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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa tem potencial de colaborar para o desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas dos insumos farmacéuticos ativos candesartana, cetoprofeno e
genfibrozila. Podendo gerar impactos econOmicos e sociais, visto que insumos
farmacéuticos ativos com melhores propriedades fisico-quimicas possibilitam o
desenvolvimento de formulagcbes com dosagens mais baixas e consequentemente

menos efeitos colaterais.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research has the potential to contribute to the development of new pharmaceutical
forms of the active pharmaceutical ingredient's candesartan, ketoprofen and
gemfibrozil. It can generate economic and social impacts, since active pharmaceutical
ingredients with better physicochemical properties enable the development of
formulations with lower dosages and consequently fewer side effects.
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RESUMO

Mesmo ap0s a comercializacdo de um medicamento, o insumo farmacéutico ativo
gue o compOde continua sendo alvo de pesquisas visando melhorar suas propriedades
fisico-quimicas, principalmente sua solubilidade, sendo a obtengcdo de sistemas
farmacéuticos multicomponentes uma alternativa promissora para este proposito. Este
trabalho teve como objetivo a sintese e caracterizacdo de novos sistemas
farmacéuticos multicomponentes dos insumos farmacéuticos ativos candesartana,
cetoprofeno e genfibrozila. Foi realizada a caracterizagcdo do insumo farmacéutico ativo
candesartana, com foco em seu comportamento térmico, mostrando pela primeira vez
na literatura que o farmaco funde seguido de degradacédo, e apresenta compostos
diméricos entre os produtos de degradacdo. Foram sintetizados trés sistemas
multicomponentes de candesartana, sendo os sistemas formados por candesartana e
acido 4-aminossalicilico e candesartana e acido 4-aminobenzdico obtidos por sinteses
em solucéo, e o sistema formado por candesartana e trometamina obtido por sintese
mecanoquimica. Seis sistemas eutéticos profundos terapéuticos (THEDES) dos
insumos farmacéuticos ativos cetoprofeno e genfibrozila com os coformadores mentol,
timol e pirazina foram sintetizados a partir da agitacéo e aquecimento das misturas. Os
reagentes e os produtos das sinteses foram caracterizados por difracdo de raios X do
p6 (DRXP), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
termogravimetria e analise térmica diferencial simultaneas (TG-DTA), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), andlise dos gases liberados (EGA), além de ensaios de
solubilidade e de liberacdo. Os THEDES proporcionaram melhorias nas propriedades
fisico-quimicas dos principios ativos, principalmente em sua solubilidade e em seu perfil

de liberagéo.
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ABSTRACT

Even after the commercialization of a medicine, the active pharmaceutical ingredient
that composes it continues to be the target of research, in order to improve its
physicochemical properties, especially its solubility, the obtaining of multicomponent
pharmaceutical systems is a promising alternative for this purpose. This work aimed to
synthesize and characterize new multicomponent pharmaceutical systems of the active
pharmaceutical ingredients candesartan, ketoprofen and gemfibrozil. The
characterization of the active pharmaceutical ingredient candesartan was carried out,
focusing on its thermal behavior, showing for the first time in the literature that the drug
melts followed by degradation, and presents dimeric compounds among the
degradation products. Three multicomponent candesartan systems were synthesized,
with the systems formed by candesartan and 4-aminosilicylic acid and candesartan and
4-aminobenzoic acid obtained by solution synthesis, and the system formed by
candesartan and tromethamine obtained by mechanochemical synthesis. Six
therapeutic deep eutectic systems (THEDES) of the active pharmaceutical ingredients
ketoprofen and gemfibrozil with the coformers menthol, thymol and pyrazine were
synthesized by stirring and heating the mixtures. The reagents and products of the
syntheses were characterized by powder X-ray diffraction (PXRD), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), simultaneous thermogravimetry and differential thermal
analysis (TG-DTA), differential scanning calorimetry (DSC), analysis of released gases
(EGA), in addition to solubility and release tests. THEDES provided improvements in
the physical-chemical properties of active ingredients, mainly in their solubility and

release profile.
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1. INTRODUCAO

1.1 Insumos farmacéuticos ativos

Conhecer as propriedades fisico-quimicas dos componentes de uma
formulacdo, principalmente do insumo farmacéutico ativo (IFA), é de extrema
importancia pois afetam diretamente o processamento, a distribuicdo e o desempenho
do medicamento [1-3].

A caracterizacdo fisico-quimica de um IFA e de sua formulagdo sdo etapas
essenciais no desenvolvimento de um medicamento, uma vez que fatores como a
estabilidade fisica e quimica de seus componentes sao avaliados de diferentes formas
[4-6]. Na industria farmacéutica, técnicas termoanaliticas, como a termogravimetria -
andlise térmica diferencial simultdneas (TG-DTA), calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) e analises de gases liberados (EGA) compdem algumas das técnicas mais
importantes utilizadas para o estudo do comportamento térmico e avaliacdo da
composicdo quimica de compostos organicos e inorganicos [7,8], pois fornecem
informacdes sobre estabilidade térmica, etapas de decomposicdo e oxidacéo,
temperatura de fuséo, sublimacéo, transicdes de fase sdlido-sélido, transicdes vitreas,
estequiometria, impurezas, aguas de hidratacdo e cristalizacdo, perda de volateis,
formacdo de solvatos, entre outros [5,9-11]. A caracterizacdo térmica detalhada de
um IFA pode garantir a estabilidade, seguranca e eficacia da substancia durante o
processamento, armazenagem e administracdo do medicamento [10,12,13].

Em muitos casos as técnicas termoanaliticas sdo necessarias para avaliacao da
estabilidade termodinamica do IFA, pois as formas termodinamicamente estaveis
apresentam temperatura de fusdo elevada e sdo preferiveis para aplicacbes
farmacéuticas. Além disso, € necessario compreender a relacao termodinamica entre
as diferentes formas polimoérficas de um IFA, pois € um fator que afeta diretamente a
seguranca e eficacia de um medicamento [5].

O Norvir® é um exemplo de medicamento que, em 1998, sofreu com a retirada
de lotes do mercado devido a transi¢cao polimorfica de seu IFA (ritonavir) da forma |
para a forma Il, essa Ultima, anteriormente desconhecida, apresentava baixa taxa de
dissolucéo e biodisponibilidade reduzida [14].

Devido a uma falha no controle de impurezas na industria farmacéutica, no ano

de 2018 foi identificada a presenca de N-nitrosaminas, uma substancia
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potencialmente carcinogénica, em medicamentos utilizados no tratamento de diabetes
e hipertensao [15]. As impurezas em questdo eram formadas na sintese dos IFA e
poderiam ter sido identificadas se uma caracterizagdo cuidadosa fosse realizada
sempre que houvesse alteragdes nas rotas de sintese.

Outro ponto importante sobre a caracterizacdo de IFAs € a identificacdo de
produtos de degradacdo, com objetivo de antecipar possiveis substancias nocivas
[16]. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da resolugéo da
diretoria colegiada (RDC) 53/2015 estabelece parametros para a notificacao,
identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacéo, visando garantir a seguranca
dos medicamentos [17-19]. O estudo de degradacéao forcada € um processo que visa
causar deliberadamente a degradacdo de um IFA ou medicamento, expondo a
amostra a condicbes de estresse mais severas do que aquelas encontradas no

ambiente normal [13,20].

1.2. Desafios e possibilidades

Desenvolver um novo medicamento é um processo que envolve altos custos e
longos prazos, e ainda assim 40% das novas substancias quimicas com potencial de
aplicacdoes farmacéuticas falham devido as propriedades biofarmacéuticas néo
adequadas [21]. Portanto, mesmo apds a comercializacdo, muitos IFAs continuam
sendo estudados com o objetivo de desenvolver novas formulagcbes, aprimorar as
propriedades fisico-quimicas e identificar possiveis produtos nocivos que ndo tenham
sido identificados previamente [21,22].

Os sistemas farmacéuticos multicomponentes sao utilizados como estratégia
para alterar as propriedades fisico-quimicas dos IFAs, tais como a solubilidade, taxa
de dissolucéo, biodisponibilidade e estabilidade termodinamica, sem a criacdo de
novas ligacdes covalentes [2,23]. Os sais (compostos ibnicos), co-amorfos (misturas
amorfas com interacdes ndo covalentes) e eutéticos (mistura que em determinada
proporcao apresenta ponto de fusdo mais baixo que os compostos de partida) (Figura
1) sédo exemplos de sistemas farmacéuticos multicomponentes utilizados com a
finalidade de desenvolver IFAs com propriedades promissoras para nhovas

formulagdes [23-27].
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A prospeccdo de sais € uma estratégia amplamente utilizada pela industria
farmacéutica para melhorar as propriedades fisico-quimicas dos IFAs, estima-se que
50% dos medicamentos comercializados atualmente sao vendidos na forma de sais,
e esse sucesso pode ser atribuido a rotas de sinteses simples, reprodutiveis e
escalonaveis, assim como a boa estabilidade, baixa toxicidade e facil processamento.
Os sais farmacéuticos sdo formados por ligagdes idnicas entre um IFA anidnico,
catidnico ou zwitteribnico e um contra-ion organico ou inorganico, onde esse contra-

ion € comumente chamado de coformador [28,29].

. A O e Solucéo sélida o

T Solucao solida B

Contra-ion Liquido

.A.X

IFA - coformador

KX

Sal Sal amorfo Eutético THEDES

Figura 1. Exemplos de formas de apresentacédo de sistemas farmacéuticos
multicomponentes. Fonte: Autora

Os sais sdo normalmente classificados de acordo com seu contra-ion, por
exemplo, os cloridratos sdo sais onde 0 anion € cloreto, enquanto os sais sodicos e
potassicos sdo sais onde os cations sdo sodio e potassio, respectivamente. Outra
classificacdo sdo os sais em que 0s contra-ions sdo moléculas organicas, como, por
exemplo, os acetatos (CH3COQO"), mesilatos (CH3zSOz3") e fosfatos (PO4%*). De 2020 a
2024, a ANVISA aprovou um total de 330 medicamentos, incluindo novos
medicamentos e novas formula¢gdes de medicamentos ja comercializados, dentre eles
131 podem ser classificados como sais [30]. Na Figura 2 observam-se os contra-ions

mais comuns desses 131 sais.
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M cloridrato M mesilato W sddico

B maleato m sulfato W acetato

m fosfato W citrato W calcico

Figura 2. Principais sais aprovados pela ANVISA no periodo de 2020 a 2024. Fonte: Autora.

Os contra-ions organicos apresentam vantagem em relacdo aos inorganicos,
devido a menor toxicidade e maior solubilidade aquosa, sendo os acidos carboxilicos
e sulfénicos os mais comumente aplicados. Portanto, em certos casos, 0 uso de
contra-ions organicos € preferivel, por exemplo, a pentazocina (cloridrato versus
lactato) e o glasdegib (cloridrato versus maleato) [31]. Wang e colaboradores
demonstraram melhora na solubilidade e aumento da estabilidade térmica do
fitoterapico matrine, um anti-inflamatério utilizado no tratamento de doencas crénicas
cardiovasculares e inflamatérias pélvicas [32], a partir da formacdo de um sal com o
contra-ion &cido 2,5-dihidroxibenzéico, possibilitando a diminuicdo da dosagem do
medicamento e, consequentemente, a inibicdo de efeitos colaterais relacionados a
hepatotoxicidade e neurotoxicidade [33].

Na ultima década vem crescendo interesse pelos co-amorfos, 0s quais podem
ser caracterizados como sistemas amorfos monofasicos homogéneos, onde as
interacbes i0nicas (sais amorfos), ligagcbes de hidrogénio e interacdes n-m, por
exemplo, promovem a estabilizacdo fisica da fase amorfa, tornando os sistemas
amorfos alternativas promissoras para o aumento da solubilidade aquosa do IFA [34—
36]. Essa estratégia supera os desafios em relacéo a estabilidade termodinamica da
fase amorfa (quando o IFA tende a recristalizar na fase cristalina ao longo do tempo)
devido a formacao de ligacdes ibnicas ou intera¢des intermoleculares formadas entre

o IFA e o coformador, associada aos beneficios das energias de rede elevadas que
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promovem solubilidade aparente e taxa de dissolucéo elevadas, quando comparadas
a fase cristalina [34,37].

Lébmann e colaboradores apresentaram a utilizagdo de aminoacido como uma
boa alternativa de coformadores para a formacéo de sistemas co-amorfos dos IFA
carbamazepina e indometacina, neste trabalho os autores investigaram as interacoes
entre os IFAs e coformadores e mostraram a formacéo de ligacées de hidrogénio e
interacdes n- © [36]. Em outro trabalho os autores apresentaram a sintese de um co-
amorfo farmaco-farmaco entre indometacina e naproxeno, dois anti-inflamatérios nédo
esteroides, onde foi avaliada a estabilidade fisica, assim como a dissolu¢éo intrinseca
do sistema co-amorfo e foi observado boa estabilidade fisica e um aumento
significativo na dissolucdo na propor¢cao molar 1:1 [38].

Apesar do predominio das formas farmacéuticas solidas no mercado, inGmeras
estratégias vém sendo reportadas na literatura cientifica como alternativa a esses
produtos, criando possibilidades de formulacdes e aplicagbes. Dentre eles, pode-se
citar os sistemas eutéticos profundos terapéuticos (THEDES, do inglés “therapeutic
deep eutectic systems”). Na Figura 3 é apresentada uma linha do tempo, dos liquidos
ibnicos (LI) aos sistemas eutéticos profundos terapéuticos.

Na tentativa de obter solventes que pudessem superar a sensibilidade a umidade
e que apresentassem rotas de sinteses mais rapidas e menos complexas que 0s
liquidos ibnicos, Abbott e colaboradores sintetizaram, em 2001, uma série de sistemas
formados por sais quaternarios de aménio e sais de metais, um dos quais apresentou
temperatura de fusdo de apenas 23 °C [39,40]. Em 2003 os mesmos autores publicam
um trabalho onde foi sintetizada uma variedade de misturas eutéticas formadas por
ureia e sais quaternario de amonio, as quais eram liquidas a temperatura ambiente,
nesse trabalho pela primeira vez eles nomearam esses sistemas como solventes
eutéticos profundo (DES, do inglés “deep eutectic solvent”), no entanto, nesse
momento, os DES ainda eram considerados como uma classe de LI [41]. Apenas em
2004 os DES foram apontados como uma alternativa para liquidos ibnicos e néo
apenas como uma classe de LI [39].

Em 2011 Choi e colaboradores apresentam o termo solventes eutéticos
profundos naturais (NADES, do inglés “natural deep eutectic solvents”), o quais sao
DES formados por metabdlitos, como acidos organicos, aminoacidos e agucares,

como por exemplo o mel, uma mistura eutética de acgucares [39]. Por fim, em 2015
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Aroso e colaboradores apresentaram uma nova categoria e a nomearam cOmo
sistemas eutéticos profundos terapéuticos (THEDES), a qual pertencem os DES que

contém um ou mais IFAs como um dos componentes da mistura [39,45].

Solventes eutéticos profundos
“Deep eutectic solvents” (DES)

Solventes eutéticos profundos terapéuticos
“Therapeutic deep eutectic solvents”

DES como alternativa aos LI (THEDES)
Abbott et al. Aroso et al.
O
2001 2003 2004 2011 2015
Busca por solventes Solventes eutéticos profundos naturais
que pudessem superar a “Natural deep eutectic solvents” (NADES)
sensibilidade a Choi et al.
umidade e alto custo 0:0
dos liquidos i6nicos Q.
22[0:0
Abbott et al. — =)0

Figura 3. Linha do tempo: dos liquidos ibnicos aos sistemas eutéticos profundos
terapéuticos. Fonte: Autora.

O diagrama de fases de equilibrio sélido-liquido (ESL) mostra a temperatura de
fusdo em fungcdo da composicdo da mistura e auxilia no entendimento do termo
“‘profundo” dos solventes eutéticos profundos, como consequéncia das interacdes
entre 0s componentes ocorre um desvio acentuado em relagéo a mistura eutética ideal
(AT2), resultando em misturas com baixo ponto de fusé@o [42], como apresentado na
Figura 4, onde T; B é a temperatura de fusédo do composto B, T; A é a temperatura de fuséo

do composto A e Te € a temperatura do ponto eutético.
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Figura 4. Comparagéo entre o diagrama ESL de uma mistura eutética ideal (linha preta) e
uma mistura eutética profunda (linha azul). Fonte: Adaptado de [42].
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No entanto, a composi¢cao na qual o sistema é liquido ndo se limita apenas a
fracdo molar do ponto eutético, mas sim a uma regido (area cinza na Figura 4) onde
a mistura é liquida a temperatura ambiente e permite que seja adotada a composi¢ao
que confira propriedades adequadas para a aplicacdo desejada [42—44]. Portanto,
conhecer as propriedade de fusdo dos compostos puros e o diagrama de fases ESL
do sistema é fundamental.

Buscando pelo termo “deep eutectic solvents”, na base de dados SciFinder®,
foi observado um discreto interesse por esses compostos até aproximadamente o ano
de 2010, no entanto, a partir desse momento, impulsionado pelas propostas de novas
aplicacoes para os DES, o interesse da comunidade cientifica aumentou
significativamente, chegando a quase 2.900 publicacbes no ano de 2023, conforme
apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Publicagdes por ano “Deep Eutectic Solvents” (SciFinder®). Fonte: Elaborado pela
autora com dados obtidos na base de dados SciFinder.

Numero de publicacdes

Os THEDES podem ser definidos como sistemas multicomponentes liquidos a
temperatura ambiente, onde ao menos um dos compostos da mistura é um IFA. Como
todos os DES, as intera¢des formadas entre os componentes do sistema resultam em
uma depressao do ponto eutético, com desvio negativo da idealidade em relacéo a
uma mistura liquida ideal, onde o grau de depressao esta associado a for¢ca da rede
de ligagao entre os componentes do sistema [39,43,46]. Na maioria das vezes sdo

utilizados como componentes da mistura, um doador de ligacdo de hidrogénio e um



31

aceptor de ligacdo de hidrogénio, no entanto, outros tipos de interacdes podem estar
presentes, por exemplo, forcas de Van der Walls, ligacdes de halogénio e interacdes
hidrofébicas [21,47]. Na &rea farmacéutica os THEDES sé&o opc¢des interessantes pois
tém potencial de aumentar a solubilidade, taxa de dissolugéo, além de uma ampla
faixa de concentracdes e a possibilidade de serem administrado por uso topico ou via
oral [43].

Santos e colaboradores sintetizaram um THEDES do IFA etambutol, um farmaco
utilizado no tratamento da tuberculose, com o coformador L-arginina, e demonstraram
0 aumento da solubilidade e permeabilidade, além de baixa citotoxicidade do IFA no
sistema eutético [48]. Em outro trabalho do mesmo grupo, Duarte e colaboradores
investigaram a formacgéo de THEDES entre os IFA ibuprofeno e 4cido fenilacético com
0 mentol como coformador, os autores demonstraram aumento da solubilidade e
permeabilidade, demonstrando que a metodologia é simples e eficiente na melhora
da biodisponibilidade de IFA [49].

Pereira e colaboradores estudaram a sintese de THEDES de anti-inflamatérios
ndo esteroides com terpenos que apresentam propriedades anticancerigenas
(safranal, mentol e linalol). Os autores demonstraram que 0s sistemas sintetizados
apresentam atividade terapéutica promissora contra células de cancer colorretal, além

do aumento da solubilidade e permeabilidade dos IFA utilizados [50].

1.1 Candesartana

Um dos fatores de risco mais sérios e frequentes para a mortalidade humana
atualmente € a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), uma doenca cronica
caracterizada como o aumento da pressao arterial [51], a qual afeta érgaos como
coracdo, cérebro e rim, e é a principal causa de infarto do miocardio, insuficiéncia
cardiaca, acidente vascular cerebral e doencas renais [52]. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estima que 1,28 bilhées de adultos em todo o mundo vivem com HAS,
e gue este numero tende a crescer 60% até o ano de 2025 [53,54].

Os bloqueadores dos receptores da angiotensina Il (BRA 1) sdo uma classe de
medicamentos utilizados no tratamento de HAS, os quais agem inibindo diretamente
a ligacdo da angiotensina Il (o principal horménio efetor no sistema renina-
angiotensina-aldosterona), proporcionando uma estratégia farmacoldgica efetiva no

controle da hipertensdo, doencas cardiovasculares e doencgas renais [55]. Um
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exemplo de farmaco BRA Il € a candesartana (Figura 6), o qual tem sido objeto de
pesquisas devido a sua aplicacdo farmacéutica e baixa biodisponibilidade oral (menos
de 5%), portanto, diversos projetos visam melhorar suas propriedades fisico-quimicas,
principalmente sua solubilidade aquosa [56-58].
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Figura 6. Formula estrutural da candesartana. Fonte: Autora.

Um dos compostos desenvolvidos visando alteracdes das propriedades fisico-
quimicas da candesartana foi o pro-farmaco candesartana cilexetila (formado a partir
da esterificacdo do grupo carboxilico), que € rapida e completamente convertido pela
hidrolise do éster para formar a candesartana durante a absorcdo no trato
gastrointestinal. Porém, mesmo com sua conversao quimica no pro-farmaco, a
biodisponibilidade permaneceu insatisfatoria (40%) devido a sua baixa solubilidade
aguosa [59,60].

Vatmanidou e colaboradores desenvolveram uma formulacdo em gel para
administracdo transdérmica de candesartana, contendo o IFA e o0 contra-ion
trietanolamina. Onde a transferéncia de carga foi comprovada por ressonancia
magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas, e foi demonstrado o aumento
da permeacéao cutanea in vitro, com um fluxo aumentado em cerca de duzentas vezes
em relacdo a formulacao controle [56]. Chi e colaboradores sintetizaram trés sais de
candesartana por meio de moagens assistida por solvente, utilizando amonia,
propano-1,3-diamina e etilenodiamina como contra-ions. Os autores demonstraram
que os sais apresentaram aumento na solubilidade, na taxa de dissolucdo e de até

trés vezes na biodisponibilidade oral do IFA.
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1.2 Genfibrozila

Os fibratos, ou derivados do &cido fibrico, sdo uma classe de medicamentos
hipolipemiantes, que reduzem os niveis de lipidios no sangue, utilizados nos
tratamentos de hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, as quais podem aumentar o
risco de doencas cardiacas e outros problemas de saude. [61]. A genfibrozila (Figura
7), um acido carboxilico anfipatico da classe dos fibratos, no entanto apresenta baixa

solubilidade e consequentemente baixa biodisponibilidade [62,63].

O

Figura 7. Formula estrutural da genfibrozila. Fonte: Autora.

Diferentes estratégias sdo abordadas na literatura visando o estudo e melhora
de propriedades fisico-quimica da genfibrozila. David e colaboradores estudaram as
interacdes entre o IFA e os coformadores terc-butilamina, 2-amino-2-metilpropan-1-ol,
2-amino-2-metil-propan-1,3-diol e trometamina, 0s autores caracterizaram o0s
produtos obtidos como sais e avaliaram a estrutura cristalina e a resisténcia mecanica
dos sistemas obtidos, importante propriedades na processabilidade de medicamentos
na forma sélida[62].

Hussain e colaboradores investigaram dispersées solidas de genfibrozila
utilizando silicas mesoporosas, 0s autores demonstraram a mudanca de fase do IFA,
de cristalina para amorfa, nos poros das diferentes silicas utilizadas, e aumento na
taxa de dissolucéo da genfibrozila nas formulacdes estudadas[63].

Devido as potenciais aplicacfes farmacéuticas e baixa biodisponibilidade da
genfibrozila uma variedade de trabalhos na literatura busca melhorar sua solubilidade
[62—-65], portanto, o IFA foi considerado para sintese de THEDES nessa tese.

1.3 Cetoprofeno

Processos inflamatorios podem ser causados de diferentes formas, por
exemplo, infecgcbes, estresse oxidativo e isquemia, e quando nao resolvidos podem
ser gatilho para inUmeras outras patologias, por exemplo asma, cancer, doenca

inflamatodria intestinal, doenca pulmonar obstrutiva crénica e doenga
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neurodegenerativa [66,67]. Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) estdo entre
0os medicamentos vendidos sem receita médica mais populares em todo o mundo, tal
fato se deve as suas propriedades analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatorias [68].

O cetoprofeno (Figura 8) € um dos AINEs mais comumente utilizados para
diminuir inflamacdes e no controle de dores leves a moderadas [69], no entanto
apresenta baixa solubilidade aquosa [70], consequentemente diversos trabalhos na
literatura buscam alternativas para contornar esse problema [71-74].

@]
OH

Figura 8. Férmula estrutural do cetoprofeno. Fonte: Autora.

Umerska e colaboradores sintetizaram misturas eutéticas de cetoprofeno com
0S anestésicos lidocaina, mepivacaina e bupivacaina por sintese mecanoquimica e
estudaram as interacdes formadas. Os autores demonstraram que 0s componentes
da mistura interagem predominantemente por ligagcdes de hidrogénio, no entanto,
também foi identificada a presenca de ions carboxilato [72]. Apesar de pontuarem o
potencial de aplicacdo do sistema eutético, os autores ndo apresentam ensaios de
solubilidade, dissolucéo ou liberagao do IFA no THEDES.

Estratégias de cocristalizacéo utilizando cetoprofeno séo bastante comuns na
literatura [70,75,76]. Devi e colaboradores utilizaram acido fumarico como coformador
para o IFA, e avaliaram as propriedades anti-inflamatérias e analgésicas in vitro e in
vivo, a solubilidade e a taxa de dissolucéo do cocristal, obtido por moagem assistida
por solvente, concluindo que a cocristalizacdo promoveu uma resposta farmacologica
rapida, assim como aumento na solubilidade, em comparacédo com o IFA isolado [76].

Apesar das potenciais aplicacdes farmacéuticas e da baixa biodisponibilidade
do cetoprofeno ndo foram encontrados THEDES desse IFA reportados na literatura,
principalmente em relagdo aos diagramas de fase ESL e liberagdo. Portanto, o IFA foi
considerado para sintese de THEDES nessa tese.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Realizar um detalhado estudo termoanalitico do insumo farmacéutico ativo
candesartana e sintetizar e caracterizar 0s sais e sistemas eutéticos profundos
terapéuticos dos insumos farmacéuticos ativos candesartana, cetoprofeno e

genfibrozila.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a candesartana por técnicas de DRX do po, FTIR, TG-DTA, DSC
e EGA.

e Estudar a fusdo da candesartana em diferentes razées de aquecimento e
identificar os produtos de decomposicéo desse IFA por UHPLC-HRMS.

e Sintetizar sais e sistemas eutéticos profundos terapéuticos dos IFAs
candesartana, genfibrozila e cetoprofeno e caracterizar o0s sistemas
multicomponentes sintetizados por diferentes técnicas.

e Avaliar o potencial de aplicacdo de THEDES, dos IFAs cetoprofeno e

genfibrozila, pela realizacdo de ensaios de solubilidade e perfil de liberagao.

3. MATERIAIS E METODOLOGIA

Farmacos e coformadores: o reagente candesartana (pureza = 98%) foi
comprado da Shaanxi Iknow Biotechnology (Shaanxi, China), os reagentes
genfibrozila (pureza = 98%), cetoprofeno (pureza = 98%), acido 4-aminobenzdico
(pureza =299%), acido 4-aminossalicilico (pureza = 99%), trometamina (pureza = 99%),
mentol (pureza = 99%), timol (pureza = 99%) e pirazina (pureza = 99%) foram
comprados da Sigma-Adrich (EUA).

Foram utilizados os reagentes hidréxido de sodio (Vetec, pureza = 99%),
Tween® 80 USP (Synth, pureza = 99%), laurilsulfato de sodio (Vetec, pureza = 99%),

fosfato de potassio monobasico (Synth, pureza = 98%), fosfato de potassio dibasico
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(Synth, pureza = 98%), acido cloridrico (Sigma-Adrich, 37%) e etanol (Sigma-Adrich,
pureza = 99,5%).

3.1 Sintese dos sais de candesartana

Os sistemas candesartana:acido 4-aminobenzoico (CAN:PABA) e
candesartana:acido 4-aminossalicilico (CAN:PASA) foram sintetizados na proporcao
molar 1:1 pelo método proposto por Liu e colaboradores [77] para a sintese do
composto LCZ696, um cocristal idnico de valsartana e sacubitril. Quantidades
equimolares de IFA e coformador foram adicionadas em um frasco de vidro de 8 mL,
seguida da adicao de 5 mL de etanol, resultando em uma suspensédo. Sob agitacéao
magnética (350 rpm) 60 uL de uma solucdo de hidroxido de sédio (6,89 mmol) foi
gotejada lentamente a suspenséao, obtendo-se uma solucéo limpida, a qual foi mantida
em temperatura ambiente (25 °C) e sob agitacéo (350 rpm) por 3 horas. As solucdes
foram mantidas em frascos abertos para a evaporacao do solvente, obtendo-se um
po branco (CAN:PASA) e um p6 amarelo claro (CAN:PABA). As amostras foram
armazenadas em frascos abertos dentro do dessecador e protegidas da luz.

O sistema candesartana:trometamina (CAN:TRO) foi sintetizado em diferentes
fracbes molares (0,30; 0,40; 0,50; 0,60) pela técnica mecanoquimica de moagem
assistida por liquido (LAG, do inglés Liquid-assisted grinding). As sinteses foram
realizadas em moinho de bolas Retsch, modelo MM 400, com jarros de aco inoxidavel
de 10 mL e uma esfera de aco inoxidavel de 10 mm de diametro, utilizando 90 uL de
etanol, em uma frequéncia de 30 Hz, durante 30 minutos. O volume de solvente foi

determinado pela equacéao apresentada por FriS¢i¢ e colaboradores, equacéo (1) [78]:

_ v (uL)
m (mg)

1)

Onde n € a proporgéo entre o volume de solvente utilizado na sintese (V) e a
massa total de amostra (m) (IFA + coformador). Adotou-se n= 0,3 uL mg, pois foi o
menor valor de n a resultar em um produto homogéneo. ApoOs a moagem obteve-se
um liquido incolor de alta viscosidade. A amostra foi armazenada em um frasco

fechado e mantida em um dessecador contendo silica e protegidas da luz.
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3.2 Sintese dos THEDES

Os THEDES cetoprofeno:mentol, cetoprofeno:timol, cetoprofeno:pirazina,
genfibrozila:mentol, genfibrozila:timol e genfibrozila:pirazina foram sintetizados, nas
fracdo molares entre 0,05 e 0,90, por aquecimento e agitagcao no equipamento Thermo
Shaker, KASVI (Parana, Brasil), modelo K80-200. O IFA e coformador foram
precisamente pesados em tubo de ensaio nas propor¢cdes molares estudadas, a
mistura foi mantida sob agitacdo constante a 600 rpm e temperatura de 50 °C. As
amostras que se tornaram completamente liquidas em poucos minutos ainda foram
mantidas sob aquecimento e agitacdo por 1 hora. Algumas propor¢cdes molares,
mesmo apos 6 horas, permaneceram como sélidos brancos (pd) ou pastas, portanto,
apos esse periodo as sinteses foram finalizadas. As amostras foram armazenadas em

dessecador e protegidas da luz.

3.3 Difracao de raios X do p6 (DRXP)

Os difratogramas de raios X foram obtidos no difratdbmetro Rigaku (Japao),
modelo MiniFlex 600, utilizando-se tubo de cobre, submetido a 40 kV, corrente de 15
mA, Cuka, A = 1,541 A. As amostras foram colocadas em suporte de vidro e expostas
a radiacdo (5° < 26 < 50°).

3.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros no infravermelho foram obtidos no espectrometro Thermo Scientific
(USA) modelo Nicolet iS10, utilizando a método de refletancia total atenuada (ATR)
com cristal de germanio, no intervalo de a 4000-675 cm, resolucdo de 4 cm™ e 32

varreduras por espectro.

3.5 Termogravimetria e Calorimetria exploratoria diferencial simultaneas
(TG-DSC)

As curvas TG-DSC foram obtidas no equipamento da Mettler-Toledo (Suica),
modelo TG/DSC 1, utilizando massa de amostras de 10 mg, razdo de aquecimento
(B) de 10 °C min!, atmosfera de ar seco ou nitrogénio (N2, 99,9%) com vazao de 50

ml min-t, cadinho de a-alumina de 70 puL, em diferentes intervalos de temperatura, a
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depender da amostra estudada. Para a amostra de candesartana esta analise foi

realizada em triplicata.

3.6 Calorimetria exploratéria diferencial acoplada a camera (DSC-

fotovisual)

As curvas DSC (aguecimentos acima da temperatura ambiente) e as imagens
do DSC - fotovisual foram obtidas no equipamento da Mettler-Toledo, modelo DSC 1
Star® System, acoplado a uma camera digital SC 30, a qual incorpora um sensor
CMOS de 3,3 megapixel, subconjunto optico mecanico Navitar 1-6232D com zoom de
6,5X. Utilizando massa de amostras de 2,5 mg, B de 10 °C min't, em atmosfera de ar
seco com vazédo de 50 mL min', em cadinho de aluminio de 40 uL com tampa sem
furo (para obtencéo das curvas de DSC), e cadinho de a-alumina de 30 uL sem tampa
(para amostras que foram filmados).

As curvas DSC em temperaturas subambiente foram obtidas no equipamento da
TA Instruments (EUA), modelo DSC Q10, acoplado com acessorio de resfriamento.
As medidas foram realizadas utilizando massa de amostras de 2,5 mg, B de 10 °C
min-, atmosfera de N2 com vazao de 50 mL min, cadinho de aluminio de 40 uL com

tampa sem furo.

3.7 Analise dos gases liberados (EGA)

Os produtos gasosos liberados foram analisados utilizando o analisador
termogravimétrico da Mettler-Toledo, modelo TG-DSC 1, acoplado ao
espectrofotdometro de FTIR da Thermo Scientific, modelo iS10, com célula de gas e
detector DTGS KBr. O forno do TG-DSC e célula de gas (aquecido a 250 °C) foram
acoplados através de uma linha de transferéncia aquecida (225 °C) de aco inoxidavel
de 120 cm de comprimento e 3,0 mm de didametro. Para as analises de EGA as curvas
TG-DSC foram obtidas nas mesmas condi¢cdes reportadas na se¢céo 3.5. Os espectros
de FTIR foram registrados com 16 varreduras por espectro com uma resolucéo de 4
cmL. O software do espectrometro (OMNIC 8.0) e dados da literatura foram utilizados

para identificar os produtos gasosos.
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3.8 Espectrometria de massa de alta resolucdo por cromatografia liquida
de ultra-eficiéncia (UHPLC-HRMS)

Os produtos de degradacgédo pirolitica da candesartana foram determinados a
partir de uma amostra aquecida a 185 °C e outra a 285 °C em um TG-DTA (Mettler-
Toledo (Suica), modelo TG/DSC), utilizando as mesmas condicoes de analise
descritas na secao 3.5. O material remanescente no cadinho foi coletado e analisados
em um sistema Waters Acquity UPLC H-Class equipado com bomba quaternaria,
sistema de desgaseificacdo, amostrador automatico, forno de coluna, detector PDA e
um espectrometro de massas Xevo G2-XS QToF (Waters, EUA) equipado com uma
fonte ionizacdo por electrospray (ESI). As amostras foram solubilizadas em
acetonitrila:H20 (1:1, v/v) na concentracdo de 1 mg mL™1, centrifugadas por 5 min a
4500 g, e os sobrenadantes foram analisados. Candesartana foi injetada na
concentracdo de 200 pg mLt, enquanto as amostras aquecidas até 185 °C e 285 °C
foram analisadas na concentracdo de 1 mg mL?. As amostras foram analisadas
utilizando uma coluna Acquity UPLC HSS T3 (High Strength Silica C18, 1,8 um, 100
mm x 2,1 mm) a 40 °C, vazéo foi ajustada em 0,5 mL min-! e o volume de injegdo de
0,2 pL. A fase movel consistiu em H20 (A) e acetonitrila (B), ambos acidificados com
0,1% (v/v) de acido formico, e foi empregado um gradiente linear de 5% a 100% de
solvente organico em 15 min. A faixa de deteccao do detector de arranjo de fotodiodos
(PDA) foi de 200 a 400 nm, e os espectros de massa foram adquiridos nos modos
positivo e negativo, separadamente. A faixa de massa foi definida para 50-1200 Da
usando o modo de aquisicdo dependente de dados (DDA) para obter dados de MS e
MS/MS. Os parametros utilizados para aquisicao de dados foram os seguintes: tenséao
capilar de 2,5 kV, vazdo de cone e gas de dessolvatacdo de 50 e 800 L ht,
respectivamente, temperatura da fonte de 120 °C e temperatura de dessolvatacao de
500 °C com cone de amostragem e deslocamento da fonte em 40 V e 80 V,
respectivamente. Uma energia de colisdo de rampa (CE) foi empregada para
fragmentacdo MS/MS: uma CE baixa de 6 a 9 eV e uma CE alta de 60 a 80 eV. Os
dados adquiridos foram processados atraves do software MassLynx® 4.1.
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3.9 Diagramas de fases de equilibrio sélido-liquido

Os diagramas de equilibrio sélido-liquido (ESL) foram construidos para estudar
0s sistema eutéticos. A equacdo de Schroeder-van Laar, equacao (2), foi aplicada
para descrever a linha liquidus de uma de cada um dos componentes da mistura

(comportamento ideal) e compara-la com os resultados experimentais [42,79].

T, = ( 1 R.ln(x))_1 ()

Tfus AHfus

Onde, T, é a temperatura de fusdo da mistura em fracdo molar x, R constante

dos gases ideias, Tws € a temperatura de fusdo do componente puro e AHus € a
entalpia de fusao.

Sistemas com diferentes fracdes molares foram sintetizados para estudar o
comportamento experimental das misturas eutéticas a partir dos dados obtidos das
curvas DSC, obtidas como descrito no item 3.6. As amostras que se apresentaram
liquidas apoés a sintese foram submetidas a rampas de resfriamento de 25 °C a -70
°C, seguido de aquecimento de -70°C até a temperatura de estabilidade térmica de
cada sistema, enquanto as amostras que se apresentaram pastosas ou soélidas foi
adotado apenas um rampa de aquecimento de 25 °C até a temperatura de

estabilidade térmica de cada sistema.

3.10 Ensaios de solubilidade

A solubilidade de equilibrio dos IFAs e dos THEDES foram obtidos pelo método
Shake-flask [80]. Cada amostra foi adicionada em excesso em tubo de ensaio
contendo 5 mL de solucdo tampao fosfato (pH 7,4). As amostras foram mantidas sob
agitacdo (150 rpm) e temperatura (37 £ 1 °C) constantes por 72 horas em uma
incubadora shaker Marconi (Brasil), modelo MA 420. Em seguida os sobrenadantes
foram coletados e filtrados em microfiltros de membrana PTFE de 13 mm de diametro
e com poros de 0,2 um, diluidas quando necessario, e analisadas no
espectrofotometro UV-VIS Shimadzu, modelo UV 1800, utilizando cubetas de quartzo

com caminho oOptico de 10 mm. A quantificacdo foi realizada pela curva de calibracéo
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de cada IFA (APENDICE A), onde os valores de absorbancia foram plotados em
relacdo a diversas concentracdes conhecidas dos IFAs.

Foi desenvolvido e validado um método analitico por UV-vis para a quantificacao
do IFA genfibrozila, em meio acido (HCI pH 1,2) e alcalino (tampéao fosfato pH 7,4)
(APENDICE B). A quantificacdo do IFA cetoprofeno em meio é&cido (pH 1,2) foi
realizada a partir do método desenvolvido e validado por Prezotti [81], e em meio
alcalino (pH 7,4) a partir do método desenvolvido e validado por Syamdini e

colaboradores [82].

3.11 Ensaios de liberacao

Os ensaios de liberacdo dos IFAs e dos THEDES foram realizados em triplicata
pelo método de membrana de didlise (MD) [83,84]. Cada amostra (10 mg de IFA ou
massa equivalente de IFA presente nos sistemas) foi adicionada em um tubo celulose
regenerada com limite de peso molecular de 14 kDA, ambas as pontas do tubo foram
hermeticamente fechadas e posteriormente o sistema foi adicionado em cuba de
volume reduzido contendo 100 mL do meio de liberacdo (4cido cloridrico pH 1,2). O
ensaio foi conduzido sob agitacao (50 rpm) e temperatura (37 £ 1 °C) constantes, por
2 horas no equipamento SR8PLUS Dissolution Test Station (Hanson Research, EUA),
utilizando aparato USP 2 (pas). Aliquotas de 2 mL foram retiradas nos seguintes
periodos: 5, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos e, para manter o volume constante, um
volume equivalente de meio foi adicionado, restituindo o volume inicial. O mesmo
procedimento foi adotado utilizando tampao fosfato pH 7,4 como meio de liberacéo,
no entanto, neste caso, 0 ensaio teve duracdo de 4 horas e as aliquotas foram
coletadas em 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 minutos. As amostras
coletadas foram filtradas em microfiltros de membrana PTFE de 13 mm de didmetro e
com poros de 0,2 ym, e a quantificacéo foi realizada em espectrofotometro UV-VIS
Agilent Technologies (EUA) modelo Cary 60, utilizando cubetas de quartzo com
caminho optico de 10 mm. A quantificacéo foi realizada pela curva de calibracéo de
cada IFA. A quantificacdo dos IFAs genfibrozila e cetoprofeno foram realizadas

conforme descrito no item 3.10 Ensaio de solubilidade.
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3.12 Método de quantificacdo por UV-vis

Foram desenvolvidas e validadas metodologias para quantificacdo de
genfibrozila em dois meios: HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e tampao
fosfato de pH 7,4 (Apéndices A e B). Foi utilizado o espectrofotdmetro UV-VIS

Shimadzu, modelo UV 1800, e cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.

3.12.1 Preparo da solugdo tampdo e da solucéo de acido cloridrico

O tampéo fosfato (0,05 M) de pH 7,4 foi preparado pesando 2,67 g de fosfato de
potassio monobasico anidro e 5,29 g de fosfato de potassio bibasico anidro. Os
reagentes foram previamente solubilizados em &gua destilada e transferidos
quantitativamente para um baldo volumétrico de 1 litro, em seguida o baldo foi
avolumado com agua destilada e o pH foi ajustado para 7,4, em pHmetro HANNA
modelo HI2221, com adi¢cdo de quantidade suficiente de uma solucao de hidroxido de

sodio concentrada.

A solucdo de &cido cloridrico (IN) com 0,75% de Tween® 80 de pH 1,2 foi
preparada coletando 8,60 mL de acido cloridrico 37%, o qual foi adicionado a um
becker com 100 mL de agua destilada e posteriormente transferido quantitativamente
para um baldo volumétrico de 1 litro, em seguida 7,50 g de Tween® 80 foi
completamente solubilizado em 200 mL de agua destilada e adicionado ao mesmo
baldo. Por fim o baldo foi avolumado com agua destilada e o pH foi ajustado para 1,2,
em pHmetro HANNA modelo HI2221, com adicdo de quantidade suficiente de uma

solucao de hidroxido de sédio concentrada.

3.12.2 Preparo da solucao estoque

A solucdo padrdo de genfibrozila (500 ug mL?) foi preparada solubilizando
25,25 mg do IFA em uma mistura 1:1 (V:V) de etanol e meio (solu¢do HCI pH 1,2 com
0,75% de Tween® 80 ou tampao fosfato pH 7,4) em um baldo volumétrico de 50 mL,

e em seguida a solucéo foi sonicada por 10 minutos, em banho ultrassénico.



43

3.12.3 Determinacdo do comprimento de onda de maxima

absorcao

O comprimento de onda de méxima absorcdo na regido do ultravioleta foi
determinada a partir da solucdo estoque de genfibrozila (500 ug mL?) diluida na
concentracdo do ponto médio da curva de calibracdo de cada meio, ou seja, 70 ug
mLt em HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e 80 ug mL* de tampéao fosfato
pH 7,4. As solucdes foram submetidas a uma varredura entre 200 e 400 nm com o
objetivo de verificar o comprimento de onda no qual o IFA apresenta seu pico de

maxima absorc¢ao.

3.13 Validacéo analitica

Os métodos de quantificac@o da genfibrozila por UV-vis utilizados nos ensaios
de solubilidade e liberacdo, foram validados seguindo critérios da Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) 166/2017 ANVISA [17], a qual dispde sobre a validacao de
métodos analiticos, e orientagcbes da Association of Official Analytical Chemists
International (AOAC) [85]. Portanto, os parametros de seletividade, linearidade,
precisao, exatidao, limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) e robustez foram
determinados como descrito nos topicos a seguir, e os resultados sdo apresentados
no APENDICE B.

A seletividade foi a Unica figura de validacdo analisada na quantificacdo do
cetoprofeno, visto que mesmo utilizando métodos previamente validados por outros
autores existe a necessidade de se comprovar a seletividade do método frente aos

coformadores deste trabalho.

A solucao estoque de genfibrozila e todas as suas diluicdes preparadas foram

analisadas em triplicata no comprimento de onda de 276 nm.

3.13.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada tanto para os métodos de quantificacdo da genfibrozila
quanto do cetoprofeno, realizando a comparacgéo dos espetros de UV-vis dos IFAs
com o dos espectros dos coformadores, obtidos das amostras nas concentragcdes do

ponto médio da curva de calibragéo.
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3.13.2 Faixa linear

A faixa linear do método foi determinada pela curva de Ringbom, a qual foi
construida a partir de solucdes de genfibrozila em concentracdes de 1,5 ugmL* a 500
pg'mL-1, preparadas a partir de diluicbes da solugcéo estoque no meio estudado.

3.13.3 Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da construcdo das curvas
analiticas da genfibrozila nos diferentes meios, e dos testes estatisticos de Cochran e
andlise de variancia (ANOVA), realizados com um nivel de significancia de 5% (o =
0,05), no Excel® (Microsoft 365, versao 2402).

Em meio alcalino (pH 7,4) foram preparadas solugdes com concentracfes de
40 pg.mL?, 60 pg.mL*%, 80 pg.mL*%, 100 uyg.mL* e 120 pg.mL, enquanto em meio
acido (pH 1,2) foram preparadas solucdes com concentragbes de 15 pg.mL*?, 30
pug.mL?, 40 ug.mL%, 70 ug.mL%, 90 yg.mLt, 110 yg.mL?* e 130 pg.mL%, em triplicatas,
de maneira independente a partir de diluicées das solugdes estoque de 500 yg.mL™.
Os critérios de aceitacdo foram: coeficiente de correlacdo acima de 0,990, coeficiente

angular significativamente diferente de zero e dados homocedasticos.

3.13.4 Precisao

A repetibilidade foi avaliada a partir de seis determinacfes no ponto médio, a
partir de diluic6es da solugéo estoque de 500 ug'mL*:, repetindo o ensaio em periodos
diferentes do mesmo dia. A precisao intermediaria e interanalistas foram avaliadas da
mesma forma que a repetibilidade, no entanto, os ensaios foram repetidos em dias
distintos e com analistas diferentes, respectivamente. O critério de aceitacdo foi do
desvio padrao relativo (DPR) de, no maximo, 1,3%, seguindo orientacdes da AOAC
[85].

3.13.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada em trés niveis de concentracao, baixa (40 yg'mL?t), média
(80 ugmL™) e alta (120 yg'mL1), contemplando o intervalo linear do método analitico,
em triplicata e preparadas de maneira independente a partir de diluicdes da solugéo

estoque de 500 pgmL™*. Foram avaliadas trés solucdes estoques diferentes. Os
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critérios de aceitacdo foram da recuperacao entre 98 e 102%, equacéao (3) e DPR de,

no maximo, 1,3%, seguindo orientacdes da AOAC [85].

Concentrac¢do média experimental

recuperacao % = x 100 (3)

Concentragao teoérica

3.13.6 Limites de deteccdo e quantificacdo

A determinacéo dos limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram realizadas

por meio de parametros da curva de calibracdo, segundo as equacdes 4 e 5 [17]:

LD=— .0 4)

LQ=—.0 (5)

Onde o é o0 desvio padréo da interceptacdo com o eixo y de trés curvas de calibracéo

e IC é o coeficiente angular da curva analitica.

3.13.7 Robustez

Para determinacédo da capacidade dessa metodologia resistir a pequenas e
deliberadas variacdes das condi¢cdes analiticas foram avaliadas a variacdo de pH,
comprimento de onda e preparo de amostra nas condi¢cdes apresentadas no Quadro

1. O critério de aceitacao foi do desvio padréao relativo (DPR) de, no maximo, 1,3%.

Quadro 1. Variacdes adotadas para avaliacdo do robustez da metodologia. Fonte: Autora

Meio acido Meio alcalino

Preparo de amostra | 20 minutos e 5 minutos 20 minutos e 5 minutos

(sonicacéao)

Comprimento de onda 276 nm e 274 nm 276 nm e 274 nm
pH 12el4 74e7,6
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da candesartana

4.1.1 Caracterizacdo térmica, espectroscopica e de difracéo de
raios X do po

As curvas TG/DTG-DTA da candesartana em condicbes de pirdlise e de
oxidacdo sdo mostradas na Figura 9. Essas curvas apresentam seis e cinco etapas
de perda de massa, respectivamente. As faixas de temperatura, perdas de massa e

temperaturas de pico dos principais eventos térmicos de cada curva estédo
apresentadas na Tabela 1.

100

Massa / %

exot

T I T 'I T '[ T '| T [ T 'I T [ T 'I T
100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura/ °C
Figura 9. Curvas TG/DTG-DTA de candesartana obtidas em condi¢Bes de pirdlise (a) e
oxidante (b).
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Tabela 1. Faixa de temperatura (6), perda de massa (Am) e temperatura de pico (Tp)
observadas em cada etapa nas curvas TG/DTG-DSC da candesartana.

Atmosfera 12 etapa de 22etapa de 32 etapa de Ultimas Massa
perdade perdade perdade etapas (43, 52 residual
massa massa massa e 6 2 etapas) (%)
nitrogénio 6 (°C) 35-78 175-183 200-285 285-800 23,0+£0,6
Am (%) 0,7+0,2 0,30 £0,01 6,01 £ 0,05 70,2+0,5
Te (°C) - 1761 255* -
ar 6 (°C) 35-75 175-184 200-285 285-800 1,1+05
Am (%) 0,7+0,2 0,31+0,01 6,02 £ 0,04 91,9+0,3
Te (°C) - 1761 257* 5781

| pico endotérmico; 1 pico exotérmico; * exoterma

As curvas TG/DTG-DTA mostram que a candesartana em condicao de pir6lise
€ estavel até 175 °C. A primeira etapa de perda de massa ocorre até 78 °C (Am1 =0,7
+ 0,2%), sem nenhum evento térmico visivel na curva DTA, é atribuida a perda de
agua fracamente ligada (dgua adsorvida). A segunda etapa de perda de massa entre
175-183 °C (Am> = 0,30 £ 0,01%), correspondente ao evento exotérmico em 176 °C
na curva DTA, esta associada a decomposicao térmica parcial do farmaco, como sera
elucidado pelas analises de UHPLC-HRMS. A terceira etapa de perda de massa entre
200-285 °C (Ams = 6,01 £ 0,05%), correspondente ao pico exotérmico em 257 °C na
curva DTA, é atribuida a degradacao térmica parcial do farmaco. Além disso, os
valores de perda de massa sugerem que nesta fase ha perda do grupo etila (Amtesrico
=6,60%), o que sera melhor compreendido pelas analises de UHPLC-HRMS. A quarta
etapa, correspondente aos pequenos eventos exotérmicos na curva DTA, é atribuida
a decomposicdo térmica do composto formado na etapa anterior. Nao foi observado
nenhum pico endotérmico relacionado com a fusdo da candesartana.

As curvas TG/DTG-DTA da candesartana na condi¢cdo oxidante apresentam
comportamento térmico semelhante a condicéo de pirdlise até 360 °C, sugerindo que
até esta temperatura a condicao utilizada tem apenas ligeira influéncia nos processos
térmicos envolvidos. Em temperaturas acima de 360°C, a diferenca entre as duas
condi¢cdes é mais pronunciada. Na ultima etapa de perda de massa da curva TG,
observa-se um pico exotérmico em 578 °C na curva DTA sob condi¢cdes oxidantes,

evento atribuido a oxidagdo do material carbonizado. Da mesma forma que foi
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observado na condicéo de pir6lise, ndo foi observado pico endotérmico relacionado a
fusdo da candesartana em condicéo oxidante.

As curvas DSC da candesartana obtidas sob condi¢édo de pirélise e nas razées
de aquecimento de 10 °C mint e 35 °C min? sdo mostradas na Figura 10. Um
pequeno evento endotérmico é observado em 118 °C (8 =10 °C min, Tonset = 114 °C
e AH=0,10 £ 0,01 kJ mol'') e em 135 °C (8 = 35 °C min, Tonset = 128 °C e AH =0,10
+ 0,01 kJ mol?), temperaturas nas quais o composto é termicamente estavel,
sugerindo que esta associado a uma transicdo de fase cristalina. No entanto, as
curvas DSC para o ciclo aguecimento-resfriamento-aquecimento (Figura 11) mostram
gue este evento térmico ndo € observado no resfriamento e nem no segundo
aquecimento, e, além disso, as imagens obtidas a 118 °C por DSC-fotovisual (Figura
12) ndo apresentam eventos relacionados a fusdo, sugerindo que esta associado a
uma transicao de fase cristalina. As transicfes de fase cristalina associadas a eventos
endotérmicos sao reversiveis, sugerindo que, por questdes cinéticas, nenhum evento
exotérmico ou endotérmico foi observado durante o ciclo de aquecimento e
resfriamento [86].

O evento exotérmico a 178 °C (8 = 10 °C min™, Tonset = 176 °C, e AH = -14,78
+ 0,02 kJ mol?) e 189 °C (8 = 35 °C min™', Tonset = 184 °C) esta associada a segunda
etapa de perda de massa observada na curva TG (Figura 9), correspondendo a
degradacdo térmica parcial do farmaco. Porém, somente na curva DSC obtida na
razdo de aquecimento de 35 °C min é possivel observar um evento endotérmico a
189 °C (Tonset = 184 °C), o qual foi atribuido a fusdo do farmaco seguida de
decomposicdo, como foi confirmado pelas imagens obtidas por DSC-fotovisual
(Figura 12).
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Figura 11. Curvas DSC da candesartana nos ciclos de aquecimento e resfriamento de 25°C
a 135°C obtidas na razéo de aquecimento de 10 °C min™,
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Figura 12. Imagens de DSC-fotovisual obtidas da candesartana. As analises foram realizadas
utilizando cadinho de a-alumina sem tampa, massa de amostra de 2,5 mg, B de 10 °C min*
e atmosfera dinamica de N2, com vaz&do de 50 mL min™.

Para investigar melhor o comportamento térmico da candesartana, amostras
do IFA foram aquecidas até 125 °C e 185 °C, temperaturas referentes aos eventos
endotérmicos e exotérmicos, respectivamente, sob condicdo de pirdlise (ambos
observados na Figura 10). Os espectros de FTIR e os dados de DRXP da
candesartana e candesartana apds aquecimento sdo mostrados na Figura 13.

A Figura 13 (a) mostra os espectros de FTIR e os difratogramas de DRXP da
candesartana, e a Tabela 2 apresenta as atribuicbes de bandas observadas no
espectro de FTIR. O espectro de FTIR da candesartana mostrou uma banda larga em
3424 cm, que pode ser atribuida ao estiramento O-H da Agua fracamente adsorvida,
enquanto a banda larga entre 3300 e 2300 cm™ é atribuida as vibracGes de

estiramento O-H do grupo carboxilico.
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Figura 13. Espectros de FTIR e difratogramas de DRXP da candesartana (linha tracejada
preta), candesartana aquecida a 125 °C (linha azul) e candesartana aquecida a 185 °C (linha
vermelha).

A banda intensa em 1704 cm é atribuida a vibracGes de estiramento C=0 do
acido carboxilico [87], e a banda fraca em 1610 cm™ é atribuida ao estiramento C=N
do anel benzimidazol. A banda intensa em 1549 cm! e a banda de intensidade média
em 1480 cm sdo atribuidas a deformacéo angular do NNH no plano e a deformacéo
angular do NNH no anel tetrazol, respectivamente. Além disso, a banda de intensidade

média em 1427 cm* é atribuida a deformacéo angular do COH no plano, e a banda
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de intensidade fraca em 1388 cm é atribuida ao estiramento CN do anel benzimidazol

[87].
Tabela 2. Atribuigdo das principais bandas observadas no espectro de infravermelho da
candesartana.
Atribuicédo Namero de onda (cm™)

v O-H 3300-2300
v C=0 1704
vC=C +v C=Ng; 1610
Op NNH ¢, 1549
0 NNH ¢, 1480
op, COH 1427
v C=N g, 1388

Bz, benzimidazol; tz, tetrazol; p, plano

O espectro de FTIR da candesartana aquecida até 125 °C ndo apresenta a
banda atribuida as moléculas de agua adsorvidas, mas apresenta 0 mesmo padréao
de difracdo da amostra original (ndo aquecida), confirmando que a agua esta apenas
adsorvida no material. Adicionalmente, os padrées de DRXP confirmam que o evento
endotérmico a 118 °C na curva de DSC é uma transicdo de fase cristalina reversivel,
porém, por razfes cinéticas, ndo foi possivel observar o evento exotérmico na curva
de resfriamento DSC associado a transi¢cao de fase.

O espectro de FTIR da candesartana apés ser aquecida até 185 °C (Figura 5
(a), linha vermelha) ndo mostra as bandas em 1610 cm™, 1480 cm™, 1240 cm?
(vibracdes de deformacédo angular NN, NH e NNH), 871 cm™ (estiramento etil CCH) e
1550 cm! (deformacéo angular no plano NNH do anel tetrazol) [87]. Esses resultados
sao consistentes com o0s observados nas curvas TG, uma vez que a segunda etapa
de perda de massa na curva TG esta entre 175 °C e 184 °C (Figura 9 e Tabela 1),
este espectro apresenta a amostra ap0s a estabilidade térmica, com bandas
caracteristicas dos possiveis produtos de degradacédo, formados nesse intervalo de
temperatura.

Uma pesquisa cuidadosa na literatura e no Cambridge Structural Database
(CSD) [88] mostrou que ndao ha dados publicados sobre a estrutura cristalina da
candesartana até o momento. Os principais picos de difracdo observados no padrao
de difracdo da candesartana (Figura 13 (b)) sdo 10,40°; 11,59°; 13,84°; 15,76°;
17,32°; 19,16°; 20,72°; 21,88°; 22,68°; 23,32°; 24,68°; 25,00°; 26,24°; 28,36°; 30,36°;
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31,68° e 45,48°, com padréo de difracdo semelhante aos dados relatados por Chi e
colaboradores [60].

O DRXP da amostra aquecida até 185 °C apresenta uma fase
predominantemente amorfa, caracterizada pelo aparecimento de um halo de difracao
e pelo desaparecimento da maioria dos picos de difracdo presentes no padrdo de
difracdo da amostra ndo aquecida. Estes resultados mostram que a partir de 185 °C
o farmaco sofre degradacgéo térmica, entretanto, a amorfizagdo pode ser proveniente
da fusdo e vitrificagdo do composto durante o resfriamento, ndo sendo

necessariamente causada pelo inicio da degradacao térmica.

4.1.2 EGA por TG-FTIR sob condi¢cfes de pirdlise e de oxidacao

Os dados de EGA séo apresentados na Figura 14. As curvas de Gram-Schmidt
(GS) mostram dois picos sob condicdo de pirdlise e pelo menos trés picos sob
condicdo oxidante, correspondendo as etapas com maiores perdas de massa na curva
TG e, consequentemente, maior liberacdo de produtos gasosos. O primeiro pico na
condicao de pirdlise é semelhante ao primeiro pico na condi¢do oxidante em relacao
a faixa de temperatura, intensidade e temperatura de pico, sugerindo que a
guantidade e a natureza dos produtos gasosos liberados sdo semelhantes e que a
condi¢do tem pouca influéncia na mecanismo de degradacdo térmica do farmaco
nesta faixa de temperatura, como ja observado nas curvas TG/DTG-DTA. Além disso,
os espectros de FTIR coletados até 360 °C (primeiro e segundo picos na curva GS),
sob ambas as condi¢des de analise, mostram que 0s mesmos produtos gasosos estao
sendo liberados, sendo eles CO2 e CH3CH2N=C=0 (isocianato de etila).

A partir de 360 °C, as curvas GS obtidas sob condicfes de pirélise e oxidacao
tornam-se consideravelmente diferentes, sugerindo uma forte influéncia das
condicbes de analise no mecanismo de degradacdo térmica, como também sera
observado nos espectros de FTIR coletados.

Na condicdo de pirolise (Figura 14 (a)), o espectro obtido em 460 °C esta
relacionado ao pico intenso na curva GS e a Ultima etapa de perda de massa na
curva TG/DTG. Nessa temperatura, observa-se a liberacdo de N2O e NHs. Além
disso, sdo observados estiramentos C=0 e C-H [87,89]. A atribuicdo dos numeros de
onda dos grupos funcionais identificados e seus possiveis produtos gasosos

correspondentes liberados [89] em 460 °C s&o apresentados na Tabela 3. No
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espectro em 540 °C, referente ao final do segundo pico na curva GS, observa-se a

liberagc&o de NHs, indicando a predominancia de processos piroliticos.
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Figura 14. Curvas de Gram-Schmidt e espectros de FTIR dos produtos gasosos liberados
durante a decomposicao da candesartana sob condicdes de pirdlise (a) e condigbes oxidantes

(b).

Em 470 °C, sob condi¢éo oxidante (Figura 14 (b)), observa-se o segundo pico
da curva GS, com liberacdo dos produtos gasosos CH3CH2N=C=0 (isocianato de
etila), N20O, NHz e COz2. O ultimo e mais intenso pico em 580 °C esté associado a etapa
final de perda de massa nas curvas TG/DTG, e observa-se a liberagcado dos produtos
gasosos COz2, CO, NHs e HCN.

Os produtos de decomposicao térmica resultantes da pirolise da candesartana,
nas temperaturas de 185 °C e 285 °C, foram analisados por UHPLC-HRMS para
observar o0s possiveis compostos de decomposicdo formados durante o processo.

Essas temperaturas foram selecionadas para analise por serem a primeira e a
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segunda etapas de decomposicao térmica observadas nas curvas TG-DTA (Figura 9

(@)).

Tabela 3. Atribuic&o das principais bandas observadas no espectro de infravermelho em 460
°C, e possiveis produtos gasosos liberados.

Namero de onda (cm™) Atribuicao Possiveis produtos liberados
3075 C-H estiramento Estiramento C-H terminal (vinilico), Hidrocarboneto
2937 C-H estiramento Estiramento assimétrico C-H de metileno, Hidrocarboneto
2887 C-H estiramento Hidrocarboneto
1765 o . -
1711 C=0 Acidos carboxilicos, Cetonas, Aldeidos, Esteres

4.1.3 Analises de espectrometria de massa de alta resolucéao

Os cromatogramas do pico base (modo de ionizacdo negativa) obtidos para
candesartana e seus produtos de degradacédo térmica sdo apresentados na Figura
15, e as informacg6es de HRMS e MS/MS para cada pico podem ser encontradas na
Tabela 12 (APENDICE C). As estruturas propostas formadas durante o processo de
decomposicdo sdo mostradas na Figura 16, e todos os espectros obtidos podem ser
encontrados no APENDICE D (Figuras 34 a 48). E possivel observar que a
candesartana padréo (5) apresentou um padrao de fragmentacdo consistente com a
literatura [90], com fragmentos principais em m/z 309 e m/z 133. Esses fragmentos
indicam a abertura do anel benzimidazol e a descarboxilagéo e perda da porcao fenila
do benzimidazol, respectivamente (Figura 17 (a)). Além disso, um composto
minoritario (1) também estava presente no padrdo analisado, com o ion em m/z
411,1210 [M—-H]" indicando a perda do grupo etil da candesartana (C22H15NsO3, A 1,0

ppm), que € um dos produtos de decomposi¢cdo comuns da candesartana [91].
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Figura 15. Cromatogramas de pico de base (BPCs) obtidos por analise UHPLC-HRMS de (a)
candesartana, (b) candesartana decomposta até 185 °C e (c) candesartana decomposta até
285 °C. As analises foram realizadas no modo de ionizacao negativa. Os picos marcados com
um asterisco (Tr 9,17 min) indicam uma impureza presente na analise em branco. (perguntar

pra Helena, corrida em Branco)
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Figura 16. Estruturas dos produtos de decomposicdo da candesartana propostos quando
decompostos até 185 °C e 285 °C. As andlises foram realizadas em modo de ionizagdo
negativa, e as estruturas estdo numeradas de acordo com 0s tempos de retencéo obtidos

(Figura 7). Estas sé&o estruturas propostas baseadas em padrdes de fragmenta¢cdo MS/MS.
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Figura 17. Principais fragmentos e propostas de clivagens de ligacdes observadas para os

produtos observados na decomposicdo da candesartana. (a) Clivagem do grupo etil,

descarboxilacdo e perda do substituinte no nitrogénio (topo); abertura do anel do benzimidazol

(parte inferior). (b) Descarboxilacdo (parte superior) e clivagem da ligacdo formada na

dimerizagéo (parte inferior). (c) Clivagem da ligacdo formada na dimerizagédo e perda de um

grupo etoxi e de um grupo NH,. (d) Descarboxilagdo e clivagem da ligacdo formada na

dimerizacdo no grupo tetrazol. (e) Clivagem da ligacao formada na dimerizacdo e do grupo

etoxi.
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A amostra de candesartana decomposta até 185 °C resultou em seis produtos
de decomposicdo, com o composto 1 apresentando maior abundancia que o padréao.
Formaram-se trés outros compostos (2, 6 e 8), que eram isdmeros da candesartana
(C24H19N6Os3, A1,8, 2,3, 4,1 ppm, respectivamente). Esses compostos apresentaram 0s
mesmos fragmentos principais da candesartana, indicando que o grupo etil pode estar
ligado aos atomos de nitrogénio do tetrazol, ou mesmo ao grupo carboxila, que foram
relatados anteriormente como produtos de decomposi¢cado da candesartana em outras
condi¢des [91-93]. E importante ressaltar que, a partir da anélise atual, ndo é possivel
determinar de forma inequivoca a qual por¢cdo da molécula o grupo etil esta ligado nos
produtos de decomposicdo propostos. Este substituinte pode estar ligado ao grupo
hidroxila, carboxila ou mesmo ao grupo tetrazol. Além disso, considerando que o0 grupo
tetrazol pode sofrer tautomerizacdo [94], o grupo etil também pode estar ligado a
diferentes atomos de nitrogénio deste mesmo grupo apos a troca de prétons. Os
compostos 10 e 14 apresentaram a formula molecular C26H23NeO3 (A0,2 e 1,7 ppm,
respectivamente), o que é consistente com a adicdo de outro grupo etil a um atomo de
nitrogénio do grupo tetrazol ou ao acido carboxilico [91].

Os compostos 2—4, 7, 9-13 e 15 foram formados quando a candesartana foi
decomposta até 285 °C. O Composto 3 foi observado como uma molécula
desprotonada em m/z 368,1036 [M-H]-, o que concorda com a formula molecular
C22H14N303 (A 0,3 ppm). Isto é consistente com a perda do grupo etil, juntamente com
a perda de uma azida do grupo tetrazol [95], e posterior ciclizagdo para formar uma
porcao triciclica. O principal fragmento MS/MS em m/z 324 é compativel com a perda
de CO2 (Figura 17 (b)). Por outro lado, os compostos 4, 7,9, 11-13 e 15 apresentaram
férmulas moleculares e fragmentos consistentes com diferentes produtos de
dimerizacdo da candesartana. A presenca do fragmento m/z 133 para todos 0s
produtos de decomposicdo indica que o grupo benzimidazol é retido apos
aquecimento. A dimerizacdo de outras sartanas, como a losartana, ja foi relatada na
literatura [96,97] inclusive no estresse térmico. No entanto, até o momento, a
dimerizagdo da candesartana n&o havia sido relatada.

Trabalhos anteriores indicam que a dimerizacdo da losartana € formada pelo
ataque do grupo tetrazol ao benzimidazol através de uma substituicdo nucleofilica
SN2. Os dados aqui apresentados indicam que os produtos de dimerizacao

observados para os produtos de decomposicdo térmica da candesartana sao
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consistentes com a adi¢cado do grupo tetrazol a porcdo benzimidazol. O Composto 4
apresentou o ion desprotonado em m/z 795,2684 [M—H]~ (C46H35NsOs, A 0,5 ppm), 0
que é consistente com a perda de N2 do grupo tetrazol de duas moléculas de
candesartana, seguida de outra ciclizagéo e adi¢cao ao grupo benzimidazol, bem como
a perda do grupo etil de uma porcao do dimero. O fragmento MS/MS em m/z 352 pode
ser atribuido a clivagem da ligac&o dimérica, com eliminacdo adicional do grupo etoxi
e perda de outro atomo de nitrogénio do grupo tetrazol anterior (Figura 17 (c)). Por
outro lado, o composto 7 apresentou uma molécula desprotonada em m/z 823,2741
[M—H]~ (C4sH3sN100s, A 3,0 ppm), indicando que uma das moléculas de candesartana
reteve o grupo tetrazol intacto, enquanto a outra liberou N2, com ciclizacéo adicional
(semelhante ao composto 4) e perda de um grupo etil. Para esta molécula (7a e 7b,
Figura 16), existem duas possibilidades de dimerizag&o: pode ocorrer no tetrazol ou
mesmo no grupo modificado. O fragmento observado em m/z 367 corrobora a
clivagem da ligacdo dimérica, com posterior descarboxilacdo, o que esta de acordo
com ambas as propostas (Figura 17 (d)).

Semelhante ao composto 7, a formula molecular obtida para os compostos 9 e
11 (CasH39N100s, A 1,3 € 2,0 ppm, respectivamente) também esta de acordo com a
retencdo de um grupo tetrazol, enquanto o outro eliminou N2. A presenca dos isdbmeros
9 e 11 indica que a dimerizacdo pode ocorrer com diferentes possibilidades (9a, 9b e
11). Para os compostos 9 e 11, entretanto, nenhum grupo etil foi perdido no processo
térmico. A molécula desprotonada em m/z 879,3378 [M-H]- (composto 12) foi
consistente com a férmula molecular CsoHasN10Os (A1,3 ppm), com processo de
dimerizacdo semelhante ao mencionado acima, com um total de trés grupos etil. Um
fragmento em m/z 367 foi observado para os compostos 9, 11 e 12, resultante da
clivagem da ligac@o dimérica com perda adicional de CO2 (Figura 17 (d)).

A férmula molecular calculada do composto 13 (m/z 808,2886 [M—H]") foi
consistente com CasHssN7O6 (AO,2 ppm), 0 que pode ser atribuido a perda de N2 de
uma molécula de candesartana e a perda de uma azida de outra molécula de
candesartana, ambas com ciclizagdo adicional para formar porgdes triciclicas. O
fragmento MS/MS em m/z 324 estava de acordo com a clivagem da ligacéo dimérica
e perda do CO2 e do grupo etil. Por fim, o composto 15 apresentou formula molecular
calculada CasH37N100Os (m/z 833,2955 [M—H]~, A0,8 ppm), o0 que € consistente com a
perda de N2 do grupo tetrazol e a retencdo deste grupo em outra molécula de
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candesartana com posterior ciclizacdo para formar uma porcao triciclica, além da
perda de um grupo etoxi e presenca de dois grupos etil. A formacédo de uma por¢ao
triciclica com o grupo tetrazol ja foi relatada na literatura como um dos produtos
comuns de decomposicdo da candesartana [92]. O fragmento MS/MS em m/z 423 é
consistente com a clivagem da ligacdo dimérica, com perda adicional de um grupo
etoxi (Figura 17 (e)).

4.2 Caracterizacdo dos sistemas de candesartana

4.2.1 Sistema candesartana : acido 4-aminobenzéicoico (CAN:PABA)

Na Figura 18 sao apresentados os difratogramas de raios X do p6 e espectros
de infravermelho dos precursores candesartana (CAN) e acido 4-aminobenzéico
(PABA), e do sistema CAN:PABA na proporcédo molar 1:1.

Observa-se nos difratogramas da Figura 18 (a) que 0s precursores
candesartana e &cido 4-aminobenzéico apresentam um padrdo de difracdo
caracteristico de materiais cristalinos, com uma linha de base e picos bem definidos.
Os principais picos de difracdo observados no padrao de difracdo da candesartana
foram apresentados no topico “4.1 Caracterizacdo da candesartana”. O acido 4-
aminobenzdico apresenta os principais picos de difracdo em 9,52°, 13,92°, 14,8°,
15,32°,21,92° e 35,88°, forma y, em acordo ao reportado na literatura [98]. No entanto,

o difratograma do sistema CAN:PABA apresenta um halo na linha de base,
caracteristico de material amorfo [99], assim como alguns picos de difracdo em
angulos diferentes dos observados nos difratograma dos precursores, sendo eles em
5,44°, 17,24°, 19,96°, 30,24°, 31,72° e 45,48°, caracterizando uma nova fase
cristalina. Portanto o sistema CAN:PABA apresenta uma mistura de fases, sendo

parte amorfo e parte cristalino.
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Figura 18. Difratogramas de raios-X (a) e espectros de infravermelho (b) dos precursores e
do sistema CAN:PABA.

Nos espectros de FTIR, Figura 18 (b), observa-se que a candesartana
apresenta a banda referente ao estiramento C=0 do acido carboxilico em 1704 cm™,
assim como as bandas em 1549 cm e 1480 cm™ atribuidas a deformacé&o angular do
NNH no plano e a deformagé&o angular do NNH no anel tetrazol, respectivamente
(como discutido anteriormente), no entanto no espectro do sistema CAN:PABA a

banda referente ao C=0 da candesartana ndo € observada, e as bandas do grupo
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NNH se encontram deslocados para 1542 cm™ e 1474 cm. No espectro do acido 4-
aminobenzéico é observada uma banda em 1661 cm referente ao C=0 do &cido
carboxilico e duas bandas em 3494 e 3383 cm™ associadas aos estiramento N-H da
amina primaria [100], no entanto tais bandas ndo sdo observadas no espetro do
sistema CAN:PABA.

O desaparecimento da banda associada ao estiramento C=0O do acido
carboxilico é frequentemente associado a formacao de sais [60]. As bandas em 1613
cm e 1389 cm sdo muitas vezes associadas aos estiramento assimétrico e simétrico
do ion carboxilato [87], as quais aparecem no espectro do sistema CAN:PABA.

Portanto, devido a auséncia das bandas C=0O do acido carboxilico da
candesartana e do &cido 4-aminobenzdico, auséncia do grupo N-H da amina primaria
do &cido 4-aminobenzoico, e deslocamentos das bandas do NNH no anel tetrazol da
candesartana, assim como pela presenca das bandas referentes ao estiramento
assimétrico e simétrico do ion carboxilato, observa-se que héa indicios da formacéao de
um sal [60,87]. No entanto, na sintese do sistema foi utilizado hidréxido de sédio,
consequentemente os ions sédio podem fazer parte das interacfes observadas nos
espectros de FTIR, existindo a possibilidade de terem sido formados os sistemas Na-
CAN + Na-PABA, Na-CAN:PABA e Na2CAN:PABA, os quais foram nomeados de
forma geral como sistema CAN:PABA [101].

Na Figura 19 séo apresentadas as curvas TG e DSC do sistema CAN:PABA e
dos precursores. As curvas TG/DTG do sal, Figura 19 (a), mostram duas etapas de
perda de massa até 300 °C, a primeira atribuida a desidratacdo do composto e a
segunda ao inicio da decomposicao térmica. Observa-se que inicialmente ocorre uma
perda de massa significativa até 160 °C, atribuida a perda de 3 H20 (4mtc = 7,8%) e
em seguida ocorre lenta perda de massa até 300 °C (4mtc = 3,6%), atribuida ao inicio
da decomposicao térmica do sal. Apesar da amostra aparentar decompor apenas a
partir de 300 °C, observa-se perda de massa de 3,8% entre 185 °C e 300 °C
(temperaturas determinadas utilizando variacées observadas na curva DTG como
parametro, APENDICE E), portanto nota-se que a estabilidade térmica do sal é de 185
°C.
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Figura 19. Curvas TG (a) e DSC (b) dos precursores e do sistema CAN:PABA.

Na curva DSC do sal CAN:PABA, Figura 19 (b), observa-se um evento
endotérmico, referente a evaporacdo de agua, seguido de outro evento endotérmico,
de menor intensidade, em 170 °C (Tonset = 164 °C e AH = 0,48 kJ mol?), este segundo
evento pode ser atribuido a fusdo da porcao cristalina do sal. O evento exotérmico
referente a decomposi¢cdo da candesartana em 175 °C e o evento endotérmico
referente a fuséo do acido 4-aminobenzoéico em 189 °C ndo sao observados na curva

DSC do sal, indicando que ndo ha excesso de precursores que nao reagiram na
amostra.



65

4.2.2 Sistema candesartana : acido 4-aminossalicilico (CAN:PASA)

Na Figura 20 séo apresentados os difratogramas de DRXP e os espectros de
FTIR dos precursores candesartana (CAN) e acido 4-aminossalicilico (PASA), e do
sistema CAN:PASA na proporgédo molar 1:1.

Observa-se nos difratogramas da Figura 20 (a) que o acido 4-aminossalicilico
apresenta um padrdo de difracdo caracteristico de material cristalino, com uma linha
de base e picos bem definidos e com os principais picos de difracdo em 7,36°, 12,68°,
13,16°, 14,60°, 17,00°, 25,96°, 26,76°, 27,8° e 29,20°, em acordo ao reportado na
literatura [102,103]. No entanto, o difratograma do sistema CAN:PASA apresenta
picos de difracdo em angulos diferentes dos observados nos precursores, sendo eles
em7,16°, 7,72°, 11,96°,12,88°, 13,72°, 16,28°, 17,36°, 17,88°, 18,36°, 20,12°, 22,60°,
24,08°, 25,88°, 27,48°, 28,72° e 33,12°, e apresenta um halo na linha de base,
caracteristico de material amorfo [99]. Portanto o sistema CAN:PABA apresenta uma
mistura de fases, amorfa e cristalina, sendo predominantemente cristalino.
Observa-se na Figura 20 (b) a banda referente ao estiramento C=0O do acido
carboxilico da candesartana em 1704 cm (conforme discutido anteriormente). No
espectro de FTIR do &cido 4-aminossalicilico sdo observadas duas bandas em 3494
e 3383 cm, as quais estdo associadas aos estiramentos simétrico e assimétrico N-H
da amina priméaria, enquanto o estiramento C=0 do acido carboxilico aparece em 1614
cmt [103].

Nos espectros de FTIR do sistema CAN:PASA a banda associada ao
estiramento C=0 do &cido carboxilico em 1704 cm™? da candesartana e as duas
bandas em 3494 e 3386 cm! associadas aos estiramentos simétrico e assimétrico N-
H da amina priméria do acido 4-aminossalicilico ndo estéo presentes, porém observa-
se as bandas em 1614 cm™ e 1387 cml, associadas aos estiramento assimétrico e
simétrico do fon carboxilato [87] e a banda em 1542 cm! referente ao ion NHs* [104].
Portanto, pela auséncia das bandas C=0 do acido carboxilico da candesartana e N-
H da amina primaria da acido 4-aminossalicilico, observa-se que ha indicios de
transferéncia de protons e formacao de sal, porém, assim como no caso anterior, na
sintese do sistema foi utilizado hidréxido de sddio, consequentemente os ions sodio
podem fazer parte das interagcoes observadas nos espectros de FTIR, portanto, existe

a possibilidade de terem sido formados os sistemas, Na-CAN + Na-PASA, Na-
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CAN:PASA e Na:CAN:PASA, os quais foram nomeados de forma geral como

sistemas CAN:PABA [60,87,105].
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Figura 20. Difratogramas de raios-X (a) e espectros de infravermelho (b) dos precursores e

do sistema CAN:PASA.

Na Figura 21 séo apresentadas as curvas TG e DSC do sal CAN:PASA e dos

precursores. Na curva TG do sal, Figura 21 (a), observa-se que inicialmente ocorre

perda de agua de 1,8%, seguida da decomposicao térmica da amostra em 119 °C
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(temperaturas determinadas utilizando variacdes observadas na curva DTG como

parametro, APENDICE E), temperatura mais baixa que o IFA (175°C) e o coformador

(143 °C).

Figura 21. Curvas TG (a) e DSC (b) dos precursores e do sistema CAN:PASA
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Na curva DSC do sal CAN:PASA, Figura 21 (b), observa-se um evento

endotérmico, referente a evaporacao de agua, seguido de outro evento endotérmico

em 118 °C (Tonset= 115 °C), este segundo evento pode ser atribuido a fusdo da porgéo

cristalina do sal. O evento exotérmico referente a decomposi¢do da candesartana em

175 °C e o evento endotérmico referente a fusdo do acido 4-aminobenzdico em 189

°C nao sao observados visto que a amostra se decompde em temperatura inferior a

esses eventos.
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4.2.3 Sistema candesartana : trometamina (CAN:TRO)

A mistura entre candesartana e trometamina (TRO) resultou em uma amostra
liquida com alta viscosidade, portanto devido a natureza amorfa da amostra néo foi
realizada medida de difragéo de raios X para esse sistema.

No espectro de FTIR da trometamina, Figura 22, sdo observadas duas bandas
em 3447 e 3288 cm, as quais estdo associadas aos estiramentos simétrico e
assimétrico N-H da amina primaria, enquanto a deformacéo angular N-H aparece em
1587 cmt, também sdo observados os estiramentos C-O e C-C em duas bandas
intensas em 1035 e 1020 cm, respectivamente, e o estiramento O-H em 3184 cm™
[106].
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Figura 22. Espectros de infravermelho dos precursores e do sal CAN:TRO (Xcx=0,50).

No espectros de FTIR do sistema CAN:TRO, Figura 22, estiramento C=0 do
acido carboxilico em 1704 cm™ da candesartana e as duas bandas em 3447 e 3288
cm?® associadas aos estiramento N-H da amina primaria da trometamina [107] nédo
estdo presentes, porém é observada a banda em 1544 cm referente a carga no grupo
amina -NHs* [104]. As bandas em 1613 cm™ e 1386 cm™ que sdo associadas aos
estiramento assimétrico e simétrico do ion carboxilato [87] e sdo observadas no
espectro do sistema CAN:TRO. Portanto, pela auséncia das bandas C=0 do acido
carboxilico da candesartana e N-H da amina primaria da trometamina, assim como

pela presenca dos estiramento assimeétrico e simétrico do ion carboxilato, observa-se
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gue ha indicios que houve transferéncia de protons e formacdo de um sal entre IFA e
coformador [60,87,107].

Pela presenca da banda larga entre 3400 e 3300 cm, caracteristica de
ligacOes de hidrogénio [87], ndo se descarta a presenca de ligacées de hidrogénio.
Visto que o sistema se encontra liquido, com mais mobilidade e graus de liberdade
em relacdo a um sélido, é possivel a ocorréncia de mais de um tipo de interacao.

Na Figura 23 sdo apresentadas as curvas TG e DSC do sal CAN:TRO e dos
precursores. Observa-se na curva TG que o sal apresenta estabilidade térmica de
88°C (temperatura determinada utilizando variacGes observadas na curva DTG como
parametro, APENDICE F), temperatura mais baixa que o IFA (175°C) e o coformador
(191 °C).
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Figura 23. Curvas TG dos precursores e do sistema CAN:TRO (xcan = 0,50) (a) e DSC do
sistema CAN:TRO em diferentes fracbes molares de candesartana (b).
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Nas curvas DSC do sistema CAN:TRO em diferentes fracbes molares de

candesartana (xcan), Figura 23 (b), ndo é observado nenhum evento que possa ser

associado a cristalizagdo da amostra durante o processo de resfriamento ou

aquecimento. Na etapa de aquecimento observa-se transi¢cdes vitreas em todas as
proporcdes, sendo elas em -34 °C (xcan = 0,60), -21 °C (xcan = 0,50), -20 °C (xcan =
0,40) e -1 °C (xcan = 0,30), portanto, quanto menor a fracdo molar de candesartana

mais alta a temperatura de transi¢céo vitrea encontrada.

Para sistemas amorfos multicomponentes a temperatura de transicdo vitrea
pode ser utilizada com um indicador para descrever o estado fisico da mistura e
miscibilidade dos componentes. Abaixo da temperatura de transi¢cdo vitrea (Tg) o
material se encontra no estado vitreo (cineticamente congelado) e acima da Tg os
materiais se encontram em um estado “ruberry” (maior mobilidade molecular). Em
relacdo a miscibilidade, sistemas multicomponentes com apenas uma Tg representam
miscibilidade dos componentes, enquanto para sistemas com duas Tg’s indicam baixa
miscibilidade e separacdo de fases [108]. Portanto, o sistema CAN:TRO pode ser
considerado um sistema com boa miscibilidade dos componentes, porém devido a
baixa Tg, nas proporcdes estudadas, deve-se atentar a estabilidade fisica da mistura

em futuras aplicacdes.

4.3 Caracterizacdo dos THEDES - Cetoprofeno e Genfibrozila

Os mecanismos que regem a formacgéao de interacdes nos THEDES ainda nao
sdo totalmente compreendidos, portanto, a triagem é a forma mais comum de
obtencéo desses sistemas. As sinteses de sistemas farmacéuticos multicomponentes
a base de cetoprofeno (CET) e genfibrozila (GEN) com coformadores mentol (MENT),
timol (TIMO) e pirazina (PIRA) foram realizadas nas fracdes molares de 0,05 a 0,95,
conforme apresentadas nos diagramas ESL.

Os diagramas ESL dos THEDES estudados sdo mostrados na Figura 24, onde
a regido em cinza representa as fragbes molares nas quais o sistema é liquido a
temperatura ambiente (25 °C), e a linha vermelha representa o comportamento ideal,

calculado pela equacédo de Schroeder-van Laar, comparada com o0s resultados
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experimentais, com eventos de cristalizacdo (x), fusdo (A) e transicao vitrea/entalpia
de relaxacéo (*) dos sistemas.

O sistema CET:MENT apresenta um comportamento esperado, ou seja, segue
o comportamento de mistura liquida ideal (linha vermelha), da proporcdo 0,90 a
propor¢cdo 0,40, no entanto abaixo de 0,40 observa-se o profundo desvio da
idealidade, mais precisamente entre 0,10 e 0,35. As propor¢des entre 0,10 e 0,20
apresentam fusdo abaixo da temperatura tedrica, e sao liquidos a temperatura
ambiente, enquanto propor¢cdes entre 0,25 e 0,35 apresentam apenas eventos de
transicao vitrea. Um comportamento semelhante é observado no diagrama do sistema
CET:TIMO, onde o sistema apresenta desvio da idealidade da proporcdo 0,12 a
proporcao 0,40, no entanto ndo apresenta cristalizacdo ou fusdo, apenas eventos de
transicOes vitreas. O sistema CET:PIRA apresenta desvios da idealidade entre as
proporcdes 0,20 e 0,44, onde as fragbes molares 0,20 e 0,40 apresentam cristalizagéo
e fusdo, a fracdo molar 0,25 apresenta transi¢ao vitrea, cristalizacdo e fusado e a fracéo
molar 0,33 apresenta apenas transicao vitrea. E importante ressaltar que as amostras
gue se encontram na faixa cinza sao liquidas e cristalizam devido ao tratamento
térmico de resfriamento até -75 °C, seguido de aquecimento.

O sistema GEN:MENT segue o comportamento de mistura liquida ideal (linha
vermelha), da proporc¢éao 0,90 a proporcédo 0,45, no entanto a partir de 0,40 observa-
se o profundo desvio da idealidade, mais precisamente entre 0,14 e 0,40. A proporcéao
entre 0,20 apresenta fusdo abaixo da temperatura tedrica, e € liquida a temperatura
ambiente, enquanto propor¢cdes entre 0,25 e 0,40 apresentam apenas eventos de
transicao vitrea. Um comportamento semelhante € observado no diagrama do sistema
GEN:TIMO, onde o sistema apresenta desvio da idealidade da propor¢cédo 0,14 a
proporcao 0,50, no entanto eventos de cristalizacéo e fusdo sao observados apenas
na propor¢do 0,14, enquanto eventos de transi¢cBes vitreas sdo observados nas
fracbes molares de 0,14 a 0,50. O sistema GEN:PIRA apresenta desvios da idealidade
da fragdo molar 0,05 até 0,25, e entre 0,44 e 0,60, onde as fragdes molares entre 0,25
e 0,65 apresentam cristalizacdo e fusdo. As fracbes molares entre 0,44 e 0,60

apresentam transicao vitrea, além de cristalizacao e fuséo.
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Figura 24. Diagramas de equilibrio sélido-liquido dos sistemas multicomponentes estudados.

Poucos trabalhos na literatura investigam a estabilidade térmica dos THEDES
[43], e conforme apontado por Francisco e colaboradores a estabilidade térmica dos
precursores ndo garante estabilidade térmica para os sistemas [109]. A estabilidade
térmica € uma propriedade importante no estudo de insumos farmacéuticos, pois a
temperatura de processamento e armazenamento deve ser sempre inferior a
estabilidade térmica dos produtos obtidos, garantindo a estabilidade fisica e quimica
da amostra, bem como a seguranca e eficacia do IFA. A Figura 25 mostra as curvas

TG para os precursores e 0s sistemas estudados.
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A curva TG do cetoprofeno mostra que o IFA é termicamente estavel até 230
°C e sofre decomposicao térmica em uma etapa de perda de massa entre 230 e 500
°C [110]. A curva TG da genfibrozila mostra que ela é termicamente estavel até 170
°C e sofre decomposic¢éo térmica em uma Unica etapa de perda de massa entre 170
e 350 °C [64]. O coformador timol apresenta estabilidade térmica de 100 °C [111] e
sofre decomposicao térmica em uma Unica etapa de perda de massa entre 100 °C e
195 °C, enquanto o mentol apresenta evaporacdo em 110 °C [112], com perda de
massa de 100% de 110 °C a 190 °C.

A pirazina sublima em temperatura ambiente, e com 0 aumento da temperatura
funde em 57°C, apresentando um evento endotérmico na DTA e pico nesta
temperatura, e em seguida evapora apresentando um evento endotérmico na DTA e
pico em 107°C, a amostra mostrou perda de massa de 100% entre 30 °C e 129 °C.
Os eventos estdo de acordo com o encontrado na literatura [113,114]. As curvas
TG/DTG-DTA séo apresentadas no APENDICE G.
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Figura 25. Curvas TG do cetoprofeno, coformadores e seus respectivos sistemas
multicomponentes liquidos a temperatura ambiente (a) e genfibrozila, coformadores e
seus respectivos sistemas multicomponentes liquidos a temperatura ambiente (b).
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As curvas TG para todos os THEDES sintetizados mostram que eles
apresentam estabilidade térmica inferior ou muito proximo a dos coformadores,
componente da mistura com menor estabilidade térmica. Além disso, os THEDES
apresentam duas etapas de perda de massa, a primeira associada a perda de
coformador e a segunda a decomposicdo térmica do composto do farmaco,
componente com maior estabilidade térmica.

O sistema CET:MENT (xcet= 0,33) apresenta duas etapas de perda de massa
consecutivas, a primeira com inicio em 91 °C e 4m = 66,71%, e a segunda com inicio
em 220°C e Am = 33,29%. O sistema GEN:MENT (xcen = 0,33) apresenta duas etapas
de perda de massa consecutivas, a primeira com inicio em 90 °C e Am = 74,43%, a
segunda com inicio em 221°C e Am = 25,57%. O sistema CET:TIMO (xcer = 0,33)
apresenta duas etapas de perda de massa consecutivas, a primeira com inicio em 105
°C e Am = 65,74%, a segunda com inicio em 222°C e Am = 34,26%. O sistema
GEN:TIMO (xcen = 0,33) apresenta duas etapas de perda de massa consecutivas, a
primeira com inicio em 95 °C e Am = 73,46%, a segunda com inicio em 223°C e Am =
26,54%. Portanto, como apontam Francisco e colaboradores, a alta estabilidade
térmica dos precursores ndo garante alta estabilidade térmica para os sistemas [109],
visto que os IFAs decompdem a partir de 170°C e 230 °C e os coformadores por volta
de 100 °C.

O sistema CET:PIRA (xcer = 0,33) apresenta perda de massa a partir de 30 °C,
associada a evaporacao da pirazina (Am = 35,40%), seguida de decomposi¢do do
CET em 225 °C (Am =57,70%) e uma terceira perda de massa entre 225 e 590°C (Am
= 6,90%), e o sistema GEN:PIRA (xcen = 0,50) apresenta perda de massa a partir de
30 °C, associada a evaporacédo da pirazina (Am = 43,06%), seguida de decomposi¢éo
da GEN em 170 °C (Am = 56,94%), as menores estabilidades térmicas dentre os
sistemas estudados pode ser explicada pelas fracas interacdes entre o IFA e a
pirazina na formacdo de THEDES, visto que nos sistemas CET:PIRA e GEN:PIRA
predominam interacdes « (fracas), ao contrario dos outros sistemas que interagem por
ligacdes de hidrogénio (fortes) [115].

A Figura 26 mostra as curvas DSC dos THEDES em propor¢cdes molares
selecionadas (liquidas a temperatura ambiente). Todas as propor¢cdes mostradas na

Figura 26 apresentam fusdo em temperaturas mais baixas que o0s precursores, 0
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sistema CET:MENT funde em 10,5 °C, o sistema CET:PIRA funde em 44,8 °C, o
sistema GEN:MENT funde em 6,9 °C, o sistema GEN:TIMO funde em 44,8 °C, o

sistema GEN:PIRA funde em 42,5 °C, caracterizando-as como eutéticos.

— CET:MENT

CET
- MENT

— GEN:MENT

GEN
MENT

—CET.TIMO
TIMO

—— GEN:PIRA
- PIRA

— CET:PIRA
-- PIRA

exo 4
75 60 45 30 45 0 15 30 45 60 75 90 60 45 30 45 0 15 30 45 60 75
Temperatura /°C
Figura 26. Curvas DSC dos precursores do cetoprofeno e dos sistemas multicomponentes
CET:MENT (Xxcer = 0,20), CET:TIMO (Xxcer = 0,20) e CET:PIRA (xcer = 0,25) (a) e da
genfibrozila e dos sistemas multicomponentes GEM:MENT (Xxgen = 0,20), GEM:TIMO (Xcen =
0,14) e GEM:PIRA (xcen = 0,50) (b), mostrando os eventos de cristalizagédo (), fusdo (A) e
transicao vitrea/entalpia de relaxagao (¢) dos sistemas.

No entanto o sistema CET:TIMO né&o apresenta fusdo em nenhuma das
proporcdes estudadas, assim, ndo pode ser definido como eutético pela definicdo
classica desses materiais, neste caso o sistema multicomponente poderia ser definido
como uma mistura de baixa temperatura de transicdo (LTTM, do inglés “low transition
temperature mixture”). Os sistemas LTTM sao nomeados desta forma pois
apresentam apenas eventos de transi¢do vitrea [109,116], o qual é observado no

sistema CET:TIMO em -33 °C. O sistema CET:PIRA (xcax = 0,25) € a Unica mistura

liguida que apresenta cristaliza¢do durante o processo de resfriamento.
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A cristalizac&o a frio € um processo dependente da difusédo, e ocorre quando o
processo de resfriamento leva a um estado super-resfriado sem cristalizacao,
portanto, no aquecimento subsequente, ap6s a transi¢cdo vitrea, o material
metaestavel exibe um evento exotérmico associado a cristalizagéo [117-120].

Os espectros FTIR dos percussores e dos sistemas estudados, em proporcoes
molares em que 0s sistemas sao liquidos a temperatura ambiente sdo apresentados
na Figura 27.

No espectro de FTIR do cetoprofeno observam-se bandas referentes aos
estiramentos C=0 dos grupos carboxilico e cetona em 1694 cm™* e 1654 cm,
respectivamente, assim como a banda associada a deformac¢éo angular O-H em 1420
cm™. As bandas referentes aos estiramentos O-H de mentol e timol sdo observados
em 3275 cm? e 3173 cm, respectivamente. No sistema CET:MENT bandas
referentes aos estiramentos C=0 sdo observados em 1709 cm™* e 1662 cm, e no
sistema CET:TIMO em 1708 cm™ e 1647 cm™. Além disso, a banda associada ao
estiramento O-H nos sistemas CET:MENT, CET:TIMO sao observados em 3332 cm™*
e 3186 cm?, respectivamente. Portanto, observa-se que esses sistemas interagem
por ligacdes de hidrogénio entre os grupos C=0 e O-H.

As bandas associadas a deformacao angular O-H da genfibrozila é observada
em 1402 cm, e ao estiramento C=0 é observada em 1704 cm, ambos atribuidos ao
grupo acido carboxilico. As bandas referentes aos estiramentos C=0 sao observadas
para o sistema GEN:MENT em 1699 cm?, e para o sistema GEN:TIMO em 1698 cm-
1, Além disso, as bandas referentes ao estiramento O-H nos sistemas GEN:MENT,
GEN:TIMO sédo observadas em 3333 cm™ e 3395 cm™, respectivamente. Indicando
que esses sistemas também interagem por ligacdes de hidrogénio entre 0os grupos
C=0 e O-H.

A pirazina pode atuar tanto como doador de ligacdes de hidrogénio, como
resultado do aumento da acidez do hidrogénio envolvido, quanto como aceitador de
ligagdo de hidrogénio, a partir de pares de elétrons nédo ligados deslocalizados dos
atomos de nitrogénio [115]. No entanto, os espectros CET:PIRA e GEN:PIRA né&o
apresentam a banda ampla em 3400-2400 cm™ relacionada a formacéo de ligacdes
de hidrogénio, portanto, outros tipos de interacdes propiciam a formacdo desses

sistemas.
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Figura 27. Espectros infravermelho do cetoprofeno e dos sistemas multicomponentes
CET:MENT, CET:TIMO e CET:PIRA (todos xcer = 0,30) (a) e da genfibrozila e dos sistemas

multicomponentes GEM:MENT, GEM:TIMO (xcen = 0,30) e GEM:PIRA (Xcen = 0,50) (b).

As bandas associadas ao estiramentos C-H do cetoprofeno séo observadas em
3053 cm?, 2996 cm™ e 2976 cm™? e as bandas referentes ao estiramento C-H da
genfibrozila sdo observadas em 2977 cm™, 2958 cm', 2917 cm™* e 2876 cm™,
enquanto as bandas associadas aos estiramentos C-H da pirazina sdo observadas
em 3081 cm™? e 3058 cm™ [121]. O sistema CET:PIRA mostra deslocamento das
bandas O-Hacido para 1415 cm™, porém as bandas C-H do cetoprofeno néo
apresentam deslocamento. O sistema GEN:PIRA mostra deslocamento da banda O-

Hacido 1410 cm™ e das bandas C-H da genfibrozila sdo deslocadas para 2970 cm™,
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2953 cm, 2924 cm e 2873 cm™. As bandas C—H da pirazina mostram deslocamento
em ambos os sistemas para valores de 3000 cm a 2800 cm™. Portanto, observa-se
a possibilidade de interacdes O—H/mpirazina € C—Hpirazina/m presentes nos sistemas
CET:PIRA e GEN:PIRA, na formacédo dos THEDES.

4.3.1 Ensaios de solubilidade e perfil de liberacéo

Na Figura 28 sdo apresentados os resultados de solubilidade de equilibrio dos

IFAs cetoprofeno e genfibrozila, e seus respectivos sistemas multicomponentes.
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Figura 28. Solubilidade de equilibrio dos IFAs cetoprofeno (a) e genfibrozila (b), e seus
respectivos sistemas multicomponentes.

O cetoprofeno apresentou solubilidade de 8605 ug mL?, e os sistemas
CET:MENT, CET:TIMO e CET:PIRA apresentaram solubilidade de 8692 ug mL?,
6890 ug mL*t e 5990 ug mL?, respectivamente. Portanto, o sistema CET:MENT
apresentou-se com a solubilidade estatisticamente igual ao cetoprofeno, enquanto os
sistemas CET:TIMO e CET:PIRA apresentaram reducdo da solubilidade em
comparacao com o IFA (sélido cristalino).

A genfibrozila apresentou solubilidade de 1586 pg mL?, e os sistemas
GEN:MENT, GEN:TIMO e GEN:PIRA apresentaram solubilidade de 1459 pg mL7?,
3100 ug mL?t e 7943 ug mL?, respectivamente. Portanto, neste caso os sistemas
GEN:TIMO e GEN:PIRA apresentaram significativa melhora na solubilidade, de 1,9 e
5 vezes a solubilidade do IFA, respectivamente, enquanto o sistema GEN:MENT

apresentou uma ligeira diminuicdo quando comparado com a genfibrozila pura (sélido

cristalino).
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Os perfis de liberacédo dos IFAs e dos THEDES sédo apresentados na Figura
29. O ensaio foi realizado em meio acido (HCI pH 1,2), durante 120 minutos, e meio
alcalino (tampéo fosfato pH 7,4) durante 240 min, simulando o pH e o tempo de

transito dos sistemas estomacal e intestinal.
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Figura 29. Perfil de liberagdo cumulativa dos IFAs cetoprofeno (a) e genfibrozila (b), e seus
respectivos sistemas multicomponentes.

O cetoprofeno mostrou uma liberacdo cumulativa maxima de 64% apoés 360
minutos, enquanto os THEDES CET:MENT, CET:TIMO e CET:PIRA apresentaram
48%, 85% e 97%, respectivamente. Apesar da diminuicdo da solubilidade dos
sistemas CET:TIMO, CET:PIRA, apresentada pelos ensaios de solubilidade, o perfil
de liberacdo mostrou um comportamento diferente, com porcentagens de liberacéo
cumulativa maiores que o IFA puro, essa divergéncia pode ser devido a precipitacao
do IFA durante as 72 horas do ensaio de solubilidade, o que pode ndo ocorrer nas 6
horas dos ensaios de liberagdo. Quando comparado com o perfil de liberacdo do
cetoprofeno (solido cristalino) o sistema CET:MENT apresentou maior liberacdo do
IFA em 180 minutos, com liberacdo maxima de 48% neste intervalo de tempo,
enquanto o IFA demorou aproximadamente 240 minutos para atingir a mesma
concentracdo. Portanto os THEDES sintetizados ndo apenas apresentam maior
liberacdo do IFA como também apresentam liberagdo mais rapida.

A genfibrozila mostrou uma liberagdo cumulativa méaxima de 48% apo6s 360
minutos, sendo liberada apenas em meio alcalino, enquanto os THEDES GEN:MENT
e GEN:PIRA apresentaram 70% e 100% de liberacéo, respectivamente. O sistema

GEN:TIMO apresentou uma rapida liberagéo, atingindo, 100% em 125 minutos. Todos
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0s sistemas apresentaram maior percentual de liberacdo, em comparacdo com o IFA
puro, desde os primeiros minutos de ensaio. Neste caso os perfis de liberacéo foram
coerentes com os resultados encontrados para o estudo de solubilidade do IFA e dos
sistemas. Sistemas com tempo de liberagdo reduzidos podem ser uma alternativa

interessante para medicamentos que necessitam de acao rapida.

5. CONCLUSAO

A candesartana foi caracterizada por técnicas de DRX, FTIR, EGA, TG-DTA e
DSC em atmosfera oxidante e pirolitica, e seus produtos de decomposicao térmica
foram identificados por UHPLC-HRMS. Os resultados mostraram que a degradacéao
térmica da candesartana resulta no predominio de produtos diméricos, 0s quais sédo
formados a partir de reagdes de adicdo. A fusdo do IFA foi determinada na razdo de
aquecimento de 35 °C mint com temperatura de pico de 189 °C.

Foram obtidos trés sistemas multicomponentes de candesartana. O sistema
entre candesartana e &cido 4-aminobenzéico (1:1) resultou em um produto
predominantemente amorfo, enquanto para o sistema candesartana e acido 4-
aminossalicilico (1:1) obteve-se uma amostra predominantemente cristalina. Ambos
mostraram a formacdo de ligagBes ibnicas, com o0s espectros de infravermelho
apresentando bandas associadas ao ion carboxilato e ion aménio, com a possivel
presenca de sodio participando das ligacbes. O sistema entre candesartana e
trometamina (avaliado nas fracdes molares de 0,30 a 0,60) resultou em uma amostra
completamente liquida, as curvas de DSC mostraram que em cada fragdo molar
ocorre apenas um evento de transicdo vitrea, indicando boa miscibilidade entre os
componentes, e 0os espectros de infravermelho indicaram que o sistema é formado
por ligacdes de hidrogénio e ligagdes idnicas, com a presenca de bandas associadas
ao ion carboxilato e ion aménio. Apresentando possibilidade de novas formula¢cées
para esse IFA.

Os THEDES sintetizados a partir dos IFAs cetoprofeno e genfibrozila com
mentol e timol foram formados a partir de ligagdes de hidrogénio entre os grupos acido
carboxilico dos IFA e os grupos O—H dos coformadores, enquanto com o coformador
pirazina foram formadas interacdes n dos tipos O—Hacido/mpirazina € C—Hpirazina/miFa. OS
sistemas GEN:TIMO e GEN:PIRA apresentaram solubilidade de 1,9 e 5 vezes maiores

que o IFA, respectivamente.
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Os perfis de liberacdo cumulativa dos THEDES apresentaram resultados

particularmente interessantes para os sistemas CET:TIMO, CET:PIRA com elevados

percentuais de liberacdo cumulativo (85% e 97%, respectivamente) em comparacao
com cetoprofeno (64%). Os sistemas GEN:MENT, GEN:TIMO e GEN:PIRA

mostraram liberacdo cumulativa maxima de 70%, 100% e 100%, respectivamente,

valores consideravelmente maiores que o IFA (48%). Mostrando o alto potencial de

aplicacédo dos THEDES em novas formulag6es farmacéuticas.
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APENDICE A - Curvas analiticas utilizadas para quantificacio de cetoprofeno (a) e

genfibrozila (b).

(a) Curva analitica - Cetoprofeno v =0,0663x + 0,015
R? = 0,9999
1,200
)

1,000 :
© 0,800 e
Q "
< L.
£ 0600 e
g o
!
< 0,400 _— =

0200 | . '

NS
-
0,000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Concentragao / g mL?

(b) Curva analitica - Genfibrozila Y=0,0064x+0,001
0900 RZ = 0,9999
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Figura 30. Curvas analiticas utilizadas para quantificacdo de cetoprofeno (a) e

genfibrozila (b)
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APENDICE B - Validaco analitica

Visto que o cetoprofeno foi quantificado por métodos previamente validados na
literatura [81,82] , a Unica figura de validacao realizada para este IFA foi a seletividade,
a fim de avaliar possiveis interferéncias dos coformadores na quantificacdo desse
farmaco. Na Figura 49 sao apresentados os espectros de absor¢cao no UV dos IFAs
genfibrozila (70 png mL™?) e cetoprofeno (8 ug mL?), e dos coformadores mentol, timol
e pirazina. O cetoprofeno apresentou um méaximo de absor¢do no comprimento de

onda de 262 nm e a genfibrozila de 276 nm.

3,0
2,8-
2,6 -
24
2,2
2,0
18-
1,6 -
1,4
1,2
1,0 4 cetoprofeno
0,8 genfibrozila
0,6 —— mentol

0.4 - — timol

—— pirazina

Absorbancia

0,2
0,0

— ——
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda / nm

Figura 31. Espectro de absor¢do no UV dos insumos farmacéuticos ativos e dos
coformadores utilizados nos THEDES.

Os coformadores mentol e timol ndo apresentaram absor¢cao significativa na
regido do UV, portanto n&o interferem na quantificacdo dos IFAS, no entanto a pirazina
apresenta uma banda com o maximo de absor¢édo no comprimento de onda de 261
nm, portanto interfere na quantificagdo dos IFAs (cetoprofeno 262 nm e genfibrozila

276 nm). Portanto, para superar a interferéncia da pirazina na quantificacado do IFA foi
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necessaria a utilizacdo de artificios matematicos para a deconvolucdo dos sinais
espectrofotomeétricos.

A lei de Lambert-Beer pode ser considera aditiva se ndao houver interagao entre
as espécies, ou seja, a absorbancia global sera resultante da soma de todas as
absorbancias na mistura [122,123]. Quando duas espécies estdo na solucdo de
interesse a lei de Lambert-Beer resulta em dois sistemas lineares com duas incognitas
e serem determinadas (a concentracdo de cada espécie) [122], podendo ser
solucionada por um sistema de matrizes pela regra de Cramer [124], conforme

apresentado nas equacdes 7 e 8.

A = dpe + &b, @)
Az = Z2pe + &b, (8)

Onde A% corresponde as leituras de absorbancia da mistura nos comprimentos
de onda de cada espécie quimica (i), gf" € a absortividade molar, b é o caminho
optico, C é a concentracdo a ser determinada e os sobrescritos correspondem aos
compostos 1 e 2 (IFA e pirazina). Os valores de absortividade molar (g) foram
determinados pelos coeficientes angulares das curvas analiticas de cada composto
em seu respectivo comprimento de onda. Resultando em uma matriz 2x2 e uma matriz
1x1, onde multiplicou-se o inverso da matriz 2x2 pela matriz 1x1. Os resultados obtidos

sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 4. Resultados obtidos para a seletividade do cetoprofeno (8 ug mL™).

A €cetoprofeno & pirazina A mistura Concentracdo Recuperagao

262 (0,0664 0,0732 ) [ 0,7920 7,81* 98
261 | 0,0668 0,0768 J [ 0,8086 3,74
262 (0,0664 0,0732 ) (0,7785 ) 7,71* 9
261 (0,0668 0,0768 J | 0,7947 ) 3,64
262 (00,0664 0,0732 ) (0,7528 ) 7,54* 94
261 | 0,0668 0,0768 | | 0,7682 3,45

* Concentracéo do IFA

A faixa linear do método foi determinada a partir das curvas de Ringbom da
genfibrozila em solucao de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e em tampao
fosfato (pH 7,4), as quais séao apresentadas na Figura 50 (a) e (b), respectivamente.



96

As curvas foram construidas pela determinacdo da transmitancia de diversas

concentracdes de genfibrozila, e os resultados sédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 5. Valores obtidos para construcéo da curva de Ringbom da genfibrozila em solucdo
de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e em tampao fosfato (pH 7,4).

HCI 1IN (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80

[ins] ug mL?
0,5

1

1,5

2

(el MU, I~ O8]

12,5
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
70
80
90
100
120
130
150
200
250
350
500
130

Log concentragao

-0,3010
0,0000
0,1761
0,3010
0,4771
0,6021
0,6990
0,7782
0,9031
1,0000
1,0969
1,1761
1,3010
1,3979
1,4771
1,5441
1,6021
1,6532
1,6990
1,7404
1,7782
1,8451
1,9031
1,9542
2,0000
2,0792
2,1139
2,1761
2,3010
2,3979
2,5441
2,6990
2,1139

0,294
2,228
2,438
2,462
3,941
6,359
8,287
9,828
12,668
15,602
19,202
21,295
27,765
33,208
39,280
43,529
48,773
52,541
56,827
60,430
63,548
68,451
73,168
77,463
80,875
86,059
0,9332
91,344
96,095
98,019
99,295
99,636
0,9332

100 - T%

Tampédo fosfato (ph 7,4)

[ins] ug mL*!
1

2

4

8
12
14
16
20
24
32
40
48
56
64
72
80
88
96
104
112
120
140
160
200
250
300
350
400

Log da concentracdo 100-T%

0,0000
0,3010
0,6021
0,9031
1,0792
1,1461
1,2041
1,3010
1,3802
1,5051
1,6021
1,6812
1,7482
1,8062
1,8573
1,9031
1,9445
1,9823
2,0170
2,0492
2,0792
2,1461
2,2041
2,3010
2,3979
2,4771
2,5441
2,6021

2,874

4,411

10,087
16,085
18,151
19,811
23,550
27,595
31,783
38,837
46,140
52,004
56,938
61,854
65,925
69,977
72,634
76,281
78,368
81,181
82,766
87,099
89,964
94,841
97,456
98,679
99,321
99,576

[ins], concentracdo de insumo farmacéutico ativo.



97

120
(2)
100 e © o
80 o

60 ®

100-T%
°

40 °

20 °®

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

120

(b)
100
° e © { B
® { ]
[ ]
80 ..'
[ ]
OI 60 °
o [ ]
—
°
40 °
L
. [ ]
20 ° o ®
0
0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2 2,4 2,6 2,8

Log da concentragdo / ug mL?!

Figura 32. Curvas de Ringbom para a genfibrozila em solu¢éo de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75%
de Tween® 80 (a) e em tampao fosfato (pH 7,4) (b).

A partir das curvas de Ringbom foram determinadas as faixas lineares de cada
método, ou seja, as concentracdes de trabalho para as quais o IFA possui linearidade,
sendo adotadas as concentracdes entre 15 ug mL* e 130 ug mL* em solugéo de HCI
1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80, e entre 40 ug mL* e 120 ug mL* em tampéo
fosfato (pH 7,4).

Para avaliar a capacidade do método analitico de apresentar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do IFA nas amostras, dentro de um
intervalo definido, foi realizada a verificacdo da linearidade do método em solucéo de
HCI 1IN (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e em tampéo fosfato (pH 7,4), os

resultados obtidos séo apresentados na Tabela 7 e na Figura 51.

Tabela 6. Valores de absorbancia determinados para a curva analitica da genfibrozila em
solucdo de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e em tampao fosfato (pH7,4).
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Curva analitica — Linearidade em solugdo de HCI (pH 1,2)

[ins] Absorbéncia . 0
ug ML -~ 2 N3 Média DP DPR %
15 0,107 0,110 0,108 0,108 0,001 1,2
30 0,218 0,218 0,217 0,218 0,001 0,4
50 0,362 0,368 0,364 0,365 0,003 0,9
70 0,509 0,512 0,509 0,510 0,002 0,3
90 0,642 0,657 0,657 0,652 0,008 1,3
110 0,786 0,797 0,792 0,792 0,005 0,6
130 0,933 0,937 0,933 0,934 0,002 0,3
Curva analitica — Linearidade em tampao fosfato (pH7,4)

[ins] Absorbancia L 0
ug ML = e . Média DP DPR %
40 0,249 0,254 0,255 0,253 0,003 1,2
60 0,390 0,387 0,383 0,384 0,003 0,9
80 0,504 0,509 0,504 0,506 0,003 0,5
100 0,635 0,644 0,638 0,639 0,005 0,7
120 0,759 0,774 0,763 0,765 0,008 1,0

[ins], concentragéo de insumo farmacéutico ativo.

y = 0,0072x + 0,0036
R=0,999

(@)
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Figura 33. Curva analitica da genfibrozila em solu¢do de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de
Tween® 80 (a) e em tampéo fosfato (pH 7,4) (b).
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Para o método em solucédo de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80, a
partir da regressao linear obteve-se a curva analitica com a funcdo y = 0,0072x +
0,0036, em que y é a absorbancia medida em 276 nm e x € a concentragdo do IFA
(ung mL?), onde o coeficiente de correlagéo linear (R) foi de 0,999, indicando a
linearidade do método.

Para o método em solugéo tampéo (pH 7,4), a partir da regresséao linear obteve-
se a curva analitica com a funcdo y = 0,0064x - 0,0022, em que y € a absorbancia
medida em 276 nm e x é a concentracdo do IFA (ug mL?), onde o coeficiente de
correlacdo linear (R) foi de 0,999, indicando a linearidade do método.

Em solug&o de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80, a partir do teste de
Cochran encontrou-se o valor do Cecalculado de 0,337, e considerando um o = 0,05 (nivel
de significancia) encontrou-se 0 Ctabelado de 0,561 [125]. Em tampéo fosfato (pH7,4), o
teste apresentou Cecaiculado de 0,519 e Crabelado de 0,616. Portanto como o
Cecalculado<Crabelado, aceita-se a hipotese nula, ou seja, a variancia dos erros é constante
e os dados sdo considerados homocedasticos em ambos os valores de pH estudados.

Realizando a analise de variancia (ANOVA), em solucdo de HCI 1N (pH 1,2)
com 0,75% de Tween® 80, conforme apresentado na Tabela 8, obteve-se 0 Fcalculado
= Foritco assumindo que y varia em funcdo X, consequentemente o método é
considerado linear. A partir dos valores encontrados para os coeficientes angular e
linear, considerando as margens superior e inferior com 95% de confianga, conclui-se
que o coeficiente linear é estatisticamente igual a zero e o coeficiente angular é
estatisticamente diferente de zero, obedecendo os critérios de aceitacdo
estabelecidos. As mesmas consideracfes sdo aplicaveis para os resultados obtidos

em tampao fosfato (pH7,4), conforme observado na Tabela 9.

Tabela 7. Resultados da andlise de variancia (ANOVA) em solucdo de HCI 1N (pH 1,2)
com 0,75% de Tween® 80.

gl sQ MQ F F de significa¢do
Regressido 1 1,6494 1,6494 70993,71 2,076.103°
Residuo 19 0,0004 2,32.10°
Total 20 1,6498
Coeficientes Erro padréo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores
Interse¢ao 0,003555 0,00217 1,172 0,2556 -0,00200 0,00711

Variavel X 1 0,007194 2,70.10° 266,446 2,08.10% 0,00714 0,00725
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Tabela 8. Resultados da andlise de variancia (ANOVA) em tampao fosfato (pH 7,4).

gl sQ MQ F F de significagdo
Regressao 1 0,4900 0,48996 18292,02 7,42478E-22
Residuo 13 0,0003 2,68E-05
Total 14 0,4903
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P 95% inferiores ~ 95% superiores
Interse¢do ~ -0,002247 0,00401 -0,311 0,761 -0,00991 0,00741
Variavel X1  0,006390 4,72.10° 135,248 7,42.10% 0,00629 0,00649

A precisdo do método em solugédo de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween®
80 e em tampao fosfato (pH 7,4) foi avaliada pela precisdo intradia, interdia e
interanalista, e os resultados sdo apresentados na Tabela 10. Observa-se que, para
0s trés casos avaliados e nas duas condi¢ao de pH estudadas, o DPR esta dentro do
limite de aceitacdo estipulado de, no méaximo, 1,3 % [85], portanto o0 método se
mostrou preciso nas condi¢gdes estudadas.

Tabela 9. Valores obtidos para determinacédo do precisdo do método em solucéo de
HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e em tampéao fosfato (pH7,4).

Precisao em solugao de HCI (pH 1,2)

I5ic] " Absorbancia Média DP DPR %
pg mL

Precisdo intradia

Dia 1 70 0,5098 0,5162 0,5099 0,5084 0,5114 0,5190

Dia 1 70 0,5084 0,5125 0,5065 0,5075 0,5059 0,5073
Precisdo interdia

Dia 1 70 0,5098 0,5162 0,5099 0,5084 0,5114 0,5190

Dia 2 70 0,5055 0,5085 0,514 0,5107 0,5097 0,5054

Precisao interanalista
A 70 0,5098 0,5162 0,5099 0,5084 0,5114 0,5190
B 70 0,5140 0,5200 0,5152 0,5259 0,5253 0,5212

Precisao em tampao fosfato (pH 7,4)

0,5102 0,004 0,8

0,5107 0,004 0,8

0,5164 0,006 1,16

[ins] 4 Absorbancia Média DP DPR %
ug mL
Precisao intradia
Dia 1 80 0,5182 0,5163 0,5122 0,518 0,5197 0,5230
Dia 1 80 0,5033 0,5082 0,5016 0,5159 0,5105 0,5076
Precisao interdia
Dia 1 80 0,5033 0,5082 0,5016 0,5159 0,5105 0,5076
Dia 2 80 0,4993 0,5105 0,5067 0,5035 0,5072 0,5030
Precisao interanalista
A 80 0,5140 0,5209 0,5116 0,5119 0,5145 0,5108
B 80 0,5182 0,5163 0,5122 0,518 0,5197 0,5230
[ins], concentragéo de insumo farmacéutico ativo.

0,5129 0,007 1,3

0,5064 0,005 0,9

0,5160 0,0041 0,8
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A exatidao foi avaliada, em solucéo de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80

e em tampéo fosfato (pH 7,4), pelos valores de recuperacdo, ou seja, a comparacao

entre a concentracao tedrica e a concentragdo experimental (calculada pela equacéo

da reta) em trés niveis de concentracdo, conforme apresentado na Tabela 11. Os

critérios de exatidao tanto em solucao de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80

guanto em tampao fosfato (pH 7,4) foram obedecidos, visto que nos trés niveis de

concentracéo avaliados a recuperagao percentual encontra-se entre 98 e 102% e o

DPR abaixo de 1,3%, portanto considera-se que o método apresenta a exatidao

necessaria para quantificacdo do IFA.

Tabela 10. Valores obtidos para determinacdo da exatiddo do método em solucdo de HCI 1N
(pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e em tampéo fosfato (pH 7,4).

Exatiddo em solugdo de HCI (pH 1,2)

Solugdo [ins] . Absorbancia Média  DP DoPR Concentragao B} Recuperagao
pg mL % calculada pg mL %
30 0,219 0,218 0,218 0,218 0,000 0,210 30 99
1 70 0,510 0,504 0,514 0,509 0,005 1,022 70 100
110 0,790 0,785 0,785 0,787 0,003 0,372 109 99
30 0,217 0,217 0,221 0,218 0,002 0,927 30 99
2 70 0,510 0,516 0,510 0,512 0,004 0,716 71 101
110 0,799 0,793 0,798 0,797 0,004 0,446 110 100
30 0,216 0,216 0,219 0,217 0,002 0,784 30 99
3 70 0,513 0,507 0,508 0,509 0,003 0,632 70 100
110 0,798 0,791 0,786 0,792 0,006 0,784 109 99
Exatidao em tampao fosfato (pH 7,4)
= i A s - DPR C traca =
Solugao ["::1_1 Absorbancia Média DP % ca|:l:‘|::|: La;::)rl Recuperagdo
40 0,265 0,260 0,263 0,263 0,003 0,981 41 102
1 80 0,518 0,516 0,512 0,516 0,003 0,596 80 100
120 0,773 | 0,771 0,777 0,774 0,003 0,403 121 100
40 0,257 | 0,253 0,254 0,255 0,002 0,805 39 99
2 80 0,503 0,508 0,502 0,504 0,003 0,683 78 98
120 0,762 0,765 0,764 0,763 0,002 0,208 119 99
40 0,257 | 0,257 0,258 0,257 0,001 0,222 40 100
3 80 0,503 0,503 0,507 0,504 0,002 0,400 78 98
120 0,767 0,760 0,766 0,764 0,004 0,537 119 99

Os limites de deteccao e quantificagao foram calculados pelas equagdes 4 e 5,

apresentadas no subtopico 3.13.6 do tépico 3. Materiais e metodologias. Em solugéo
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de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 o limite de detec¢cédo encontrado foi de
1,3154 pg mL? e o limite de quantificacédo de 3,9861 pg mL*. Em tampéo fosfato (pH
7,4) o limite de deteccdo encontrado foi de 0,9848 ug mL? e o limite de quantificacdo
de 2,9840 ug mL2. Portanto o método tem capacidade de detectar e quantificar baixas
concentracdes de IFA nas condicdes estudadas.

A robustez do método foi avaliada a partir de pequenas alteracfes, conforme
apresentado na Tabela 12. Em solugéo de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween®
80 o método respondeu dentro do critério de aceitacdo (DPR de no maximo 1,3%)
para variagbes no preparo de amostra, variagbes de pH e alteracdo de marca do
solvente, portanto o método mostra-se robusto nessas condicbes, porém nao
responde adequadamente a variacées no comprimento de onda (1.).

Em tampao fosfato (pH 7,4) o método respondeu dentro do critério de aceitacao
(DPR de no méaximo 1,3%) para variacbes no preparo de amostra, variagdes de pH e

alteracdo de marca do solvente, mostrando-se robusto nessas condicdes.

Tabela 11. Valores obtidos para determinacdo da robustez do método em solucéo

de HCI 1N (pH 1,2) com 0,75% de Tween® 80 e em tampao fosfato (pH 7,4).
Robustez em solugao de HCI (pH 1,2)

Sonicagao Absorbancia Média DP DPR %
20 min 0,5098 0,5162 0,5099 @ 0,5084 0,5114 0,519

5 min 0,5040 0,4972 0,5069 0,5072 0,4994 0,5003 05075 0,007 13

pH Absorbancia Média DP DPR %
1,2 0,5098 0,5162 0,5099 0,5084 0,5114 0,519
’ ! ’ ! ’ ! ! 0,5090 0,006 1,1
1,4 0,4968 0,5100 0,5086 0,5078 @ 0,5027 0,5079 ! ! !
Etanol Absorbancia Média DP DPR %

Sigma 0,5098 @ 0,5162 @ 0,5099 @ 0,5084 @ 0,5114 0,519

Exodo 0,5123 0,5138 10,5136 0,5076 0,5206 0,5048 05123 0,005 0.9

A Absorbancia Média DP DPR %
276 0,5098 @ 0,5162 0,5099 10,5084 0,5114 0,519
274 0,4789 04771 0,4802 0,4847 0,4809 0,4771 0,4961 0,017 35
Robustez em tampao fosfato (pH 7,4)
Sonicagao Absorbancia Média DP DPR %

20 min 0,5182 0,5163 0,5122 0,5186 0,5197 0,5230

5 min 0,5099 @ 0,5074 0,5111 0,5107 0,5206 0,5132 05151 0,005 10

pH Absorbancia Média DP DPR %
7,4 0,5182 @ 0,5163 0,5122 0,518 @ 0,5197 0,5230

7,6 0,5153  0,5155 0,5168 0,5156 0,5150 0,5207 0,5172 0,003 0,6
A Absorbancia Média DP DPR %

276 0,5182 0,5163 0,5122 0,5186 0,5197 0,5230

274 0,5187 @ 0,5232 0,5273  0,5233  0,5268 0,5310 0.521> 0,005 10
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APENDICE C - Compostos de degradac&o térmica propostos de decomposicéo para candesartana até 185 e 285 °C.

Tabela 12. Compostos de degradacao térmica propostos de decomposicdo para candesartana até 185 e 285 °C. Numeracao dos
picos conforme Figura 15, tempo de retencado (TR), formula molecular, adutos [M—H] experimentais e propostos, erro (em ppm) e

fragmentos MS/MS

Temperatura Pico Tr(min)  Férmula [M-H]- [M-H]- Erro MS/MS fragmentos (% abundancia)
Molecular experimental calculado (ppm)
Temperatura 1 5,55 C22H15NgO03 411,1210 411,1206 1,0 324,1149 (4),311,1170 (3), 293,1117 (2), 133,0381 (12), 132,0321 (100)
ambiente
5 7,11 C24H19Ng03 439,1521 439,1519 0,5 324,1170(7), 309,1028 (100), 293,1086 (20), 133,0395 (25), 132,0328 (37)
185 °C 1 5,54 C22H15N6g03 411,1212 411,1206 1,5 324,1151 (4), 311,1219 (2), 293,1095 (3), 133,0391 (15), 132,0326 (100)
2 6,43 C24H19Ng03 439,1527 439,1519 1,8 395,1665 (55), 367,1581 (41), 339,1636 (100), 338,1193 (81), 324,1139 (44),
309,1127 (71), 145,0401 (21), 133,0409 (72), 117,0462 (67)
6 7,17 CasH1sNgO3 439,1529 439,1519 2,3 324,1140 (8), 310,1108 (63), 281,1101 (7), 132,0323 (100)
8 7,65 C24H19Ng03 439,1537 439,1519 4,1 324,1152 (7), 310,1115 (33), 281,1132 (4), 132,0326 (100)
10 8,64 C26H23N603 467,1833 467,1832 0,2 352,1476 (19), 338,1409 (49), 233,0928 (37), 205,0626 (48), 161,0710 (100),
132,0331 (30)
14 9,61 CasH23NgO3 467,1840 467,1832 1,7 396,1400 (16), 382,1321 (63), 309,1047 (22), 204,0541 (100), 160,0276 (23),
132,0332 (44)
285 °C 2 6,41 C24H19N603 439,1530 439,1519 2,5 395,1627 (52), 367,1596 (32), 339,1612 (99), 338,1188 (100), 324,1176 (23),
309,1133 (76), 145,0391 (19), 133,0416 (77), 117,0462 (60)
3 6,71 C2oH14N303 368,1036 368,1035 0,3 324,1140 (100), 306,1044 (29), 281,1056 (7), 132,0323 (9), 117,0459 (17)
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11

12

13

15

6,92

7,31

7,69

8,63

8,86

9,29

9,55

10,13

Cs6H35NgOs

Cs6H35N1006

C48H39N1006

C26H23N60O3

CsgH39N1006

CsoHa3N1006

CsgH3N706

CsgH37N 1005

795,2684

823,2741

851.3065

467.1835

851.3071

879.3378

808.2886

833.2955

795,2680

823,2766

851.3054

467.1832

851.3054

879.3367

808.2884

833.2948

0,5

3,0

13

0.6

2.0

13

0.2

0.8

795,2758 (64), 517,1676 (27), 352,1116 (80), 340,1097 (100), 204,0780 (38),
177,0303 (39), 133,0403 (83)

751,2883 (12), 709,2432 (10), 545,1920 (8), 517,1753 (16), 408,1504 (32),
367,1568 (39), 340,1110 (69), 173,0226 (24), 132,0323 (100)

807,3260 (5), 779,3265 (4), 736,2515 (3), 438,1912 (16), 395,1606 (23),
367,1578 (84), 339,1228 (35), 324,1164 (33), 310,1174 (13), 232,1132 (11),
204,0786 (16), 133,0409 (100), 117,0458 (13)

467,1900 (13), 439,1794 (14), 396,1344 (13), 365,1435 (9), 233,0939 (72),
205,0616 (100), 177,0308 (13), 160,0255 (15), 132,0323 (58)

779,3082 (8), 527,1960 (8), 392,1528 (65), 367,1519 (39), 340,1080 (21),
324,1156 (17), 310,1095 (21), 299,1194 (13), 205,0611 (46), 186,0683 (17),
177,0297 (20), 158,0349 (21), 133,0397 (100), 117,0464 (3)

412,1309 (11), 395,1662 (55), 382,1317 (24), 367,1563 (99), 339,1254 (22),
324,1171 (23), 309,1042 (10), 232,1080 (10), 205,0619 (86), 177,0300 (30),
161,0719 (15), 133,0394 (100), 117,0468 (13)

324,1144 (100), 205,0623 (14), 132,0320 (5)

761,3144 (20), 739,5662 (19), 575,2378 (19), 527,1811 (48), 500,1540 (27),
454,1239 (26), 423,8856 (37), 392,1377 (53), 366,1111 (20), 336,1051 (19),
311,1736 (18), 276,8937 (17), 190,9234 (24), 186,0661 (44), 158,0348 (100),
132,0316 (19), 117,0478 (17)
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APENDICE D - Espectros obtidos para as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicdo da candesartana,

guando decomposta até 185°C e 285°C. Da Figura 32 a Figura 46.

Compound 1

N
S—0H
N
HO™ S0 O O
N=
N

HN_

N

Chemical Formula: CyyH;gNgO3
Exact Mass: 412.13

0

1004

Helena_HR-Can_DDA_NEG2nr1 2 (5.524) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)
1004
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3241149

"7, aa»:zJ 2031117 368.1090
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75
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8232490

75

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 8715

z

Figura 34. Espectros obtidos para o Composto 1, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da

candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao obtidos

(Figura 15).
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C d 2 Helena_HR-Can185_DDA_NEG_1mgminr1 18 (6.388) AM2 (Ar.30000.0,0.00,0.00) 2. TOF MSMS 439.12ES
ompoun 330.1636 218e3
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HO (] O 1001 439.1527 1.78e6
N=
\,N‘ .N
N
Chemical Formula: Co4HoNgO3
Exact Mass: 440.16
=1
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3951628 901.2947
00,1142 507 1397
o At L . miz
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Figura 35. Espectros obtidos para o Composto 2, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da

candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de reten¢éo obtidos

(Figura 15).
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2: TOF MSMS 368.06ES-
5.60e3
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100
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Chemical Formula: CssH4=N;O. Helena_HR-Can285_DDA_NEG_1mgminri 2511 (8.711) AM2 (Ar,20000.0,0.00,0.00 1: TOF MS ES-
2211151933 )| 1 i _1mgi (
Exact Mass: 369.11 1007 368.1020 1.22¢5
436.0908
3241134
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Figura 36. Espectros obtidos para o Composto 3, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da

candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retengéo obtidos

(Figura 15).



Compound 4

Oo

Chemical Formula: C4gH3zgNgOg
Exact Mass: 796.28

Helena_HR-Can285_DDA_NEG_1mgminr1 14 (6.893) AM2 (Ar,30000.0,0.00,0.00)
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Figura 37. Espectros obtidos para o Composto 4, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da

candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao obtidos

(Figura 15).
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Compound 5
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HO Yo O = w1521 1 160t
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Chemical Formula: C,4H50NgO3
Exact Mass: 440.16

4511341
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2947
. | vlnm 94,
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Figura 38. Espectros obtidos para o Composto 5, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da
candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencdo obtidos
(Figura 15).
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TOF MSMS 439 12ES-
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Figura 39. Espectros obtidos para o Composto 6, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da

candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao obtidos

(Figura 15).
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Compound 7
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Oo

Chemical Formula: C45H35N1006
Exact Mass: 824.28

Figura 40. Espectros obtidos para o Composto 7, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da
candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retengéo obtidos
(Figura 15).
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Figura 41. Espectros obtidos para o Composto 8, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da
candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retengéo obtidos

(Figura 15).
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Figura 42. Espectros obtidos para o Composto 9, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo da

T T T T
250 300 350

T
150 200

Chemical Formula: 043H40N1006
Exact Mass: 852.31

candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao obtidos

(Figura 15).



Compound 10
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Chemical Formula: CygHp4NgO3
Exact Mass: 468.19

TOF MSMS 467 16ES.
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Figura 43. Espectros obtidos para o Composto 10, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicao

da candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao

obtidos (Figura 15).



115
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Figura 44. Espectros obtidos para o Composto 11, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicéo

da candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao

obtidos (Figura 15).



Compound 12
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Chemical Formula: CggHa4N19Og
Exact Mass: 880.34

Chemical Formula: CsgHa4N19Og
Exact Mass: 880.34
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Figura 45. Espectros obtidos para o Composto 12, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposigao

da candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao

obtidos (Figura 15).



Compound 13

Chemical Formula: C4gH39N7O¢g
Exact Mass: 809.30
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Figura 46. Espectros obtidos para o Composto 13, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicao

da candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao

obtidos (Figura 15).
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Figura 47. Espectros obtidos para o Composto 14, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicao
da candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retencao

obtidos (Figura 15).



Compound 15
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Figura 48. Espectros obtidos para o Composto 15, referentes as estruturas propostas formadas pelos produtos de decomposicao

da candesartana, quando decomposta até 185°C e 285°C. As estruturas sdo numeradas de acordo com os tempos de retengao

obtidos (Figura 15).
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APENDICE E - Curvas TG/DTG-DTA do sistema CAN:PABA (a) e CAN:PASA (b).
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Figura 49. Curvas TG/DTG-DTA dos sistemas CAN:PABA (a) e CAN:PASA (b).
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APENDICE F - Curvas TG/DTG-DTA do sistema CAN:TRO na frag&o molar 0,50.
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Figura 50. Curvas TG/DTG-DTA do sistema CAN:TRO (xc. = 0,50).



Massa (%)

APENDICE G - Curvas TG/DTG-DTA da coformador pirazina.
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Figura 51. Curvas TG/DTG-DTA da coformador pirazina.
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Fluxo de calor (mW)
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