Quando se
altera a porcentagem aceita para a diferenca de, por exemplo, 2% o valor minimo de

f, € 83, enquanto que para uma diferenca de 20%, o minimo € 36 (SHAH, 1998).

Para melhor aplicacdo deste modelo € importante considerar:

= doze unidades de cada produto;
= no minimo cinco pontos de coleta;
» aincluséo de apenas um ponto acima de 85% de dissolucéo, para ambos

0s produtos;
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* 0 uso de meédias, cujos coeficientes de variagcdo para 0s primeiros pontos
(15 minutos, por exemplo) ndo devam exceder 20% e para os demais
10%;

* nos casos em que a dissolucdo for muito rapida, apresentando valor igual
ou superior a 85% de farmaco dissolvido em 15 minutos, os fatores f; e f;
perdem seu poder discriminativo e, portanto, ndo é necessario calcula-los
(BRASIL, 2004).

» Modelo dependente:

Baseia-se em fungbes matematicas distintas que, apdés sele¢cdo de uma
funcdo adequada, permitem a avaliagdo dos perfis em relagdo aos parametros
derivados dos modelos aplicados. Os exemplos mais comuns encontrados na
literatura sdo: ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell, Korsmeyers-
Peppas, quadratico, Weibull, entre outros (POLLI, 1996; O'HARA et al., 1998).

(1) Cinética de zero ordem:

As formas farmacéuticas que seguem este perfil liberam a mesma quantidade
de farmaco por unidade de tempo, constituindo-se como uma das melhores formas
de veicular farmacos para liberacao controlada (VARELAS, 1995). Este modelo pode

ser expresso, de um modo simples, pela equacéo 6.3:

(6.3)

Qi = Qo + Kot

Onde:

Qt: quantidade de farmaco liberada no tempo t;
Qo: quantidade inicial de farmaco na solucéo (na maioria das vezes, Qo = 0);
Ko: a constante de liberacdo de ordem zero.
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(2) Cinética de primeira ordem:

As formas farmacéuticas que seguem este perfil liberam uma quantidade de
farmaco proporcional a quantidade restante no seu interior, por unidade de tempo,
de modo que a quantidade de farmaco liberada vai diminuindo (MULYE e TURCO,
1995). Este modelo pode ser expresso pela equacéo 6.4:

In Q: =In Qp + Kt (6.4)

ou em logaritmos decimais através da equagéo 6.5:

(6.5)

log Q; =log Qo + Kt /2,303

Onde:

Q. quantidade de farmaco liberada no tempo t;
Qo: quantidade inicial de farmaco na solugédo (na maioria das vezes, Qo = 0);

Ki: a constante de liberacdo de primeira ordem.

(3) Modelo de Higuchi:

Este modelo descrever a liberagdo de farmacos, a partir de diversas formas
farmacéuticas de liberacdo modificada, como um processo de difusdo baseado na
Lei de Fick, dependente da raiz quadrada do tempo. De modo geral, podemos

resumir este modelo a equacao 6.6:

Qo= Ku t 1/2 (6.6)

Onde:

Qo: quantidade inicial de farmaco na solucéo;
Ky: constante de liberacao de Higuchi;

t *: raiz quadrada do tempo t.
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(4) Modelo de Hixson-Crowell:

Aplica-se aos comprimidos em que a dissolucdo decorre em planos paralelos
a superficie, cujas dimensées do mesmo diminuem proporcionalmente, de modo que
a geometria inicial se mantém durante todo o tempo. Hixson e Crowell (1931),
reconhecendo que a area de uma particula regular é proporcional a raiz cubica do

seu volume, descreveram um modelo que pode ser descrito pela equagéo 6.7:

Q01/3_ Qt 1/3 — Kst (67)

Onde:

Qo: quantidade inicial de farmaco na solucéo;
Q. quantidade de farmaco liberada no tempo t;

Ks: uma constante que incorpora a relagdo superficie/volume.

(5) Modelo de Korsmeyers-Peppas:

Foi desenvolvido por Korsmeyers e Peppas para analisar a liberacdo de
formas farmacéuticas poliméricas, quando o mecanismo de liberacdo ndo é bem
conhecido ou quando o mesmo estiver envolvido em mais de um tipo de liberacéo
(Korsmeyer, Peppas, 1981; Korsmeyer et al.,1983). Neste modelo, a relagcéo entre a

velocidade de liberacdo e o tempo é representada pela equacéo 6.8:

MJ/M.. = Kt" + b (6.8)

Onde:

M¢/M..: fracdo do farmaco liberada ao longo do tempo t;
K: constante de liberacéo;
n: expoente de liberacgéo;
b: liberacgéo inicial rapida.
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Peppas (1985) usou o valor de n para caracterizar os diferentes mecanismos
de liberacao, tendo chegado a valores de n = 0,5 para a difusdo (modelo de Fick) e
valores de n mais elevados entre 0,5 e 1,0 num sistema plano, para a transferéncia
de massa, segundo um modelo n&do-Fickiano. No caso de cilindros (comprimidos) n
€ 0,45, em vez de 0,5, e 0,89 em vez de 1,0.

Modelos que se fundamentam em estudos da cinética de dissolugédo
possibilitam conclusdes a respeito do processo de dissolugdo de uma determinada
formulacdo, uma vez que permitem conhecer. a velocidade do processo; a
guantidade maxima dissolvida e pontos nos quais podem ocorrer mudancas
significativas da dissolucdo (O'HARA et al., 1998; POLLI et al., 1996; MOORE E
FLANNER, 1996). Nesse tipo de analise, avalia-se a quantidade de farmaco
dissolvida em diferentes intervalos de tempo, obtendo-se um perfil definido por
tempo versus porcentagem de farmaco dissolvida. Varios parametros cinéticos
podem ser descritos a partir desta relacao, tais como: constante de velocidade de
dissolugdo (k); meia-vida de dissolugdo (tso%s) € quantidade dissolvida em
determinado tempo (Q;) (O'HARA et al., 1998; POLLI et al., 1996; CID, 1981).

As equacdes 6.9 e 6.10 representam a meia-vida de dissolugcdo para os

modelos de zero e primeira ordem, respectivamente:

(6.9)
{5006 = Qoo/2 X Ko

(6.10)
t50% = O,693/K

Onde:

ts00: tempo de meia-vida de dissolugéo;
Q-: quantidade de farmaco dissolvida no infinito;

K: constante de liberacgéo.
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> Eficiéncia de dissolucéo:

Além dos modelos cinéticos tracados a partir do perfil de dissolucdo, a
eficiéncia de dissolucdo (ED%), sugerida inicialmente por Khan e Rhodes (1975),
pode ser incluida como um importante parametro de cinética de dissolucéo. Este
termo pode ser definido como a avaliacao integral comparativa da area sob a curva
(ASC) do perfil de dissolugcdo em relacdo a area representada pelo tempo total de
ensaio. A ED% permite a comparacdo mais fidedigna entre dois produtos. Além
disso, este parametro esta relacionado com a quantidade real de farmaco que se
encontra dissolvida no meio e, desta forma, pode-se ter um melhor prognéstico dos
resultados in vivo (SKOUG et al., 1997; OFOEFULE et al., 2001).

O uso da ED%, com o proposito de comparacao entre as formulacdes, tem
sido defendido por alguns autores, uma vez que a biodisponibilidade é também
determinada pelo calculo da ASC. Vale salientar que, embora os fatores f; e f, sejam
adotados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como critérios de
aceitacao entre produtos (BRASIL, 2004), a ED% é capaz de apresentar diferencas
entre formulacdes que ndo sejam detectadas somente por esses fatores (SERRA e
STORPIRTIS, 2007). Sendo assim a ED% pode ser expressa pela equacao 6.11:

(6.11)
ED% = ASC(O_T minutos) X 100

ASCrr

Onde:

ED%: eficiéncia de dissolucéao;
ASC: area sob a curva no tempo decorrido de ensaio;

ASC 1r: area total do retangulo;

6.8 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos, assim como o0s resultados do desenvolvimento e

validacdo do método de dissolucdo, comparacao dos perfis e cinética de dissolucao
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dos comprimidos revestidos da OLM encontram-se descritos no artigo:
“"Development and validation of a discriminating in vitro dissolution method for a
poorly soluble drug, olmesartan medoxomil: comparison between commercial
tablets”, publicado no periodico internacional American Association of
Pharmaceutical Scientists (AAPS), v. 11, p. 637-644, 2010.

6.9 CONCLUSAO

> Em funcdo da OLM ser considerada um farmaco de classe IV, segundo o
SCB, nao foi possivel estabelecer uma CIVIV. Desse modo, o método de
dissolugédo foi desenvolvido e validado visando apenas o controle de

gualidade dos comprimidos do farmaco em estudo;

> O rétulo e a bula do produto mencionam que a OLM encontra-se na forma de
comprimidos revestidos. Sendo assim, os testes de dissolucdo deveriam ser
conduzidos, segundo os compéndios oficiais, em dois estagios, um acido e
um tampdao. No entanto, durante o desenvolvimento do teste observou-se que
o farmaco liberou mais que 10% na etapa acida, indicando, assim, que o
revestimento especificado pelo fabricante objetiva-se a mascarar as
caracteristicas organolépticas do produto e ndo ao seu local de dissolugéo no
TG,

> Foram realizados testes preliminares de dissolu¢do, em trés cubas, com seis
diferentes meios de dissolugéo e constatou-se que o meio mais adequado, ou
seja, aquele em que havia mais de 85% de farmaco dissolvido em 45 minutos
de teste foi uma solucdo de LSS 0,5% (p/V) pH 6,8. Também foi testado o
meio tampéao fosfato de potassio pH 6,8, conforme sugestdo de Sagirli e
colaboradores (2007); no entanto este demonstrou ser menos discriminativo
em relacdo aos meios contendo diferentes concentracdes de LSS. Portanto, a
condicao eleita para realizacéo do teste e perfil de dissolugcdo da OLM foi 900
ml de uma solucéo a 0,5% (p/V) de LSS pH 6,8 como meio de dissolucéo, a

37 £ 0,5 °C, equipamento 2 (pas) e rotacdo de 50 rpm;
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>

O método de dissolucdo, desenvolvido e validado por CLAE e por
espectrofotometria na regido do UV, para determinacdo da quantidade
dissolvida da OLM em uma solucéo a 0,5% (p/V) de LSS pH 6,8, cumpriu com
0s parametros exigidos para validacdo de métodos analiticos e pode ser,
portanto, utilizados para o controle de qualidade de rotina dos comprimidos

revestidos deste farmaco;

A andlise estatistica comparativa dos métodos de quantificacdo por CLAE e
espectrofotometria na regido do UV demonstrou ndo haver diferenca
significativa entre ambos, sendo considerados equivalentes para analise da
OLM dissolvida.

A comparacédo entre os perfis de dissolugcéo através da aplicacdo dos fatores
de diferenca (f;), semelhanca (f,) e eficiéncia de dissolucédo (ED%) comprovou
que houve semelhanca entre os comprimidos dos medicamentos referéncia

Benicar® e Olmetec®, outra formulac&do disponivel no mercado;

Constatou-se, através da analise dos resultados obtidos pela aplicacdo dos
modelos matematicos propostos, que as duas formulacbes da OLM
apresentaram cinéticas de dissolucdo distintas, ou seja, o Benicar® segue o

modelo de Hixson-Crowell e o Olmetec® o de zero ordem:;

Os valores calculados de tsgy (mMmeia-vida de dissolugcdo) e tgpy (tempo
necessario para liberar 80% de farmaco), obtidos a partir da aplicagdo da
equacao de zero ordem, foram semelhantes aos valores experimentais

obtidos nos perfis de dissolucéo para o Benicar® e Olmetec®.
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Abstract. A dissolution test for tablets containing 40 mg of olmesartan medoxomil (OLM) was developed
and validated using both LC-UV and UV methods. After evaluation of the sink condition, dissolution
medium, and stability of the drug, the method was validated using USP apparatus 2, 50 rpm rotation speed,
and 900 ml of deaerated H,O + (.5% sodium lauryl sulfate (w/v) at pH6.8 (adjusted with 18% phosphoric
acid) as the dissolution medium. The model-independent method using difference factor (f;) and similarity
factor (f>), model-dependent method, and dissolution efficiency were employed to compare dissolution
profiles. The kinetic parameters of drug release were also investigated. The obtained results provided
adequate dissolution profiles. The developed dissolution test was validated according to international
guidelines. Since there is no monograph for this drug in tablets, the dissolution method presented here can
be used as a quality control test for OLM in this dosage form, especially in a batch to batch evaluation.

KEY WORDS: dissolution kinetic; dissolution test: LC-UV method; olmesartan medoxomil; UV method.

INTRODUCTION

Dissolution testing has emerged in the pharmaceutical
field as a very important tool to characterize drug product
performance. The significance of this test is based on the fact
that the rate and extent of drug absorption depend on its
dissolution from the dosage form. Therefore, dissolution test
is used not only for quality control of the final dosage form,
but also to assess several stages of formulation. Moreover,
when an in vitrolin vive correlation is demonstrated, dis-
solution can be used as a surrogate test to predict the in vivo
bioavailability of pharmaceutical formulations (1).

The interest in the in vitro dissolution of poorly soluble
drugs has increased over the years due to the fact that this class of
drugs is more likely to present a meaningful correlation between
dissolution and absorption (2). Difficulties are usually encoun-
tered in selecting a dissolution medium of acceptable volume and
composition that also presents a good discriminating power (3,4).

Olmesartan medoxomil (OLM; 5-methyl-(2-0xo0-1,3-
dioxol-4-yl)methyl-4-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2-propyl-1-[2*
(1H)-tetrazol-5y1)1,1'biphenyl-(4-yl)methyl]-1H-imidazole-5-
carboxylate; Fig. 1) is a prodrug that is rapidly and completely
hydrolyzed to the active metabolite olmesartan (OL; Fig. 1) by
both arylesterase and albumin during gastrointestinal absorp-
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tion (5). It is a selective angiotensin II receptor blocker which
was approved by the US Food and Drug Administration (FDA)
in 2002 for the treatment of hypertension, either alone or in
combination with other drugs. OLM is also reported to be
effective in animal models of atherosclerosis, liver disorders,and
diabetic nephropathy (6). This drug is considered a weakly basic
compound (pK,=4.3), highly lipophilic, and with an oral
bicavailability of about 29% (7), being classified as class IV,
according to the Biopharmaceutical Classification System where
its dissolution is the rate-limiting step for absorption (8). A
dissolution method for OLM associated with hydrochlorothia-
zide in tablets was previously reported in the literature (6);
however, the method described was not validated according to
the parameters established by the official compendious.

In this context, the purpose of the present study is to
develop and validate a dissolution test for OLM in tablets, based
on its physicochemical characteristics. Additionally, the method
was tested in two different formulations (Benicar® and Olme-
tec”) using both modelindependent method and dissolution
efficiency (%DE) approaches to characterize their dissolution
profiles. The kinetics dissolution was determined using model-
dependent methods. The parameters such as dissolution rate
constant (&), time to promote the dissolution half-life (5y.,), and
time for release drug amount =80% (1g)e,) were also evaluated.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

OLM reference substance (assigned purity 99.3%) was
purchased from Sequoia Research Products® (Oxford, UK).

1530-9932/10/0000-0001/0 © 2010 American Association of Pharmaceutical Scientists
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Fig. 1. Chemical structure of OLM and its active metabolite OL

Benicar”™ (Sankyo Pharma, Brazil) and Olmetec® (Pfizer,
Brazil) tablets containing 40 mg of OLM were obtained from
commercial sources. Sodium lauryl sulfate (SLS) was obtained
from Synth (Sdo Paulo, Brazil). The excipients used to simulate
those found in the dosage forms (cellulose microcrystalline,
low-substitution hyprolose, lactose monohydrated, hyprolose,
magnesium stearate, talc, titanium dioxide, hypromellose)
were all of pharmaceutical grade and acquired from different
distributors. LC-grade acetonitrile was obtained from Tedia®
(Fairfield, USA). Purified water (Milli-Q Plus, Mi]]ipore®.
MA, USA) was used throughout the analysis. All other
reagents and solvents used for the preparation of buffer
solutions were of analytical grade. The 0.1 and 0.01 M HCI
and monobasic potassium phosphate USP buffers (pH6.8 and
7.5) were prepared as described in USP 32 (11).

Instrumentation

The development and validation of the dissolution test
was performed using a VANKEL® VK 8000 dissolution
autosampling station consisting of a VK-type bidirectional
peristaltic pump, VK 750D digitally controlled heater/circu-
lator, VK 7010 multibath (n=8) dissolution testing station
with automated sampling manifold.

Chromatographic analysis was carried out using a Shimadzu
LC system (Kyoto, Japan) which consisted of a LC-10AD pump,
a SLA-10ADVP system controller, a SPD-10A (SPM-20A in the
selectivity test) detector, a DGU-14A degasser, and a Rheo-
dyne® 77251 manual injector with a 20-pl loop. Data integration
was performed using the CLASS-VP software (version 6.1).

A UV-Vis spectrophotometer (UV-160A, Shimadzu)
using 1.0 cm quartz cells and SPECTRA MANAGER
software was used for all absorbance measurements.

An Ultrabasic potentiometer (Denver, Colorado, USA)
was used to determine the pH of all solutions. A Thornton
T50 ultrasonic bath (Metler-Toledo, Bedford, MA) was used
for deaeration.

Three filters were evaluated for sample filtration: Milli-
pnore® (nylon membrane, 0.45 pm), Framex® (quantitative
filter, 25 pm), and Vankel® (qualitative filter, 10 pm).

Analytical Conditions

A previously developed stability-indicating LC-UV
method (9) was used to determine the percentage of OLM

released. As described earlier, a Phenomenex® RP-18 column
(250%4.6 mm, 5 pm) and UV detection at 257 nm were used.
The mobile phase was composed of water/triethylamine/
acetonitrile (60:0.3:40 v/v/v, pH adjusted to 6.3, with 18%
phosphoric acid), previously filtered through a 0.45-um
membrane (Millipore®, Bedford, USA). The flow rate was
1.2 ml min"! at room temperature (23+2°C) and the injection
volume was 20 pl. The run time was set to 10 min. For the
specificity and stability studies, a SPD-MI0ADVP
photodiode array (PDA) detector was used.

The same samples analyzed by LC-UV were also
analyzed by the UV method (4=257 nm) in order to compare
the results using the dissolution medium as blank.

Tablets Analysis

The content analysis and dose uniformity test of Beni-
car® and Olmetec® tablets were carried out by the LC
method previously validated (9) and described in the
“Materials and Methods™ section.

For content determination, 20 U of each formulation were
ground and an amount equivalent to 10 mg of OLM was
transferred to 20 ml volumetric flask containing 10 ml of
acetonitrile. Then the flasks were sonicated for 15 min and the
volume was completed with the same solvent. After filtration
with qualitative filter, aliquots of 1 ml of the solutions were
transferred to 25 ml volumetric flasks and diluted with the
dissolution medium to obtain the final concentration of 20 pg
ml . The analysis was performed in triplicate.

The dose uniformity test was evaluated after analysis of
ten individual units of both formulations. Each tablet,
previously ground, was transferred to 100 ml volumetric flask
containing 50 ml of acetonitrile, which was kept in the
ultrasonic bath for 30 min, and the volume was completed
with the same solvent. After filtration with qualitative filter,
aliquots of 1 ml of the solutions were transferred to 20 ml
volumetric flasks and diluted with the dissolution medium to
obtain the final concentration of 20 pg ml ™.

All solutions were filtered in a 0.45-um nylon membrane
before the chromatographic analysis.

Determination of Sink Conditions

OLM is a prodrug with pH-dependent solubility. In both
acid and alkaline solutions, its solubility is high (pH1.2 and
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8.0) and it reaches its lower solubility in the pH range of 4.0
to 6.0 at 20°C (7). The sink conditions were determined in
0.1 M HCI, 001 M HCl, pH6.8 and 7.5 USP buffered
solutions. Different concentrations of SLS (0.5%, 1.0%, and
15% (w/v)) in the dissolution medium were also evaluated
due to the low solubility of this drug. Vessels (n=3)
containing 250 ml of medium were preheated in a thermo-
statically controlled water bath at 37+0.5°C, before adding an
excess of OLM reference substance (approximately 40 mg).
The suspensions were gently agitated. Aliquots of 10 ml were
removed from each vessel after 1 and 2 h and filtered. An
aliquot of 2.5 ml was transferred into 20 ml volumetric flask,
diluted with the mobile phase, and analyzed by LC-UV
methods.

Dissolution Test Conditions

Dissolution testing of tablets was performed in compli-
ance with USP 32 (11) using a paddle (USP apparatus 2) and
900 ml of dissolution medium preheated at 37+0.5°C. The
rotation speed selection was done based on the recommended
range (50-75 rpm) for apparatus 2 and the usual values for
tablets (10,11). Samples were withdrawn at 15, 30, 45, 60, and
120 min for early validation work. After dissolution optimi-
zation, aliquots were withdrawn at 10, 15, 30, 45, 60, and
120 min. Automatic sampling was performed using 8 ml
aliquots and these solutions were immediately filtered
through 10 pm filters connected into the equipment. The
percentage of drug dissolved was determined using both LC-
UV and UV methods.

The reference substance solution was prepared using an
amount of powder equivalent to 11.1 mg of OLM that was
transferred to a 50-ml volumetric flask with acetonitrile
(2222 pg mI'™). An aliquot of 1.0 ml of this solution was
transferred to a 10-ml volumetric flask and diluted with
dissolution medium, obtaining the final concentration of
222 pg ml. The solution was filtered in a 0.45-um
membrane filter before analysis.

Dissolution Method Validation

In order to demonstrate that the method was adequate
for dissolution test purposes, it was validated using both LC-
UV and UV methods, evaluating stability, specificity, linearity,
accuracy, precision, robustness, and filter suitability according
to USP 32 (11) and ICH guidelines (10,12,13).

Standard and Sample Solution Stability

The stability of OLM in the dissolution medium was
evaluated using reference substance and samples. The
solutions were submitted to dissolution test in H,O containing
05% of SLS (w/v) at pH6.8, corrected with 18% phosphoric
acid, at 37+0.5°C, 50 rpm, for 2 h. After this, both solutions
were evaluated in 0 h at room temperature (23+1°C), and
after 15 and 24 h, at room and refrigerator (8+2°C) temper-
atures. During this test, solutions were protected from light.
The assay was performed in triplicate. All the results were
within 98-102% of the initial value and no degradation
product was observed.

Specificity

Specificity was evaluated by preparing a placebo based
on the commercial tablets in their usual concentration. An
amount equivalent to that contained in one tablet was
transferred to vessels with 900 ml of medium, at 37£0.5°C,
and stirred for 1 h at 150 rpm, using USP apparatus 2.
Aliquots of this solution were filtered prior to analysis. The
concentrations of the excipients, listed in the “Materials and
Methods” section, were based on the literature (14).

Linearity

Aliquots of a stock solution containing 100 pg ml ™! of
OLM reference substance, prepared in acetonitrile, were
transferred to 25 ml volumetric flasks and diluted with the
dissolution medium to final concentrations of 5, 10, 15, 20, 25,
and 30 pg ml ™!, for LC-UV and UV analysis. The solutions
were analyzed in triplicate every day, during three consecutive
days. The linearity was evaluated by linear regression
analysis, which was calculated by the least square regression
method and analysis of variance (ANOVA).

Accuracy/Precision

Accuracy of the method was evaluated by the recovery
test of known amounts of OLM reference substance added to
the placebo. A stock solution containing 2 pg ml™ was
prepared in acetonitrile. Aliquots of 8, 10, and 12 ml of this
solution were added to a vessel containing the medium for a
final volume of 900 ml, preheated at 37+0.5°C, and rotated
for 1 h at 150 rpm. The final concentrations were 17.7, 22.2,
and 26.6 ug ml ', corresponding respectively to 80%, 100%,
and 120% of the nominal assay concentration. The analyses
were done in triplicate, in different days. Placebo samples
were prepared in the same way described in the specificity
test.

The same solutions used in the accuracy test were
analyzed in order to evaluate the precision of the method.
Repeatability (intraday) and intermediate precision (inter-

Table 1. Equation Descriptions for the Application of Dependent
and Independent Models

Model Equation
Dependent
Zero-order Q=0 kyxt
First-order InQ,=InQp—kyxt
ngl.lchl Qo=knu X

Qo]'JB‘Qr"DV:kHcXi
Od Qa=kg ("

Hixson-Crowell
Korsmeyer-Peppas
Independent

Difference factor  f; = {[E,o1"|R — T{||/ [Ei=1" % R,]} » 100

Similarity factor fh=30x Iog{ [1 +(1/n)Eem™(R, — T,Jz]_n's x 100}

©, amount of drug released in time ¢, Q, amount of drug released at
infinite time ¢, Qp initial amount of drug in the tablet, ko, ki1, kn, ki,
ky release rate constants, R dissolution measurements of reference, T
dissolution measurements of test, n release exponent (indicative of
drug release mechanism)
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Table 1L Solubility of OLM Reference Substance at Different
Dissolutions Media (40 mg OLM Bulk in 250 ml of Medium)

Solubility (%)

Medium 1h Th
0.1 M HCl (pH1.2) 38.4 63.5
0.01 M HCI (pH18) 157 452
USP pH6.8 buffer 347 385
USP pH7.5 buffer 594 62.8
H,0 + 0.5% SLS pH6.8 439 73.3
H,0 + 1.0% SLS pH6.8 533 76.2
H,0 + 1.5% SLS pH6.8 78.5 97.5

day) were evaluated based on the relative standard deviation
(RSD) of the results.

Robustness

Robustness was evaluated during development by mak-
ing small, but deliberate, changes to the method's parameters.
The release of OLM tablets in different pH values of the
dissolution medium (6.4 and 6.8) was evaluated.

Filter Suitability

The filter evaluation is necessary to determine its
adequacy and to verify that it does not adsorb the drug and
that it removes insoluble excipients that may otherwise cause
high background or turbidity (10). The reference substance
and sample solutions were prepared in dissolution medium
with a final concentration of 22.2 pg ml™".

The sample solutions were prepared using a placebo, like
that described in the specificity test, and transferred to the
vessel that was gently rotated for 1 h at 37+05°C. Four
aliquots of 10 ml were withdrawn at the same point and
submitted to one of the following procedures: centrifugation
for 5 min at 3,000 rpm or filtration with a qualitative,
quantitative, and nylon filters.

For a filter to be acceptable for use, the results must be
within the 98-102% range (10,15).

Bajerski er al.

Applied Methods to Compare Dissolution Profiles

The dissolution profiles were compared using a model-
independent method and dissolution efficiency (% DE).

When comparing dissolution profiles, FDA guidance
recommend approaches such as the model-independent
method, based on the calculation of difference (f;) and
similarity (f3) factors, which is currently applied (Table T).
The f; factor measures the percent error between two curves
over all time points. The f, factor is a logarithmic trans-
formation of the sum-squared error of differences between
the test and the reference products over all time points. Two
dissolution profiles are considered to be similar if f; has a
value between 0 and 15 and if f> has a value between 50 and
100 (16,17).

The dissolution efficiency (%DE) was calculated from
the values obtained in the area under curve (AUC) of the
dissolution profile, up to 120 min, applying the trapezoidal
method (16). The %DE was determined considering the
rectangle total area (AUCgr) defined by ordinate (100% of
dissolution) and abscise (120 min).

To analyze the variance among the average values of
%DE obtained from Benicar® and Olmetec”, both determined
by LC-UV and UV methods, the ANOVA was applied.

Evaluation of Release Kinetic

To evaluate OLM release kinetics, five mathematical
models were applied: zero-order, first-order, Higuchi, Hixon-
Croweel, and Korsmeyers-Peppas equations, which are
presented in Table T (16,17).

The suitability of models to experimental data was
evaluated using the software MicroMath Scientist 3.0 (Micro-
math, EUA), based on the model selection criteria (MSC).

The curves were constructed by applying the kinetic
models listed, considering only the ascendant points of drug
released (0 to 30 min).

Other parameters were used to characterize the drug
release profile such as dissolution half-life (f5p,), which
corresponds to the time necessary to release 50% of the drug
from the pharmaceutical dosage form, and the sampling time
for =80% of drug dissolution (fg0s, ). Frequently, pharmaco-
peias use this parameter as an acceptance limit for the
dissolution test (18).

100
90 4
80 4
- 701 / - . —————%
§ 60 1 —+—D01MHCI
E 50 4 —8—01MHCI
= 404 /% ——USP pHE 8 Buffer
30 4 4 —+—H20+ 0 5% SLSpHE 8
20 - // —»—H204+10% SLSpHE 8
04/ ——H204+15%SLSpHE 8
0 T + T T T T T T T ]

50 ® 70 80 90

100 110 120

Time (min.)
Fig. 2. Dissolution profiles of Benicar® tablets (n=3) using 0.1 M HC1, 0.01 M HCI, H,0 +

0.5% SLS pH6.8, H>0 + 1.0% SLS pH6.8, H,O + 1.5% SLS pH6.8, and USP pH6.8 buffer
at 37+0.5°C, USP apparatus 2 at 50 rpm, analyzed by LC-UV method
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Fig. 3. Specificity test for OLM before dissolution in H,O + 0.5% SLS pH6.8 at 37+0.5°C
and apparatus 2 at 150 rpm, analyzed by the LC-UV method

RESULTS AND DISCUSSION
Tablets Analysis

The OLM content in tablets by the LC method for
Benicar® and Olmetec® was 99.1+1.1% and 98.9+0.5%,
respectively.

In relation to the uniformity test, the analyses for both
Benicar® (100.7+4.4%) and Olmetec® (95.7+1.5%) were
carried out using the general specifications of USP 32 (11).

According to these analyses, the tablets were considered
appropriate for the dissolution tests.

Determination of Sink Conditions and Dissolution
Conditions

For poorly soluble drugs, medium selection for dissolu-
tion tests is an important step in method validation due to the
difficulty to achieve sink condition (19), which is defined as
the volume of medium at least three times greater than that
required to dissolve the dose of the drug being tested (10).
Among the media tested, sink condition was observed only in
H,0 with 1.5% SLS (w/v) and pH6.8 (Table II). However,
media that fail to provide these conditions may be acceptable,
if they prove to be more discriminating (10,11.20). The use of
aqueous solutions containing a percentage of surfactant is
suggested for poorly soluble compounds (10,2021). The
media tested were: 0.1 M HCI (pH1.2); 0.01 M HCI (pH
1.8); USP pH6.8 buffer; H;O + 0.5% SLS (w/v) pH6.8; H;O +
1.0% SLS (w/v) pH6.8; and H,O + 1.5% SLS (w/v) pH6.8
(Fig. 2). USP pH7.5 buffer medium was not used because
preliminary tests showed the formation of degradation
products. Dissolution tests were performed using USP
apparatus 2 at a rotation speed of 50 rpm at 37+0.5°C.

The use of surfactants in the dissolution medium
composition for sparingly aqueous-soluble drugs products is
physiologically relevant, because it can better simulate the
environment of the gastrointestinal tract than a medium
containing other solvents than water (4,8). Shah er al.
recommend the use of the lowest amount of surfactant
necessary to achieve 75-80% of drug release in a reasonable
amount of time (60-90 min) (22).

Reference Substance and Sample Solution Stability

The stability test of the reference substance stock
solution and samples demonstrated that OLM was stable in
the test conditions for up to 15 h (considering the analysis
time for routine quality control and dissolution profiles
determination) at refrigerator temperature (8+2°C). After
15 h at room temperature (23+2°C), a decrease in OLM
concenftration above 2% was observed.

Specificity

The specificity of the dissolution test by the LC-UV
method demonstrated no interference of excipients, using a
PDA detector (Fig. 3). The same analysis was done using the
UV method. The results obtained suggest that the UV
method could also be used for the quantitation of OLM,
once the formulation excipients had no interference at
257 nm (Fig. 4).

Linearity

Both LC-UV and UV methods showed good linearity at
the concentration range of 5-30 pg ml . Correlation
coefficients were closer to 1.0000 (>0.9999) for both

+2.50 A
257 NM
0.500
(A/DIV.) Reference substance
Tablets
+000A [ EXcipients M
2000 400.0

50.0 (NM/DIV.)

Fig. 4. UV spectrum of OLM before dissolution in H>O + 0.5% SLS
pH6.8 at 37+0.5°C and apparatus 2 at 150 rpm
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Table 11I. Accuracy Results for OLM (Percent Recovery) by LC-UV and UV Methods

Concentration (%)

17.7 pg ml™ 22.2 ug ml™’ 26.6 ug mi™'

Sample LC-UV uv LC-UV uv LC-UV uv

Dayl 1 95.9 101.4 95.7 102.0 993 1034
2 98.2 104.9 983 1040 100.1 104.6

3 97.1 102.7 98.6 1044 99.0 103.7

Day2 1 96.5 103.0 96.9 102.1 1008 104.3
2 96.3 101.3 96.5 102.0 100.3 104.3

3 96.0 1004 97.0 103.0 99.4 103.7

Average (n=6) 96.7 102.3 97.1 1029 99.8 104.0
Percent RSD 0.9 15 11 1.0 0.7 04

RSD relative standard deviation

methods. The slopes and intercepts obtained were 42,568 and
1,656 for LC-UV and 0.0434 and 0.0058 for UV, respectively.
The analysis by ANOVA showed significant linear regression
(p<0.05) and no significant deviation from linearity (p>0.05).
These data indicate that both methods are linear for OLM.

Accuracy and Precision

The accuracy was demonstrated by the recovery of
known amounts of OLM to the dissolution vessels. Percent-
age recoveries from 95% to 105% are recommended for this
test (10,11). The accuracies of the methods were considered
adequate (Table III). Interday and intraday precisions were
evaluated at three different concentration levels (17.7, 22.2,
and 26.6 pg ml™") in 2 days. The low RSD (=2%)
demonstrate the good precision of both methods. The
results are presented in Table IV.

Robustness

In the evaluation of method robustness, the influence of
different pH values (6.4 and 6.8) was tested and the results
(data not shown), analyzed by ANOVA, showed no signi-
ficative difference among the OLM released from Benicar®
by LC-UV (Feutcutated=3-7%10" <P oicar=5.12; p>0.05) and
UV (Falcuatea=0.1%10 ' Foitiear=5.12; p>0.05) methods.
These data demonstrated that the dissolution method is
robust.

Filter Suitability

The results obtained from filtered and centrifuged
solutions of reference substance and sample solutions by
both methods showed average recoveries within 98-102%.
These data demonstrate that the filters did not interfere in the
results of analysis.

LC-UV Versus UV Quantitation and Dissolution Profiles
Comparison

The in vitro dissolution profiles of Benicar® and Olme-
tec” are shown in Fig. 5. Each data point represents a mean
of 12 measurements for each product. The RSD are in
accordance with the literature, >20% for the first data point
and then <10% (10,11).

The percentage of drug dissolved, until 120 min, for both
drug products were similar between them, as well as between
the methods (Benicar™: LC-UV method, 93.1+1.8% and UV
method, 93.8+4.4%; Olmetec”: LC-UV method, 95.6=1.3%
and UV method, 94.3+2.2%).

The statistical investigation by ANOVA showed that
both methods, LC-UV and UV, can be used to evaluate the
percentage of drug released of OLM in tablets (Feyculated=
8.0x10™*<Fyipica =4.84; p>0.05).

Since Benicar” is the reference brand, the difference (f;)
and similarity (f>) factors were calculated between Benicar®
and Olmetec”. According to the FDA guidance (23), for the

Table IV. Precision Results for OLM by LC-UV and UV Methods

Intraday (ug mI™) (+RSD)

Interday (ug ml™) (+RSD)

Day Concentration (ug ml™) LC-UV uv LC-UV uv
1 177 17.9+1.2 182+1.7 17.1+0.9 18.1+1.5
2 17.0£0.2 17.9+1.3
1 199 21.4+1.6 229+1.2 21.5+11 22.8+1.0
2 21.5+0.3 22.7+0.5
1 266 ’26:.41{}.6 27.6+0.6 26.5+0.7 27.6+04
2 26.6+0.7 27.6+0.3

RSD relative standard deviation
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Fig. 5. Dissolution profiles of Benicar® and Olmetec® tablets (n=12) using H,O + 0.5%
SLS pH6.8 at 37+0.5°C, USP apparatus 2 at 50 rpm, analyzed by the LC-UV and UV

methods

calculus of these parameters, only one point in the dissolution
profile, after 85% of the drug is released, should be used.
Therefore, this percentage for Benicar® was reached at
30 min (88.1% LC-UV and 85.3% UV) and for Olmetec® at
30 min (90.2% LC-UV) and 45 min (91.1% UV). The results
of f; and f, were 5.4 and 62.6 for LC-UV and 5.1 and 93.7 for
UV, respectively, showing that profiles were similar.

In order to evaluate the suitability of both methods with
respect to each formulation, they were also analyzed using f;
and f5. For Benicar®, using LC-UV results as a reference,  f
and f> were 1.3 and 974, respectively, and for Olmetec®, fi
and f> were 5.9 and 93.7, respectively. These results demon-
strate that both methods could be used to access the
dissolution data for these formulations.

In accordance with the similarity results, the %DE data
also showed no significant differences between the dissolution
profiles of Benicar® (87.0+12% LC-UVand 84.3+32% UV)
and Olmetec® (86.0+1.3% LC-UV and 84.9+1.7% UV;
Fcalculaled:&gx.-10“1<Fcﬁu'ca|:2-0; p)OOS)

Kinetics of Drug Release

dissolution prolife for Benicar® and Olmetec® by both
methods.

CONCLUSION

A dissolution test was developed and validated for OLM
tablets, according to the USP 32 (11) and ICH guideline
(10,12,13). Final conditions are 900 ml of HO + 0.5% SLS
(wfv) at pH6.8 as dissolution medium, at 37+0.5°C, and USP
apparatus 2 at 50 rpm. The percentage of drug dissolved was
determined by the LC-UV and UV methods, and the results
showed no significant difference (p>0.05), when applied to
two drug products. Dissolution profiles were evaluated using
model-independent approaches and dissolution efficiency
(%DE). Difference (f;) and similarity (f;) factors, as well as
%DE, showed similar profiles for Benicar® and Olmetec®,
when analyzed by both methods. Kinetics of drug release was

Table V. Kinetic Parameters for Different Release Models of OLM in
Tablets Analyzed by LC-UV Method

Dissolution model Benicar® Olmetec®
Dissolution profiles (LC-UV method) were used to  Zero-order &, 30832 3.0433
evaluate the kinetics of drug release. The slope (k), deter- R 0.9742 0.9927
mination coefficient (R?), and MSC are presented in Table V.  MSC 3.1587 44273
Considering these values, obtained by mathematical mo- Firstorder £, 0.0523 0.0493
deling (MicroMath Scientist®), distinct release mechanisms R 0.9529 0.9285
were found for Benicar® (Hixson-Crowell) and Olmetec” MSC ) 25573 _2'_1393
(zero-order). Higuchl Ky 14.4125 14.1377
: iy 0.9219 0.8894
The Hmsqn—mee]] model assumes that the' drug  ysc 20498 17003
release mechanism from the dosage form is a function of  yivcon Crowell i 0.069% 0.0663
the cube root of the unreleased drug fraction with time. So, g2 0.9756 0.9592
the geometric tablet shape diminishes proportionally over  MSC 32171 2.6998
time, assuming that the release rate is limited by the Korsmeyers-Peppas kg 0.0301 0.0322
dissolution rate of drug particles (16). The zero-order model n 0.8466 0.9820
describes the systems where the drug release rate is inde- & 0.9844 0.9928
pendent of its concentration (16). MSC ) 31634 3.9442
The zero-order model, which also described the data 0% ("lf"} Lk 127
taos, (min) 259 263

adequately, was used to calculate tsg, and tge, (Table V).
The results revealed that both formulations showed similar
values for fsge,, While fgqe, values confirmed that more than
80% of OLM in both formulations was released. Thus, these
results are in accordance with the data obtained in the

ko, ky, kg, kye, kg release rate constants, MSC model selection
criteria, n release exponent (indicative of drug release mechanism),
tspe, dissolution half-life (zero-order kinetics), fgpe; time to release
80% of the drug (zero-order kinetics)
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better described by the Hixson-Crowell model, for Benicar®,

and the zero-order model, for Olmetec®. The kinetic param-
eters (fspo, and fyge,) estimated by the zero-order model
revealed that both formulations showed similar performance.
Considering this, the proposed methods could be used as a
routine quality control test, since there is no fully validated
available method for OLM in tablets.
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7.1 INTRODUCAO

Os materiais farmacéuticos sélidos podem ocorrer como substancias
cristalinas puras de estrutura identificavel e definida. Alguns principios ativos que
existem na forma cristalina sdo capazes de formar diferentes tipos de cristais,
dependendo das condigcbes (temperatura, solvente, tempo) sob as quais a
recristalizacdo € induzida. Essa propriedade pela qual uma Unica substancia quimica
pode existir em mais de uma forma cristalina é denominada de polimorfismo
(SHARGEL e YU, 2005; ANSEL et al.,, 2000). Vale ressaltar que diferencas
morfolégicas ou macroscépicas nos cristais ndo revelam, necessariamente, a
ocorréncia de polimorfismo, uma vez que estas alteracdes podem ser geradas por
diferentes direcdes no crescimento do cristal durante o processo de recristalizacéo
(GIRON, 1995; BOTTOM, 1999).

As formas polimérficas apresentam algumas propriedades fisicas e fisico-
guimicas diferentes como: ponto de fusdo e sublimacdo, condutividade, volume,
densidade, viscosidade, dureza e forma cristalina, cor, indice de refracao,
solubilidade, higroscopicidade, reacdes no estado sélido, estabilidade e perfil de
dissolugédo (GIRON, 1995; BOTTOM, 1999; AULTON, 2005). Sob condi¢gbes de
temperatura e pressao definidas, apenas uma das possiveis formas polimérficas de
uma substancia pura € estavel, sendo as outras formas denominadas de
metaestaveis, ou seja, formas que se transformam, a diferentes velocidades, na
forma estavel (AULTON, 2005).

A presenca de polimorfismo em compostos farmacéuticos pode ter um
impacto direto sobre a qualidade e desempenho de farmacos, tais como a
estabilidade, a dissolugéo e a biodisponibilidade do medicamento. O inesperado
aparecimento ou desaparecimento de uma forma polimérfica pode produzir sérias
consequéncias, resultando em um atraso no desenvolvimento de um produto e na

interrupcéo de sua producgéao comercial (RAW et al., 2004).

Além das formas polimorficas, alguns materiais farmacéuticos sélidos podem

ocorrer tanto na forma néo cristalina ou amorfa, quanto na forma pseudopolimorfica.
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A forma amorfa de um composto apresenta maior solubilidade em relacdo a
forma cristalina correspondente, uma vez que a estrutura cristalina € mais rigida e
termodinamicamente mais estavel. Por essa razdo, formas amorfas de um farmaco
demonstram velocidade de dissolu¢gdo maior em relagao a sua cristalina (SHARGEL
e YU, 2005).

J4 a expressao pseudopolimorfismo se aplica a hidratos e solvatos obtidos
numa cristalizacdo e referem-se ao fato de que algumas moléculas de solvente
podem estar presentes na estrutura cristalina de uma substéncia, interferindo em
sua cristalizacdo (MORRIS, 1999; BECKMAN, 2003). Se a molécula solvatante for a
agua, isto é, se um hidrato for formado, a interagdo entre a substancia e a agua, que
ocorre na fase cristalina, reduz a quantidade de energia liberada quando o hidrato
solido dissolve-se em agua. Consequentemente, cristais hidratados tendem a exibir
uma solubilidade aquosa inferior a de suas formas ndo hidratadas. Quando outros
solventes, que ndo a agua, estiverem presentes no reticulo cristalino, a substancia é
denominada de solvato. De modo geral, é indesejavel utilizar solvatos para fins
farmacéuticos, dado que a presenca de vapores organicos pode ser vista como

impureza desnecessaria no produto (AUTON, 2005).

Com o intuito de investigar o potencial de obtengdo de formas polimérficas da
OLM, Koike e colaboradores (2003) desenvolveram um estudo recristalizando a
matéria-prima da OLM em diferentes solventes. Os resultados avaliados por
espectrofotometria na regido do 1V, DSC, TGA e XRPD foram muito semelhantes.
Andlises realizadas ap0s trituracdo, aquecimento e acondicionamento das amostras
em distintas condicbes de umidade, por quatro semanas, também n&o revelaram
diferencas em relagdo as amostras preparadas inicialmente. Em 2006, Kumar e
colaboradores patentearam um estudo sobre o processo de preparacao do polimorfo
da OLM, designado Forma G. Esta forma cristalina foi obtida através do preparo de
solucdes do farmaco em diferentes solventes contendo grupamentos nitrila
(acetonitrila, propionitrila e mistura de ambas), alcoois de 1 a 12 atomos de carbono
(metanol, etanol, isopropanol, butanol, terc-butanol e mistura de ambos) e mistura de
ambos (2:30, v:v), em temperatura adequada. Os resultados foram avaliados através

da aplicacdo de técnicas termoanaliticas (DSC e TGA) e por XRPD.

142



Capitulo IV

A presenca de dados na literatura sobre a caracterizacdo das propriedades
polimérficas de uma substancia, néo inviabiliza a realizagdo de novos estudos sobre
as mesmas. Logo, dentro deste contexto, o presente capitulo apresenta o0s
resultados obtidos com a recristalizacdo da SQR da OLM utilizando diferentes
solventes organicos e temperaturas. As diferentes amostras encontradas foram
caracterizadas utilizando diferentes técnicas analiticas como: espectrofotometria por
ATR-FTIR, XRPD, DSC, TGA e MEV.

7.2 METODOS DE CRISTALIZACAO

No processo de sintese de farmacos, em geral, a sequéncia de eventos
segue a seguinte ordem: sintese, purificacdo, cristalizagdo, secagem, cisalhamento
e estocagem do farmaco (GIRON, 1998). Durante esses processos as
caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos serdo determinadas, bem como
possiveis contaminantes e residuos de solventes e substancias relacionadas a
sintese do mesmo. Dentre as etapas citadas, existe a possibilidade de ocorréncia de
transformacdes polimérficas durante a fase de cristalizacdo, secagem e estocagem
do farmaco (GIRON e GORDBRONN, 1997; GIRON 1998; TOSCANI, 1998; GIRON
et al., 2002).

Os cristais séo obtidos por meio da inducéo de alteracdes do estado liquido
para o estado solido, existindo dois métodos para isso. O primeiro deles consiste no
resfriamento da amostra fundida abaixo do seu ponto de fusdo. O outro método
consiste em promover uma alteracdo no sistema de uma solucdo da substancia de
tal forma que leve a obtencéo de um soélido. A temperatura e pressédo determinadas,
todo e qualquer soluto dissolve-se em qualquer liquido até uma determinada
guantidade maxima, obtendo-se uma solucdo saturada. Para formar cristais a partir
de uma solugdo é necessario atingir uma situacdo na qual exista mais soluto
presente do que aquele que pode ser dissolvido, a uma temperatura especifica. Por
fim, isso resultara na formacéo de um solido em equilibrio com a solucdo saturada.
Assim, para fazer com que o sélido precipite a partir de uma solugcéo saturada pode-

se proceder segundo umas das seguintes formas (AUTON, 2005):

» Remocéo de liquido por meio de evaporacéo;
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» Resfriamento da solucdo, uma vez que a maioria das substancias torna-se
menos soluvel com a diminuicdo da temperatura;
» Adicéo de outro liquido miscivel com a solu¢do, no qual o soluto tenha baixa

solubilidade.

Os processos pelos quais os cristais formam-se sdo denominados de
nucleacéo e crescimento. Nucleacdo é a formacédo de uma pequena massa sobre a
qual o cristal pode aumentar, enquanto que crescimento refere-se a adicdo de mais
moléculas do soluto, no sitio de nucleacgéo. Trés tipos de comportamento podem ser
reconhecidos como dependentes da nucleacdo e da taxa de crescimento cristalino:
(a) a forma mais estavel cristaliza preferencialmente em qualquer concentracao, (b)
a forma menos estavel cristaliza somente em altas concentragdes ou (c) a forma

menos estavel cristaliza em concentragdes intermediarias (THREFALL, 2000).

Para conseguir a nucleacdo e o crescimento, € necessario ter uma solucao
saturada, ou seja, uma solucdo na qual a quantidade de soluto dissolvida exceda
sua solubilidade verdadeira. As soluc¢des saturadas ndo sédo termodinamicamente
estaveis e, sob esta circunstancia, o sistema tendera ao equilibrio retornando a
condicao de verdadeira solubilidade, vindo o soluto a precipitar. Porém, em algumas
situagbes 0 processo de nucleacdo pode ser lento. Quando as condigbes de
cristalizacdo sao alteradas de alguma forma, € possivel que as moléculas passem a
formar cristais com um padréo de arranjo estrutural diferente do obtido sob as
condi¢cBes originais do processo. Esta alteracdo de condicbes pode significar um
solvente diferente, modificagcdo na agitacdo ou a presenca de diferentes tipos de
impurezas (VLACK, 1970).

Alguns sistemas levam a obtencéo de um solido que se apresenta como uma
mistura de forma cristalina e forma amorfa. Nestes casos, a quantificacdo da fracao
cristalina na mistura, denominada de grau de cristalinidade, € um fator importante a
ser controlado, especialmente pela possibilidade da ocorréncia de polimorfismo e
pseudopolimorfismo em um mesmo sistema. O grau de cristalinidade de um farmaco
pode ser estabelecido por métodos como DSC e XRPD. Estes dois métodos sdo

capazes de detectar alteragcdes nas formas cristalinas, apontando a presenca de
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formas polimorficas, metaestaveis ou parcelas amorfas do farmaco (BAUER-
BRANDL, 1996; SHEKUNOV e YORK, 2000).

7.3 METODOS DE CARACTERIZACAO E DETECCAO DE POLIMORFOS

Diferentes métodos analiticos séo utilizados para identificar e caracterizar a
forma cristalina do farmaco durante as varias etapas do seu desenvolvimento entre
eles destacam-se: a espectrofotometria na regido do 1V, a cristalografia, a analise
térmica, a microscopia, os estudos de solubilidade e ressonancia magnética nuclear.

Neste trabalho foram empregadas as seguintes técnicas:

» Espectrofotometria na regiao do IV

Esta técnica baseia-se na exposicdo da amostra a uma radiacao
eletromagnética de comprimento de onda na regido do IV, mensurando a absorcéo
desta radiacdo pela molécula em andlise. Esta absor¢éo resulta de modificagbes na
energia vibracional da molécula em um determinado momento dipolar, o que permite
identificar o tipo de ligacao presente (SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002).

A transformada de Fourier (FTIR) utiliza-se do mesmo principio da
espectroscopia em |V tradicional diferenciando-se apenas no dominio onde o
espectro € mensurado. Esta técnica € uma funcdo matematica que converte o
dominio do tempo para o dominio da freqiéncia. Dentro do campo das ciéncias
farmacéuticas, tem grande aplicacdo no controle de qualidade de farmacos, ja que
esta metodologia permite identificar moléculas com uma boa margem de seguranca,
uma vez que o resultado € Unico para cada substancia existente, a excecdo dos

isdmeros opticos, que apresentam 0s mesmos espectros (USP 32, 2009).

Uma das vantagens desta técnica € a possibilidade de fornecer espectros a
partir de dois modos distintos, transmisséo ou reflexdo, os quais estéo relacionados
com a forma de incidéncia da radiacdo IV sobre a amostra. Na espectrofotometria
por ATR-FTIR, o feixe de IV é focado sobre uma pequena area da amostra. Como a
substancia € analisada na forma de po, ndo € necesséaria compressdo do analito

com KBr, evitando, desse modo, a inducao de possiveis transicdes polimérficas que
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podem ocorrer durante a compressdo do mesmo para obtencdo da pastilha
(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002).

Ao contrario da analise por IV convencional, que ndo apresenta uma boa
capacidade de deteccdo de algumas transformacdes, mostrando registros bem
semelhantes, a espectrofotometria por ATR-FTIR torna-se Util para a caracterizacéo
de polimorfos e hidratos, pois as ligacdes normais de hidrogénio (vibragdes O-H, N-
H ou C=0), frequentemente diferem entre as formas das estruturas cristalinas e os
grupos funcionais envolvidos (KALINKOVA, 1999; BUGAY, 2001).

Normalmente, a espectrofotometria na regido do IV antecede a técnica de
XRPD. As alteracbes observadas nos espectros como o0 surgimento de novas
bandas, ampliacéo ou altera¢cdes na intensidade ou posi¢cao das bandas, observadas
em relacdo ao espectro original devem ser associadas com as alteracdes nos

difratogramas obtidos em condi¢bes semelhantes (KALINKOVA, 1999).

> Cristalografia: Difragc&o de raios-x de p6 (XRPD)

A XRPD baseia-se na propriedade intrinseca de cada cristal em desviar, em
um angulo especifico, a dire¢do dos raios-X emitidos sobre ele. O angulo de desvio
da radiacdo € unico para cada forma do cristal, permitindo assim caracteriza-lo
(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002). A notacdo matematica deste desvio é descrita
pela Lei de Bragg definida pela equacéo 7.1.

n A=2d sene (7.1)

Onde:

n = nuamero inteiro;
d = distancia entre planos paralelos;
A = comprimento de onda do raio-x;

8 = angulo de incidéncia.
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Os difratogramas gerados sao caracteristicos e distintos para cada
substancia, os quais sdo formados por um conjunto de linhas ou picos,
apresentando diferentes intensidades e posi¢des (distancias interplanares “d”). Para
uma dada substancia, as posicdes dos picos sdo essencialmente fixas e
caracteristicas. A intensidade pode variar um pouco entre diferentes amostras,
dependendo do método de preparacdo da amostra e condi¢des instrumentais. Com
o intuito de identificacdo de fases cristalinas, deve-se avaliar principalmente as
posi¢cdes dos picos, considerando semi-qualitativamente as intensidades, devido a
orientacdo preferencial (BRITTAIN, 2001).

A difratometria de raios-x € um método rapido e eficiente de avaliar se uma
amostra se encontra no estado amorfo ou cristalino. Permite identificar as fases
cristalinas presentes numa amostra e as vezes é 0 Unico meio de determinar, entre
possiveis polimorfos de uma substancia, a forma predominante, como € o caso do
grafite e do diamante, por exemplo. A comprovacdo da formacdo de solvatos
também é uma possibilidade do método (BLEICHER e SASAKI, 2000).

» Microscopia

Na maioria das vezes os polimorfos diferem na morfologia do cristal (habito
cristalino), sendo este um importante critério de analise preliminar para monitoracéo
de cristalizacdo. As formas dos cristais de polimorfos podem ser observadas por
microscoépio 6ptico (MO) ou eletrénico de varredura (EM), e quando combinados
com outros métodos analiticos, podem fornecer a diferenciacdo entre as formas
cristalinas (RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004).

Ambos 0s microscopios tém uso comum para caracterizacdo de polimorfos e
solvatos. Embora o MO seja mais limitado (trabalha até 600X), em relacdo ao MEV
(trabalha até 90000X e fornece imagens com elevado grau de informagdo em trés
dimensdes), os dois sdo complementares e muito Uteis durante os estagios inicias
de desenvolvimento do farmaco (BRITTAIN, 1999).
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> Técnicas termoanaliticas

A aplicacdo de técnicas termoanaliticas na caracterizacdo de farmacos, aliada
a outras técnicas, vem tornando-se um importante instrumento nos estudos de pré-
formulagéo e controle de qualidade da industria farmacéutica. Entre essas técnicas
destacam-se a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e a analise
termogravimétrica (TGA), que fornecem informacfes como: pureza de amostras,
fusdo, dessolvatacdo, recristalizacdes, transicdes no estado solido, interacdes,
cinética de decomposicao e presenca de componentes volateis (FORD e TIMMINS,
1989).

A DSC determina a diferenca de energia fornecida a substancia em analise e
um material de referéncia, em fungdo da temperatura, enquanto estas sao
submetidas a uma programacao controlada de temperatura. Esta técnica é aplicada
nas investigagbes de mudangas termodindmicas que ocorram durante o
aquecimento da substancia (BRITTAIN, 1999).

Na avaliacdo de substancias que apresentam diferentes formas cristalinas é
possivel determinar a mudanca de estrutura cristalina, as temperaturas de fuséo e
dessolvatacdo, que aparecem em sinais endotérmicos e exotérmicos na curva de
DSC. Permite ainda a discriminacdo entre os sistemas polimérficos como
monotropismos ou enantiotropismos e auxilia na previsdo e analise para a
descoberta de hidratos e solvatos. Estudos de sor¢cado/dessorcdo também podem ser
avaliados por esta técnica provendo maiores detalhes para a caracterizacdo de
estruturas polimérficas (GIRON, 1995; BRITTAIN, 1999).

A TGA mede a perda ou ganho de massa em funcdo da temperatura aplicada
sendo restrita as transicdes que envolvem tanto ganho, quanto perda de massa. E
muito usada na andlise de processos de dessolvatacdo e decomposicdo de
substancias. Estudos de comparagdo de estabilidade das estruturas cristalinas,
também podem ser avaliados por esta técnica, pois em geral, quanto mais alta for a
temperatura de decomposicdo de um determinado composto, maior sera a sua
estabilidade & temperatura ambiente. E um método Util, também, para quantificacdo

de conteddo volatii de um sélido, podendo ser usada como técnica para

148



Capitulo IV

guantificacdo de umidade e distincdo entre as formas solvatadas e anidras de um
determinado composto (BRITTAIN, 1999).

7.4 MATERIAL E METODOS

Os materiais e o0s métodos utilizados para analise das caracteristicas
polimorficas obtidas para as amostras da SQR da OLM submetidas as diferentes
condicbes de recristalizagdo encontram-se descritos no artigo: ““Solid-state
Characterization of Olmesartan Medoxomil Polymorphic Behavior™", submetido para

publicacdo no periddico internacional Journal of Pharmacy Research.

7.5 CONCLUSAO

»  Os diferentes procedimentos de recristalizacdo da SQR da OLM permitiram a
obtencdo de uma forma amorfa (Amostra Xl) e outra polimorfica (Amostra XIil),
as quais puderam ser comprovadas através do conjunto de técnicas de

caracterizacdo empregadas;

» A espectrofotometria por ATR-FTIR possibilitou a selecdo das amostras
recristalizadas da SQR da OLM, obtidas através dos dois processos propostos,

com espectros distintos ao do farmaco néo recristalizado;

» Através da aplicacdo das técnicas termoanaliticas, como DSC, foi possivel
constatar que as Amostras Il, Xl e Xlll apresentaram diferentes pontos de fuséo
em relacdo a OLM SQR. Observou-se, também, que as Amostras Xl e XIli
apresentaram eventos térmicos exotérmicos referentes a evaporacdo do
solvente de recristalizacdo utilizado, sugerindo, desse modo, que ambas
poderiam ser estruturas pseudopolimdrficas (solvatos). No entanto, foi possivel
esclarecer, por TGA, que as Amostras Xl e Xlll tratavam-se de uma estrutura

solvatada e outra ndo solvatada, respectivamente;

» Demonstrou-se, por meio da aplicacdo da MEV, que ocorreram diferencas
morfolégicas e macroscopicas das Amostras I, XI e Xlll em relagdo a SQR do

farmaco em questao;
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» O emprego da XRPD, como técnica de referéncia na caracterizacdo de
compostos cristalinos, foi fundamental para confirmar a descoberta das duas
estruturas obtidas: a amorfa (Amostra Xl), que havia sido considerada um
solvato por TGA, e a polimérfica (Amostra Xlll), cuja estrutura cristalina foi

diferente da descrita na literatura por Kumar e colaboradores (2006);

» Por fim, os resultados obtidos demonstraram que, com exce¢do da XRPD,
torna-se necessario a utilizacdo de um conjunto de técnicas especificas para

assegurar a ocorréncia de espécies polimorficas da OLM.
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ABSTRACT

Full characterization of polymorphic content of bulk drug chemicals has become
increasingly important in the pharmaceutical industry. A multitude of analytical
techniques are commonly used in this process. In this context, the feasibility of the
attenuated total reflectance Fourier transformed infrared (ATR-FTIR)
spectrophotometry, along with differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry (TG), X-ray powder diffraction (XRPD), and scanning electron
microscopy (SEM) were applied to investigate the presence of polymorphism in
olmesartan medoxomil bulk product. Different solvents and cooling rates of
recrystallization originated two new structures distinct from the one used and

described in the literature.

Keywords: olmesartan medoxomil, solid-state characterization, polymorphism,

recrystallization.
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INTRODUCTION

Polymorphism is defined as the ability of a substance to exist in different
crystalline phases or forms that have different arrangements and/or conformations of
the molecule in the crystal lattice . As a consequence, the polymorphic solids have
different chemical and physical properties with biopharmaceutical effects in the
dissolution rates and/or bioavailability!”. Therefore the physical characterization of
the solid state of a drug has become an extremely important area in pharmaceutics
and has been the subject of many studies involving different analytical methods'™.

The pharmaceutical solids are mostly small organic molecules that form
molecular crystals which are held together by weak inter- and intra-molecular forces
(mainly, hydrogen bonds and Van der Waals attractions). The different structural
forms of these materials occur due to the diverse dispositions that their constituent
molecules can adopt in the solid state. The formation of different crystalline forms
can also be induced by the incorporation of water (hydrates) and organic solvents
(solvates) in their structures. Some active ingredients with long, "flexible" molecules
may be difficult to crystallize and tend to produce amorphous materials during
precipitation. Also, they can exhibit partial order between that of a crystalline phase
and an amorphous state!*®!.

Olmesartan medoxomil (OLM, Fig. 1) is considered the latest angiotensin II
receptor blocker, approved in 2002 by the Food and Drug Administration (FDA) for
the treatment of hypertension. OLM is also reported to be effective in animal models
of atherosclerosis, liver disorders, and diabetic nephropathy'®. It is used, either alone
or in combination with other drugs, to treat high blood pressure. To improve the
solubility and bioavailability, this drug was formulated as a prodrug, which is rapidly
and completely hydrolyzed to the active metabolite olmesartan (OL), by both
arylesterase and albumin during gastrointestinal absorption!”®

This antihypertensive, chemically known as (5-methyl-(2-oxo-1,3-dioxol-4-
yl)methyl-4-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2-propyl-1-[2° (1H)-tetrazol-5yl)1,1 biphenyl(-4-
yl)methyl]-1H-imidazole-5-carboxylate] is a white to yellowish white non-hygroscopic
powder or crystalline, which is considered a weakly basic compound (pKa = 4.3),
practically insoluble in water and sparingly soluble in methanol. Its solubility is high in

fairly acidic and alkaline solutions, and it is low in the pH range from 4.0 to 6.0
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To investigate the potential for polymorphic forms Koike et al. (2003) developed
a research where samples of OLM were recrystallised using a variety of solvents
(acetone, methanol, ethanol, acetonitrile, ethyl acetate, and dichloromethane). The
resulting infra-red (IR) spectra, DSC thermograms, and XRPD diffratograms were
very similar. No polymorphic changes were observed following grinding (using a
mortar and pestle), heating and/or exposure over 4 weeks to high humidity (70°C,
40°C/31% relative humidity (RH); 75% RH, and 70°C/75% RH). The same conjuncts
of techniques were used to investigate some crystal behavior alterations, and the
results does not detected changes from those prepared initially.

However, Kumar et al (2006) described a patented process for the preparation
of a novel crystalline polymorph of OLM, designed Form G, which was obtained
preparing a drug solution in one or more solvents selected from the group containing
nitrile, alcohol, and mixtures thereof at a suitable temperature.

According to this, the purpose of this study was to re-examine the presence of
crystalline forms of OLM samples prepared by recrystallization from different organic
solvents, using distinct cooling rates. For solid-state characterization, analytical
techniques such as ATR-FTIR spectroscopy, DSC, TG, XRPD, and SEM were used.

MATERIAL AND METHODS

Samples recrystallization process
OLM reference substance (RS, purity 99.3%), purchased from Sequoia
Research Products (Oxford, UK), was exposed to different conditions, applying

analytical grade solvents according to conditions described below:

e Process I: an amount equivalent to 50 mg of OLM RS was dissolved in 10 ml
of methanol, acetonitrile, and a mixture of methanol and acetonitrile (5:5, v:v),
respectively, in volumetric flask. The solvents were pre-heated at 40+1°C for
previous solubilization. After stirring for 60 min, at room temperature (23+1°C), the
insoluble material was removed by filtration and each filtrate was submitted to the
recrystallization process which was carried out by slow (room temperature and
refrigeration at 8+2°C) and rapid evaporation (40+1°C). After drying at 40+1°C in

vacuum stove, during 60 min, the resulting solid was removed and weighted.
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e Process Il: 50 mg of OLM RS was dissolved in 10 ml of methanol in
graduated becker, which the content was stirred during 60 minutes, at constant
temperature (40£1°C). Following, the insoluble material was removed by filtration and
each filtrate was submitted to the recrystallization process, which was carried out by
slow (room temperature and refrigeration at 8+2°C), rapid evaporation (40+1°C and
cooled under a stream of nitrogen).

The conditions are summarized in Table 1.

ATR-FTIR

Spectra were recorded on a Perkin-Elmer Mod. 1600 FT-IR spectrophotometer,
equipped with a deuterium triglycine sulfate (DTGS) detector. Data was recorded
from 4000 to 600 cm™ and the number of scans per spectrum was set to 20. The
samples were analyzed directly in the attenuated total reflectance (ATR) mode (Pike
Miracle ATR Accessory, Perkin-Elmer). This technique avoids polymorphic transitions

possibly induced by the grinding and compression used to obtain a KBr pellet.

Thermal analysis

The DSC analysis was carried out using a Shimadzu DSC-60 calorimeter,
equipped with purge gas flux control (N,) FC-60-A, integrator TA-60WS and control
analysis software TA-60 version 2.0, operating at a temperature range of 25-300 °C.
Approximately 2 mg of samples were weighed in an aluminum pan and scanned at a
heating rate of 10 °C min, under synthetic air atmosphere (50 mL min™). The DSC
equipment was preliminarily calibrated with an indium reference standard.

The TG curves were obtained with a TA Instruments Universal Analysis 2000
thermobalance, using platinum crucibles. Approximately, 3 mg of samples were
measured from 25 to 600 °C at a heating rate of 10 °C min™, under synthetic air
atmosphere (50 mL min™?). The decomposition was monitored as a function of
temperature and weight loss. The equipment was preliminarily calibrated with a

calcium oxalate reference standard.

XRPD
Crystals were characterized by XRPD obtained with a Siemens diffractometer
model D5000, with a CuKa radiation (A= 1.5418 A). This instrument is equipped with

a secondary graphite monochromator and a scintillation detector, and it was operated
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at 40 kV and 25 mA. A fixed scatter slit of 0.2° and a 1 mm receiving slit were used.
The data were registered in the interval of 5 - 40° (26), in steps of 0.02° with a

counting time of 10 s/step.

SEM

The photomicrographs of samples were taken with a Phillips scanning electron
microscope, model XL30. Samples were mounted on metal stubs using double-sided
adhesive tape, vacuum-coated with platinum (350 A) in a Polaron E 5000 sputter

coating unit and directly analyzed by SEM (1000x), with excitation voltage of 10 kV.
RESULTS AND DISCUSSION

ATR-FTIR

The ATR-FTIR spectroscopy was applied in this study because it is the most
suitable technique of the non-destructive spectroscopic methods. This technique has
become an attractive method in the quantitative analysis of pharmaceutical solids,
since the materials are not subjected to thermal or mechanical energy during sample
preparation, therefore preventing solid-state transformations*®’.

ATR-FTIR spectra of Samples Ill, V, VI and IX showed no expressive changes
in the characteristic bands monitored: 3285 cm™ (~OH group), 2956 - 2929 cm™
(aliphatic groups), 1830 cm™ (~COOH ester moiety), 1704 cm™ (-COOH cyclic ester
moiety), and 824 - 704 cm™ (~CH aromatic).

ATR-FTIR spectra of Samples I, II, IV, VII, VI, X, XI, and Xl were similar
among them, but slightly different from OLM RS reference spectrum. Their
characteristic bands are evident at 1704 - 1680 cm™; 1328 cm™; 1301 - 1257 cm™;
1068 - 1053 cm™; 824 - 816 cm™; and 781 - 759 cm™.

Spectrum of Sample XIIl showed some differences in relation to OLM RS and
the others.

The three different patterns obtained are presented in Fig. 2.

Thermal analysis
Solvates (and hydrated) are distinguish from polymorphs forms by combination
of DSC and TG techniques, which are applied to distinguish the desolvation

processY.
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Even though, thermal analysis be it a widely applied techniques in drug
polymorphism studies, it does not provide sufficient evidence for the existence of
polymorphism by itself, thus is essential to apply other techniques to analyze this
phenomenon correctly™*.

The DSC curves analysis (Fig. 3) showed that all OLM RS recrystallized
samples, except Sample XI, showed two well-defined thermal events, one
exothermic peak, corresponding to the fusion of drug, followed by the other
endothermic peaks, representing the decomposition process in the range of Tpea=
225.00°C, for all samples.

In addition to this, the melting points values (Table 2) of OLM RS and Samples
Il, XI, and XIll were different from that reported in the literature for OLM Form G
(Tpeak= 105.23°C)*3. OLM RS and Sample Il showed one exothermic event, while
both Samples Xl and XllI presented two exothermic peaks at 63.95 - 68.40 - 72.46°C
(onset/peak/endset), and 93.54-110.20-120.98°C (onset/peak/endset), respectively,
related to the loss of methanol recrystallization solvent. The second exothermic peak
was referent to melting point of both samples.

The high melting point and fusion energy of OLM RS and Sample Il indicate that
they were more thermodynamically stable in that temperature region than the
Samples Xl and XIlll. A decrease in the exothermic enthalpy of Sample Xl indicates a
reduction in the crystallinity of the sample, which is characteristic of amorphous
compound ™.

The TG analysis was used to confirm that Sample Xl is a solvate, due to a
presence of one thermal event at range of 47.17-78.84°C (onset/endset), relative to
the loss of methanol molecule (2.46% weight decrease), in the temperature region of
Tpeak= 69.05°C, which correspond, approximately, to the DSC temperature peak
around Tpea= 68.40°C. However, the Sample XlIl was considered a non-solvate,
since was not observed a loss of mass in the temperature range of methanol boiling
heat (64.70-148.40°C).

The TG curves of OLM RS and the recrystallized Samples are presented in Fig.
4 and the TG data are in Table 3.
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XRPD

The XRPD is one of the most direct and widely used techniques to identify
morphological differences in crystalline powders, because different polymorphs have
different molecular arrangement in the crystal lattice™*.

Based on ATR-FTIR results, Samples II, XI, and XllI were analyzed and the
results were compared with OLM RS. The diffractograms are represented at Fig. 5
and the results of 26 angle, d-distances, and relative intensities (I/lo) obtained are at
Table 4.

The Sample Il XRPD showed almost the same 26 angle and d-distances in
relation of OLM RS XRPD profile, however the peak intensities were not the same
from the pattern due to the different amount of powder used in the analysis.

The investigation of Sample XI XRPD confirmed that this is an amorphous form.

In relation of Sample Xl XRPD was observed some peaks which are indicative
of a different pattern. This Sample showed 26 angle differences at 0-5.0° and 10.0-
30.0° regions, and was characterized by the presence of five peaks at 4.5°, 13.5°,
15.5°, 17.8°, and 26.9°, that are not present in the OLM SQR and Sample Il. In
addition to this, in the 26 angle range of 5.0-10.0°, the peak correspond to 8.3°, that
is characteristic at OLM RS and Sample I, disappear at Sample XIII.

Kumar et al. (2006) described one crystal form, called Form G, obtained by
recrystallization of OLM RS from methanol, at 40°C, and cooled to induce
recrystallization. The completed process is described in U.S. Pat. No. 5.616.599 and
U.S. Patent Application Publication No0.2006/0069141. The characteristic peaks
obtained for Form G were at 26 of 4.5°, 13.4°, 16.8°, 17.7° and/or 23.1°.

According to USP 32 (2009)° the scattering angle of the ten strongest
reflections should be within £ 0.20 degree and it relative intensities should be at most
20% is possible consider that the samples (sample and pattern) are identical. Thus,
Sample XIII can be considered another OLM polymorphic form, since it 26 angle
peaks referent to 7.2°, 11.7°, 12.7°, 14.5°, 15.0°, 20,7°, and 27,6° do not coincide
with 26 angle of Form G.

SEM
Morphological and crystal habit of Samples II, XI, and Xl were studied by SEM
and compared with OLM RS (Fig. 6). Visual inspection of the obtained crystal forms

revealed different behavior concerning morphology, crystal habit and particle size.
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During the crystallization of a substance, external factors can lead to the
formation of a special crystalline habit regardless the fact that a compound presents
the same internal structure. The factors involved are rate of cooling and speed of
solution agitation, degree of supersaturation, nature of crystallizing solvent and

presence of impurities!*>8,

These variables can affect crystal growth and
consequently crystalline habit, influencing crystal properties such as particle size,
form, purity, imperfections in the structure, and consequently thermodynamical and
mechanical properties of the crystal can be modified*>*"). Hence, in order to obtain a

unique crystal form, the standardization of the crystallization conditions is required™*®'.

CONCLUSION

New crystalline form of OLM was obtained, different from that reported by
Kumar et al. (2006), when submitted to different recrystallization conditions.

The different cooling rate of recrystallization originated two different structures:
amorphous (Sample Xl), by slow cooling under refrigeration (8+2°C), and
polymorphic (Sample XIllIl), by rapidly cooling under a stream of nitrogen, both
obtained by Process II.

The ATR-FTIR spectroscopy, XRPD, thermal analysis, and SEM enabled us to
identify and characterize Samples Xl and Xlll of OLM in solid-state, due to the
differences in their unique vibrational peaks, 26 values, melting points, and distinct
crystal shape and size, respectively.

These differences in the recrystallized samples obtained must be carefully
evaluated, since they can impact not only in the dissolution rate and bioavailability of
the drug, but also in the manufacturing, since compressibility, fluidity, and stability of

polymorphs are expected to be different.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 - Chemical structure of OLM.

Fig. 2 - Comparative ATR-FTIR spectra of OLM RS (1); pattern 1, obtained for
Samples |, II, IV, VII, VIII, X, XI, and XII (2); pattern 2, obtained for Samples Ill, V, VI
and IX (3), and pattern 3, obtained for Sample XIlII (4).

Fig. 3 - DSC profiles of OLM RS (1) and Samples Il (2); XI (3); and XllI (4).

Fig. 4 - TG/DTG curves of OLM RS and Samples Il, XI, and XIIlI.

Fig. 5 - XRPD patterns of OLM RS, Samples I, XI, and XIII.

Fig. 6 - MEV of OLM RS (A), Samples Il (B), XI (C), and Xlll (D) obtained at

magnification of 1000x.
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Fig. 1 -
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Fig. 5 -
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Table 1 - Recrystallization processes of OLM RS.

Sample Solvent Recrystallization temperature (°C)
I 23t1°C
I Methanol 8+2°C
11l 40+£1°C
- Vv 23t1°C
7
Y Acetonitrile 8x2°C
o o
g Vi 40£1°C
VII 23+1°C
VIII  Methanol:Acetonitrile (5:5, viv)  8%2°C
IX 40£1°C
X 23t1°C
o Xl 8+2°C
5 Methanol
s Xl 40£1°C
(|| N, gas atmosphere
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Table 2 - DSC data of OLM RS and the recrystallized forms.

Sample AH (J/9) Peak°C T°C onset T°C endset
OLM RS -106.68 180.33 176.36 184.22
Il -94.30 181.67 179.01 184.11
Xl -27.97 161.46 151.28 160.07
X1l -46.90 173.13 163.30 179.42
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Table 3- TG data of OLM RS and the recrystallized samples.

Sample Thermal events Temperature Range(°C) Loss (%)
1 180.10 — 210.90 1.74
OLM RS 2 210.90 — 278.76 11.54
3 330.65 — 479.90 62.77
1 173.97 — 194.02 2.19
Il 2 194.02 — 270.76 12.44
3 310.16 — 532.08 62.90
1 47.17 — 78.84 2.46
I 2 112.81 - 179.03 4.70
3 179.03 - 276.92 16.32
4 346.60 — 527.99 66.38
1 160.61 — 274.62 14.36
Xl 2 352.93 - 534.90 60.23
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Table 4 - XRPD data for d-distances and relative intensities (I/lo) of OLM RS,

Samples II, and XIll, and Form G.

OLM SR Sample Il Sample XIlI Form G

20(°) d(A) o (%) 26() d(A) 1o %) 20(°) dA) o (%) 26(°) d(A) o (%)
- - - - - - 450 19.62 53.15 459 19.23 28.14
720 1226 31.01 724 1220 74 725 12.18 20.23 - - -
8.30 10.64 11.45 8.34 1059 24 - - - - - -
9.15 9.65 36.56 9.16 9.64 53 8.90 9.92 42.60 8.75 10.09 24.98
10.65 8.30 34.26 10.66 8.29 38 10.40 8.50 37.47 10.38 851 48.50
11.65 7.59 60.18 11.66 7.58 80 11.75 7.52 20.16 - - -
12.65 6.99 55.26 12.70 6.96 105 12.75 6.91 25.42 - - -

- - - - - - 13.50 6.55 33.97 13.31 6.64 58.67
1450 6.10 38.18 1456 6.07 90 1455 6.08 25.36 - - -
1490 5.94 42.58 1496 591 71 15.00 590 19.85 - - -

- - - - - - 1550 5.71 20.27 15.65 5.65 18.14
15.80 5.60 16.61 15.76 5.61 44 15.85 5.58 25.48 16.13 5.49 27.37
16.60 5.33 15.40 16.56 5.34 202 16.65 5.32 56.34 16.75 5.28 62.76
- - - - - - 17.80 4.97 33.08 17.72 5.00 60.02
1855 4.77 25.07 1856 4.77 52 1855 4.77  25.07 1843 481 40.96
19.75 4.49 68.70 19.66 451 121 19.75 449 29.55 19.27 460 22.90
20.70 4.28 40.88 20.56 4.05 248 20.55 4.27 32.00 20.48 433 30381
2190 4.05 91.28 21.88 4.05 248 2190 4.05 65.52 21.73 4.08 21.60
22.65 3.92 28.52 2254 394 75 - - - - - -
23.45 3.79 39.68 2344 379 98 23.25 382 31.73 23.12 3.84 100.0
24.80 3.58 55.34 2474 359 119 2485 358 27.10 2481 358 21.09
2530 3.51 36.36 2522 352 93 2530 351 2225 - - -

- - - - - - 26.95 330 16.28 - - -
27.60 3,22 18.28 27.66 3.22 62 27.60 3.22 2243 28,57 3.12 25.97
29.20 3.05 12.64 29.66 3.01 56 29.00 3.07 24.86 28.96 3.08 42.00
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Anexo

Tabela 8.1 - ANOVA das areas absolutas da curva padrdo da OLM, intervalo de 10 a
30 pg/ml, obtidas por CLAE, utilizando coluna Phenomenex® RP1g (250 mm x 4 mm,
5 um); fase moével: agua: trietilamina: acetonitrila (60: 0,3: 40 v/v/v), pH 6,3 ajustado
com &cido orto-fosforico 18%; vazédo: 1,2 mL/ min; volume injetado: 20 L.

Fontes de variacdo GL SQ Variancia Fealculado Feritico
ENTRE 4 1,93.10% 4,82.10" 1,45.10" 3,48*
Regresséo linear 1 1,93.10% 1,93.10% 5,82.10° 4,96*
Desvio de linearidade 3 1,88.10% 6,26.10’ 1,89 3,71%
DENTRO 10 3,31.10° 3,31.10°
Variagao total 14 1,93.10% 1,38.10"

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; *significativo para p < 0,05; **nao significativo para
p > 0,05.

Tabela 8.2 - ANOVA dos resultados obtidos no teste de precisao inter-dias (n = 18)
dos comprimidos da OLM por CLAE, utilizando coluna Phenomenex® RP1g (250 mm
x 4 mm, 5 um); fase movel: agua: trietilamina: acetonitrila (60: 0,3: 40 v/v/v), pH 6,3
ajustado com &cido orto-fosférico 18%; vazao: 1,2 mL/ min; volume injetado: 20 pL.

Fontes de variacao GL SQ Variancia Fealculado Feritico
ENTRE 2 1,16 580.10" 6,30.10" 3,68*
DENTRO 15 1,37 .10* 9,10.10"
Variago Total 17 1,48.10" 8,70.10"

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; *néo significativo para p > 0,05.

Tabela 8.3 - ANOVA das areas absolutas da curva padrdo da OLM, intervalo de 2 a
100 pg/ml, obtidas por MECC, utlizando capilar de silica fundida 40 cm de
comprimento (40 cm efetivos, 50 um de didametro interno); eletrélito tampao borato
10mM: 5 mM de lauril sulfato de sodio pH 6,5 (95:5 v/v); voltagem 30 kV; detecgéo
UV em 257 nm; temperatura de 25°C.

Fontes de variacao GL SQ Variancia Fealculado Feritico
ENTRE 6 2,72 .10 4,53 2,75 . 10° 3,48*
Regress&o linear 1 2,72.10" 2,72.10" 1,65.10° 4,96*
Desvio de linearidade 5 520.10° 1,00.10° 6,00.107 3,71%
DENTRO 14 2,30.10" 1,65.107
Variagao total 20 2,74 . 10" 1,37

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; *significativo para p < 0,05; **nao significativo para
p > 0,05.
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Tabela 8.4 - ANOVA dos resultados obtidos na comparacdo entre os métodos por
CLAE e MECC, para determinagcao da OLM.

Fontes de variacao GL SQ Variancia Fealculado Feritico
ENTRE 1 2,65 2,65 2,13 7,71*
DENTRO 4 4,98 1,25
Variacdo Total 5 7,64 1,53

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; *néo significativo para p > 0,05.

Tabela 8.5 - ANOVA das areas absolutas da curva padrdo da OLM, intervalo de 5 a
30 pg/ml, obtidas por CLAE, utilizando coluna Phenomenex® RP1g (250 mm x 4 mm,
5 um); fase moével: agua: trietilamina: acetonitrila (60: 0,3: 40 v/v/v), pH 6,3 ajustado
com &cido orto-fosforico 18%; vazédo: 1,2 mL/ min; volume injetado: 20 L.

Fontes de variacdo GL SQ Variancia Fealculado Feritico
ENTRE 5 2,38.10"% 4,75.10" 4,07.10° 3,11*
Regressao linear 1 2,38.10% 2,38.102% 2,03.10% 4,75
Desvio de linearidade 4 1,04.10°7 2,59.10° 2,22.10% 3,26%*
DENTRO 12 1,40.10° 1,17.10°
Variagdo total 17 2,38.10% 1,40.10%

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; *significativo para p < 0,05; **nao significativo para
p > 0,05.

Tabela 8.6 - ANOVA dos resultados obtidos na determinacdo da curva padrao da
OLM, intervalo de 5 a 30 pg/ml, obtidas por espectrofotometria na regidao do UV.

Fontes de variacao GL SQ Variancia Fealculado Feritico
ENTRE 5 2,47 4,90.10* 261.10% 3,11*
Regresséao linear 1 2,47 2,47 1,30 . 10° 4,75*
Desvio de linearidade 4 8,40.10° 2,10.10° 1,10 3,26%*
DENTRO 12 2,28.10% 1,90.10°

Variac&o total 17 2,47 1,40 . 10*

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; *significativo para p < 0,05; **néo significativo para
p > 0,05.
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Tabela 8.7 - ANOVA dos resultados obtidos na comparacdo entre os métodos por
CLAE e espectrofotometria na regido do UV, para determinacao da OLM.

Fontes de variacdo GL SQ Variancia Fealculado Feritico
ENTRE 3 1,82 . 10" 6,08 8,41.10° 4,84*
DENTRO 21 1,51.10* 7,22.10?
Variagdo Total 24 1,52.10* 6,32.10°

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; *néo significativo para p > 0,05.

Tabela 8.8 - ANOVA fator Unico dos resultados encontrados na eficiéncia de
dissolucdo (ED%), obtidas na comparacdo entre os métodos por CLAE e
espectrofotometria na regidao do UV, para determinagcdo da OLM nos comprimidos
Benicar®.

Fontes de variacdo GL SQ Variancia Fcaculado Feritico
ENTRE 11 3,94 . 10 3,58 8,90. 10" 2,07*
DENTRO 36 1,44 . 102 4,00
Variacdo Total 47 1,83 . 102 3,90

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; * ndo significativo para p > 0,05.

Tabela 8.9 - ANOVA dos resultados obtidos na robustez do método de dissolucao,
obtidas na comparacao entre diferentes valores de pH (6,4 e 6,8) para determinacéo
do percentual de OLM dissolvida nos comprimidos Benicar®, por CLAE.

Fontes de variacdo GL SQ Variancia Fcalculado Feritico
ENTRE 1 7,78.10" 7,78.10' 3,70.10" 5,12*
DENTRO 8 1,81.10° 2,26.10°
Variagdo Total 9 1,89.10° 2,09.10?

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; * ndo significativo para p > 0,05.

Tabela 8.10 - ANOVA dos resultados obtidos na robustez do método de dissolucéo,
obtidas na comparacao entre diferentes valores de pH (6,4 e 6,8) para determinacéo
do percentual de OLM dissolvida nos comprimidos Benicar®, por espectrofotometria
na regiao do UV.

Fontes de variacao GL SQ Variancia Fealculado Feritico
ENTRE 1 1,28.10° 1,28.10° 6,10.10" 5,12*
DENTRO 8 1,77 .10°  2,21.10°
Variagdo Total 9 1,89.10° 2,10.10?

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; * ndo significativo para p > 0,05.
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