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RESUMO

O método de losartana 50 e 100 mg para comprimido revestido foi versionado pela farmacopeia
United States Pharmacopeial e foi avaliado perante validacao parcial. Métodos analiticos compendiais
ndo requerem validagdo completa, entretanto, antes de sua implementacdo, devem existir evidéncias
documentadas de sua adequabilidade nas condi¢des operacionais do laboratoério. A adequabilidade do
método compendial foi verificada por meio da andlise de seletividade, precisdo, exatiddo e robustez.
Os resultados comprovaram que o método € capaz de separar, identificar e quantificar as impurezas e
produtos de degradagdo do ativo, possui sensibilidade suficiente para quantificar as impurezas
especificas e inespecificas desde o seu limite de quantificagdo, € preciso e exato na faixa especificada
e apresenta robustez em termo de estabilidade de solugao.

Palavras-chave: Seletividade; Precisdo; Exatiddo; Robustez.

ABSTRACT

The method of losartan 50 and 100 mg for coated tablets was versioned by the United States
Pharmacopeial and was evaluated for partial validation. Compendial analytical methods do not require,
complete validation, however, prior to implementation, there must be documented evidence of their
suitability under laboratory operating conditions. The adequacy of the compendial method was verified
through the analysis of selectivity, precision, accuracy and robustness. The results proved that the
method is capable of separating, identifying and quantifying the impurities and degradation products
of the active, has sufficient sensitivity to quantify the specific and non-specific impurities from its
quantification limit, is precise and accurate in the specified range and presents robustness in terms of
solution stability.

Keywords: Selectivity; Precision; Accuracy; Robustness.
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1. INTRODUCAO

A necessidade de garantir a qualidade de medi¢des quimicas na industria farmacéutica requer
perante a legislagdo a utilizagdo de métodos analiticos cada vez mais robustos e bem validados para
garantirem resultados precisos para a seguranca do produto a ser fabricado e comercializado.

Uma andlise quimica consiste na aplicacdo de uma série de processos para identificagdo ou
quantificagdo de um analito presente em uma amostra. Tais analises podem ser por espectrometria no
infravermelho, visivel e ultravioleta; espectrometria de absorc¢ao atdmica, molecular ou de fluorescéncia;
espectrometria de massa; espectrometria de raio X; espectro-analiticos, eletroanaliticos; termoanaliticos,
cromatograficos entre outros e sdo realizados em principios ativos e excipientes.

A crescente demanda e busca por medicamentos cada vez mais efetivos traz a preocupagao na
seguranca destes produtos para seus usuarios. A pureza ¢ um dos principais atributos de qualidade em
matérias primas e produtos finais nas farmacéuticas, ja que a identificagdo e determinagao quantitativa
de impurezas podem ajudar a controlar ou minimizar o risco de efeitos adversos de medicamentos. Neste
sentido, para identificagdo e quantificagdo de impurezas e produtos de degradagdo torna-se necessario
empregar-se métodos de comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade.

Os métodos da rotina laboratorial podem ser desenvolvidos no local ou por farmacopeias e sao
versionados e revisados internamente sempre que necessaria modificacdes e atualizagdes nas analises.

A revisdo periddica de produtos deve ser realizada para todos os medicamentos registrados com o
objetivo de verificar a consisténcia dos processos produtivos, a adequabilidade das especificagcdes em
uso para matérias primas e produto acabado e permitir a identificacdo de tendéncias e de possivel
necessidade de melhorias no produto ou processo.

Conforme Resolugio RDC n° 17/2010' todas as empresas devem ter estabelecido procedimentos
escritos para realizag¢do das revisdes periodicas de produto, ter definido a forma de obtengdo dos dados
a serem utilizados e apresentar cronograma das revisdes que serdo preparadas durante o ano, com base
em critérios previamente estabelecidos.

Conforme paragrafo tnico do artigo 209 da RDC n° 17 de 16 de abril de 2010!, métodos analiticos
compendiais ndo requerem validacdo, entretanto antes de sua implementacdo, devem existir evidéncias
documentadas de sua adequabilidade nas condi¢cdes operacionais do laboratério; onde deve-se
demonstrar resultados confiaveis e adequabilidade a sua finalidade de forma documentada.

O método de losartana 50 e 100 mg para comprimido revestido foi versionado pela farmacopeia
USP — United States Pharmacopeial, entdo serd avaliado perante validag¢do parcial. Os pardmetros a
serem avaliados na validagao deste método sao exatidao, precisao repetibilidade, precisao intermediaria

seletividade e robustez.
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1.1. OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo especificar as diretrizes para a adequabilidade da metodologia
analitica compendial de impurezas organicas para losartana potassica 50 e 100 mg comprimido revestido
garantindo, através de estudos experimentais e balango de massas a determinacdo do conteido de
substancia ativa e impurezas presente nos comprimidos, de forma que o método atenda aos parametros
analiticos estabelecidos e assegure a confiabilidade dos resultados pela técnica de cromatografia liquida

de ultra pressao — UPLC.

OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como principal objetivo executar os experimentos do método analitico de
impurezas organicas para losartana potassica 50 e 100 mg comprimido revestido, provando através da
validacao parcial que este se encontra apto para quantificagdo das impurezas especificas e inespecificas

dentro dos limites especificados.

OBJETIVO ESPECIFICOS

Analisar a capacidade de separagdo, identificacdo e quantificagdo das potenciais impurezas ¢
produtos de degradagdo do ativo por meio da analise de seletividade.

Analisar a precisao e exatidao na faixa de quantificagao.

Analisar a sensibilidade para quantificagao das impurezas desde seu limite de notificagao.

Analisar a robustez para pequenas e deliberadas alteragdes que podem ocorrer na rotina

laboratorial.

1.2. JUSTIFICATIVA

A adequabilidade do método compendial sera verificada por meio da comprovacao de que o
método ¢ capaz de: separar, identificar e quantificar as impureza e produtos de degradagdo do ativo; de
que o método € preciso e exato na faixa especificada; de que o método possui sensibilidade suficiente
para quantificar as impurezas especificas e inespecificas desde o seu limite de quantificacao e de que o
método € robusto na rotina laboratorial conforme exigido no artigo 8° da RDC no 166 de 24 de Julho de

2017.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Losartana potdssica ¢ uma substancia quimica ativa de formula molecular C22H22CIKNgO e
estrutura quimica conforme a Figura 1. E um anti-hipertensivo sintético potente popularmente
conhecido no tratamento de hipertensao que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. Por esta razao,

¢ cada vez mais usado no combate a morbidade cardiovascular.?

Figura 1. Estrutura quimica da Losartana Potassica.

A losartana potassica possui mecanismo de antagonizar a acdo da angiotensina Il por meio do
bloqueio especifico de seus receptores, subtipo AT 1 resultando na inibigdo da vasoconstri¢do e
diminuicio da sintese da aldosterona.’

Na industria farmacéutica Prati-Donaduzzi encontra-se losartana potassica como produto final 50
e 100 mg em comprimidos revestidos.

Para producao deste medicamento é necessario realizar no controle de qualidade uma série de
analises que assegurem a conformidade do produto acabado com as suas respectivas especificacoes,
garantindo as caracteristicas consistentes e reprodutiveis do medicamento, de forma a assegurar
similitude dos efeitos farmacodindmicos em todos os pacientes.

Para garantir a seguranca e qualidade de um farmaco, a pureza da substancia ativa farmacéutica
torna-se um ponto essencial. Nas diversas etapas da produ¢ao de um farmaco, pode ocorrer o surgimento
de impurezas, e surgirem impurezas por influéncias ambientais, como temperatura, umidade, pH, luz,
gases, oxigénio, gas carbonico. Esses fatores podem transformar a substancia ativa em produtos de
degradacdo, que sdo menos eficazes que o ativo e podem até causar efeitos colaterais, prejudicando a
seguranca do medicamento. Portanto, o ideal ¢ que o ativo seja o mais puro possivel e que a porcentagem
de impurezas e produtos de degrada¢io sejam minimas.*

Uma impureza no medicamento ¢ qualquer componente que ndo seja a substancia ou um excipiente
do medicamento. Em um produto farmacéutico, uma impureza ¢, em primeiro lugar, uma questdo de
qualidade, ja que potencialmente comprometer a eficacia deste. Qualquer impureza presente em um

medicamento deve ser totalmente entendida, tanto qualitativa quanto quantitativamente. As impurezas
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farmacéuticas sdo inevitaveis porque nenhuma reagao quimica tem 100% de seletividade e nenhum
composto quimico é 100 % estavel.*

Considerando que os métodos compendiais podem nao abranger todas as possiveis formulacdes
de um medicamento, a aplicabilidade do método compendial para a formulagdo de cada empresa em
particular deve ser demonstrada, garantindo que nao ha nada no produto que interfira no método ou que
afete seu desempenho. Deve-se também comprovar que as impurezas que seriam esperadas a partir da
rota de sintese ou da formulacao sao controladas pelo método. Informacdes para demonstrar que o
método analitico compendial ¢ adequado para o medicamento ou matéria-prima sob condi¢des reais de
uso devem estar disponiveis.

Os testes necessarios para a avaliagdo da adequabilidade de métodos compendiais variam de
acordo com complexidade do método e do material a ser analisado. Embora nao seja necessario repetir
todos os parametros normalmente realizados na validagao de métodos analiticos, alguns parametros
podem ser utilizados para avaliagdo da adequabilidade de métodos compendiais nas condicdes reais de
uso. Informacdes sobre a especificidade, precisdo e estabilidade da solu¢do da amostra devem ser
incluidas.!

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis, este deve passar por uma
avaliacdo denominada valida¢do. Tem por finalidade assegurar a credibilidade da analise durante o uso
rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como o processo que fornece uma evidéncia documentada
de que o método realiza aquilo para o qual é indicado a fazer.’

Para validagdo de metodologias analiticas, deve-se utilizar equipamentos qualificados e calibrados.
Os parametros de validagdo e seus respectivos critérios de aceitacdo devem ser definidos de acordo com
as caracteristicas do analito e da natureza do método.®

Em andlises de substancias relacionadas verifica-se exatiddo, precisao repetibilidade, precisdo

intermediaria, seletividade, linearidade e intervalo, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros a serem considerados na validacio analitica.

Teste de Doseamento
Impurezas -dissolugdo (quantificacéo)
Parimetro Avaliado Identificacio
-uniformidade de contetddo
Quantitativo Ensaio Limite

-poténcia
Exatiddo ndo sim néo Sim
Precisdo Repetibilidade ndo sim néo Sim
Precisdo Intermedidria ndo sim néo sim
Seletividade @ sim sim sim sim
Limite de Detecco ndo ndo & sim nio
Limite de quantificagéo ndo sim néo nio @
Linearidade ndo sim néo sim
Intervalo ndo sim néo sim

(1) Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, ndo € necessario conduzir a precisao
intermediaria. (2) Nos casos de ensaios de identificacdo, pode ser necessaria a combinacao de dois ou
mais procedimentos analiticos para atingir o nivel necesséario de discriminagdo. (3) Pode ser necessario

em alguns casos.

A seletividade relata a capacidade do método de identificar ou quantificar o analito na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como diluente e impurezas, garantindo a pureza
dos picos cromatograficos. Para métodos quantitativos a seletividade deve ser demonstrada por meio da
comprovagao de que a resposta analitica se deve exclusivamente ao analito, sem interferéncia do
diluente, da matriz e de impurezas. A utilizag¢ao de testes de pureza de pico ¢ interessante para demonstrar
que o pico cromatografico é atribuido a um s6 componente.>®

A seletividade deve ser comprovada por analises de degradagao forcada. Caminhos de degradagao
sdo tipicamente reacdes de hidrélise, oxidacdo, fotolise e/ou quimica acido-base. Para forcar essas
reacdes, a IFA ou o produto acabado sdo submetidos a solu¢do sob condi¢cdes de estresse, como as
mostradas na Tabela 2. Para medicamentos bem estabelecidos, algumas dessas informagdes podem ja
estar disponiveis na literatura. O objetivo ndo ¢ degradar completamente a [FA e o produto acabado, mas
fazer com que a degradagdo ocorra em pequena escala, normalmente 10 a 30% de perda de ativo por
ensaio quando comparado com a IFA e produto acabado ndo degradado. Essa meta ¢ escolhida para que
alguma degradagdo ocorram, mas ndo o suficiente para gerar produtos secundarios.” Por essa razio, as
condig¢des e a duragdo podem precisar ser variadas quando a IFA e produto acabado sdo especialmente
suscetiveis a um fator de estresse especifico. Se nenhum produto de degradagado for detectado apods 10
dias sob as condigdes da Tabela 2, a IFA e o produto acabado serdo considerados estaveis. Se a

degradacao for detectavel, mas a sua extensdo for significativamente menor que 10%, entdo os fatores
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de estresse, condigdes de estresse ou duragao podem precisar ser aumentados para identificar e monitorar

os produtos de degradagio.®’

Tabela 2. Condicdes de degradacio forcada aplicadas em estudos de estresse, conforme recomendac¢ao da organizacao
mundial da saaude.!’

Fator de estresse Condigoes Concentracio Periodo

Calor 60 °C 1:1 com diluente 1-10 dias

Umidade 75 % umidade relativa ou Soélido 1-10 dias
maior

Acido 0,1 mol/L HCI 2:1 em 0,1 mol/L HCI 1-10 dias

Base 0,1 mol/L NaOH 2:1 em 0,1 mol/L NaOH 1-10 dias

Oxidacao 3 % de H20» 1:1 em 3 % de H,O» 1-3 horas

Fotolise Lampada de iodeto metélico, 1:1 com diluente 1-10 dias

mercurio, xenonio, ultravioleta
ou fluorescente.
fons metalicos 0,05 mol/L Fe*" ou Cu** 1:1 com solugdo do ion 1-10 dias
metalico

A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com
amostras preparadas conforme descrito no método a ser validado, sendo expressa por repetibilidade,
precisdo intermediaria ou reprodutibilidade e avaliando-se a dispersao dos resultados pelo calculo de
desvio padrio relativo. Para avaliacdo das amostras, estas devem ser preparadas de modo independente.’

A repetibilidade avalia as amostras sob as mesmas condigdes de operagao, mesmo analista e
mesma instrumentacdo, em uma unica corrida analitica. Deve-se utilizar, no minimo, nove
determinagdes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés concentragdes: baixa,
média e alta, com trés réplicas em cada nivel ou seis réplicas a cem por cento da concentragdo do teste
individualmente preparadas.’

A reprodutibilidade deve ser obtida por meio da proximidade dos resultados obtidos em preparo
por analistas e dias diferentes. E aplicavel na padronizagdo de métodos analiticos para inclusdo desses
em compéndios oficiais. Os critérios de aceitagdo devem ser definidos e justificados de acordo com:
objetivo do método; variabilidade intrinseca do método; concentragdo de trabalho e concentracao do
analito na amostra.’

A exatiddo ¢ obtida por meio do grau de concordancia entre os resultados individuais do método
em estudo em rela¢do a um valor aceito como verdadeiro. Deve ser verificada a partir de, no minimo,
nove determinagdes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés concentragdes:
baixa, média e alta, com trés réplicas em cada niveis. As amostras para avaliacdo da exatiddo devem ser
preparadas de maneira independente.’ A exatidio deve ser expressa pela relacdo percentual de

recuperacdo do analito de concentragdo conhecida adicionado a amostra ou pela relacdo entre a
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concentracao média, determinada experimentalmente, e a concentracao teorica correspondente. Deve-se
calcular o desvio padrio relativo para cada concentragdo.>’

A robustez ¢ um parametro realizado no desenvolvimento do método analitico que indica a sua
capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagdes das condi¢des analiticas. Pode ser avaliada
sob os aspectos de variagio de pH da solucdo e diferentes lotes ou fabricantes de solventes™’.

Para validagdo da adequabilidade de método analitico da losartana potassica produto acabado foi
utilizado a técnica de cromatografia liquida. Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos
os equipamentos utilizados da validagao devem estar devidamente calibrados.

A cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC - High Pressure Liquid Chromatography) ¢ uma
técnica fisico-quimica de separagdo que passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados para fins
qualitativos e quantitativos, devido sua grande capacidade de separar e quantificar misturas com um
grande numero de substancias similares em poucos minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e
detectabilidade. A técnica se baseia no equilibrio dos componentes de interesse, entre duas fases
imisciveis: fase estacionaria e fase movel.!!

Os principais componentes dos cromatografos liquido sao um sistema de bombas, um sistema de
injecdo da amostra, a coluna cromatografica, o detector e um sistema que permite registar e fazer o
tratamento da resposta analitica do detector — software e computador.

Essa técnica de separagdo emprega colunas recheadas com uma grande variedade de materiais e
uma fase movel que é eluida sob altas pressdes.!? As fases estaciondrias mais utilizadas em HPLC para
separacao de compostos organicos operam no modo fase reversa e sdo baseadas em silica com grupos
octadecil quimicamente ligados (C18). As fases moveis de fase reversa sdo misturas de metanol: agua,
acetonitrila: agua ou tetraidrofurano:agua com ajuste de seletividade e forga cromatografica da fase
moével para obtengdo de resolucdo adequada de forma que ocorra a separacdo de todos os picos
cromatograficos. A adi¢do de modificadores, como acido férmico, acetato de amonio, ou a utiliza¢ao de
tampoes, ocorre de modo a desfavorecer a ionizagao dos analitos através do ajuste de pH do meio e, com
isso, melhorar suas interacdes com a fase estacionaria.'®

Para validacdo da adequabilidade deste método analitico foi utilizado um equipamento de
cromatografia liquida de ultra pressdo da Waters, modelo Acquity UPLC H-Class Plus, no qual possui um
sistema de bombas quaterndrias, forno para a coluna, sistema de inje¢do automatica e detector de
fotodiodos (PDA) UV-Vis.

Um cromatégrafo liquido de ultra pressio (UPLC) apresenta vantagens com relacdo ao
cromatdgrafo liquido de alta pressdo (HPLC). Como o nome mesmo j4 diz, cromatdgrafo liquido de
ultra pressdo tem uma capacidade maior de suportar altas pressdes, opera com colunas menores € que

possuem particulas de diametro menores, apresenta uma maior sensibilidade de detec¢cdo dos compostos
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presentes na amostra, seu consumo de solvente ¢ relativamente inferior. O equipamento proporciona
maior rapidez e elevada eficiéncia na separa¢io dos compostos. 41316

O sistema de bombas promove a circulacdo da fase mdvel, a um determinado fluxo, ao longo de
todo o sistema cromatografico, podendo ser programado para efetuar a introdugdo dos componentes da
fase movel em proporcdes varidveis, eluicdo em gradiente, ou a uma propor¢do constante, eluicdao
isocratica. A fase moével flui continuamente através do sistema arrastando a amostra injetada, pelo
sistema de injecdo, através da fase estacionaria constituida pela coluna cromatografica. A Figura 2

representa o sistema de bombas do UPLC Waters Acquity UPLC H-Class Plus.

Mixer/Filter

off Seal Wash Pump #3 psi #16 psi /\?) o

4 ST @ ©,
5.00min - ~ k 0.000 mL/min -
@ B,

%

Went Valve
System

Solvent Outlet
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E No Leak

%é
a
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Figura 2. Sistema de bombeamento quartenario de um Acquity UPLC H-Class Plus.

Detectores UV-Vis apresentam alta sensibilidade, ndo sao destrutivos, permitem trabalhar com
gradientes, respondem a uma larga faixa de concentracdo, sdo relativamente insensiveis a variacao de
temperatura e vazao de fase movel.

Detectores de arranjo de fotodiodos (PDA) permitem determinar os espectros das substancias
presentes da amostra no eluente com diferentes comprimentos de onda durante a analise cromatografica.
Esses detectores possibilitaram o desenvolvimento de métodos mais sensiveis e seletivos, sendo
amplamente aplicados as 4reas industrial, farmacéutica e clinica!”!8, A obtengdo de um espectro para
cada tempo de retencdo permite ndo s6 uma verificacdo mais completa a respeito da pureza do pico
cromatografico e consequentemente da eficiéncia da separagio!’ como também uma analise mais rapida,
pois em uma Unica eluicdo todos os cromoforos podem, em tese, ser observados. Na Figura 3 esta

representado um esquema de arranjo de fotodiodos.



Figura 3. Sistema de deteccio por arranjo de fotodiodos em um Acquity UPLC H-Class Plus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material e reagentes

Para execug¢do das analises foi utilizado os equipamentos conforme Tabela 3.

19

Tabela 3. Equipamentos utilizados na industria farmacéutica Prati-Donaduzzi para validacio da adequabilidade.

Equipamento Identificacio Validade/ Calibragao
UPLC Waters CLUO017 02/2019
Estufa ETO19 11/2019
Camara de CF002 11/2019
fotoestabilidade
Balanca analitica WI267 01/2019
Camara Climatica CCO008 01/2019
Titulador Karl Fischer KF001 12/2018

O padrao e as amostras utilizadas estdo apresentados na Tabela 4 ¢ 5, respectivamente.

Tabela 4. Padrao utilizados na validacao.

Insumo Procedéncia Lote Validade
Losartan British Pharmacopeia HIM331 10/2019
Potassium
Tabela 5. Amostras utilizadas na validacao.
Amostra Fabricante Lote Validade
Losartana potassica Zhejiang Tianyu 1036052 04/2021
po matéria prima Pharmaceutical Co. Ltd
Losartana potassica IPCA Laboratories 1031412 04/2023
po matéria prima Limited
Losartana potassica Prati Donaduzzi 18179J 09/2020
50 mg comprimido (Zhejiang)
revestido
Losartana potassica Prati Donaduzzi 18E18G 05/2020

100 mg comprimido

revestido

(Zhejiang)
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Losartana potassica  Prati Donaduzzi (IPCA) 181976
50 mg comprimido
revestido
Losartana potassica Prati Donaduzzi (IPCA) 18A32E
100 mg comprimido
revestido
Placebo 50 mg Prati Donaduzzi 201186/PLES. 01. V03
Placebo 100 mg Prati Donaduzzi 201207/PLES. 01. V09

09/2020

01/2020

03/2020
03/2020

Os reagentes utilizados, estdo apresentados na Tabela 6, possuem grau de pureza HPLC, exceto

o cloreto de ferro III que ¢ grau PA (para analise).

Tabela 6. Reagente utilizados na adequabilidade.

Reagentes Marca Lote Validade
Acetonitrila Merck 1094845 31/01/2022
Acido cloridrico Scharlau 1092144 30/09/2021
Acido fosforico Scharlau 1092147 30/12/2021
Cloreto de ferro I11 Synth 967661 19/10/2020
Fosfato de sodio dibasico Bio-Grade 1037800 30/11/2019
Hidroéxido de sédio Scharlau 1073746 22/05/2023
Peroxido de hidrogénio Neon 1069320 07/10/2020

3.2.Técnica

Cromatografia liquida de ultra pressdo por fase-reversa com deteccdo por absor¢cdo molecular na

regido do ultravioleta/visivel (Waters, Acquity UPLC H-Class Plus)

3.3.Sistema cromatografico

Fase movel:

Tabela 7. Sistema gradiente fase mével.?!

Tempo (minutos) Solugio A (%) Solucio B (%)

0-10 80 - 40 20-60
10-11 40 - 80 60 - 20
11-15 80 20




21

As solugdes de limpeza utilizadas no equipamento foram acetonitrila 10% para o canal coluna e
acetonitrila 70% para o canal de injecdo. Utilizou-se fluxo de 1 mL por minuto, um volume de inje¢ao
de 10 pL. A coluna utilizada ¢ da marca Waters Symmetry, de fase estacionaria C8 (L7), comprimento
de 150 mm, diametro de 3,9 mm e particular de 5,0 pm. A anélise foi realizada a temperature ambiente,
por um sistema de deteccao por ultraviolet visivel, na frequéncia de 2 Hz, em um comprimento de onda
de 250 nm. Para o analito losartana potassica o tempo de retengao aproximado ¢ de 2,5 minutos, sendo

o tempo de corrida da anélise de 15 minutos.?!

3.4.Preparo das solucdes?!

- Solugao A

Acetonitrila e Tampao Fosfato pH 7,0 na propor¢ao 15:85 (v/v).

- Solucao B

Acetonitrila.

- Tampao Fosfato pH 7,0

Dissolveu-se 1,25 g de fosfato de potdssio monobasico e 1,5 g de fosfato de so6dio dibasico em 600
mL de dgua purificada. Transferiu-se esta solugdo para baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se o
volume com agua purificada. Ajustou-se o pH para 7,0 com acido fosforico ou solugdo de hidréxido de
sodio. Homogeneizou-se, filtrou-se em membrana PTFE ou filtro equivalente de 0,45 pm e
degaseificou-se antes do uso.

- Solugdo 4cido cloridrico 0,1 mol.L™!

Transferiu-se 8,5 mL de acido cloridrico, para baldo volumétrico de 1000 mL contendo 500 mL
de agua purificada. Esperou-se resfriar a temperatura ambiente, completou-se o volume com agua
purificada e homogeneizou-se por inversao.

- Solugao hidroxido de sédio 0,1 mol.L"!

Dissolveu-se 4,0 g de hidroxido de sodio em 500 mL de 4gua purifica. Esperou-se resfriar a
temperatura ambiente, transferiu-se esta solucdo para baldo volumétrico de 1000 mL, completou-se o

volume com agua purificada e homogeneizou-se

3.5. Preparo das solucdes padroes e amostras?!

- Solugdo estoque system suitability

Transferiu-se 12 mg de padrdo de losartana potéssica system suitability para um frasco com tampa,
adicionou-se 5 mL de 4gua purificada e 5 mL de solugio de 4cido cloridrico 0,1 mol.L!. Tampou-se,
levou-se o frasco a estufa aquecida a 105 °C por 1 ou 2 horas. Depois deixou-se resfriar a temperatura

ambiente. Transferiu-se quantitativamente o conteiido remanescente para um baldao volumétrico de 50
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mL e adicionou-se 5 mL de solucdo de hidréxido de sédio 0,1 mol.L™! e completou-se o volume do baldo
com 4gua purificada. Ajustou-se o pH desta solugdo para 6,0 com écido cloridrico 0,1 mol.L™.

- Solugdo system suitability

Transferiu-se 7 mL da solugdo estoque system suitability para baldo volumétrico de 10 mL.
Completou-se o volume com acetonitrila, homogeneizou-se e filtrou-se com membrana PTFE de 0,45
pm.

- Solugao padrao SR estoque 1 ¢ 2

Transferiu-se 12,5 mg de padrdo de losartana potassica para baldo volumétrico de 10 mL e
adicionou-se cerca de de 5 mL de solugdo A. Levou-se ao ultrassom até a completa solubilizacdo.
Resfriou-se a temperatura ambiente e completou-se o volume do baldo com o mesmo solvente.
Transferiu-se 2 mL desta solugdo para baldao votumétrico de 10 mL e completou-se o volume com
solucdo A. Homozeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 um. [Losartana potéassica] =
250,00 pg/mL

- Solucdo padrao SR 1 e 2

Transferiu-se 1,0 mL da solucdo padrio SR estoque para baldo volumétrico de 100 mL.
Completou-se o volume do baldo com solucao A. Homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de
0,45 um. [Losartana potassica] = 2,50 ug/mL

- Solugao sensibilidade

Transferiu-se 1,0 mL da solugdo padrdo SR para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se o
volume de baldo com solugdo A. Homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 um.
[Losartana potassica] = 0,25 ug/mL

- Solugao estoque emostra

Transferiu-se 10 comprimidos para baldao volumétrico de 500 mL e adicionou-se 250 mL de
solugcdo A. Levou-se ao ultrassom por 15 minutos com eventuais agitagdes. Deixou-se no ultrassom
por um tempo adicional de 10 minutos. Resfriou-se a temperatura ambiente e completou-se o volume
do baldo com a solucdo A. Homogeneizou-se. [Losartana potassica] = 1000,00 pg/mL para
comprimidos de 50 mg e 2000,00 pg/mL para comprimidos de 100 mg.

- Solugdo amostra 50 mg

Transferiu-se 5 mL da solucdo estoque amostra para balao volumétrico de 20 mL. Completou-se
o volume do baldo com solu¢cdo A. Homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pum.
[Losartana potassica] = 250,00 pg/mL

- Solucdo amostra 100 mg

Transferiu-se 2,5 mL da solugdo estoque amostra para baldo volumétrico de 20 mL. Completou-
se o volume do baldo com solu¢do A. Homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pm.

[Losartana potéssica] = 250,00 pg/mL
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- Diluente

Filtrou-se solu¢do A em membrana PTFE do 0,45 pm.

- Solucao controle

Utilizou-se solucdo system suitability, solugcdo sensibilidade e solugdo padrao SR 1 e 2 como

controle.

3.6.Procedimento experimental para adequabilidade do método

As solugdes a seguir sao para executar a adequabilidade do método farmacopeico, por meio da

aplicacdo das analises de seletividade, precisdo, exatiddo e robustez.?’

Seletividade?* 2!

Preparo das solucoes de estresse:

- Estresse acido: HCI 5,0 mol.L"!

Transferiu-se volumetricamente 20,9 mL de acido cloridrico (36-38%) para baldao volumétrico de
50 mL contendo aproximadamente 10 mL de agua purificada. Homogeneizou-se e resfriou-se a
temperatura ambiente. Completou-se o volume do baldo volumétrico com agua.

- Estresse alcalino: Hidroxido de sédio 5,0 mol.L™!

Pesou-se 5 g de hidroxido de sddio para balao volumétrico de 25 mL contendo aproximadamente
10 mL de agua purificada. Agitou-se até completa solubilizagdo e resfriou-se a temperatura ambiente.
Completou-se o volume do baldao volumétrico com agua.

- Estresse oxidativo: H2O2 15%

Transferiu-se volumetricamente 21,5 mL de perdéxido de hidrogénio 35% PA para baldo
volumétrico de 50 mL contendo aproximadamente 20 mL de 4gua purificada. Homogeneizou-se e
resfriou-se a temperatura ambiente. Completou-se o volume do balao volumétrico com agua purificada.

- Estresse ions metalicos: FeCls 0,05 mol.L™!

Pesou-se 0,675 g de cloreto de ferro III hexa-hidratado (MM 270,3 g/mol) para baldo volumétrico
de 50 mL contendo aproximadamente 25 mL de agua purificada. Agitou-se até completa solubiliza¢do

e resfriou-se a temperatura ambiente. Completou-se o volume do baldo volumétrico com agua purificada.

Preparo das solucdes padroes

- Solugdo system suitability, solugdo sensibilidade e solu¢do padrao SR: conforme preparo do
método analitico, item 3.5.

- Solugdo padrao para verificagdo da pureza de pico: utilizar solugdo padrao SR estoque filtrada

em membrana PTFE de 0,45 um.
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Preparo das solucdes estoque seletividade

As solucdes?*?!

a seguir foram preparadas para os fabricantes de losartana potéassica Zhejiang
Tianyu Pharmaceutical Co. Ltd e IPCA Laboratories Limited e Prati Donaduzzi Cia Ltda

- Solugdo estoque IFA

Transferiu-se 100 mg da amostra para baldo volumétrico de 100 mL. Adicionou-se 30 mL de
solucdo A e levou-se ao ultrassom até completa solubilizacdo. Aguardou-se a solugdo retornar a
temperatura ambiente, completou-se o volume com o mesmo solvente, homogeneizou-se por inversao.
[Losartana potassica] = 1000,0 pg/mL.

- Solugao estoque produto acabado

Transferiu-se 10 comprimidos para baldao volumétrico de 500 mL e adicionou-se 250 mL de
solucao A. Levou-se ao ultrassom por 15 minutos com eventuais agitagdes. Deixou-se no ultrassom por
um tempo adicional de 10 minutos. Apds retirada do baldo volumétrico do ultrassom, aguardou-se a
solucdo retornar a temperatura ambiente e completou-se o volume com a solu¢do A. Homogeneizou-se
por inversao. [ Losartana potassica] = 1000,0 pg/mL.

- Solugdo estoque placebo

Transferiu-se quantidade de placebo equivalente a 100 mg (aproximadamente 107,98 mg para 50
mg e 213,83 mg para 100 mg) para baldo volumétrico de 100 mL. Adicionou-se 50 mL de solugdo A e
levou-se ao ultrassom por 15 minutos com eventuais agitagdes. Deixou-se no ultrassom por um tempo
adicional de 10 minutos. Aguardou-se resfriamento a temperatura ambiente ¢ completou-se o volume
com a solucdo A. Homogeneizou-se por inversdo. [Losartana potassicaleq= 1000,0 pg/mL para

comprimido de 50 mg e 2000,0 ng/mL para comprimidos de 100 mg.

Preparo das solucoes de estresse forcado

Estresse acido

- Solugao branco

Transferiu-se 10 mL de solugdo A ¢ 4,0 mL de HCI 5 mol.L"! baldo volumétrico de 20 mL.
Completou-se o volume com solucdo A. Homogeneizou-se e manteve-se a solu¢do em temperatura
ambiente e protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apo6s o tempo de degradagdo, transferiu-se 2,5
mL para baldo volumétrico de 5 mL, neutralizou-se com hidroxido de sddio 5 mol.L! e completou-se
com solugdo A, homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pm.

- Solucao teste IFA, produto acabado 50 e 100 mg e placebo 50 e 100 mg.

Transferiu-se 10 mL da solugdo estoque para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se 4,0 mL
de HCI mol.L"! e completou-se o volume com solugdo A. Homogeneizou-se ¢ manteve-se a solugdo em

temperatura ambiente e protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apos o tempo de degradacgao,
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transferiu-se 2,5 mL para baldao volumétrico de 5 mL, neutralizou-se com hidréxido de s6dio 5 mol.L' e
completou-se com solu¢do A. Homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 um. [Losartana

potassica] = 250,0 ng/mL.

Estresse alcalino

- Solugao branco

Transferiu-se 10 mL de solu¢do A e 4,0 mL de NaOH 5 mol.L! baldo volumétrico de 20 mL.
Completou-se o volume com solucdo A. Homogeneizou-se e manteve-se a solugdo em temperatura
ambiente e protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Ap6s o tempo de degradagao, transferiu-se 2,5
mL para baldo volumétrico de 5 mL, neutralizou-se com HCI 5 mol.L"!, completou-se com solucdo A.
Homogeneizou-se ¢ filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pm.

- Solugao teste IFA, produto acabado 50 e 100 mg e placebo 50 e 100 mg.

Transferiu-se 10 mL da solugdo estoque para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se 4,0 mL
de NaOH 5 mol.L"!' e completou-se o volume com solugdo A. Homogeneizou-se e manteve-se a solu¢ao
em temperatura ambiente e protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apo6s o tempo de degradagao,
transferiu-se 2,5 mL para baldo volumétrico de 5 mL, neutralizou-se com HCI 5 mol.L"!, completou-se
com solu¢dao A. Homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pm. [Losartana potéssica] =

250,0 pg/mL.

Estresse oxidativo

- Solucao branco

Transferiu-se 10 mL de solugao A e 4,0 mL de H>O2 15% baldo volumétrico de 20 mL. Completou-
se 0 volume com solugdo A. Homogeneizou-se ¢ manteve-se a solucdo em temperatura ambiente e
protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apds o tempo de degradacao, transferiu-se 2,5 mL para
balao volumétrico de 5 mL e completou-se com solu¢cdo A. Homogeneizou-se ¢ filtrou-se em membrana
PTFE de 0,45 pm.

- Solugdo teste IFA, produto acabado 50 e 100 mg e placebo 50 e 100 mg.

Transferiu-se 10 mL da solucdo estoque para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se 4,0 mL
de H20; 15% e completou-se o volume com solugdo A. Homogeneizou-se € manteve-se a solucao em
temperatura ambiente e protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apos o tempo de degradacao,
transferiu-se 2,5 mL para baldo volumétrico de 5 mL e completou-se com solu¢cdo A. Homogeneizou-se

e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pm. [Losartana potéssica] = 250,0 pg/mL.

Estresse por ion metalico

- Solucao branco
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Transferiu-se 10 mL de solu¢do A e 2,0 mL de FeCls 0,05 mol.L"! baldo volumétrico de 20 mL.
Completou-se o volume com solucdo A. Homogeneizou-se e manteve-se a solu¢do em temperatura
ambiente e protegida da luz durante o periodo de 24 horas. Apds o tempo de degradagdo, transferiu-se
2,5 mL para baldo volumétrico de 5 mL e completou-se com solucdo A. Homogeneizou-se e filtrou-se
em membrana PTFE de 0,45 um.

- Solugado teste IFA, produto acabado 50 e 100 mg e placebo 50 e 100 mg.

Transferiu-se 10 mL da solugdo estoque para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se 2,0 mL
de FeCl3 0,05 mol.L"! e completou-se o volume com solugdo A. Homogeneizou-se e manteve-se a solu¢ao
em temperatura ambiente e protegida da luz durante o periodo de 24 horas. Ap6s o tempo de degradacao,
transferiu-se 2,5 mL para baldo volumétrico de 5 mL e completou-se com solu¢ao A. Homogeneizou-se

e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 um. [Losartana potéssica] = 250,0 ug/mL.

Estresse fotolitico

- IFA

Pesou-se 300 mg de losartana potéassica para frasco transparente e levou-se a camara de
fotoestabilidade, na posi¢@o horizontal. Retirou-se apds um periodo de 2 ciclos (82 horas) de calibragdao
actinométrica com intensidade de 1,2 milhdes lux/hora.

- Produto acabado

Transferiu-se 20 comprimidos de losartana potassica (50 e 100 mg) para frasco transparente ¢
levou-se a camara de fotoestabilidade, na posi¢ao horizontal. Retirou-se apds um periodo de 2 ciclos (82
horas) de calibracao actinométrica com intensidade de 1,2 milhdes lux/hora.

- Placebo

Transferiu-se quantidade de placebo equivalente a 300 mg para frasco transparente e levou-se a
camara de fotoestabilidade, na posi¢cdo horizontal. Retirou-se apds um periodo de 2 ciclos (82 horas) de

calibragdo actinométrica com intensidade de 1,2 milhdes lux/hora.

Estresse térmico

- IFA

Transferir 300 mg de losartana potdssica para frasco ambar vedado e levar para estufa a uma
temperatura de 60°C por um periodo de 10 dias.

- Produto acabado

Transferir 20 comprimidos de losartana potéssica (50 e 100 mg) para frasco ambar vedado e levar
para estufa a uma temperatura de 60°C por um periodo de 10 dias.

- Placebo
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Transferir quantidade de placebo equivalente a 300 mg para frasco ambar vedado e levar para

estufa a uma temperatura de 60°C por um periodo méximo de 10 dias

Estresse umidade

- IFA

Transferiu-se 300 mg de losartana potéssica para frasco dmbar com tampa aberta e levar para
camara climatica a 40°C e 75% de umidade relativa por um periodo de 10 dias.

- Produto acabado

Transferiu-se 20 comprimidos de losartana potéssica (50 e 100 mg) para frasco ambar com tampa
aberta e levar para camara climatica a 40°C e 75% de umidade relativa por um periodo de 10 dias.

- Placebo

Transferiu-se uma quantidade de placebo equivalente a 300 mg para frasco ambar com tampa

aberta e levou-se para camara climatica a 40°C e 75% de umidade relativa por um periodo de 10 dias.

Preparo das solu¢des apos degradacgdes fisicas (fotolitico, térmico e umidade)

- Solucgao teste IFA

Transferiu-se 100 mg da amostra para um baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se cerca de 30
mL de solu¢do A. Levou-se ao ultrassom até completa solubilizacdo. Aguardou-se resfriamento a
temperatura ambiente e completar o volume com o mesmo solvente. Homogeneizou-se. Transferiu-se 5
mL da solugdo estoque amostra para baldo volumétrico de 20 mL. Completou-se o volume do baldo com
solucao A. Homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pm. [Losartana potassica] =250,0
ng/mL

- Solugdo teste produto acabado 50 mg

Transferiu-se 10 comprimidos de losartana potéssica para um baldo volumétrico de 500 mL, e

adicionou-se cerca de 250 mL de solugdao A. Levou-se ao ultrassom por 15 minutos com eventuais
agitacdes. Deixou-se no ultrassom por um tempo adicional de 10 minutos. Aguardou-se resfriamento a
temperatura ambiente e completou-se o volume com solu¢do A. Homogeneizou-se. Transferiu-se 5 mL
da solu¢do estoque amostra para baldo volumétrico de 20 mL. Completou-se o volume do baldo com
solucdo A. Homogeneizou-se ¢ filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pm. [Losartana potassica] =250,0
png/mL

- Solugdo teste produto acabado 100 mg

Transferiu-se 10 comprimidos de losartana potassica para um balao volumétrico de 500 mL, e
adicionou-se cerca de 250 mL de solucdo A. Levou-se ao ultrassom por 15 minutos com eventuais
agitacdes. Deixou-se no ultrassom por um tempo adicional de 10 minutos. Aguardou-se resfriamento a

temperatura ambiente e completou-se o volume com solugdo A. Homogeneizou-se. Transferiu-se 2,5
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mL da solugdo estoque amostra para balao volumétrico de 20 mL. Completou-se o volume do baldo com
solu¢do A. Homogeneizou-se e filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 pm. [Losartana potassica] =250,0
ng/mL

- Solugdo teste placebo

Transferiu-se quantidade de placebo equivalente a 100 mg (aproximadamente 107,98 mg para 50
mg e 213,83 mg para 100 mg) para um baldo volumétrico de 100 mL, e adicionou-se cerca de 50 mL de
solucao A. Levou-se ao ultrassom por 15 minutos com eventuais agitagdes. Deixou-se no ultrassom por
um tempo adicional de 10 minutos. Aguardou-se seu resfriamento a temperatura ambiente e completou-
se o volume com solu¢do A. Homogeneizou-se. Transferiu-se 5 mL da solugdo estoque amostra para
baldao volumétrico de 20 mL. Completou-se o volume do baldao com solucdo A. Homogeneizou-se e

filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 um. [Losartana potassica] = 250,0 ug/mL

Preparo das solucdes controle

- Solucao branco — controle

Filtrou-se a solu¢do A em membrana PTFE de 0,45 pm.

- Solugdo teste IFA, produto acabado 50 e 100 mg e placebo 50 e 100 mg — controle

Transferiu-se 10,0 mL da solug¢do estoque para baldo volumétrico de 20 mL. Completou-se o
volume com solucdo A e homogeneizou-se. Transferiu-se 2,5 mL para baldo volumétrico de 5 mL e
completou-se com solu¢ao A. Homogeneizou-se ¢ filtrou-se em membrana PTFE de 0,45 um. [Losartana

potassica] =250,0 pg/mL.

Precisiao?*!
A precisao da metodologia analitica foi verificada em dois niveis.

1.  Repetibilidade
Verificou-se através de nove determinagdes contemplando os niveis baixo, médio e alto (0,10%; 0,50%
e 0,60%), compreendendo o intervalo do limite de desconsideracdo a 120% da especificagdo para as
impurezas inespecificas.

2. Precisao Intermediaria
Verificou-se através de uma segunda repetibilidade realizada no mesmo laboratoério, em um segundo dia

e preparado por analistas diferentes.

Impurezas Inespecificas
- Solugdo system suitability, sensibilidade, padrdo SR estoque e controle: conforme método
analitico, item 3.5.

- Solugao amostra 0,10% 1,2 e 3
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Transferiu-se 213,83 mg de placebo para baldo volumétrico de 100 mL mais 1,0 mL da solugdo padrao
SR, completou-se o volume do baldo com diluente. Homogeneizou-se. Transferiu-se 1,0 mL para baldo
volumétrico de 10 mL e completou-se o volume do baldo com diluente. Homogeneizou-se. Filtrou-se
em membrana PET de 0,45 um. [Losartana potassica] = 0,25 pg/mL

- Solucao amostra 0,50% 1,2 e 3
Transferiu-se 213,83 mg de placebo para baldo volumétrico de 100 mL mais 1,0 mL da solugdo padrao
SR, e completou-se o volume do balao com diluente. Homogeneizou-se. Transferiu-se 5,0 mL para baldo
volumétrico de 10 mL e completou-se o volume do baldo com diluente. Homogeneizou-se. Filtrou-se
em membrana PET de 0,45 um. [Losartana potéssica] = 1,25 pg/mL

- Solucao amostra 0,60% 1,2 e 3
Transferiu-se 213,83 mg de placebo para balao volumétrico de 100 mL mais 1,0 mL da solugdo padrao
SR e completou-se o volume do balao com diluente. Homogeneizou-se. Transferiu-se 6,0 mL para balao
volumétrico de 10 mL e completou-se o volume do baldo com diluente. Homogeneizou-se. Filtrou-se

em membrana PET de 0,45 um. [Losartana potéssica] = 1,50 pg/mL

Exatidao?*?!

A exatiddo da metodologia analitica para impurezas organicas serd verificada através de nove
determinagdes contemplando os niveis, baixo, médio e alto (0,10%; 0,50% e 0,60%), compreendendo o
intervalo do limite de desconsideragdo a 120% da especificag@o para as impurezas inespecificas.

Preparo das solugdes analiticas:

- Utilizou-se as mesmas solugdes da analise de precisdo para avaliagdo da exatidao.

Robustez?!

A robustez do método foi avaliada comparando-se o teor da solucdo teste com o método sem
alteracdo e com os métodos com alteragdes. Avaliou-se a pureza do espectro do pico de losartana
potassica assim como a resolucao com os demais picos do cromatograma.

Preparo das solugdes analiticas:

- Solugao system suitability, sensibilidade, padrao SR 1 e 2, amostra e controle: conforme método

analitico, item 3.5.
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3.7.Calculos

Desvio padrao
O desvio padrao (Sinj)) das multiplas injecdes da solu¢do padrdo SR 1 ¢ determinado conforme

Equacgio 1.

Equacgao 1. Desvio padrio.

Na qual A; sdo as areas individuais do pico de losartana potassica obtidas de cada inje¢do da
solugdo padrio SR 1, A é amédia das areas das multiplas inje¢des da solugio padrio SR 1 e n é o nimero

de replicatas.

Desvio padrao relativo

O desvio padrao relativo (DPRiy) € determinado pela Equacio 2.
Sinj
DPRin} = ? * 100%

Equacio 2. Desvio padrio relativo.

Na qual Siyj e A sdo respectivamente o desvio padrdo e a média das 4reas na multiplas injecdes da

solugdo padrdo SR 1.

Fator resposta das solucdes system suitability e controle
O fator resposta de losartana potassica, em unidade de area por micrograma injetado (UA/pug), de
cada inje¢ao da solugdo padrao SR 1 e 2 e da solugdo controle ¢ determinado pela Equacao 3.

_ Ap X FDp X 100

Equacio 3. Fator resposta.

Na qual Ap ¢ a area do pico de losartana potassica, mp € a massa do padrao utilizado no preparo,
FDp € o fator de dilui¢@o da solugdo, Tp € o teor, em percentagem, do padrdo e Viyj é o volume de injegao,

em microlitros, da solugdo padrao SR e controle.

Fator resposta médio da solucio padrio 1

O fator resposta médio da solucdo padrao SR 1 (FRpi1) € determinado pela Equagao 4.
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- * FRpy;
FRpl — Zl_ln P1,i

Equacio 4. Fator resposta médio da solucao padrio 1.

Na qual FRp; sdo os fatores respostas individuais obtidos da solu¢do padrao SR 1 e n € o numero

de injegdes realizadas.

Erro relativo percentual das solu¢des padrao
O erro relativo percentual das solugdes padrao SR (ERPp) é determinado pela Equagao 5.
|ﬁm —F. RP:I

ERP, = 2 X —— X 1009
4 FRpy + FRps

Equacio 5. Erro relativo percentual das solu¢des padrao.

Na qual FRpi é a média dos fatores respostas obtidos a partir das multiplas injecdes da solugio

padrdao SR 1 e FRp: ¢ o fator resposta obtido a partir da solugdo padrdo SR 2.

Fator resposta médio de quantificacio

O fator resposta médio a ser utilizado na quantificacio (FRq) é determinado pela Equagio 6.

- (FRpy + FRyp;)
FRy = 5

Equacio 6. Fator resposta médio de quantificacio.

Na qual FRp; ¢ a média dos fatores respostas obtidos a partir das multiplas inje¢cdes da solugao

padrao SR 1 e FRp> € o fator resposta obtido a partir da solugao padrao SR 2.

Teor das impurezas individual e total na solu¢io amostra

O teor de cada impureza, em percentagem (%), da solucdo teste ¢ determinado pela Equacio 7.

. Aix Cox Tp
T ApxC,

Equacéo 7. Teor de impureza na solu¢do amostra.

Na qual I() é a concentracdo em percentagem, para cada impureza presente na solugdo amostra;
Aj ¢ a area do pico referente a cada impureza no cromatograma da solu¢ao amostra; Cp € a concentracao

do padrao, em mg/mL presente na solugdo padrao SR; Tp € o teor do padrdo, em %, Ap € a area do pico
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de losartana potassica presente na solucdo padrao SR; C. € a concentragdo, em mg/mL, da solucdo

amostra.

A x Cox Tp

ITo =
% ApxC,

Equacéo 8. Impurezas totais da solu¢io amostra.

Na qual IT ) € a concentragdo em porcentagem de impurezas totais presentes na solugdo amostra;
Ajt € a soma das areas dos picos referentes as impurezas obtidas no cromatograma da solugdo amostra;
Cp ¢ a concentragdo do padrao, em mg/mL presente na solugdo padrao SR; Tp € o teor do padrao, em %;
Ap € a area do pico de losartana potassica presente na solugao padrao SR; C, € a concentragdo, em mg/mL

da solugdo amostra.

Fator resposta médio das solugdes controle

O fator resposta médio (FRc) das Solugdes controle ¢ determinado pela Equacio 9.

- FR; + FR
FRC=( .r:12 cz)

Equacéo 9. Fator resposta médio para soluciio controle.

No qual FRc1 e FRc¢> sdo respectivamente os fatores resposta obtido a partir da solugdo controle 1

e 2.

Erro relativo percentual das solugdes controle

O erro relativo percentual das Solugdes controle (ERPc) ¢ determinado pela Equacio 10.

[FR, —FR|
ERP =—— = X 100%
2]

Equacio 10. Erro relativo percentual das solucdes controle.

Na qual FRq e FRc sdo respectivamente os fatores resposta médio de quantificacio e das solucdes

controle.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para execucao do procedimento de adequabilidade, preparou-se as solugdes de limpeza coluna e
injetor, as solugdes A e B para eluicao das andlises, encaixou-se coluna cromatografica e programou-se
o equipamento com os parametros de fluxo, volume de inje¢do, temperatura, comprimentos de onda e

tempo de corrida.

4.1.Seletividade

Conforme o artigo 19 da RDC 166° a seletividade deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenga de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes da
matriz. Para avaliagdo da seletividade aplica-se balanco de massas para verificar se a quantidade de
impurezas formadas durante as degradagdes a que o produto ¢ submetido condizem com o decaimento
do ativo, ou seja se ocorrem formagdes de produtos de degradagdo secundarios; comprovando a exatidao
do método na quantificacdo de impurezas e de sua seletividade, demonstrando a homogeneidade

espectral do ativo.

Avaliacao da homogeneicidade espectral

Avaliou-se a adequabilidade do sistema conforme metodologia analitica.

Estabilizou-se o sistema através de duas corridas cromatograficas nas condi¢des do gradiente.

Injetou-se uma vez a solugdo system suitability para avaliagao do fator de cauda (Fc) do pico de
losartana potassica e para as impurezas, 1-H-dimer e 2-H-dimer. Verificou-se a resolucao entre os picos
dos compostos 1-H-dimer e 2-H-dimer. O fator de cauda (Fc) do pico de losartana potéssica e para os
picos das impurezas 1-H-dimer e 2-H-dimer, ndo devem ser superior a 2,0 e a resolu¢@o entre os picos
dos compostos 1-H-dimer e 2-H-dimer deve ser de no minimo 2,0.

A impurezas 1-H-dimer (5-[4’-({2-Butyl-5-[(5-{4’-[(2-butyl-4-chloro-5-hydroxymethyl-1H-
imidazol-1yl)methyl]biphenyl-2-yl}-1H-tetrazol-1-yl)methyl]-4-chloro-1H-imidazol-1-
yl}methyl)biphenyl2-yl]tetrazol, potassium salt) e 2-H-dimer (5-[4’-({2-Butyl-5-[(5-{4’-[(2-butyl-4-
chloro-5-hydroxymethyl-1H-imidazol-1yl)methyl]biphenyl-2-yl}-2H-tetrazol-2-yl)methyl]-4-chloro-
1H-imidazol-1-yl}methyl)biphenyl2-yl]tetrazol, potassium salt.) sdo dimeros e sdo geradas durante o
preparo da solucdo system suitability, através das condi¢des reacionais que o preparo proporciona. A
estrutura destas impurezas esta demonstradas na Figura 20, sendo que a impureza 1-H-dimer ¢ a

impureza E e a 2-H-dimer ¢ a impureza F da figura.
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Para solucao system suitability adquiriu-se um fator de cauda para o pico de losartana potéassica
igual a 1,24 e para as impurezas especificas 1-H-dimer e 2-H-dimer 1,09 e 1,07 respectivamente.

A resolucdo obtida entre 1-H-dimer e 2-H-dimer foi de 8,63. Esses pardmetros estdo demostrados

na Figura 4.
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Figura 4.Cromatograma e parimetros obtidos pelo sistema empower na solucio system suitability.

Na sequéncia injetou-se uma vez a solucao sensibilidade para verificagdo da razio sinal-ruido. A
razdo sinal-ruido para o pico de losartana potéassica ndo deve ser menor que 10.

A sensibilidade ¢ tratada com base no limite de deteccdo descrito na se¢do VII da RDC 166° onde
estabelece que para métodos instrumentais pode ser determinado pela razdo sinal-ruido e que "deve ser
demonstrado pela obtencao da menor quantidade do analito que pode ser detectado em uma amostra,
porém, nao necessariamente quantificado, sob as condi¢des experimentais estabelecidas"

Para a solucao sensibilidade obteve-se uma razao sinal-ruido de 54,56, demonstrando um resultado

satisfatorio, conforme Figura 5.
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Figura 5. Cromatograma e parametros obtidos pelo sistema empower para solucio sensibilidade.

Atendido os parametros da solugdo sensibilidade, injetou-se seis vezes a solugdo padrdao SR 1. Para
essas replicatas a eficiéncia da coluna para o pico de losartana potassica no cromatograma deve atingir
no minimo 3000 pratos tedricos, o fator de causa (F.) do pico losartana potassica deve ser inferior a 2,0
e o desvio padrao relativo (DPRiy;) das areas do pico de losartana potéssica e o erro relativo percentual
das solugdes padrao SR (ERPp) devem ser inferiores a 5,00%.

Para as seis replicatas da solugdo padrao SR 1 obteve-se para o pico de losartana potéassica 6014
de pratos tedricos, confirmando a eficiéncia da coluna. Obteve-se também um fator de cauda de 1,19,
conforme demostrado na Figura 6. O desvio padrdo relativo adquirido (DPR;y) foi de 0,40 % e erro

relativo percentual das solu¢des padrao SR (ERPp) 1,35 %.
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Figura 6. Cromatograma e parametros obtidos pelo sistema empower para solucio padrio.

Para verificagdo de sinais provindos do diluente, injetou-se um diluente e por analise do seu

cromatograma, Figura 7, confirmou-se que ndo ha interferéncias deste na quantificagdo da losartana

potassica.
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Figura 7. Cromatograma da solu¢ido diluente.

O intervalo de ruido foi estipulado entre 4 e 5 minutos, pois neste intervalo ndo ocorreu absor¢ao
significativa de nenhum pico comparando-se com a solugdo padrio pela ferramenta de Max Plot,

conforme Figura 8. A ferramenta de Max Plot permite e garante que todos os picos e absorbancias da

linha de base sejam visualizados.
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Figura 8. Cromatograma da solucio padrio no max plot no intervalo de 4 a 5 min.

Neste intervalo de tempo, gerou-se o espectro de ruido, noise spectrum, Figura 9, onde fez-se uma
varredura em todos os comprimentos de onda adquiridos. Para aceitacdo de um noise spectrum este nao
deve apresentar forma espectral significante além de ruido aleatério e ndo deve exibir absorbancia
ultravioleta devido a componentes eluidos. Um intervalo de ruido que contenha absorbancia resultaria
em um valor aumentado de peak threshold, fazendo com que o valor de peak angle se distanciasse mais

dele, isso poderia gerar um resultado falso positivo.
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Figura 9. Noise Spectrum

Na faixa de 190 a 210 nm apresenta-se absor¢ao mais elevada do que nos demais comprimentos
de onda, esta absor¢do segundo o Empower® 3 Help?® pode ser ocasionada pelos solventes presentes na
fase movel e diluente, como fosfato de 210 nm e acetonitrila 190 nm, onde ha a recomendacao de se
evitar utilizar esta faixa de absor¢do, devido a uma maior contribuicdo de ruido e variabilidade,
aumentando assim os valores de purity angle e purity threshold. O comprimento de onda foi entdo
estipulado entre 210 e 400 nm, para evitar a interferéncia desses solventes na avaliagdo da pureza de

pico.
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A homogeneidade espectral foi comprovada seguindo as diretrizes do software Empower® 3,2
avaliando-se todas as solucdes padrdes e amostras através da analise da pureza do pico cromatografico,
onde verifica-se se um pico € espectralmente puro comparando-se o valor de purity angle com o de
purity threshold. Quando se obtém valores de purity angle inferiores a valores de purity threshold e as
curvas nao cruzam no purity plot em toda a extensao do pico, este ¢ considerado espectralmente puro.

O Purity Angle ** ¢ uma medigdo do contraste espectral, fornecido pela média ponderada de todos os
angulos de contraste espectral calculados ao longo do pico comparando-se os espectros de cada ponto
coletado no pico integrado com o espectro do apice do pico (referéncia). Um valor mais préximo a zero
indica que o pico estd mais igual ao espectro de referéncia (4pice do pico). Um valor mais distante de
zero (limite de 90) indica que o pico esta mais diferente do espectro de referéncia (apice do pico)

O Purity Threshold **~ Angulo de limite. E o resultado da soma do ruido com a interferéncia que o
solvente causa calculado com base no intervalo de ruido (Noise Interval) selecionado. O valor mostrado
depende do critério de threshold selecionado na aba “Purity” do Processing Method. Trata-se da
incerteza de medicao do software. Este valor € o maior purity angle que pode ser atribuido a ruido, erros
fotométricos (concentragdo alta ou baixa do analito) e contribui¢ao de solvente (métodos em gradiente),

e ndo a uma diferenca verdadeira no formato espectral (coeluicao).

No cromatograma da solucdo padrao foi observado que o sinal analitico de losartana potassica
excedeu a faixa dinamica do detector, Figura 10, sendo que o fabricante recomenda estar na escala de

0,1 a 1 AU. Fora desta faixa, a avaliacdo da homogeneidade espectral ¢ prejudicada devido a perda de

sensibilidade do detector fotométrico.
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Figura 10. Cromatograma da solucio padrao analisado no max plot no CLU017.

Perante esta situagdo, optou-se reduzir o volume de injecao de 10 uL para 1 puLL para o equipamento,

onde o sinal analitico encontrou-se dentro da faixa dinamica do detector, conforme Figura 11.
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Figura 11. Cromatograma do Padrao SQR analisado no Max Plot (1pL) no CLU017

A andlise de pureza de pico e limite de pureza foi realizado em outro equipamento para
comparag¢do. No equipamento CL0O70 foi observado que o padrdo com volume de injecdo de 10 pL
também excedeu a faixa dindmica do detector recomendada. Aplicou-se novamente a redu¢do do volume
de injecdo, de 10 puL para 2 pL, onde 2 pL encontrou-se dentro da faixa de recomendacao do fabricante,
conforme Figura 12, ¢ ficou similar ao perfil apresentado pelo equipamento CLUO17, ideal para

avaliacdo da homogeneidade espectral.
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Figura 12. Cromatograma do Padriao SQR analisado no MAX Plot (2uL) no CL070.

Para averiguacdo da homogeneidade espectral, seguiu-se as recomendagdes do software

Empower® 3%, em que se utiliza o critério limite de AutoThreshold. Feita a injecio da solu¢io padrio
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(contendo a substancia quimica de referéncia) verificou-se angulo de pureza inferior do angulo limite
(purity angle>purity threshold), confirmando homogeneidade espectral.

Na Figura 14 ¢ demonstrado os pardmetros utilizados na avaliacdo da homogeneidade espectral.

Spectral Contrast Parameters
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Figura 13. Parametros de purity.

Para avaliagdo da pureza espectral no equipamento CLUO17 a leitura do padrdo contendo a
substancia quimica de referéncia no volume de 1 pL forneceu um purity angle de 0,048 e um purity
threshold de 0,275. Ja no equipamento CLO70 com volume de inje¢do de 2 uL, forneceu um purity angle

de 0,061 e um purity threshold de 0,259.

Na Figura 14 ¢ Figura 15 sao apresentados os graficos com purity plot das solugdes padrdes e a

auséncia do cruzamento entre linhas caracterizando a homogeneidade espectral do pico.

02 o _ =
:Pu;m N\ -
;Autéf Threshold g

2 0,104 \ —50,00 &

< i \ / N g
. |I ;..- \'. 5
1 \ / N :

0.001— \ = - 710,00

1
2,20 L J— 2,60
PA: 0,048 TH: 0,275
Peak Losartana Potassica
Purity
Auto Threshold

Figura 14. Grafico de pureza da solucio padrao de losartana no CLU017.
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Figura 15. Grafico de pureza da solu¢io padrio de losartana no CL070.

A partir de todas as avaliagcdes conclui-se que todos os parametros da avaliacdo da adequabilidade

do sistema foram atendidos.

O sistema atendeu as condicOes necessarias entdo, avaliou-se todas as solugdes teste IFA, solucoes
teste produto acabado 50 e 100 mg, as solugdes placebo e a solucdes branco. Nessas solugdes foram
verificadas o surgimento de picos de degradagdo, a resolucdo entre os picos, o pico de losartana potassica
em todas as solugdes teste ¢ sua pureza espectral. Também foi avaliado a quantificacao dos produtos de
degradacdo e o teor do pico de losartana potassica frente as solu¢des padrdo controle e decaimento de
area frente a solucdo teste IFA e produto acabado — controle.

As solugdes preparadas nas condicdes I e II, sendo condigdo I preparo com solu¢do A e condigdo
IT preparo com agua, se devem ao fato de ocorrer precipitacao ao realizar as diluicdes com solugdo A
para o degradante oxidativo, sendo necessario a dilui¢do apenas com agua, onde nao foi observado
precipitagdo. Para os degradantes &cido, basico e ion metdlico o mesmo efeito ndo foi observado,
diluindo-se em solugdo A (condic¢ao I) nos baldes intermediario (baldo que permaneceu em degradacao)
e baldao final. Ao comparar os teores obtidos em ambos os preparos ndo foi observada variacao

significativa, indicando que a utilizagao de apenas agua (condi¢do II) ndo interfere na quantificagdo do

ativo, atingindo os parametros de system especificados pelo método.

Nas Figura 16, 17 e 18 sdo apresentados os cromatogramas das amostras controle quimico I,

quimico II e fisicos, sendo estas solugdes utilizadas como referéncia frente aos estresses quimicos e

estresses fisicos.
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Figura 16. Cromatogramas das solucées controle I — Quimicos (acido, basico e ions metalicos): (A) PLA - 50 mg; (B)
PLA - 100 mg. (C) IFA - ZHEJIANG; (D) IFA — IPCA; (E) PA 50 mg — ZHEJIANG (18179J); (F) PA 100 mg —
ZHEJIANG (18E18G); (G) PA 50 mg — IPCA (181976);
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Figura 17. Cromatogramas das solucdes controle II — Quimicos (oxidativo): (A) PLA - 50 mg; (B) PLA - 100 mg. (C)
IFA - ZHEJIANG:; (D) IFA — IPCA; (E) PA 50 mg — ZHEJIANG (18179J); (F) PA 100 mg — ZHEJIANG (18E18G);
(G) PA 50 mg — IPCA (181976); (H) PA 100 mg — IPC
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Figura 18.Cromatogramas das solu¢des controle — Fisicos (foto, térmico, umidade): (A) PLA - 50 mg; (B) PLA - 100
mg. (C) IFA - ZHEJIANG; (D) IFA - IPCA; (E) PA 50 mg — ZHEJIANG (18179J); (F) PA 100 mg — ZHEJIANG
(18E18G); (G) PA 50 mg — IPCA (181976); (H) PA 100.

Resultados de estresse da amostra

As amostras foram submetidas aos ciclos de degradagdes, conforme Tabela 8.

Tabela 8. Tempo de exposi¢io e condicdes de estresse.

Amostra Degradante Tempo de exposi¢ao
Estresse acido HCI 1,0 mol.L! 10 dias
Estresse oxidativo H>02 0,3% 4 dias

Estresse por ions metalicos FeCl; 0,001 mol.L"! 24 horas
Estresse basico NaOH 1,0 mol.L! 10 dias

Estresse fotolitico 1,2 milhdes lux/h 2 ciclos (82 horas)
Estresse térmico 60 °C 10 dias
Estresse umidade 40 °C/75% U.R. 10 dias

Estresse acido

Os resultados obtidos a partir do estresse dcido comprovam que o método proposto € seletivo
para quantificacdo de losartana potéssica, demostrando que a molécula ¢ estavel quando exposta a esta
degradacdo forcada por periodo de 10 dias. Nao houveram formagdes de impurezas com co-eluigdo a

losartana potassica e também nao houve queda no teor das amostras, conforme resultados na Tabela 9.
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Tabela 9.Resultados das amostras submetidas a estresse acido - HCI.

Balanco de

Identificacdo Teor (%) Variacao (%) Impurezas (%) massas (97-103%)
- ()

IFA 1 -1036052

102,76 - 0,02 -
(Zhejiang) - Controle ’ ’
IFA 1-1036052
104,01 1,25 0,27 101
(Zhejiang)—- HC1 1,0 mol.L! ’ ’ ’
IFA1-1031412
101,58 - 0,02 -
(IPCA) - Controle ’ ’
IFA1-1031412 103,75 2,17 0,24 102

(IPCA)- HCI 1,0 mol.L"!
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 101,02 - 0,00 -
(Zhejiang) - Controle
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 103,99 2,97 0,19 103
(Zhejiang)— HC1 1,0 mol.L™!
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 102,35 - 0,00 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 103,83 1,48 0,83 102
(Zhejiang)— HC1 1,0 mol.L!
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 100,68 - 0,12 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 103,34 2,66 0,63 103
(Zhejiang)— HC1 1,0 mol.L!
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 100,67 - 0,10 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 101,53 0,86 0,83 102
(Zhejiang)- HCI 1,0 mol.L!

O cromatograma da Figura 19, se refere ao estresse da amostra PA 1 50 mg — ZHEJIANG — 18179].



45

N

=

:
Dﬂ;grne-_-l-ﬂi%
assica
—I|mpureza 7 -4,216

PDA 250,0 nm { 240-400) nm

- 2,352

Lesartam Potassica-

I
| Imipusern 4

| Impurazs 7

= |1 Hdme
Branm HO

—

| Dl 1
Cimrta 2
| Dt 3

Losartana Fo

[ @ z
o
.

=]
=

1600

=
m

AU
f
i

“t=Hed imer—5-204—

H
Imp
=
e
C
S

Dil

N
DiIL}«EﬂE:

o
{13

| T T T | T T T | T T T | T
8,00 10,00 1200 14,00
Minutes

=1
=
ra
=]
2
m
=

Figura 19. Cromatograma da soluciio amostra PA 1 50 mg — ZHEJIANG - 18179J, exposta a degradacio acida (HCI
1,0 mol/L) durante 10 dias.

Em estudo publicado por Elshanawane et. al (2012),2* investigou-se a estabilidade da losartana a
condi¢des de hidrolise acida, e constatou decaimento em area de cerca de 15,11% do ativo, apds
exposi¢do a HCI 1,0 mol.L"! por 7 dias em temperatura ambiente. O mesmo autor conduziu um outro
experimento em que submeteu a losartana a condi¢des de hidrolise 4cida em HCI 1,0 mol.L™! por 14 dias
sob temperatura de 70 °C. Seus resultados demonstraram um decaimento de area de 87,13% e formagao
de duas impurezas que foram identificadas como: Impureza E e F, conforme Figura 20, sendo que a
formagao de tais impurezas podem ser justificadas via rea¢des de dimerizagao e substituicdo nucleofilica
entre duas moléculas de losartana potassica, através de uma ligacdo entre o atomo de nitrogénio no anel

de tetrazol ao atomo de carbono em 5-metanol no anel imidazdélico produzindo dimero e agua.

\ !
cl HO, ."I.l'I i\ o 4 CHy L || I
MY &= M 9 NN “" N
M, i N=N N i w— N _
|I .I L) II T = .'l .'l
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Figura 20. Estrutura quimica das impurezas especificas E e F (dimeros) da losartana potassica quando
submetida a condicoes de hidrolise acida.
Comparando-se os resultados obtidos com os disponiveis na literatura, verifica-se uma
divergéncia de resultados. Inumeros fatores podem causar essa divergéncia tais como solvente

empregado no estudo de degradagdo forcada, condigdes de temperatura e pressdo, concentracdo de
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reagentes estressantes, tempo de degradacdo, interacdo de excipientes contidos na formulagdao do

produto acabado com o estressante utilizado, entre outros.

Estresse basico

Os resultados obtidos a partir do estresse basico comprovam que o método proposto apresentou
seletividade para quantificacdo de losartana potassica, demostrando que quando exposta a esta
degradacao for¢ada no periodo de 10 dias ndo houve queda no teor das amostras e também nao houveram
formagoes de impurezas e nem indicios de co-elui¢do de picos de impureza junto a losartana potassica,

conforme resultados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados das amostras submetidas a estresse basico - NaOH.

{dendificasao Teor (%)  Variagdo (%) Impurezas (%) masl::;a(gi:((i);%)
IFA1-1 2
(Zhejiang) -Oéf)(l)jrole 102,76 - 0,02 )
(Zhejialllzf—ll\;:(())?}fg,soz molLt 10380 1,10 0,38 101
IFA 1-1031412
(IPCA) - Controle 101,58 - 0,02 ;
IFA1-1031412 101,86 0.8 056 o

(IPCA) — NaOH 1,0 mol.L"!
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 101,02 - 0,00 -
(Zhejiang) - Controle
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 100,80 -0,22 0,70 100
(Zhejiang) — NaOH 1,0 mol.L"!
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 102,35 - 0,00 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 104,71 2,36 0,44 103
(Zhejiang) — NaOH 1,0 mol.L!
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 100,68 - 0,12 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 103,45 2,77 0,43 103
(Zhejiang) — NaOH 1,0 mol.L"!
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 100,67 - 0,10 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2 101,99 1,32 0,46 102
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100 mg — 18A32E
(Zhejiang) — NaOH 1,0 mol.L!

O cromatograma da Figura 21, se refere ao estresse da amostra PA 1 50 mg— ZHEJIANG — 18179J.

1 I.ﬂi o | o —

0,002 o 7 4 .
] S i | i ] g PDA 260,0 nm { 210-400) nm
] i 1'._!. TJ 1,00 %

i 1 a

Q0015 | T o 2.4 2. o=
b i | . 50 - = = |
: §8s| & ] 81 i

ao0io] 51 8 ol 22 S EE

= 7] ol g z | - | | D e P e e P
< ] _% o T 0,00 510 0L £00

] c | | Mirites

{1,005 \ | n N B e
] 1 I|m | [l ) | f
] __.H:_.:'\'-l'l | 1 II
| 85— | N A \/

oo / AR
] .Y %_}"IH.,HW fb g_
o Fay E

-DIEO:E_ T T T | T T T | T T T | T T T | T T _I | T T T | T T T | T
0,00 200 400 5,00 800 10,00 1200 14,00

Minutes

Figura 21. Cromatograma da solucio amostra PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J expostas a degradacio basica (NaOH
1,0 mol/L) durante 10 dias.

Conclusdes semelhantes as observadas neste estudo foram reportadas por Ibrahim et. al (2015)%,
onde as condi¢des de estudo eram NaOH 0,1 mol.L"! sob aquecimento a 80 °C por 3 horas e reportados

24- onde as condicdes de estudo foram NaOH 1,0

em outra publicagdo por Elshanawane et. al (2012
mol.L! sob aquecimento a 70 °C por 14 dias, sendo que em ambas condi¢des a losartana demonstrou-se
estavel por ndo haver decaimento na area do seu pico e nem o surgimento de picos referentes a produtos
de degradacdo. J4 quando elevada a concentragio de NaOH de 0,1 mol.L™! para 0,5 mol.L", sob
aquecimento a 80 °C por 3 horas, Ibrahim et. al (2015)* apresentou decaimento de cerca de 12% do

ativo. Desta maneira, ¢ evidente a tendéncia de degradacdo do ativo quando somadas as varidveis

temperatura e concentracdo do degradante alcalino.

Estresse ions metalicos

Os resultados obtidos a partir do estresse ions metalicos demonstram que o método proposto
apresentou seletividade para quantificacdo de losartana potéassica. Quando exposto pelo periodo de 24
horas a esta degradacdo forgcada por ions metalicos, o teor do ativo ndo decaiu de forma significativa e
nem o teor das amostras. Também nao houveram formacdes de impurezas significativas e nem indicios

de co-eluicao de picos de impureza junto a losartana potassica, conforme resultados na Tabela 11.
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Tabela 11. Resultados das amostras submetidas a estresse por ions metalicos.

Balanco de
massas (97-
103%)

Identificacao Teor (%) Variacao (%) Impurezas (%)

IFA 1-1036052
(Zhejiang) - Controle
IFA 1-1036052 (Zhejiang)—
FeCls 0,05 mol.L!
IFA1-1031412
(IPCA) - Controle
IFA1-1031412
(IPCA) — FeCl3 0,05 mol.L!
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J
(Zhejiang) - Controle
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J
(Zhejiang)-FeCl3 0,05 mol.L!
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G
(Zhejiang)-FeCl3 0,05 mol.L!
Produto Acabado 2
50 mg — 181976
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
50 mg — 181976
(Zhejiang)-FeCl3 0,05 mol.L!
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E
(Zhejiang)-FeCl3 0,05 mol.L!

100,91

100,67

102,09

100,70

101,78

99,58

100,95

100,45

100,03

101,48

99,12

101,73

-0,24

-1,36

-2,16

-0,49

1,45

2,64

0,05

0,07

0,06

0,07

0,02

0,00

0,00

0,00

0,14

0,11

0,08

0,08

100

99

97

100

100

103

O cromatograma da Figura 22, se refere ao estresse da amostra PA 1 50 mg — ZHEJIANG — 18179].
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Figura 22. Cromatograma da solucdo amostra PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J, exposta a degradac¢ao por ions
metalicos (FeCls 0,05 mol/L) durante 24 horas.

Estresse oxidativo

Os resultados obtidos pelo estresse oxidativo demonstram que a molécula do ativo € susceptivel
a esta degradagdo. A losartana potassica foi submetida ao estresse oxidativo pelo periodo de 4 dias,
sendo que ao quarto dia a molécula ainda apresentava seletividade adequada para quantificagdo. Os picos
provenientes da degradagdo ndo coeluem com losartana potéassica. Durante o estudo observou-se que do
periodo do quarto dia para o sexto houve a degradacdo da impureza inespecifica 9 ¢ a formagdo de
produtos de degradagdo secundaria o que impossibilita a continuidade do estudo devido a possibilidade
de interferéncia dos produtos de degradacdo, ndo quantificando apenas os produtos de degradagdo
formados pelo ativo mas também os da impureza inespecifica, podendo assim comprometer a avaliagao

da homogeneidade espectral do ativo. Os resultados desse estresse estdo demostrados na Tabela 12.

Tabela 12.Resultados das amostras submetidas a estresse oxidativo — H20:.

Balanco de
Identificacao Teor (%) Variacdo (%) Impurezas (%) massas (97-
103%)
IFA 1-1036052
101,56 - 0,04 -
(Zhejiang) - Controle ’ ’
IFA 1-1036052 (Zhejiang)
98,72 -2,84 0,53 98
- H202 0,3% ’ ’ ’
IFA1-1031412
100,12 - 0,07 -
(IPCA) - Controle
IFA 1= 1031412 96,67 -3,45 0,47 97

(IPCA) — H202 0,3%
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 99,64 - 0,08 -
(Zhejiang) - Controle
Produto Acabado 1 90,03 -9,61 0,58 91
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50 mg — 18179J
(Zhejiang) — H20:2 0,3%
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 100,36 - 0,06 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 93,21 -7,15 0,47 93
(Zhejiang) — H202 0,3%
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 99,61 - 0,07 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 98,38 -1,23 0,70 99
(Zhejiang) — H202 0,3%
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 99,03 - 0,15 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 100,60 1,57 0,53 102
(Zhejiang) — H202 0,3%

A Figura 23, apresenta os cromatograma referentes a solugdes branco, placebo 50 e 100 mg na

degradagdo oxidativa em H20z 0,3%.

&
.
[

Lt

o i

Figura 23. Cromatogramas das solucdes expostas a degradacio oxidativa durante 4 dias: (A) Branco; (B) PLA - 50
mg; (C) PLA - 100 mg
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A Figuras 24, 25 e 26 apresentam o cromatograma referente a degradacao oxidativa em H>O»

0,3% por 4 dias da solu¢do amostra IFA, PA 50 e 100 mg para o fabricante IPCA. Os cromatogramas

referentes a o estresse oxidativo de 6 dias para as mesmas amostras encontram-se no apéndice.
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Figura 24. Cromatograma da solucio amostra IFA— TPCA exposta a degradacio oxidativa (H202 0,3%) durante 4

dias.
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Figura 26. Cromatograma da solucio amostra PA 100 mg IPCA (18E18G) exposta a degradacio oxidativa (H20:
0,3%) durante 4 dias.

Resultados semelhantes aos observados neste documento foram reportados por Ibrahim et. al
(2015)*, em que averiguou a estabilidade de losartana a oxidagdo em perdéxido de hidrogénio nas
condig¢des de estudo de H>O» 3,0% sob aquecimento a 40 °C por 24 horas, onde obteve um resultados de
decaimento em 4rea de cerca de 6%. Quando elevada a concentra¢do de peroxido de hidrogénio para
30% e mantida as condigdes operacionais (40 °C por 24 horas), evidenciou-se decaimento em area de
cerca de 92% do ativo e aparecimento de inimeros picos de degradagdo em torno do pico da losartana,
desta forma confirmando o carater oxidavel. Esse carater se deve ao grupamento hidroxila (-CH-OH)

presente na molécula gerando grupamento aldeido (-CHO), conforme mecanismo de reagdo apresentado

na Figura 27.
R, . R, R
Radicals 0, ‘
HO—-('IJ-—H —_— HO (08—
[

R, R, R,
Primary and Ketone/Aldehyde
Secondary Alcohols T

R, H. —
e
# 0—¢C Radicals
R, =H
R,
Criegee intermediate
|
1) 0,
R R
1 2]RH / ]
OOH . *
R
Carboxylic Acid Peracid

Figura 27. Mecanismo de reacio de degradacio oxidativa do grupamento funcional alcool a subprodutos de reagao,
tais como: aldeido, cetona e acido carboxilico®®
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Estresse fotolitico

Os resultados obtidos a partir do estresse fotolitico comprovam que o método proposto
apresentou seletividade para quantificagao de losartana potéssica, demostrando que a molécula ¢ estavel
quando exposta a esta degradagdo forcada por periodo de 10 dias. Nao houveram formagdes de
impurezas com co-eluicdo a losartana potassica e também ndo houve queda no teor das amostras,

conforme resultados na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados das amostras em estresse fotolitico

Balanco de
Identificacao Teor (%) Variacdo (%) Impurezas (%) massas (97-
103%)
IFA 1 -1036052
100,34 - 0,00 -
(Zhejiang) - Controle ’ ’
IFA 1,,_ 1036052 100,51 0,17 0,00 100
(Zhejiang) Foto
IFA 1-1031412
100,61 - 0,02 -
(IPCA) - Controle ’ ’
IFA 1- 1031412 98,76 -1,85 0,00 98

(IPCA) - Foto
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 99,34 - 0,00 -
(Zhejiang) - Controle
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 101,35 -2,01 0,00 102
(Zhejiang) — Foto
Produto Acabado 1
100 mg - 18E18G 100,63 - 0,00 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 100,21 -0,42 0,00 100
(Zhejiang) — Foto
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 99,15 - 0,12 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 99,35 0,20 0,00 100
(Zhejiang) — Foto
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 99,38 - 0,08 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 100,04 0,66 0,00 101
(Zhejiang) — Foto
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A Figura 28 se refere ao cromatograma da degradacdo fotolitica da amostra PA 100 mg —

ZHEJIANG-18E18G por 10 dias.
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Figura 28.Cromatograma da solucdo amostra PA 100 mg — ZHEJIANG-18E18G exposta a degradacao fotolitica (2
ciclos de 1,2 milhdes lux/h) durante 10 dias.

Em estudos conduzidos por Seburg R. A. 20067, o autor averiguou a estabilidade da losartana
potassica a condigdes de degradagdo fotolitica. Nestes estudos pode-se concluir que a molécula de
losartana potassica apresentou maior tendéncia a degradacdo quando exposta a radiagdo ultravioleta em
soluc¢do, ocorrendo um aumento da estabilidade da molécula quando disposta em formulagdes de
suspensdo. O autor justifica que a degradagdo da molécula de losartana potassica seja em virtude da
presenga de oxigénio singlete no meio reacional, a qual proporciona a oxidagdo e subsequente destruicao
do anel imidazolico. Além disso, reagdes de cicloadigdo [4 + 2] e [1 + 4] podem ser verificadas, levando
a produtos de degradagao multiplos. Na Figura 29 ¢ apresentado uma proposta mecanistica de formagao

de produtos de degradagdo via reagdo de cicloadicdo [1 + 4] na presenca de oxigénio singlete.
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Figura 29. Proposta de mecanismo de reacdo de degradacio fotolitica da losartana potassica via reacao de
cicloadi¢o [1 + 4] na presenca de oxigénio singlete.?’

Estresse térmico

Os resultados obtidos a partir do estresse térmico comprova-se que o método proposto apresentou
seletividade para quantificagdo de losartana potéassica, demostrando que a molécula ¢ estavel quando
exposta a esta degradacao térmica por periodo de 10 dias. Nao houveram formagdes de impurezas com
co-eluicdo a losartana potassica demonstrando que o ativo ¢ estavel a esta degradacdo, conforme

demonstra os resultados da Tabela 14.
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Tabela 14. Resultados das amostras em estresse térmico

Balanco de
Identificacdio Teor (%) Variagio (%) Impurezas (%)  massas (97-
103%)
IFﬁ& 1-1036052 100,34 _ 0,00 =
(Zhejiang) - Controle
IF% 1- 1036,052. 100,56 0,22 0,00 100
(Zhejiang) — Térmico
IFA 1-1031412 100,61 ) 0,02 -
(IPCA) - Controle
IFA1-1031412 99,57 1,04 0,05 99

(IPCA) — Térmico
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 99,34 - 0,00 -
(Zhejiang) - Controle
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 96,39 -2,95 0,00 97
(Zhejiang) — Térmico
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 100,63 - 0,00 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 100,99 0,36 0,00 100
(Zhejiang) — Térmico
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 99,15 - 0,12 -
(Zhejiang) — Térmico
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 100,18 1,03 0,13 101
(Zhejiang) — Térmico
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 99,38 - 0,08 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 100,13 0,75 0,10 101
(Zhejiang) — Térmico

A Figura 30 apresenta o cromatogramas referente a degradagdo térmica por 10 dias da amostra

PA 50 mg — IPCA - 181976.
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Figura 30. Cromatograma da solu¢do amostra PA 50 mg — IPCA - 181976, exposta a degradac¢ido térmica (60°C)
durante 10 dias.

Em estudos conduzidos por Ibrahim et. al (2015)%°, nas condi¢des de estudo de amostra em estado
solido mantidas em frasco fechado sob aquecimento a 60 °C por 3 dias, a losartana potdssica demonstrou-
se estavel as condicdes testadas, pois ndo apresentou decaimento de teor nem formacgdo de picos

secunddrios, resultados semelhantes aos adquiridos nesta validacao de adequabilidade.

Estresse umidade

Os resultados obtidos a partir do estresse de umidade comprovam que o método proposto
apresentou seletividade para quantificagdo de losartana potassica, demostrando que quando exposta a
esta degradacao forcada em umidade por periodo de 10 dias. Nao houve queda no teor das amostras e
também nao houveram formagdes de impurezas e nem indicios de co-elui¢ao de picos de impureza junto

a losartana potéssica, conforme resultados da Tabela 15.

Tabela 15. Resultados das amostras em estresse por umidade.

Balanco de

Identificacdo Teor (%) Variacdo (%) Impurezas (%) massas (97-103%)
- (

IFA 1-1036052

100,34 - 0,00 -
(Zhejiang) - Controle ’ ’
tra 1~ 1036052 92,55 -7,79 0,02 101°
(Zhejiang) — Umidade
IFA 1-1031412
100,61 - 0,02 .
(IPCA) - Controle
IFA 1-1031412
92,65 -7,96 0,04 101°
(IPCA) — Umidade ’ ’ ’
Produto Acabado 1 99,34 _ 0,00 _

50 mg — 18179J
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(Zhejiang) - Controle
Produto Acabado 1
50 mg — 18179J 101,22 1,88 0,12 102
(Zhejiang) — Umidade
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 100,63 - 0,00 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 1
100 mg — 18E18G 100,34 -0,29 0,00 100
(Zhejiang) — Umidade
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 99,15 - 0,12 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
50 mg — 181976 99,49 0,34 0,13 100
(Zhejiang) — Umidade
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 99,38 - 0,08 -
(Zhejiang) — Controle
Produto Acabado 2
100 mg — 18A32E 99,61 0,23 0,10 100
(Zhejiang) — Umidade
a: Umidade (%) de 8,86%; b: Umidade (%) de 9,18%.

A Figura 31 apresenta o cromatograma referente ao estresse de umidade aplicado amostra

PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J por 10 dias.
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Figura 31. Cromatograma da solu¢io amostra PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J, exposta a degradaciio por umidade
(40°C / 75% U.R) durante 10 dias.

Nesta degradagao forgada as solugdes de matéria-prima apresentaram decaimento significativo da

area do pico de losartana, superior a 10%. No entanto, devido a caracteristica higroscopica da molécula
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investigou-se a hidratagdo das amostras. Para verificacdo, quantificou-se a umidade (%) presente nas
amostras estressadas utilizando a técnica de titulagdo por reagente de Karl Fischer, conforme
procedimento operacional padrio da industria, CQ.05.20%. Os resultados de umidade obtidos paras as
amostras 1036052 (ZHEJIANG) e 1031412 (IPCA) foram de: 8,86% e 9,18% respectivamente. Para a

corre¢do dos teores de matéria ativa para base seca, utilizou-se a Equagao 11.

Teory s x 100
100 — %U

Teorge =

Equacio 11. Teor em base seca.

Realizada a correcao de teor para base seca em fun¢do da umidade determinada, concluiu-se que
nao ocorreu decaimento do teor da losartana potéssica frente ao estresse aplicado. Ja nas solu¢des do
produto acabado 50 e 100 mg submetidas a exposi¢do climdatica, ndo verificou-se decaimento
significativo da &rea do pico de losartana, inferior a 10%.

Em estudos conduzidos por Lusina et al. (2005)*°, nas condi¢des de estudo em que a amostra foi
mantida em 50 £ 2 °C, umidade relativa do ar (UR%) de 80 + 5% durante o periodo de 4 semanas, a
losartana potéassica demonstrou-se estavel as condi¢des aplicadas, por ndo apresentar mudancas

relevantes de teor, resultados semelhantes ao obtido nesta validagdo de adequabilidade.

4.2.Precisao e exatidao

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com amostras
preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado, sendo expressa por meio da
repetibilidade e da precisdo intermediaria. Para andlise de substancias relacionadas ¢ mais interessante
a avaliacdo com niveis: baixo, médio e alto, pois avalia-se e certifica-se se a faixa de trabalho do método
se enquadra até os niveis mais baixos de impurezas, podendo quantifica-las.

Para determinagdo da precisao do método, primeiramente avaliou-se a adequabilidade do sistema
de acordo com a metodologia analitica. Para repetibilidade, verificou-se o teor do ativo por meio do
calculo de teor de losartana nas seis solugdes teste e calculou-se o desvio padrao relativo (DPR) dos
teores dos seis preparos. Para precisdo intermedidria também verificou-se teor do ativo por meio do
calculo do teor de losartana potéssica nas seis solugdes teste, calculou-se o desvio padrao relativo (DPR)
dos teores dos seis preparos e calculou-se o desvio padrao relativo (DPR) dos teores dos doze preparos

(seis preparos do primeiro dia mais os seis do segundo dia) de cada nivel.
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Todos os parametros da avaliagdo da adequabilidade do sistema foram atendidos. Os desvios
padrdes relativos (DPR) entre os trés preparos do mesmo nivel para a repetibilidade e precisdo
intermediaria encontraram-se de acordo com o especificado.*”

Os resultados obtidos para precisao I, 1° dia, referente a 50 e 100 mg estdo dispostos na Tabela
16 e Tabela 17.

Tabela 16. Resultados da Precisdo/Exatiddo I (repetibilidade) — 50 mg - para impurezas inespecificas®’

Identificacio Recuperacio Recuperacio Especif. (%) DPR (%) Especif. (%)

1° dia (%) Média (%) Comparativo

102

Nivel 0,10% 102 102 90-107 1,0 <53
104
102

Nivel 0,50% 102 103 95-105 1,1 <3,7
104
101

Nivel 0,60% 96 101 95-105 3,7 <3,7
105

Tabela 17. Resultados da Precisdo/Exatiddo I (repetibilidade) — 100 mg - para impurezas inespecificas®’

Identificacio Recuperacio Recuperacio Especif. (%) DPR (%) Especif. (%)
1° dia (%) Média (%) Comparativo

103

Nivel 0,10% 101 102 90-107 0,5 <53
102
105

Nivel 0,50% 101 103 95-105 1,9 <37
104
105

Nivel 0,60% 102 104 95-105 1,4 <37
104

Conforme os resultados apresentados nas tabelas acima, os valores individuais, as médias de

recuperagdo e o desvio padrdo relativo (DPR%) entre os preparos das amostras de losartana potassica
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nas concentragdes avaliadas estdo de acordo com os critérios de aceitag@o estabelecidos para o pardmetro
de exatiddo e precisdo (repetibilidade). Sendo assim, o método analitico possui exatiddo e precisao
(repetibilidade) adequada nos niveis de concentragao entre 0,25 ng/mL a 1,50 pg/mL para as impurezas
inespecificas em losartana potassica 50 e 100 mg comprimido revestido.

Os resultados obtidos para precisao 2° dia 50 e 100 mg estdo dispostos na Tabela 18 ¢ Tabela

19.

Tabela 18. Resultados da Precisdo/Exatiddo II (intermediaria) — 50 mg - para impurezas inespecificas’

Identificacio Recuperacio Recuperacio Especif. (%) DPR (%) Especif. (%)
1° dia (%) Média (%) Comparativo

96

Nivel 0,10% 97 97 90-107 1,6 <53
99
99

Nivel 0,50% 102 101 95-105 1,3 <37
103
101

Nivel 0,60% 105 103 95-105 1,8 <37
103

Tabela 19. Resultados da Precisdo/Exatidao II (intermedidria) — 100 mg - para impurezas inespecificas’

Identificacio Recuperacio Recuperacio Especif. (%) DPR (%) Especif. (%)
1° dia (%) Média (%) Comparativo

96

Nivel 0,10% 98 98 90-107 1,1 <53
98
96

Nivel 0,50% 99 99 95-105 2,6 <3,7
102
99

Nivel 0,60% 103 102 95-105 1,6 <3,7
103

Como pode ser observado, o desvio padrao relativo e as médias de recuperagdo entre as amostras

se mostraram menor que o critério de aceitagao estabelecido.
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Na Tabela 20 e Tabela 21 ¢ demonstrada a avaliacdo entre os experimentos de precisdo do 1° e

2° dia nas concentragdes de 50 e 100 mg, realizados em dias diferentes e por analistas diferentes.

Tabela 20. Resultados da Precisdo Intermediaria — 50 mg>’

Identificacio Recuperacio Recuperacio Recuperacio  DPR (%) Especif.
1° dia (%) 2° dia (%) Média (%) Comparativo (%)

102 96

Nivel 0,10% 102 97 100 3 <8
104 99
102 99

Nivel 0,50% 102 102 102 1 <6
104 103
101 101

Nivel 0,60% 96 105 102 3 <6
105 103

Tabela 21. Resultados da Precisdo Intermediaria — 100 mg>°

Identificacio Recuperacio Recuperacio Recuperacio  DPR (%) Especif.
1° dia (%) 2° dia (%) Média (%) Comparativo (%)

103 96

Nivel 0,10% 101 98 100 2 <8
102 98
105 96

Nivel 0,50% 101 99 101 3 <6
104 102
105 99

Nivel 0,60% 102 103 103 2 <6
104 103

Conclui-se que o método € preciso uma vez que a proximidade dos resultados das duas precisdes
para impurezas inespecificas (1° e 2° dia) cumpre com os critérios de aceitagdo estabelecidos para o

parametro.
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4.3.Robustez

O teste de estabilidade de amostra teve como objetivo avaliar se o analito degrada apos o preparo
em fun¢do do tempo de espera no equipamento. Este estudo determinou se nesse periodo o composto de
interesse sofre reducdo significativa nas solugdes padrdes e se surgiu e/ou aumentou a quantidade de
impurezas na solucdo teste. As solucdes foram armazenadas ao abrigo da luz em vials acondicionados
no rack do equipamento, e injetou-se periodicamente durante a validagao.

Preparou-se duas solu¢des padrao conforme metodologia analitica e injetou-se imediatamente.

Avaliou-se a adequabilidade do sistema de acordo com o método analitico, item 3.6. Preparou-se
duas solugdes teste e injetou-se imediatamente. Calculou-se o teor médio de impurezas. Aguardou-se

algumas horas do preparo e injetou-se novamente as solugdes teste.

Tabela 22. Estabilidade/Recuperacao da solucio padrao

Tempo apods Recuperacao Recuperacao
Especificacao (%)
preparo (horas) Padrao 1 (%) Padrao 2 (%)
0 101 100
18 101 100 95-105
40 102 99

Tabela 23. Estabilidade/Recuperacio da solucio teste
Tempo apods Recuperacao

Especificacao (%)
preparo (horas) Amostra (%)

0 100
18 101 95-105
40 101

Os cromatogramas das multiplas injecdes da solugdo teste sao apresentados na Figura 32 e na

Figura 33 ¢ apresentado a sobreposi¢do dos cromatogramas entre a solugdo teste antiga e nova.
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Figura 32. Sobreposiciao dos cromatogramas da solucio teste, injetada no tempo de 0, 18 e 40 horas.
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Figura 33. Sobreposicio dos cromatogramas da solucio teste antiga e nova.

Diante dos resultados apresentados foi possivel concluir que as solugdes padrio e amostra
permaneceram estaveis até o periodo avaliado e a amostra ndo apresentaram formacgao de nenhum pico

de degradagao em até 112 horas.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nessa validagdo de adequabilidade comprova-se de que os
picos quantificados nos cromatogramas das solucgdes teste de fato se referem aos analitos de interesse
por meio dos tempos de retencdo destes picos com os seus respectivos picos obtidos em solugdes padrdes
preparadas com substancias quimicas de referéncia. Comprovou-se que nenhum pico de impureza
conhecida apresenta coelui¢do com o pico de losartana potassica na solucdo teste e que nenhum pico de
produto de degradagdo e/ou excipiente coeluem com o pico do ativo nas solugdes teste através da analise
das amostras de produto acabado e matéria-prima submetidas a degradacdo for¢cada nos meios acido,
basico, oxidativo, ions metalicos, térmico, fotolitico e umidade.

O ativo demonstrou caracteristica higroscdpica, pois quando a matéria prima foi submetida ao
estresse por umidade apresentou um elevado teor de 4gua na amostra. Ja na condigdo oxidativa observou-
se degradagao do teor do ativo no periodo de 4 dias, ndao sendo viavel dar continuidade no estudo devido
a ocorrer degradacdes secundarias, provenientes da Impureza Inespecifica 9, o que poderia prejudicar a
avaliacdo de homogeneidade espectral do ativo. A homogeneidade espectral foi avaliada nas solugdes
padrdo, amostras controle e amostras estressadas, onde todos os valores médios de purity angle foram
inferiores aos respectivos valores de purity threshold e também nao apresentaram nenhuma intersec¢ao
entre as suas linhas no purity plot, demonstrando a homogeneidade espectral do ativo durante todo o
estudo.

Ainda que ndo obteve-se um balango de massas de 100%, obteve-se entre 99 e 100% de pureza
de pico para os picos correspondentes aos farmacos em todas as amostras, mostrando que ha seletividade
para estes.

Nos cromatogramas referentes aos brancos e diluente utilizados na avaliagdo de seletividade nao
foram observados picos que afetassem a seletividade do método.

Na andlise de seletividade foi possivel concluir que o método se demonstrou seletivo, uma vez que
ndo foi observada nenhuma coelui¢ao de picos com os pico dos estresses aplicados (4cida, oxidativa,
basica, ions metalicos, fotolitica, imida e térmica), podendo assim fazer a quantificacao de losartana
potassica com exatidao.

A metodologia analitica foi capaz de obter respostas analiticas com exatiddo e precisao
comprovada nos niveis de concentragdo de 0,25 a 1,50 pg/mL para as impurezas inespecificas de
losartana potassica 50 e 100 mg. O método se demonstrou preciso e exato, devido a todos os resultados
observados estarem dentro dos critérios de aceita¢do definidos, os quais estdo de acordo com AOAC%.

Tanto amostra quanto o padrdo apresentaram resultados satisfatorios de estabilidade, quando
armazenados em condigdes rotineiras de laboratorio, no rack do equipamento ao abrigo da luz onde

durante o periodo de 112 horas ambos ndo apresentaram surgimento de nenhum pico adicional. Sendo
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assim, apos realizadas todas as andlises pertinentes a validacdo analitica, seguindo as normativas,
conclui-se que o método proposto ¢ adequado para a finalidade que se propde, impurezas organicas de

losartana potassica 50 e 100 mg comprimido revestido.
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7. APENDICE
Cromatogramas conforme relatorio técnico da adequabilidade do método de impurezas

organicas de losartana potassica 50 e 100 mg comprimido revestido realizado na industria

farmacéutica Prati-Donaduzzi.



LI L} - 1 ] [} T
fiieal |
P A e P - B ] mAZ IR0 C=a E FOA St G e
LEey . i LA i &7\ L b i
- =B Y = i v - 5
= T 3 b O] i g ! = =
- sondad A 1 S / b ™ 5 %3 e § il it
4 Prey it u}\__./’ . . S g kS na o i i3
. £ = T T T B LU T L L T e — =] ¥ ury T
i t -3 wo, HE £ Y B N "w lm'xf"'g&é] E 5 i LN
S . ! 1 vl
boated. tg e £20ee] r“# N . ]'5 £ o
e F e A ' B%r_/_/ a
¥ '-‘l T L L L T Ty e e p———— . T T T T T T i :
o 2w 4 o 1 1w s e 2 am W wie 1 um m am T " uw  uom i
wnEs
T - T [ ] T T E T T T
D E| PP PO 20 om0 408 o F % P40 D040
M b ™ Lhey 124 i B 12
:r'; ﬁ iﬂl— na .= - i‘m— = mA 1 ; i—ID- 4 s
i . il 11 i w E i B 1 £ iz
1. - i} il s " wl ! I H i it n
1 el h B : Y e P o "z 1 34 is Y -y e ) 1 a0l 'L by 18 % = Y
e 1\ E ; - 1 0 ; ] Ll o
y £33 Pl £ H ;o [ s
ot 3 p s £ J,/J £ L £
® £ X §
Pl 8 b | “ R v
| W 3 A
i £ i i
i . = -y ; ; e ; . ; SRR T S S ——
o 2 i 0 B L oK W (T ] w o 13 ui Y [ w 0 i & & un 0 e
[Ty [FET™Y Wimars.
1 L ]
s G . : M| | e w POLA 280 o 720 v
L [
o8 £ .
] B o : e = Lo 1
e o e E iy Lo : " il I '
e aLd i 3 RELE ;
2 L J\i E E s i i N aE 2 L E. - " i st .
4 FT ] - 3 7 =
f ' H
aned il g E r.f' % 2504 1 |'|./ g
. [y
T / 2 W ﬁk [
® | __.-'" [#] = =
4 i = o] : |
' ' T T Y 15 P B e 1258 e
an 4 Y i g u:.u i e e =,
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Figura 19.Cromatogramas das solucdes controle — Fisicos (foto, térmico, umidade): (A) PLA - 50 mg; (B) PLA - 100 mg. (C) IFA - ZHEJIANG;:; (D) IFA — IPCA;
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Figura 34. Cromatograma da solucio amostra IFA 1 — ZHEJIANG, exposta a degradacio acida (HCI 1,0 mol/L)

durante 10 dias.
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Figura 35. Cromatograma da solu¢do amostra IFA 2 — IPCA, exposta a degradacio acida (HCI 1,0 mol/L) durante 10

dias.
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Figura 36. Cromatograma da solucdo amostra PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J, exposta a degradaciao acida (HCI

1,0 mol/L) durante 10 dias.
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Figura 37. Cromatograma da solucio amostra PA 50 mg — IPCA — 181976, exposta a degradacio acida (HCI 1,0 mol/L)

durante 10 dias.
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Figura 38. Cromatograma da solu¢do amostra PA 100 mg — ZHEJIANG - 18E18G, exposta a degradacéo acida (HCI
1,0 mol/L) durante 10 dias.
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mol/L) durante 10 dias
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ESTRESSE BASICO
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Figura 40. Cromatograma da solucdo amostra IFA 1 — ZHEJIANG, exposta a degradac¢do basica (NaOH 1,0 mol/L)
durante 10 dias.
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Figura 41. Cromatograma da solucio amostra IFA 2 — IPCA, exposta a degradacio basica (NaOH 1,0 mol/L) durante
10 dias.
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Figura 42. Cromatograma da solu¢io amostra PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J, exposta a degradacio basica (NaOH
1,0 mol/L) durante 10 dias.
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Figura 43. Cromatograma da solu¢io amostra PA 50 mg — IPCA - 181976, exposta a degradacio basica (NaOH 1,0
mol/L) durante 10 dias.
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Figura 44. Cromatograma da solucio amostra PA 100 mg — ZHEJIANG - 18E18G, exposta a degradacio basica
(NaOH 1,0 mol/L) durante 10 dias.
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Figura 45. Cromatograma da solucio amostra PA 100 mg — IPCA - 18A32E, exposta a degradacio basica (NaOH 1,0
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Figura 46. Cromatograma da
0,05 mol/L) durante 24 horas.
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Figura 47. Cromatograma da solucdo amostra IFA 2 - IPCA, exposta a degradacio por ions metalicos (FeCls 0,05

mol/L) durante 24 horas.
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Figura 48. Cromatograma da solucio amostra PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J, exposta a degradac¢ao por ions

metalicos (FeCls 0,05 mol/L) durante 24 horas.
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Figura 49. Cromatograma da solu¢io amostra PA 50 mg — IPCA — 181976, exposta a degradacio por ions metalicos
(FeCls 0,05 mol/L) durante 24 horas.
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Figura 50. Cromatograma da solucio amostra PA 100 mg — ZHEJIANG - 18E18G, exposta a degradacio por ions
metalicos (FeCls 0,05 mol/L) durante 24 horas.
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Figura 51. Cromatograma da solu¢io amostra PA 100 mg — IPCA - 18A32E, exposta a degradacio por ions metalicos
(FeCls 0,05 mol/L) durante 24 horas.
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Figura 52. Cromatograma da solucido amostra IFA 2 — IPCA exposta a degradacio oxidativa (H202 0,3%) durante 6

dias.
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Figura 53. Cromatograma da solucio amostra PA 50 mg — IPCA — 18179J, exposta a degradacio oxidativa (H20:

0,3%) durante 6 dias.
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Figura 54. Cromatograma da solu¢cdo amostra PA 100 mg — IPCA — 18E18G, exposta a degradacio oxidativa (H20:

0,3%) durante 6 dias.
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Figura 55. Cromatograma da soluciio amostra IFA — ZHEJIANG, exposta a degradacio fotolitica (2 ciclos de 1,2
milhdes lux/h) durante 10 dias.
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Figura 56. Cromatograma da solucio amostra PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J, exposta a degradacio fotolitica (2
ciclos de 1,2 milhdes lux/h) durante 10 dias.
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Figura 57. Cromatograma da solu¢io amostra PA 100 mg — ZHEJIANG - 18E18G, exposta a degradacio fotolitica
(2 ciclos de 1,2 milhées lux/h) durante 10 dias.
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Figura 58. Cromatograma da solucio amostra IFA — ZHEJIANG, exposta a degradacio térmica (60°C) durante 10

dias.
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Figura 59. Cromatograma da solu¢io amostra PA 50 mg — ZHEJIANG - 18179J, exposta a degradaciio térmica

(60°C) durante 10 dias.
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Figura 60. Cromatograma da solucdo amostra PA 100 mg — ZHEJIANG - 18E18G, exposta a degradacio térmica

(60°C) durante 10 dias.
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Figura 61. Cromatograma da solu¢do amostra IFA — IPCA, exposta a degradaciio por umidade (40°C / 75% U.R)

durante 10 dias.
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Figura 62. Cromatograma da solucio amostra PA 50 mg — IPCA — 181976, exposta a degradac¢ao por umidade (40°C

/ 75% U.R) durante 10 dias.
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Figura 63. Cromatograma da solucio amostra PA 100 mg — IPCA - 18A32E, exposta a degradacio por umidade

(40°C / 75% U.R) durante 10 dias.



8. GLOSSARIO

Empower — Software. Sistema operacional utilizado nas analises.

Max Plot — Ferramenta de varredura. Mostra a absorbancia UV maxima de cada ponto de dado
amostrado no pico, independente do comprimento de onda.

Noise Spectrum — Espectro de ruido

Peak Angle - Angulo do pico

Peak Threshold — Limite maximo.

Processing Method — Parametros de integragao
Purity Plot — Gréfico de pureza

Purity Threshold — Angulo de limite

System suitability — Adequac¢ao do sistema
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