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Resumo

Introdugao: A olmesartana medoxomila é um pro-farmaco que, ap6s a absor¢do, é convertido
em sua forma ativa, a olmesartana, pertencentente ao grupo dos bloqueadores dos receptores da
angiotensina II. As técnicas de extragdo e quantificacdo utilizados para a olmesartana envolvem
preparos complexos da amostra geralmente utilizando Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas. Assim, justifica-se o desenvolvimento de
alternativas robustas e rapidas, como a precipitagdo de proteinas plasmaticas, utilizando
técnicas instrumentais mais simples, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada
a Espectrometria de Massas, para aplicagdo na quantificacdo de farmacos. Objetivos:
Desenvolver e validar uma técnica analitica sensivel, especifica e de facil aplicacdo, baseada
na precipitacdo de proteinas para o preparo de amostras, destinada a determinacdo de
olmesartana em plasma humano. Métodos: Foi utilizado um sistema CLAE-EM (Agilent —
Sciex) com coluna Luna C18 100 x 4,6 mm e fase movel constituida por acetonitrila e solugéo
de acetato de amonio 2 mM com acido formico 0,125% na proporg¢do 70:30 (v/v), utilizada em
fluxo de 900 pL/min. Resultados e Discussao: O tempo de corrida foi de em 2,3 minutos, com
coeficiente de correlacdo linear de 0,996347. A precisdo e a exatiddo intracorrida avaliadas no
limite inferior de quantificagdo foram de 12,38% e 5,00% respectivamente. Todos os
parametros de validagdo atenderam aos critérios estabelecidos pela RDC n° 27/2012, quanto a
linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade, efeito matriz e estabilidade testados. Conclusio:
Atécnica desenvolvida para a quantificag@o de olmesartana em plasma humano por LC-MS/MS
demonstrou ser simples, rdpida, sensivel, reprodutivel e adequada para aplicacdo em estudos de
bioequivaléncia farmacéutica.

Palavras-chave: Olmesartana. Validac¢do analitica. Precipita¢do de proteinas. CLAE-EM.



Abstract

Introduction: Olmesartan medoxomil is a prodrug that, after absorption, is converted into its
active form, olmesartan, belonging to the group of angiotensin II receptor blockers. The
extraction and quantification techniques used for olmesartan involve complex sample
preparations, generally employing Ultra High Performance Liquid Chromatography coupled to
Mass Spectrometry. Thus, the development of robust and rapid alternatives is justified, such as
plasma protein precipitation using simpler instrumental techniques, such as High Performance
Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry, for application in drug quantification.
Objectives: To develop and validate a sensitive, specific and easy-to-apply analytical
technique, based on protein precipitation for sample preparation, intended for the determination
of olmesartan in human plasma. Methods: An HPLC-MS system (Agilent — Sciex) was used
with a Luna C18 100 x 4.6 mm column and a mobile phase consisting of acetonitrile and 2 mM
ammonium acetate solution with 0.125% formic acid in a 70:30 (v/v) ratio, at a flow rate of 900
puL/min. Results and Discussion: The run time was 2.3 minutes, with a linear correlation
coefficient of 0.996347. The intra-run precision and accuracy evaluated at the lower limit of
quantification were 12.38% and 5.00%, respectively. All validation parameters met the criteria
established by RDC No. 27/2012, regarding linearity, precision, accuracy, selectivity, matrix
effect and stability. Conclusion: The technique developed for the quantification of olmesartan
in human plasma by LC-MS/MS proved to be simple, fast, sensitive, reproducible and suitable
for application in pharmaceutical bioequivalence studies.

Keywords: Olmesartan. Analytical validation. Protein precipitation. HPLC-MS.
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1 Introducao e Revisao da literatura

A pressdo arterial (PA) € a forca exercida pelo sangue circulante contra as paredes das
artérias. O registro ¢ feito por meio de dois valores. O primeiro, pressdo sistolica, indica a
pressdo nos vasos sanguineos quando o corag¢do bate ou se contrai, ja o segundo, pressdo
diastolica, indica a pressdo nos vasos quando o coragdo repousa entre os batimentos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021). A Hipertensio Arterial Sistémica (HAS) é
definida como uma condi¢do multifatorial, cronica e ndo transmissivel, caracterizada por
elevagdo persistente da pressdo arterial (sistolica maior ou igual a 140 mmHg e/ou diastolica
maior ou igual a 90 mmHg), medida com a técnica adequada em pelo menos duas ocasides

diferente, quando néo ocorre o uso de medicacio anti-hipertensiva (BRANDAO et al., 2025).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS, 2021) a HAS € um problema que leva
a um aumento significativo do risco de doengas no coragéo, encéfalo, rins e outros 6rgdos. No
Brasil e no mundo, as doencas cardiovasculares s3o a principal causa de mortalidade e a HA é
o principal fator de risco responsavel por elas. Estima-se que aproximadamente 1,4 bilhdo de
pessoas apresentem HAS, porém apenas cerca de 14% possuem a condi¢do devidamente
controlada. Esse cendrio persiste apesar da disponibilidade de tratamentos eficazes e com boa

relagdo custo-beneficio.

Como abordagem terapéutica, a estratégia de tratamento da hipertensdo arterial
sistémica engloba a¢des de curto e longo prazo para o controle da pressdo arterial e redugéo do
risco cardiovascular. O foco do tratamento engloba trés esferas: autocuidado e a¢des educativas,
terapias ndo medicamentosas e terapias medicamentosas. O tratamento ndo medicamentoso
contempla, por exemplo, a¢des de autocuidado, alimentag¢do adequada e saudavel, controle do
peso corporal, pratica regular de atividade fisica, redu¢do ou cessagdo do tabagismo e da
ingestdo de bebidas alcodlicas, controle do estresse e maior qualidade do sono (BRANDAO et

al.,2025).

A maioria dos pacientes com HAS precisario associar o tratamento ndo medicamentoso
ao tratamento medicamentoso. O tratamento medicamentoso, em associagdo ou monoterapia €
a estratégia terapéutica preferencial para a maioria dos casos de HAS apesar do grau da doenga
e do Risco Cardiovascular (RC) associado. Neste contexto, preconiza-se que o tratamento

medicamentoso seja baseado em cinco classes terapéuticas principais: inibidores da enzima
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conversora de angiotensina (IECA), bloqueadores do sistema renina angiotensina II (BRA),
bloqueadores de canais de calcio (BCC), diuréticos e betabloqueadores (BB). A escolha de qual
sera utilizada deve ser avaliada de forma individualizada considerando particularidades de cada
paciente, levando em consideragdo a presenca de comorbidades, raga/etnia, indica¢des e
contraindicagdes conhecidas, acesso, acessibilidade e preferéncias do paciente (BRANDAO et

al.,2025; OMS, 2021).

Diante deste cenario, novos medicamentos mais acessiveis sdo necessarios para reducio
de custos e adesdo ao tratamento, que € benéfico tanto individualmente quanto no contexto do
Sistema Unico de Satde (SUS), configurando como importante estratégia para satude publica
(QUENTAL et al., 2008). Medicamentos genéricos e similares podem ser alternativas vidveis
em diversos cendrios, e para isto, estudos de bioequivaléncia precisam ser cada vez mais rapidos

e confiaveis.

Como mencionado anteriormente, o tratamento farmacoldgico ¢ uma importante
estratégia terapéutica e nesse contexto t€ém-se a olmesartana medoxomila. A olmesartana
medoxomila é um pro-farmaco que, apds a absor¢do no trato gastrointestinal, sofre completa
hidrolise, sendo convertida em sua forma biologicamente ativa, a olmesartana. Este farmaco
pertence ao grupo dos bloqueadores dos receptores da angiotensina II (BRA), que atuam
ligando-se seletivamente ao receptor de angiotensina tipo 1 (AT1). Dessa forma, impedem que
a angiotensina II exerga seus efeitos hipertensivos, os quais incluem vasoconstri¢do, estimulo
a sintese ¢ liberagdo de aldosterona e ADH, ativagdo cardiaca e reabsorg¢do renal de sodio, entre
outros. Em consequéncia, os efeitos fisiologicos da olmesartana traduzem-se em redugdo da
pressdo arterial, menores niveis de aldosterona, diminui¢éo da atividade cardiaca e aumento da
excrecdo de sodio (SCOTT; McCORMACK, 2008). No tratamento da hipertensdo arterial, a
olmesartana ¢ frequentemente utilizada em associacdo com outros farmacos, como
bloqueadores de canais de calcio ou diuréticos (BRANDAO et al.,2025). Além disso, a
olmesartana também ¢é utilizada em casos de nefropatia associada ao diabetes tipo 2,

particularmente em pacientes que ndo toleram inibidores da Enzima Conversora de

Angiotensina (SCOTT; McCORMACK, 2008).

A etapa analitica em estudos de bioequivaléncia utilizando plasma como matriz
bioldgica é sempre desafiador e possui particularidades durante o desenvolvimento da técnica.
De forma geral, o plasma humano é uma matriz complexa, contendo proteinas, lipideos, sais

minerais, hormonios e outras substancias que podem interferir de diferentes maneiras na
7



deteccdo e quantifica¢@o do farmaco de interesse. Diante disto, uma técnica capaz de entregar
linearidade, precisdo, exatiddo, rapidez, robustez e confiabilidade ¢ essencial para gerar dados

farmacocinéticos coerentes (SOARES, 2025).

Diante da matriz usada, as técnicas estdo frequentemente sujeitas ao efeito de matriz
devido a presenca de seus componentes que eluem de forma conjunta com o analito de interesse
e podem provocar a supressdo ou intensificagdo do sinal analitico e consequentemente um
desempenho insatisfatorio do método, principalmente quando o Padrio Interno (PI) ndo

acompanha estas varia¢des (FU; LI; PICARD, 2024).

O PI consiste em um andlogo estruturalmente semelhante ao analito ou em um composto
marcado com isétopo estavel, adicionado as amostras em concentragdo constante e conhecida,
com a finalidade de facilitar a quantificacdo do analito alvo. O uso de PI é recomendado em
aplicagdes de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM, ou do
inglés Liquid Chromatography Mass Spectrometry - LC-MS) para a quantificacdo de fAirmacos
em bioandlises. Devido a complexidade das amostras bioldgicas, do preparo das amostras e dos
instrumentos analiticos, ¢ esperado certo grau de variabilidade no sinal analitico, tanto

intracorrida quanto intercorrida. (ZHANG et al., 2024).

A principal técnica analitica empregada na quantificagdo de compostos em matrizes
bioldgicas € a LC-MS, por sua robustez, versatilidade e elevada sensibilidade e seletividade, o
que permite a obtengdo de resultados altamente confidveis. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC n°® 27/2012, recomenda a utilizagdo de métodos
cromatograficos na condugdo de estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade. No entanto,
outras metodologias podem ser adotadas, desde que devidamente justificadas (ANVISA, 2012;
ALANAZI, 2025).

A CLAE revolucionou a andlise quimica ao substituir a cromatografia liquida classica,
que dependia exclusivamente da gravidade para movimentar a fase modvel pela coluna,
resultando em separacdes lentas e pouco eficientes. A introdu¢do de bombas de alta pressdo e
particulas de fase estacionaria de menor diametro conferiu ao método maior velocidade,
resolucdo e sensibilidade, tornando-o uma das técnicas analiticas mais utilizadas em
laboratorios farmacéuticos e de pesquisa. Na técnica de CLAE a amostra ¢ impulsionada por
um liquido (fase movel) em alta pressdo através de uma coluna empacotada com particulas para

promover a separacio de compostos de interesse. O sistema CLAE é composto por reservatorio
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de fase movel, sendo a vazdo e mistura gerenciado por software e impulsionado por uma ou
mais bombas. Sistema de desgaseificagdo para evitar a formacdo de bolhas. Em seguida um
injetor de amostras que introduz a amostra no fluxo da fase mével com o destino a coluna. A
coluna contém material interno, geralmente silica ou octadecilsilano (C18) necessario para
realizar a separagdo e fica armazenada em um forno com a temperatura regulavel. Geralmente
o sistema estd acoplado a um detector, como exemplo do espectrofotométrico ou espectrometro

de massas (NETO; NUNES, 2003).

A espectrometria de massas ¢ uma técnica que se baseia na ionizagdo da amostra,
gerando fons que sdo entdo introduzidos no analisador. No analisador, esses ions sdo separados
de acordo com suas diferentes trajetorias em campos elétricos e/ou magnéticos, em funcio de
suas razOes massa/carga (m/z). Apos a separagdo, os fons colidem com um detector, que
converte o sinal em dados processados por um sistema computacional, onde as razdes m/z sdo
relacionadas a sua abundéncia relativa e apresentadas no formato de um espectro de massas.
Para andlises quantitativas em matrizes bioldgicas complexas, utiliza-se frequentemente o
espectrometro do tipo triplo quadrupolo, composto por trés quadrupolos alinhados em série
(Q1, Q2 e Q3). O primeiro quadrupolo (Q1) atua como filtro seletivo, permitindo a passagem
apenas do ifon com a razdo m/z correspondente ao analito de interesse, denominado de ion
precursor. Em seguida, esse ion é direcionado ao quadrupolo central (Q2), que funciona como
célula de colisdo: o ion precursor colide com um gas inerte, geralmente nitrogénio, e ¢
fragmentado, originando os ions produto. O terceiro quadrupolo (Q3) seleciona entdo um ou
mais desses fons produto por sua razdo m/z caracteristica. O monitoramento simultdneo de
multiplas transi¢des ion precursor e ion produto constitui 0 modo MRM (Monitoramento de
Reagdes Multiplas), que confere ao método elevada seletividade e especificidade, sendo
considerado o padro ouro para a quantificagio de farmacos em matrizes bioldgicas

(ALANAZI, 2025).

Diversas técnicas ja foram descritas para a quantificacdo de olmesartana pelo método
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, tanto isoladamente quanto em
associacdo com outros farmacos. No entanto, muitos deles apresentam limitagcdes por serem
demorados, caros ou exigirem grandes volumes de amostra. Alguns utilizam protocolos
extensos de extragdo em fase solida (VAIDYA et al., 2008; KUMAR et al., 2014; MANDOUR
et al., 2020) o que dificulta a andlise na rotina laboratorial. A extracdo em fase sélida ¢ um

método comum para isolar e separar analitos de amostras liquidas. Nesse processo, a amostra
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passa por um cartucho contendo um material de fase sélida, previamente condicionado e ativado
com um solvente organico, permitindo a adsor¢do dos analitos. Em seguida, realiza-se a etapa
de lavagem para remover interferéncias, enquanto os analitos permanecem retidos no
adsorvente. Por fim, a elui¢do € feita com solventes orgdnicos adequados, possibilitando a
obten¢do dos analitos de forma mais pura e concentrada. Esse método ¢ amplamente utilizado

por oferecer boa seletividade e melhorar a qualidade das analises (MANDAL, 2023)

Outra técnica, baseada na diferenga de solubilidade do analito entre a amostra aquosa e
um solvente organico, chamada de extracdo liquida-liquida, utilizada nos estudos de Kumar et
al. (2019); Mandour et al. (2020); Liu et al. (2010); Das et al. (2015) se mostra uma alternativa
mais barata em relacdo a fase solida. No entanto, apresenta desvantagens importantes
relacionadas a maior complexidade operacional ¢ ao aumento do tempo de preparo das
amostras, devido ao uso de solventes organicos toxicos e altamente volateis (por exemplo, metil
terc-butil éter, diclorometano, clorobutano e acetato de etila), o0 que demanda maior cuidado no
manuseio, descarte adequado de residuos quimicos e infraestrutura laboratorial especifica.
Além disso, requer um niimero adicional de etapas envolvidas, como a evaporagdo e secagem
dos reagentes com ar comprimido ou gas nitrogénio. A técnica também pode envolver maior
consumo de reagentes e utilizagdo de mais equipamentos durante o preparo e andlise das

amostras (PITT, 2009).

Considerando estas questdes, uma nova técnica de extracdo de Precipita¢do de Proteina
(PP) foi desenvolvida, sendo caracterizada por uma técnica simples, rapida e barata que
funciona pela adicdo de um solvente organico, como acetonitrila ou metanol, que causa a
desnaturagdo e agregacdo das proteinas, fazendo com que elas se tornem insoluveis e
precipitem. Apos essa etapa, a amostra € centrifugada para separar o material solido (proteinas)
do sobrenadante, que contém os analitos de interesse. Outros trabalhos ja haviam explorado
técnicas semelhantes utilizando espectrometro de massas acoplado a um UPLC. O trabalho de
De Nicolo e colaboradores (2016) desenvolveu uma metodologia de extragdo com precipitagdo
de proteinas, o que foi um grande avango em relacdo aos trabalhos com olmesartana da época.
Porém, como relatado no artigo, o tempo de retencdo da olmesartana ficou em 4.35 minutos e
um dos processos da extragdo consiste em secar a amostra apds o processo de precipitagdo do
plasma, aumentando a complexidade do processo de extracdo. No artigo de Jeong, et al. (2021)
utilizou-se precipitagdo de proteinas de forma mais pratica, mas com uma linearidade de 5 —

2500 ng/mL, que para estudos de bioequivaléncia farmacéutica com um elevado numero de
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coletas, prejudicaria a quantifica¢do na fase de eliminagdo do farmaco, principalmente para uma
dosagem de 20 mg de olmesartana, como a utilizada no estudo. Uma técnica mais recentemente
desenvolvida para a quantificagdo de olmesartana foi descrito por West et al. (2024) no qual a
metodologia demonstrou praticidade na extragdo da amostra. Entretanto, o tempo de corrida
estendido para aproximadamente 4 minutos representa uma limita¢do, pois exige maior tempo
para analisar um maior nimero de amostras como no caso de estudos de bioequivaléncia. Além
disso, o estudo utilizou uma técnica de elui¢do em gradiente, que, embora eficiente, apresenta
desvantagens em termos de simplicidade instrumental. Quando se emprega mais de uma linha
para transmissdo do fluxo de fase movel, aumenta-se o niimero de parametros a serem
controlados, elevando a probabilidade de variagdes na propor¢do da fase movel, aumento no
numero de solu¢des preparadas e, consequentemente, impactando a reprodutibilidade ¢ a

precisdo da técnica (PITT, 2009; Jeong et al., 2021).

As técenicas de precipitacdo de proteinas desenvolvidas até o momento tém utilizado
sistemas de UPLC acoplados a espectrometros de massas para a analise das amostras. Em
contraste, a técnica aqui relatada faz uso de um HPLC, tecnologia mais acessivel e com uma

metodologia mais pratica em comparacdo com as técnicas previamente descritas.

Nesse contexto, o presente trabalho propde desenvolver e validar uma técnica LC-
MS/MS sensivel, especifica e de facil aplicagdo, baseado na precipitagdo de proteinas para a
preparagdo de amostras, destinado a determinagfo de olmesartana em plasma humano, em
conformidade com as diretrizes da RDC N° 27, de 17 de maio de 2012, que dispde sobre os
requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos com fins

de registro e pos-registro de medicamentos.
1.1 Justificativa

O trabalho em questdo foi escolhido em consequéncia de estar alinhado a atuag@o
profissional do autor em um centro de bioequivaléncia farmacéutica, permitindo a aplicagdo
pratica dos conhecimentos e contribuindo para a integragdo entre teoria e pratica, além de ter

sido a primeira técnica integralmente desenvolvida e validada pelo autor.
1.2 Objetivos

Desenvolver e validar uma técnica analitica (CL-EM) sensivel, especifica e de fécil
aplicagdo, baseada na precipitacdo de proteinas para a preparagdo de amostras, destinada a
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determinagdo de olmesartana em plasma humano, em conformidade com a RDC n° 27, de 17

de maio de 2012.
1.3 Especificos:

a) desenvolver técnica de extragdo e preparo de amostra bioldgica para ser utilizado
em uma analise por LC-MS/MS;

b) desenvolver método de deteccdo e quantificagdo de olmesartana através da técnica
de LC-MS/MS;

¢) validar a técnica desenvolvida de acordo com a RDC N°27 de 2012;

d) verificar a aplicabilidade da técnica na quantificacdo de olmesartana em amostras

reais de plasma humano.
2 Materiais e Métodos
2.1 Reagentes, substancias e padrdes

Os padrdes do ativo e padrdo interno (PI), olmesartana e candesartana respectivamente,
foram produzidos por Toronto Research Chemicals (TRC). Os reagentes e substancias

utilizados no estudo incluiram:

a) Acetato de Amonio — P.A;

b) Acido formico — 88%;

¢) Acetonitrila - Grau HPLC;

d) Isopropanol —99.5%;

e) Metanol — Grau HPLC;

f) Plasma branco contendo EDTA K3.

Os farmacos concomitantes s@o paraa RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 medicamentos
eventuais e comedicacdo utilizados por  voluntarios durante estudos de
bioequivaléncia/biodisponibilidade, que podem interferir na anélise, exigindo sua presenca na
validacdo para garantir que a técnica distinga o farmaco em estudo dos demais interferentes. Os

padrdes utilizados como farmacos concomitantes foram:

a) Levanlodipino;

b) (R)-anlodipino;
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¢) Cafeina;

d) Paracetamol;

e) Butilbrometo de escopolamina;
f) Dipirona;

g) Cotinina;

h) Cloridrato de ondansetrona.
2.2 Instrumentos e equipamentos

A quantificagdo do farmaco foi realizada em HPLC com os seguintes componentes:
bomba, desgaseificador, autoinjetor com cooler e forno de coluna ambos do modelo Agilent
1200 Series, acoplado a um espetrometro de massas Sciex API 5000 MS/MS. O espectrdmetro
de massas foi operado em modo de ionizagdo por eletronspray positivo (ESI+). Os ions
monitorados (Monitoramento Multiplo de Rea¢do — MRM) foram: olmesartana (precursor —

447.2, produto — 190.1) e candesartana (precursor — 441.2, produto — 263.2).

As analises por espectrometria de massas foram realizadas a partir da otimizag¢do dos
parametros de transi¢do ioOnica e das condigdes da fonte de ionizagdo, visando maior
sensibilidade e seletividade na detec¢do dos analitos. Para cada composto, foram ajustados os
potenciais do espectrometro, incluindo potencial de desagrupamento, potencial de entrada,
energia de colisdo e potencial de saida da célula de colisdo, de modo a maximizar a eficiéncia
de fragmentacdo e a intensidade do sinal dos ions selecionados. Adicionalmente, os pardmetros
da fonte de ionizagdo foram otimizados para garantir estabilidade e eficiéncia na formagéo dos
ions, incluindo os fluxos dos gases de nebulizacdo, auxiliar e de cortina, bem como a
dissociacdo ativada por colis@o, a voltagem da fonte de ions e a temperatura da fonte. Essas
condi¢des foram empregadas ao longo das andlises para promover adequada ionizagdo e

fragmentacdo das moléculas.

O desenvolvimento do estudo ocorreu integralmente no Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas. A etapa analitica, que incluiu o desenvolvimento, a validacdo do método e a
analise das amostras dos participantes da pesquisa, foi realizada no laboratorio de
bioequivaléncia farmacéutica. Ja a etapa clinica, envolvendo a administra¢do do medicamento,
a coleta de sangue e a separacdo do plasma, ocorreu na unidade clinica da mesma instituigéo.
Todos os funcionarios da empresa e tercerizados atuantes contribuiram de diferentes formas

para a realizagdo deste estudo.
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2.3 Condig¢des cromatograficas

A fase mdvel foi constituida por acetonitrila e solugdo de acetato de amonio 2 mM com
acido férmico 0,125% na proporg¢ao 70:30 (v/v), utilizada em fluxo de 900 pL./min. As amostras
foram injetadas em um autoinjetor mantido a 15 °C, com volume de inje¢do de amostra de 8
uL. A coluna empregada foi uma Luna 5 pum C18, 100 x 4,6 mm, com temperatura do forno
controlada a 25 + 2 °C. O tempo de corrida foi fixado em 2,3 minutos. A solu¢do de lavagem

da agulha foi uma mistura de acetonitrila 50%:isopropanol (1:1: v:v)
2.4 Preparo de solucdes estoque, curva de calibracio e controle de qualidade

As solugdes estoque de olmesartana e candesartana foram preparadas em metanol:agua
(1:1) (v:v), com concentracdo final de 500 pg.mL"!, apos dissolugdo inicial em metanol puro.
Para a constru¢do da curva de calibragdo da olmesartana, foram preparadas solugdes nas
concentragdes de 10; 30; 250; 1000; 2500; 5000; 8000; e 10000 ng.mL™!, utilizando a solucio
estoque ou uma solugdo intermedidria com concentragio de 5000 ng.mL!, também em

metanol:dgua (1:1) (v:v).

As solugdes de controle de qualidade (QC) de baixa, média e alta concentragdo foram
preparadas em metanol:dgua (1:1) (v:v) com concentragdes de 30; 5000; e 8000 ng.mL"!
respectivamente. As amostras de controle de qualidade preparadas em plasma utilizadas
durante a validacdo para os ensaios de estabilidade, precisdo e exatiddo nas concentragdes de
2; 6; 1000; 1600; e 3200 ng.mL"! foram preparadas a partir da solugdo estoque ou de solugio
intermedidria na concentragiio de 1000 ng.mL"! diretamente em plasma branco. A solugio de
trabalho de candesartana, com concentragio de 5000 ng.mL"!, também foi preparada em

metanol:dgua (1:1) (v:v) a partir da respectiva solucdo estoque.
2.5 Descri¢ao da extracio

A técenica de extragdo usada foi a precipitacdo de proteinas, onde € adicionado um agente
precipitante que arrasta fragmentos maiores para o fundo da mistura enquanto o analito de
interesse fica disponivel na parte orgénica. Apds agitar e centrifugar o sobrenadante ¢ tranferido

para utilizacdo.

A técnica de PP segue da seguinte forma: em eppendorf com capacidade de 2 mL
adicionou-se 125 ulL de plasma branco, 25 uL. de padréo interno (candesartana), 25 ulL de ativo

(olmesartana) e 1000 uL. de acetonitrila 100%, agitou-se por 1 minuto e centrifugou-se por 5
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minutos a 10000 rpm. Transferiu-se 100 ul para vial contendo 300 uL de fase mdvel e

posteriormente as amostras foram submentidas a andlise no sistem LC-MS/MS.
2.6 Linearidade, Precisiao e Exatidao

No presente trabalho a curva de calibragdo era composta por 16 amostras sendo elas
dispostas em 8 niveis distintos de concentracdo mais duas amostras branco extraido e duas
amostras branco contaminada com padrfo interno. As amostras branco consistem em amostra
de plasma sem adi¢do de ativo ou padrio interno extraida em conjunto com o ensaio para
avaliag¢@o de possiveis contaminagdes e/ou interferéncias. As amostras de branco contaminada
com padio interno sdo amostras de plasma contaminadas com a solucdo de padrio interno e

extraida em conjunto com o ensaio.

As concentragdes nominais dos pontos da curva de calibragdo, dos controles de
qualidade e da faixa de linearidade estdo apresentadas no Quadro 01. Ressalta-se que essas
concentragdes sdo correspondentes as concentragdes finais no plasma, portanto cinco vezes
menores que as das solugdes estoque preparadas em metanol 50%. Isso ocorre porque, durante
a técnica de extragdo, sdo adicionados 25 pl da solugdo padrdo a 125 pl de plasma branco,

resultando em uma diluic¢éo de 1:5.

A linearidade foi demonstrada através da avaliacdo do coeficiente de correlagdo linear
minimo de 0,99. Cada curva de calibragdo precisa cumprir um minimo de aprovagédo de 75%
dos seus niveis, sendo tolerado desvio de até 20% em relagdo ao valor nominal para o LIQ e

até 15% em relagdo ao valor nominal para os demais niveis.

Quadro 01 — Concentrac¢des em plasma da Curva de Calibracéo e Controles de Qualidade

Identificacdo CO?:;;::E; 40

LIQ 2

Ponto 2 6

Ponto 3 50
Curva de Ponto 4 200
calibracio Ponto 5 500
Ponto 6 1000
Ponto 7 1600
LSQ 2000

CQLIQ 2

Controles CQB 6
de CQM 1000
qualidade CQA 1600
CQD 3200

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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Legenda: LIQ — Limite Inferior de Quantificacdo; LSQ — Limite Superior de Quantifica¢do; CQ LIQ — Controle
de Qualidade no Limite Inferior de Quantificagdo CQB — Controle de Qualidade de baixa Concentragdo; CQM —
Controle de Qualidade de Média Concentragdo; CQA — Controle de Qualidade de Alta Concentragdo; CQD —
Controle de Qualidade de Dilui¢do

Os testes foram avaliados trés vezes em trés dias distintos de forma intracorrida
(mesma corrida) e intercorrida (trés corridas independentes), utilizando os controles LIQ,
CQB, CQM, CQA e CQD. Os parametros foram calculados por meio do Coeficiente de
Variag¢do Percentual (CV%) e do Erro Padrdao Relativo (EPR) para precisdo e exatiddo
respectivamente, ndo sendo aceitos valores superiores a 20% para LIQ e 15% para as demais

concentracoes.

Com base nos resultados obtidos e apresentados no Quadro 02, foram comparadas as
somatorias absolutas dos desvios dos padrdes de calibragdo utilizando ponderagdes linear,
inversa e inversa do quadrado (x, 1/x e 1/x?), com o objetivo de identificar a ponderagéo que
resultasse no menor erro relativo entre os valores nominais e os valores obtidos pela equagdo
da curva. A ponderacdo 1/x? apresentou o melhor ajuste, e a linearidade foi, portanto,

calculada com base nessa regressao.

Quadro 02 — Desvios nominais das concentrac¢des da curva de calibracido considerando diferentes
ponderacdes

Corrida Lote 1 Lote 2 Lote 3
Ponderacio X 1/X /X X 1/X 1/X2 X 1/X 1/X2
Somatorio 242.57 9582 7561 ERRO 6644 66.00 ERRO 61.99 56.61
Fonte: Elaborado pelo autor, 2026
Legenda: ERRO - Néo foi possivel a quantificagdo de todos os valores da curva de calibragéo; x — linear; 1/X —
inversa; 1/X? - inversa do quadrado.

2.7 Validacao do método

Os ensaios realizados na validagcdo foram os de seletividade; efeiro residual; efeito
matriz; precisdo; exatiddo; estabilidade em matriz biolégica (estabilidade apods ciclos de
congelamento e descongelamento; estabilidade de curta duragdo; estabilidade de longa duragao;
estabilidade pds processamento); e estabilidade do analito e padréo interno (PI) em solugdo de

acordo com RDC N° 27, de 17 de maio de 2012.
2.7.1 Seletividade

Foram analisadas amostras de plasma provenientes de seis fontes distintas contendo

acido etilenodiaminotetracético tripotassico (EDTA K3), sendo quatro amostras normais, uma
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lipémica e uma hemolisada (grau de hemdlise 3%). Para a realizagdo do teste, cada matriz foi
avaliada nas seguintes condi¢des: sem farmacos concomitantes; com farmacos concomitantes;
contaminada com ativo na concentracdo do LSQ; e contaminada com PI. A interferéncia foi
verificada de modo a garantir que ndo houvesse picos interferentes nos tempos de retengdo do
ativo e do padrdo interno em cada matriz, comparando as respostas obtidas com a amostras
extraida na concentracio de LIQ (matriz em branco contaminada na concentragdo de 2 ng.mL"
1 e do padrio interno extraido. Os fArmacos concomitantes em suas respectivas concentragdes
sdo: cafeina (1000 ng.mL™"), levanlodipino (7.5 ng.mL™"), R-anlodipino (7.5 ng.mL"") dipirona
(8000 ng.mL™"), ondansetrona (1500 ng.mL™"), paracetamol (20000 ng.mL!), butilbrometo de

escopolamina (2 ng.mL™") e cotinina (1500 ng.mL™).

2.7.2 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado utilizando amostras de plasma processadas, posteriormente
adicionadas do analito e PI, em concentra¢des equivalentes as das amostras de controle de
qualidade CQB e CQA. Foram utilizadas quatro amostras de plasma normal, duas amostras de
plasma hemolisado (3%) e duas amostras de plasma lipémico sem farmacos concomitantes,
assim como quatro amostras de plasma normal, duas amostras de plasma hemolisado (3%) e
duas amostras de plasma lipémico com fiarmacos concomitantes. Estas amostras foram
comparadas com trés amostras, preparadas sem plasma utilizando metanol 50% como solvente,
na concentragdo de CQB e trés amostras na concentracdo de CQA. Para cada amostra, calculou-

se o fator de matriz normalizado pelo padréo interno (FMN) segundo a féormula:

Resposta do analito em matriz
Resposta do PI em matriz
Resposta do analito em solucio
Resposta do PI em solucgio

FMN=

O Coeficiente de Variagdo dos FMN relativos a todas as amostras deve ser inferior a

15%, conforme exigido para garantir a confiabilidade e consisténcia da técnica.
2.7.3 Efeito residual

O teste de efeito residual foi realizado para avaliar a eficiéncia da técnica em impedir
que residuos de uma amostra anterior interferissem na andlise da amostra seguinte. Para isso,

foram extraidas trés amostras: uma amostra branca, uma amostra contendo concentracdo de
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LIQ + PI e uma amostra contendo concentragdo de LSQ + PI. A corrida analitica consiste em

injetar as amostras no seguinte modelo de sequéncia:

a) Vial 1: amostra branco;
b) Vial 2: amostra LIQ + PI;
¢) Vial 3: amostra LSQ + PI;
d) Vial 1: amostra branco;

e) Vial 1: amostra branco.

Caso no ocorra o aparecimento de picos interferentes acima de 20% do valor de area
obtido para o ativo no LIQ e 5% do valor de area obtido para o padrdo interno também na
amostra LIQ nas duas amostras branco analisadas apds a amostra de LSQ + PI (Vial 3) o teste

¢ considerado aprovado.
2.7.4 Estabilidades em matriz biologica

Os resultados de exatiddo obtidos na primeira de trés corridas analiticas de exatiddo e
precisdo serviram de base para aprovar o preparo das amostras utilizadas nos testes de
Estabilidade em Ciclos de Congelamento e Descongelamento (ECCD), Estabilidade de Curta
Duragdo (ECD), Estabilidade de Longa Duragdo (ELD) e Estabilidade Pés-Processamento
(EPP). Para esses estudos, foram utilizadas amostras de plasma branco enriquecidas com o
farmaco ativo, acondicionadas em microtubos de 2 mL e mantidas sob congelamento a -20 °C

até a realizacdo das analises.

No ensaio de estabilidade de ciclos de congelamento e descongelamento, as amostras
passaram por seis ciclos consecutivos, cada um com pelo menos 12 horas de congelamento
antes do descongelamento. O descongelamento é feito mantendo as amostras na bancada por
pelo menos 30 minutos antes de serem novamente congeladas. Em seguida, avaliou-se a
estabilidade da olmesartana em amostras de plasma, empregando seis réplicas dos controles de
qualidade alto (CQA) e baixo (CQB), analisadas por meio de uma curva de calibragdo recém-
preparada. Como critério para avaliagdo da estabilidade, a média do conjunto de amostras de
controle de qualidade ndo pode apresentar variacdes acima de 15% em relagéo a seus valores

nominais.

A estabilidade de curta duragdo foi analisada apds seis réplicas de CQA e CQB serem
retiradas do freezer a -20 °C e permanecerem em repouso, a temperatura ambiente sobre a

bancada, por um periodo continuo de 16 horas e 5 minutos. Apds esse tempo, as amostras foram
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processadas e extraidas utilizando uma curva de calibragdo recém preparada. Como critério
para avaliacdo da estabilidade, a média do conjunto de amostras de controle de qualidade ndo

pode apresentar variagdes acima de 15% em relagdo a seus valores nominais.

J& a estabilidade de longa durag@o foi investigada mantendo-se as amostras em freezer
a -20 °C por um periodo de 111 dias. Apos esse intervalo, seis réplicas de CQA e CQB foram
extraidas e analisadas com uma curva de calibracdo recém-preparada, permitindo avaliar o
comportamento do fArmaco ap6s armazenamento prolongado. Como critério para avaliagdo da
estabilidade, a média do conjunto de amostras de controle de qualidade ndo pode apresentar

variagdes acima de 15% em relagdo a seus valores nominais.

A estabilidade pos-processamento foi realizada apds inje¢do e aprovagdo nos critérios
da primeira corrida de precisdo e exatiddo. As amostras foram inicialmente armazenadas em
refrigerador por 40,91 horas e, em seguida, permaneceram no autoinjetor por mais 30,21 horas.
Depois desse periodo, a estabilidade foi verificada novamente por meio da repeticdo da analise
das amostras com curva de calibragdo recém extraida. Como critério para avaliagdo da
estabilidade, a média do conjunto de amostras de controle de qualidade ndo pode apresentar

variagdes acima de 15% em relagdo a seus valores nominais.
2.7.5 Estabilidade do analito e PI em solucio (ESP SL)

Para verificar a estabilidade das solugdes do ativo e do padrdo interno nas concentragdes
utilizadas, € necessario avalid-las por um periodo superior ao tempo de uso ou armazenamento.
Inicialmente, apds a pesagem do ativo e PI, preparam-se solugdes primarias e de trabalho, que
sdo armazenadas sob refrigeracdo, em geladeira, entre 2 e 8§ °C. Para o ensaio de estabilidade,
retiram-se aliquotas dessas solugdes de armazenamento e de uso, que sdo entdo comparadas a
novas solugGes preparadas a partir de uma pesagem recente do ativo e do padrdo interno. A
conclusdo sobre a estabilidade ¢ obtida por meio da comparagdo entre as médias das respostas
instrumentais (razdo de areas) das solu¢des armazenadas, contaminadas com padrio interno
recém-preparado, em relagdo as solucdes recém-preparadas do ativo, também contaminadas

com padrio interno de uso e de armazenamento.
2.7.6 Aplicacao da técnica validada

A técenica validada foi utilizada para quantificar olmesartana em plasma de voluntarios

humanos sadios de acordo com a RDC N° 27 de 2012. Foi aplicado em um estudo
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monoceéntrico, aberto, cruzado, randomizado, prospectivo, com dois tratamentos (A e B), 2
sequéncias (AB e BA) 1 subgrupo, 2 periodos e dose unica. O ensaio foi aprovado pelo comité
de ética em pesquisas do Instituto de Cié€ncias Farmacéuticas sob o nimero de protocolo
6.933.026. Participaram do estudo 44 participantes de pesquisa saudaveis (22 individuos do
sexo masculino e 22 do sexo feminino) com idade de 18 & 55 anos que foram submetidos a duas

formulac¢des de olmesartana de 40 mg na forma de comprimido revestido.

Os tempos de coletas de sangue foram: Pré-dose ou 00,00; 00:15; 00:30; 00:45; 01:00;
01:15; 01:30; 01:45; 02:00; 02:20; 02:40; 03:00; 03:30; 04:00; 04:30; 05:00; 05:30; 06:00;
06:30; 07:00; 08:00; 09:00; 10:00; 12:00; 24:00; 36:00; 48:00; e 72:00 horas apds a

administracdo do medicamento.

Apds obtengdo das concentragdes plasmaticas foram calculados os seguintes parametros

farmacocinéticos utilizando o software Phoenix WinNonlin:

a) Cmax (concentracio plasmatica maxima observada): obtida a partir das
concentragdes maximas observada nos participantes de pesquisa
b) AUCy.72n (area sob a curva de concentragdo plasmatica de zero até 72

horas): calculada pelo método dos trapezoides, conforme equagao:

n—1

AUC = Z <(Ci -; Ci+1> iy — )

i=1

- C;: concentragdo plasmatica no tempo ti.
- C;41: concentragdo plasmatica no tempo ti+1.
- t;: tempo da coleta i.
- t;4+1: tempo da coleta posterior a i.
- n: numero total de pontos de coleta utilizados no calculo.
- X: somatorio das dareas calculadas entre cada par de pontos
consecutivos.
¢) Tmax (tempo necessario para atingir Cmax): o tempo onde o Cmax é
observado
d) Tip (meia-vida de eliminagdo): Tempo para que a concentracio
plasmatica de um farmaco seja reduzida a metade. Calculada pela

equagio:
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0,693
by = K
e

- ty/2: meia-vida de eliminagéo do farmaco.

- K,: constante de eliminagdo obtida pela regressdo log-linear da fase

terminal.

e) Ke(constante de eliminagfo): fragdo da droga removida do corpo por

unidade de tempo calculada pela equacéo:

0,693

¢ t1/2

3 Resultados e discussio
3.1 Desenvolvimento da técnica (parametros do sistema LC-MS/MS)

A férmula molecular da olmesartana (C24H26NsOs) apresenta diferengas estruturais
relevantes em relagdo a molécula utilizada como padrio interno, a candesartana (Cs3sH34NeOs).
Essas distingdes fisicas e quimicas refletem-se diretamente nos parametros de transi¢do
utilizados para a andlise em LC-MS/MS, que estdo detalhados na tabela 01. Tais pardmetros
incluem a sele¢@o dos ions precursores (Q1) e produtos (Q3), bem como os potenciais aplicados

para promover a fragmentagdo e transmiss@o i6nica no espectrometro de massas

Tabela 01- Parametros de transicdo idnica (Q1/Q3) e potenciais otimizados do espectrometro de massas
para olmesartana e candesartana

Parametro Olmesartana Candesartana
Massa Q1 (m/z) 447.242 441.220
Massa Q3 (m/z) 190.100 263.200
Potencial de desagrupamento (V) 81 21
Potencial de entrada (V) 10 10
Energia de colisio (V) 75 21
Potencial de saida da célula de colisio (V) 20 12

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026
Legenda: m/z — Relagdo massa/carga; V — Volt

Além das transi¢cdes especificas para cada analito, foram também otimizadas as
condi¢des da fonte de ionizagdo, fundamentais para a eficiéncia e estabilidade na formagéo dos
ions. Os parametros da fonte de ionizag¢do estdo presentes na tabela 02. Os parametros em
questdo foram otimizados para melhorar a fragmentacdo das moléculas nas transigdes utilizadas

conforme demonstrado na figura 01.
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Tabela 02- Parametros operacionais da fonte de ionizacéio e condi¢cdes do espectrometro de massas

utilizados nas analises no decorrer do estudo

Parametro Valor
Gas de nebulizagio 55
Gas auxiliar 45
Gas de cortina 35
Dissocia¢io ativada por colisdo 4
Voltagem da fonte de ions 5500V
Temperatura da fonte 650 °C

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026
Legenda: °C — graus Celsius; V- Volt

Figura 01 - Espectros de massas de olmesartana e candesartana com seus ios precursores/produto e suas

respectivas estruturas moleculares
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A- Olmesartana com ion precursor 447.2 e ion produto 190.1

B- candesartana com ion precursor 441.2 e ion produto 263.2

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026

3.2 Testes da validacao e resultados gerais dos testes

3.2.1 Seletividade

Nenhuma das amostras apresentou pico interferente no tempo de reteng¢do do ativo ou
padrdo interno (Figura 2). O pico interferente do analito € caracterizado por um sinal no tempo

de retencdo do ativo com area >20% da resposta do analito no LIQ. J& o pico interferente do
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padrdo interno corresponde a sinais proéximos ao seu tempo de retengdo com area >5% da
resposta do PI.

Figura 02 - Cromatogramas de olmesartana (A) e candesartana (B) para as amostras branco,
LIQ e PI conforme teste de seletividade

A B

T R A UYL el Branco

LIQ

PI

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026

Legenda: LIQ — Limite inferior de Quantificag&o; PI — Padr&o interno
3.2.2 Efeito matriz

O fator de matriz normalizado por PI foi em média de 1,98 para amostras de CQA; 1,87
para amostras de CQA + farmacos concomitantes; 2,21 para CQB; e 2,09 para CQB + farmacos
concomitantes. O coeficiente de variagdo para o FMN foi de 8,5%. Os resultados das amostras

de CQA e CQB em solugdo apresentaram area de analito nas concentragdes do CQA e CQB
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menor que amostras extraidas em plasma devido a um efeito matriz positivo, conforme

demonstradas na tabela 03.

Tabela 03 - Média das dreas em soluciio e em plasma dos controles CQA e CQB

Média da area do

Amostra . Média da area do PI
analito
Amostras em solucio CQA 776206 1.286.114
§ CQB 2896 1.387.776
CQA 1453058 1.215.322
CQA +FC 1383910 1.223.786
Amostra em plasma CQB 5886 1.277.511
CQB + CC 5390 1.236.900

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026
Legenda: FC - Farmacos concomitantes; CQB - Controle de Qualidade de baixa Concentracio; CQA - Controle
de Qualidade de Alta Concentragio

Os resultados obtidos atenderam aos critérios de aceitagdo da legislagdo, apesar de a
matriz plasmatica influenciar com aumento de area para o analito. Embora tenha havido
aumento do sinal analitico, a curva de calibragdo preparada no plasma seria suficiente para
conter com sucesso a variacdo devido ao efeito da matriz, ndo ocasionando interferéncia na

técnica.
3.2.3 Linearidade e sensibilidade

A avaliagdo da linearidade e sensibilidade da técnica analitica foi realizada a partir da
analise dos resultados das curvas de calibragdo (tabela 04) com 8 niveis de concentragdo (2 a
2.000 ng/mL), com ponderagdo 1/x2, 1> médio de 0,996347 construidas para a olmesartana em
matriz plasmatica. No limite inferior de quantificagdo (LIQ), os resultados obtidos para a
precisdo e exatidao foram de 12,38% e 5,00%, respectivamente, confirmando a adequagdo da

técnica para detecgdo em baixas concentragoes.
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Tabela 04 — Valores observados para olmesartana em ng.mL! nas equacdes das curvas de calibragiio e
seus respectivos coeficientes de correlagio linear

LIQ 2 3 4 5 6 7 LSQ C.A C.L R
212 529 4759 20074 532.03 104725 154539 2062.70

CCl1 € € € e e e € € 0.000583 0.000135 0.997020
197 4.96* 4805 19931 49537 97419 1717.82 2021.97
222 521 5027 20542 5356'51 91246  1694.86 206537

cC2 e e e e 5876 e e e 0.000313  0.000073  0.994540
191 569 4847 209.64 A 946.56 157081 2137.73
2.18 548 47.05 20294 537.62 93390 167423 2117.63

CcC3 e e e e e e e e 0.000794  0.000286  0.994990
197 514 5323 19970 524.06 1003.69 1569.99 1977.25
219 529 4894 20592 54336 1010.63 155573 2005.15

cC4 e e e e e e e e 0.000792  0.000209  0.996396
187 615 5050 19445 53079 94759 157032 2017.43
202 636 4940 19370 536.58 986.82 157098 1929.81

cC5 e e e e e e e e 0.000815  0.000109  0.997602
193 6.15 4857 199.12 54925 94890 1629.64 1891.71
196 646 4940 20179 52217 93522 165578 1869.77

CC6 e e e e e e € € 0.000701  0.000194 0.997532
198 609 5098 19872 54034 999.14 1552.66 186133

Média 203 576 4937 20095 53155 97095 1609.02 199649 0.000666 0.000168 0.996347

CV% 591 868 342 229 270 4.08 3.84 4.66 28.98 45.83 0.13

Dfos/:;o 150 -4.00 -126 048 631  -291 056  -0.18 - - -

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026

Legenda: *- ponto desativado; CC — Concentragéo observada na Curva de Calibragdo; CV% - Coeficiente de
Variacdo Percentual; LIQ — Limite Inferior de Quantificacdo; - LSQ — Limite Superior de Quantificagdo; CA —

Coeficiente Angular; CL — Coeficiente Linear; R?— Coeficiente de determinagéo

Substituindo os valores obtidos nas equacdes de calibracdo, a equacao da reta para a

olmesartana foi determinada como:

Y =0.000666x + 0.000168

onde Y representa a razdo de areas (analito e padrdo interno) e X a concentracao

plasmatica da olmesartana. O coeficiente de correlagdo (r> = 0,996347) demonstra boa correlagéo

linear entre as variaveis, evidenciando a robustez da técnica analitica para quantificagdo do farmaco em

matriz bioldgica.

A boa linearidade ¢ a elevada sensibilidade obtidas refletem diretamente nos pardmetros de

precisdo e exatiddo intra e intercorrida apresentados na tabela 05, garantindo que os valores medidos

foram consistentes e proximos aos reais em diferentes concentragdes ¢ condigdes de analise. Dessa
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forma, a técnica mostrou-se confiavel tanto para analises repetidas em um mesmo ensaio quanto em

ensaios independentes.

Tabela 05- Precisdo e exatidio para olmesartana intracorridas e intercorridas de trés corridas analiticas

Concentracio (ng.mL™") ]'é? C(%B (CIJOQOI};I) (i%'g) (gz%g)

Concentragéo Corrida 1 2.09 6.40 983.51 1516.31  2921.38
CV (%) 12.92 4.38 4.38 1.63 1.96
Desvios (%) 4.5 6.67 -1.65 -5.23 -8.71

Concentragio Corrida 2 2.26 5.71 938.22 1564.72  3144.18
I“‘g‘i"g“a CV (%) 10.18 7.88 5.94 2.69 3.29
Desvios (%) 13.00 -4.83 -6.18 -2.21 -1.74

Concentragéo Corrida 3 1.94 6.13 909.56 1601.54  3055.05
CV (%) 11.34 6.69 4.25 1.89 6.37
Desvios (%) -3.00 2.17 -9.04 0.10 -4.53

Concentracdo média 2.10 6.08 943.76 1560.86  3040.20
I“t(‘:lr:"lr ;;da CV (%) 12.38 7.57 5.68 3.05 5.11
Desvios (%) 5.00 1.33 -5.62 -2.45 -4.99

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026

Legenda: LIQ — Limite Inferior de Quantificacdo; CQB — Controle de Qualidade Baixo; CQM — Controle de
Qualidade Médio; CQA — Controle de Qualidade Alto; CQD — Controle de Qualidade de Diluigdo; CV —
Coeficiente de Variagio;

3.2.4 Estabilidades

Os testes de estabilidade realizados no estudo mostraram que nenhuma degradagdo ou
instabilidade foi observada quando as amostras foram armazenadas nas condi¢des descritas na
tabela 06. Os desvios (%) obtidos estavam dentro dos critérios de aprovacdo de 15%. Portanto,

os ensaios demonstraram a adequag@o para aplicagdes em estudos farmacocinéticos.

Tabela 06- Dados da estabilidade de olmesartana para ECCD, ECD, EPP e ELD

Média das
R
(ng.mL™")

ECCD (6 ciclos) ggg 1669288 101-9627
ECD (16.05 horas) ggg 14;3-311 :Z:g%)
EPP (71.13 horas) ggg 1467.‘1‘462 27 .3834

T ——

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026
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Legenda: CQB — Controle de Qualidade Baixo; CQA — Controle de Qualidade Alto; ECCD — Estabilidade de
Ciclos de Congelamento e Descongelamento; ECD — Estabilidade de Curta Duragéo; EPP — Estabilidade Pos
Processamento; ELD — Estabilidade de Longa Duracéo

3.2.4.1 Estabilidade de solucdo padrdo em solucéo

A estabilidade de armazenamento das solugdes do ativo e padrao interno foi verificada
por um periodo de 13 dias e a estabilidade de uso foi de 07.05 horas. Os valores obtidos sio

apresentados na tabela 09.

Tabela 9 — Dados da estabilidade de olmesartana e candesartana para solucio padrio em metanol 50%

Solucdes primarias (razio das areas) Solucdes de trabalho (razdo das areas)
Sol. 1* uso Sol. 12 Sol. 12 Sol. 12 Sol. Sol. Sol. trabalho Sol. trabalho
trabalho trabalho
+ PI recente + armaz. + recente + armaz. + PI recente + PI
uso + PI recente +
recente Pl uso PI recente PI armaz. recente armaz.
recente PI uso
Média 1.045805 1.023925 1.044296 1.033559 0.004740 0.004520 0.004324 0.004379
CV (%) 0.31% 1.38% 0.55% 1.62% 10.66% 2.19% 1.33% 1.42%
Desvio
(%) 2.14% 1.04% 4.87% -1.26%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026
Legenda: 1* — Priméria; armaz. — Armazenamento; PI — Padrdo Interno; Sol. - Solucdo

Os valores se encontram dentro da faixa de aprovagdo esperada, com desvio inferior a
10% de suas respostas e comparacdo com as respostas das solugdes recentes. Portanto as

solugdes encontram-se estaveis no intervalo avaliado
3.3 Dados farmacocinéticos

O estudo de bioequivaléncia tem como objetivo verificar se o tratamento teste de
olmesartana medoxomila é bioequivalente, ou seja, apresenta a mesma taxa e extensdo de
absorc¢do que o tratamento comparador quando administrados em sujeitos sadios sob condi¢do
de jejum. O desenho planejado do estudo é: monocéntrico, aberto, cruzado, randomizado,
prospectivo, com dois tratamentos (A e B), 2 sequéncias (AB e BA) 1 subgrupo, 2 periodos e
dose tnica. A curva concentragdo plasmatica média x tempo de uma dose de 40 mg do
medicamento e os parametros farmacocinéticos do medicamento comparador estdo
apresentados na imagem 02 e tabela 10 respectivamente. Os dados farmacocinéticos referentes
ao medicamento teste ndo foram incorporados ao estudo em questdo, tendo em vista que o
patrocinador responsavel optou por ndo conceder autorizagdo para a divulgacdo dessas

informagdes no contexto da referida publicacdo.
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Imagem 02: Curva de concentracio plasmatica média (ng.mL!) versus tempo (h) apés administracio de
uma dose tinica de comprimido revestido de olmesartana 40 mg em 44 voluntirios de ambos os sexos
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026

Tabela 10- Parametros farmacocinéticos apés administracio de uma dose tinica de comprimido revestido
de olmesartana 40 mg em 44 voluntirios de ambos os sexos

Fz'lrmaco Estatistica Cmax ASC 0-t Tmax T1/2 Kel
(ng.mL")  (h.ng.mL")  (h) (h)y  (LhY

Média 846.28 5265.88 227 1001 0.07

geométrica

Comparador Média 891.17 5471.41 267 1050  0.07

Minimo 452.49 294731 100 599 0.3

Maximo 1646.86 9385.39 1200 1994 0.12

CV (%) 33.08 27.92 7405 32.87 2935

Fonte: Elaborado pelo autor )
Legenda: Cpax - Concentragdo Plasmatica Maxima Observada; ASC (.- Area Sob a Curva de concentragéo

plasmatica de zero até o ultimo tempo quantificavel; Tmax - Tempo para atingir a concentragdo maxima; Ty, -
meia-vida de eliminagéo; K¢ — Contrante de Eliminagdo

O perfil grafico da concentragdo plasmatica versus tempo da imagem 2 apresentou o
comportamento tipico observado para farmacos administrados por via oral, caracterizado por
uma fase inicial de absor¢cdo com aumento progressivo das concentra¢des plasmaticas até
atingir concentra¢do maxima, seguida por uma fase de declinio relacionada aos processos de

distribuicdo e eliminagdo do farmaco
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4 Conclusao

A técnica desenvolvida para a quantificacdo de olmesartana em plasma humano por LC-
MS/MS demonstrou ser simples, rapida, sensivel e reprodutivel. Os parametros de validagdo
atenderam aos critérios estabelecidos quanto a linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade e
efeito matriz. Os estudos de estabilidade confirmaram que tanto as amostras plasméticas quanto
solugdes em metanol 50% permanecem estaveis sob as condig¢des avaliadas, garantindo a
confiabilidade dos resultados obtidos. Além disso, o tempo de corrida foi reduzido em relagéo
a técnicas previamente descritas, o que contribui para maior agilidade e eficiéncia nas analises,
sem comprometer a qualidade dos resultados. Dessa forma, a técnica validada mostrou-se
adequada para aplicagdo em estudos de bioequivaléncia, possibilitando a andlise segura e

eficiente da olmesartana em diferentes condigdes experimentais.
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