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RESUMO

O losartano potéassico ¢ um agente anti-hipertensivo ndo peptidico, que exerce sua agdo por
bloqueio especifico dos receptores da angiotensina II. Até o presente momento, ndo hd um
método oficial descrito para a quantificacdo do farmaco em formulacdes farmacéuticas. O
objetivo deste estudo foi desenvolver metodologias analiticas para quantificacdo de losartano
potassico em capsulas e estabelecer condi¢des para realizacdo do teste de dissolucao de capsulas
de losartano potassico 50 mg. Para a determinacdo do teor, dois métodos espectrofotométricos
foram propostos: a espectrofotometria direta e derivada de primeira ordem, utilizando leituras a
205 e 234 nm, respectivamente. O solvente empregado foi &4gua destilada. Além da
espectrofotometria foi desenvolvido um método por CLAE, onde os parametros cromatograficos
foram otimizados de forma multivariada, através do emprego do planejamento fatorial fracionario
2°! ¢ da matriz de Doehlert. As condi¢des obtidas foram as seguintes: fase mével composta de
uma mistura de tampao fosfato 58 mmol L! pH 6,2 e acetonitrila 65:35 v/v, coluna C8, 100 mm
x 4,6 mm com particulas de 5 um, temperatura da coluna de 35°C, vazdo de 1,0 mL min"' e
deteccdo no UV a 254 nm. Para estabelecer as condigdes para o teste de dissolu¢ao, empregou-se
medicamentos manipulados obtidos de trés farmacias locais, sendo estes codificados como A, B e
C. As condigdes Otimas foram obtidas de forma multivariada através do planejamento fatorial
completo 2*. O uso de tampéo fosfato 72 mmol L™, pH = 6,8 (900 mL a 37°C + 0,5°C) como
meio de dissolucdo, aparato 1 (cesta), velocidade de agitacdo de 50 rpm e tempo de coleta em 30
minutos foram considerados satisfatorios. As amostras do ensaio de dissolu¢do foram
quantificadas por espectrofotometria no UV a 205 nm e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Os métodos analiticos e ensaios de dissolucdo descritos foram validados e
demonstraram ser seletivos, lineares, precisos, exatos, robustos ¢ com limites de deteccdo e
quantificacdo desejaveis. Finalmente, todos os métodos foram empregados para ensaios de
qualidade das amostras A, B e C e estas mostraram-se dentro dos parametros exigidos pelos

orgaos regulatorios.

Palavras-chave: losartano potassico, planejamento experimental, controle analitico de qualidade,

dissolucao.



ABSTRACT

Losartan potassium is a non-peptide angiotensin II receptor (type ATI1) antagonist for the
treatment of hypertension. At the present moment, there is not an official method described for
the quantification of the drug in pharmaceutical formulations. The aim of this study was to
develop analytical methods for losartan potassium quantification in capsules and to establish
conditions for accomplishment of the dissolution test for losartan potassium capsules 50 mg. Two
spectrophotometric methods were proposed for quantification: direct and first order derivative
spectrophotometry, with signals at 205 nm of the zero-order spectrum and 234 nm at the first-
derivative spectrum. The employed solvent was distilled water. In addition to these methods, an
HPLC method was developed, which the chromatographic parameters were optimized from
multivariate approach through the employment of a 2> fractional factorial design and the
Dochlert matrix. Under optimized conditions, the mobile phase was a potassium phosphate buffer
(pH 6.2; 58 mmol L") — acetonitrile (65:35, v/v), pumped at a flow rate of 1.0 mL min”'. The
column was 100 mm x 4.6 mm C8 packed with 5 um particles and the temperature was fixed in
35 °C. UV detection was performed at 254 nm. To establish the conditions for accomplishment
of the dissolution test for losartan potassium in pharmaceutical capsules products tests A, B and
C, purchased from three local drugstores were used. Optimal dissolution conditions were
obtained from multivariate design through a 2* full factorial design. The use of 72 mmol L
potassium phosphate buffer pH 6.8 as dissolution medium, baskets as apparatus at the stirring
speed of 50 rpm and time of 30 min were considered satisfactory. The dissolution sample
solutions were quantified by UV spectrophotometric method at 205 nm and by HPLC. The
described analytical methods and dissolution procedures were validated presenting selectivity,
linearity, precision, accuracy, robustness and desirable limits of detection and limits of
quantitation. Finally, all the methods were used for quality control assays of the products tests A,

B and C, which demonstrated to be in accordance to regulatory demands.

Key words: losartan potassium; experimental design; analytical quality control; dissolution.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Agentes anti-hipertensivos

A hipertensdo arterial sistémica ¢ a mais comum das doengas cardiovasculares e estad
associada a elevada morbidade e mortalidade, com custos crescentes (DUNN; SMALL, 2001;
CHOBANIAN et al, 2003). E considerada um agravo de grande magnitude em termos
econdmicos, sociais ¢ de qualidade de vida (WENDHAUSEN; REBELLO, 2004).

No Brasil, aproximadamente 65% dos idosos sdo portadores de hipertensdo arterial sistémica,
sendo que entre as mulheres com mais de 65 anos, a prevaléncia pode chegar a 80% (JUNIOR et
al, 2006a). Kearney et al estimaram que a prevaléncia da hipertensdo em 2005 era de 26% da
populagdo mundial adulta e que em 2025 a prevaléncia ird aumentar em cerca de 24% em paises
desenvolvidos e 80% em paises em desenvolvimento (KEARNEY et al, 2005; TU; CHEN;
LIPSCOMBE, 2008).

Hipertensdo ¢ definida como pressdo arterial sistdlica (PAS) maior ou igual a 140 mmHg e
diastolica (PAD) maior ou igual a 90 mmHg em pelo menos duas tomadas em momentos
distintos, seguindo-se as recomendagdes do 7° Joint National Committee (CHOBANIAN et al,
2003; SILVA, 2006).

A hipertensdo arterial sistémica ¢ um importante fator de risco para as doencas
cardiovasculares. Dentre essas, podemos citar o acidente vascular encefalico (SILVA, 2006); a
coronariopatia e suas conseqiientes complicacdes como o infarto do miocéardio e a morte subita
cardiaca; a insuficiéncia cardiaca e renal e o aneurisma dissecante da aorta (HOFFMAN, 2006).
Possui origem multicausal e multifatorial, sendo que o meio ambiente exerce influéncia na sua
génese e habitos de vida inadequados sdo fortes determinantes de valores elevados da pressao

arterial (JARDIM; SOUSA; MONEGO, 1996).

utenci vei . . um hi . di vari
A manuten¢do dos niveis pressoricos normais em um hipertenso ¢ prejudicada por varios
fatores, dentre os quais podemos citar: auséncia de sintomas na grande maioria dos casos;
auséncia de “cura”; necessidade de tratamento por toda a vida e necessidade imperiosa de
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mudanca de estilo de vida, o que envolve educacao da condi¢ao de pessoas ativas (ndo pacientes)

e equipe multidisciplinar, tarefa pouco estabelecida na pratica médica didria (SILVA, 2006).

O tratamento envolve medidas ndo farmacologicas (por exemplo, aumento do exercicio
fisico, redu¢do do sal e da gordura saturada da dieta com aumento do consumo de frutas e fibras,
redu¢do do peso corporal e do consumo de alcool), seguida de introdugao gradativa de farmacos,
comecando por aqueles que possuem comprovado beneficio e menor probabilidade de produzir

efeitos colaterais (AMODEQ; LIMA, 1996; RANG et al, 2004).

O tratamento medicamentoso da hipertensdo arterial teve grande avango no decorrer das
ultimas décadas e o desenvolvimento de agentes anti-hipertensivos, que restauram a expectativa
de vida do individuo, representou um grande sucesso terapéutico (RANG et al, 2004).
Atualmente, conta-se com medicamentos bastante eficazes e com poucos efeitos colaterais,

apesar da falta de adesdo ao tratamento (JARDIM; SOUSA; MONEGO, 1996).

O tratamento farmacologico de pacientes com hipertensdo associada a pressoes diastolicas
elevadas diminui a morbidade e a mortalidade decorrentes de doenga cardiovascular. A terapia
anti-hipertensiva efetiva reduz acentuadamente o risco de acidentes vasculares cerebrais, de
insuficiéncia cardiaca e renal devido a hipertensdo. Entretanto, a reducdo de risco do infarto do

miocardio pode ser menos notavel (HOFFMAN, 2006).

Os principais locais de agdo dos agentes anti-hipertensivos incluem o sistema nervoso
simpatico, o sistema renina-angiotensina-aldosterona e os autacoides derivados do endotélio

tonicamente ativos (RANG et al., 2004).

Os farmacos utilizados no controle da hipertensdo arterial sdo utilizados como tUnica
ferramenta teraputica ou em associacdes, sendo que a escolha da terapia ¢ determinada
inicialmente pela condicdo do paciente (idade, etnia, complexidade da hipertensdo e contra-
indicagdes) A terapia medicamentosa inicial ¢ a administragdo de um unico principio ativo e, em

caso de insucesso, farmacos de outras classes sao adicionados. (SMALL, 2006).

Os farmacos para o tratamento da hipertensdo arterial podem ser divididos em 7 distintos
grupos ou familias, a saber: diuréticos, simpaticoliticos de ac¢do central, beta bloqueadores, alfa
bloqueadores, antagonistas de canais de calcio, inibidores da enzima conversora de angiotensina

e antagonistas do receptor da angiotensina Il (KOROLKOVAS; FRANCA, 2007). Além dessas
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classes existem outros farmacos, dentre os quais podemos citar o nitroprussiato de sédio e a

hidralazina (SMALL, 2006).

A classe que compreende os antagonistas dos receptores da angiotensina II sdo
particularmente Uteis para pacientes que ndo toleram os inibidores da enzima conversora de
angiotensina em virtude da ocorréncia de tosse (RANG et al., 2004). Oferecem varias vantagens
sobre o0s outros agentes anti-hipertensivos, incluindo: alta seletividade, eficacia clinica,

tolerabilidade e a conveniéncia da administragdo uma vez ao dia (CONLIN, 2001).

1.2 Antagonistas do receptor da angiotensina Il

A angiotensina II ¢ um octapeptideo vasoconstritor extremamente potente, formado a partir
da angiotensina I pela enzima conversora de angiotensina (BARREIRO; FRAGA, 2006). Essa
substancia exerce seu papel na superficie celular, mediante dois tipos de receptores especificos

conhecidos como AT; e AT,.

O receptor AT, ¢ primariamente embriondrio, ndo sendo encontrado em grande nimero no
individuo adulto, e parece ndo se relacionar com a proteina G. Os seus locais de ligagdo
encontram-se na medula adrenal, pancreas, ovarios, sistema nervoso central e tecidos fetais. O
seu papel ainda ndo estd totalmente esclarecido e relaciona-se com a diferenciagao de

crescimento celular (KOROKOLVAS; FRANCA, 2007).

Os receptores AT, sdo subdivididos em dois subtipos: AT, e AT, Estes estdo relacionados
com a proteina G e distribuidos amplamente no organismo, principalmente na camada média
muscular e no endotélio dos vasos e ainda rins, figado, sistema nervoso central, trato
gastrintestinal, sistema urinario, coértex adrenal e pulmdes. Sdo responsaveis pela maioria dos
efeitos conhecidos da angiotensina II por meio da ativacdo do sistema fosfatidil-inositol/calcio
citosolico, incluindo: vasoconstri¢do, estimulo da sintese e liberacao de aldosterona, estimulo da
reabsorcao tubular de sodio, aumento da atividade simpatica e indug¢do do crescimento muscular

liso (KOROKOLVAS; FRANCA, 2007).

O bloqueio seletivo de receptores AT; ¢ um meio efetivo e altamente especifico de inibir os
efeitos fisiologicos da angiotensina II o que impede os efeitos cardiovasculares deletérios da
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angiotensina II (CONLIN, 2001) e ainda evita a interferéncia com outros sintomas biologicos, o
que poderia ocasionar alguns efeitos colaterais (tosse) como ocorre com os inibidores da enzima
conversora de angiotensina. A Figura 1, a seguir, esquematiza o mecanismo de ac¢do dos

bloqueados de receptores para angiotensina II.

Angiotensinal Bradicininas

&«— ECA %L

Fragmentos de

Angiotensinalll bradicininas
BRAI \
Receptores da Receptores da
Angiotensinall Angiotensinall
{(subtipo AT1) (subtipo AT2)

Diminuigéo da ; m o 3
Vasodilatagédo Antiproliferagéio

Diminui¢io na
secre¢io de
aldosterona

Diminuigao na
ativagéo
simpatomimética

Figura 1 — Sitio de acdo de bloqueadores de receptores da angiotensina II. BRA-II =

bloqueadores de receptores da angiotensina II.
Fonte: adaptado de CONLIN, 2001.

Quando administrados em doses adequadas, os antagonistas dos receptores AT, parecem ser
tdo eficazes quanto os inibidores da ECA no tratamento da hipertensdo. A semelhanga desse
ultimo, eles podem ser menos eficazes em pacientes afro-americanos ¢ naqueles com baixos

niveis de renina (HOFFMAN, 2006).

O efeito completo dos antagonistas dos receptores AT sobre a pressao arterial tipicamente s6

¢ observado cerca de 4 semanas ap0s o inicio da terapia. Se a pressdo arterial ndo for controlada
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apenas com um antagonista dos receptores AT;, pode-se adicionar uma pequena dose de

hidroclorotiazida ou outro diurético (HOFFMAN, 2006).

O consumo dos bloqueadores do receptor AT, da angiotensina II (BRA) aumentou nos
ultimos anos e esta classe de medicamentos ocupa lugar de destaque, pois além de ser eficaz no
controle da hipertensao arterial, tem capacidade de prote¢ao dos orgdos-alvo e apresenta baixa

incidéncia de eventos adversos (JUNIOR et al, 2006b).

1.3 Losartano potassico

Segundo o dicionario terapéutico Guanabara (KOROKOLVAS, 2007), os farmacos com
termina¢do an no idioma em inglés, ao serem traduzidos para o portugués adquirem a terminagao
ana. Existem, porém, algumas exceg¢des, como os fairmacos terminados em orfan, oxan, sulfan e

sartan. Portanto, a traducdo genérica correta do losartan para o portugués ¢ losartano.

O losartano potassico representou uma importante inovagdo terapéutica. Foi lancado em
1995, na Suécia, pelos laboratérios Du Pont Merck, com o nome fantasia Cozaar® (BARREIRO,
2001). Foi o primeiro antagonista do receptor da angiotensina II, ndo peptidico e a maioria das
estruturas quimicas dos farmacos pertencentes a essa classe foram baseadas em alteracdes na

estrutura do losartano (CONLIN, 2001).

Trata-se de um antagonista total, competitivo e especifico dos receptores da angiotensina II,
metabolizado em &cido carboxilico E-3174, que ¢ similar e tdo seletivo quanto o losartano
potassico e mais potente que esse (cerca de 10 a 40 vezes) (GAVRAS; SALERNO, 1996). Nas
doses terapéuticas (12,5 a 100 mg), existe uma relacao linear entre a dose de losartano potassico
e a de E-3174. Ambos se ligam altamente as proteinas plasmaticas (99%), com concentragdes
livres para os orgaos-alvo nos locais de seus receptores (SILVA, 2006). O aldeido intermediario
entre o losartano potéssico e seu metabolito ¢ chamado E 3179 (SICA; GERH; GHOSH, 2006).

As estruturas quimicas do losartano e de seus metabolitos estdo demonstradas na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura quimica do losartano e seus metabolitos E 3179 e E 3174.
Fonte: SICA; GERH; GHOSH, 2006.

O medicamento ¢ disponivel na forma farmacéutica comprimidos, para administragdo oral
contendo 12,5; 25 mg; 50 mg ou 100 mg de losartano potdssico e os seguintes excipientes:
celulose microcristalina, lactose hidrogenada, amido pré-gelatinizado, estearato de magnésio,
hidroxipropilcelulose, hipromelose, dioxido de titdneo corante aluminio amarelo D&C n. 10 e
corante aluminio azul FD&C n. 2 (FDA — CDER, 2008) E comercializado também por farmécias
magistrais na forma farmacéutica capsulas e existem relatos na literatura da forma farmacéutica

suspensao (SEBURG, 2006).

No Brasil, o losartano potéssico ¢ disponibilizado nas formas de cépsulas e comprimidos, nas
dosagens de 12,5; 25; 50 ¢ 100 mg. Os principais produtos comercializados pelas industrias sao:
COZAAR® (medicamento referéncia, Merck Sharp & Dome), ARADOIS® (Biolab-Sanus),
CORUS" (Biosintética), LOSARTANA POTASSICA® (Biosintética)), LOSARTANA
POTASSICA®  (Brainfarma), LOSARTANA POTASSICA® (Cinfa), LOSARTANA
POTASSICA® (Cristalia, LOSARTANA POTASSICA® (Eurofarma), LOSARTANA
POTASSICA®  (Farmasa), LOSARTANA POTASSICA® (Medley), LOSARTANA
POTASSICA®  (Merck), LOSARTANA POTASSICA® (Novartis), LOSARTANA
POTASSICA® (Ranbaxy), LOSARTANA POTASSICA® (Ratiopharm), LOSARTEC® (Marjan),
LOSATAL®™ (Hebron), REDUPRESS® (Ach¢), TORLOS® (Torrent), VALTRIAN® (Medley),
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ZAARPRESS® (Sigma Pharma). O produto é também comercializado associado ao besilato de
anlodipino: LOTAR®™ (Biosintética) ¢ associado a hidroclorotiazida: ARADOIS-H® (Biolab-
Sanus), CORUS-H® (biosintética), HIPRESS® (Aché), HYZAAR® (Merck, Sharp & Dome),
LOSARTANA POTASSICA HIDROCLOROTIAZIDA® (EMS), LOSARTANA POTASSICA
HIDROCLOROTIAZIDA" (Eurog./Legrand), LOSARTANA POTASSICA
HIDROCLOROTIAZIDA® (Germed), TORLOS-H® (Torrent) (KOROKOLVAS, 2007;
BRASIL, 2009).

1.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas e quimicas

Figura 3- Estrutura quimica do Losartano potéassico — C,yH2,CIKNgO.

Fonte: MCCARTHY et al, 1998.

O losartano potassico ¢ um derivado imidazolico funcionalizado, 2-n-butil-4-cloro-5-
hidroximetil-1((2’-(1H-tetrazol-5-il)(bifenil-4-il) metil imidazol, sal potasico (UNITED STATES
PHARMACOPOEIA, 2007). Foi o primeiro farmaco com o anel tetrazolico em sua estrutura,
mimetizando uma func¢do acido carboxilico (BARREIRO, 2001).
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E um solido levemente amarelado, de peso molecular 461, ponto de fusdo de 183,5 a 184,5
°C, com solubilidade em dgua de 3,3 mg/mL em pH 7,8 apresentando pKa de 4,9 (WILLIAMS et
al, 1996; LASTRA et al, 2003).

E facilmente soliivel em agua, soliivel em éalcoois e levemente soluvel em solventes organicos

comuns, como acetonitrila e metil etil cetona (FDA — CDER, 2008).

Em casos mais extremos, um dos enantidmeros € quase inativo, como no caso do S-losartano,
praticamente desprovido de efeito inibidor da enzima conversora de angiotensina (NOEL et al,

2004).

Existem duas formas polimorficas descritas para o losartano potéassico na literatura: forma I,
que apresenta baixa estabilidade frente a temperatura e a forma II, que apresenta alta estabilidade

frente a temperatura (RAGHAVAN et al, 2003).

1.3.2 Produtos de degradacgéo

Tem sido documentado que farmacos podem sofrer degradagdo fisico-quimica durante o
processo de fabricacao e estocagem. O teste de estabilidade de farmacos sob varias condigdes de
temperatura e umidade ¢ parte essencial do desenvolvimento de farmacos. Segundo Zhao et al.,
comprimidos de losartano potdssico mantidos a 40° C e 75% de umidade relativa, por trés anos
apresentaram produtos de degradacdo. Os autores utilizaram as técnicas de cromatografia liquida
acoplada a massas (LC-MS) e a cromatografia liquida acoplada a massas/massas (LC-MS/MS)
para acompanhamento da estabilidade. Foram obtidos trés picos extras, quando as amostras
foram submetidas ao estresse, que foram caracterizados como produto de degradacao I, produto
de degradacao II e produto de degradagdo III, cujas estruturas estdo relacionadas a seguir (ZHAO

et al, 1999).
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Figura 4 — Estruturas quimicas dos produtos de degradagao I, II e III do losartano potéssico.

Fonte: ZHAO et al, 1999.

O produto I corresponde a um aldeido degradado do losartano potassico, pela oxidagdo do
grupo alcolico na porgao imidazolica do losartano potassico. Os produtos II e III correspondem, a
condensagdo de dois mondmeros, seguida por eliminagdo de uma molécula de a4gua (ZHAO et al,

1999) e sdo formados sob condi¢des acidas e aquecimento (HERTZOG et al, 2002).

Durante o desenvolvimento de uma formulacdo de suspensdo extemporanea para losartano
potéssico, produtos de degradacdo desconhecidos foram identificados quando da utilizagdo de

xarope de cereja como veiculo, que aumentaram rapidamente quando as solucdes analiticas,
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preparadas a partir das suspensdes, foram expostas a luz. As estruturas dos produtos de
degradagdo foram determinadas usando uma combinagdo de HPLC, LC/MS, °C and '"HNMR
(SEBURG, 2006).

Um estudo de estabilidade de losartano potassico associado a hidroclorotiazida para
estabelecer o tempo de uso do produto e condi¢des de estocagem revelou como a qualidade do
produto foi alterada com o tempo sob a influéncia de fatos ambientais. Em condi¢des de 50°C +
2°C e 50°C £ 2°C, com 80% =+ 5% de UR houve formagdo de duas impurezas: 0-tolylbenzo-
tetrazole e iso-losartano. O estudo também concluiu que blisters € a alternativa apropriada para o

acondicionamento desse produto (LUSINA et al, 2005).

1.3.3 Propriedades farmacocinéticas

Apods a administracdo oral, o losartano potassico ¢ bem absorvido e sofre metabolismo de
primeira passagem, pelas fracdes 2C9 e 3A4 do sistema citocromo Psso. As concentragdes
maximas médias de losartano potassico e de seu metabolito ativo sdo atingidas em 1 hora e em 3
a 4 horas, respectivamente. Nao houve efeito clinicamente significativo no perfil da concentragao
plasmatica de losartano potassico quando o farmaco foi administrado com uma refei¢do-padrao

(SIMPSON; MCCLELLAN, 2000; FDA — CDER, 2008; BRASIL, 2008a).

Apresenta biodisponibilidade baixa e variavel (cerca de 33%) (LO et al, 1995; SOLDNER et
al, 2000; KOROKOLVAS; FRANCA, 2007).

O metabdlito principal, acido carboxilico, ¢ 10 a 40 vezes mais potente que o farmaco
inalterado, sendo ele o responsavel pela maior parte da atividade farmacoldgica; formando-se
também outros metabolitos, muitos menos ativos que o losartano potassico (KOROKOLVAS;

FRANCA, 2007).

Tanto o losartano potdssico como seu metabolito ativo apresentam taxa de ligacdo a proteinas
plasmaticas: 98,7%, no caso do losartano ¢ 99,8% no caso do metabdlito principal, ligando-se

principalmente a albumina. (KOROKOLVAS; FRANCA, 2007; FDA — CDER, 2008).
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A farmacocinética de losartano e de seu metabodlito ativo foi determinada apds doses
intravenosas de cada componente separadamente em voluntarios saudaveis. O volume de
distribuicao do losartano e seu metabolito ativo ¢ cerca de 34 litros e 12 litros, respectivamente.
A depuragio plasmatica total de losartano e seu metabolito ativo é cerca de 600 mL min™' ¢ 50
mL min™, respectivamente, com depura¢io renal de cerca de 75 mL min” e 25 mL min™,

respectivamente (LO et al, 1995).

Estudos em ratos indicam que o losartano potassico praticamente ndo atravessa a barreira

hematoencefalica (BRASIL, 2008a).

Aproximadamente 14% da dose de losartano potéassico administrado por via intravenosa ou
oral sdo convertidos ao seu metabolito ativo. Apds a administracdo intravenosa ou oral de
losartano potéssico marcado com '*C, a radioatividade plasmatica circulante principal é atribuida
a losartano e ao seu metabolito ativo. Observou-se conversio minima de losartano ao seu
metabolito ativo em aproximadamente 1% dos individuos estudados (BRASIL, 2008a; FDA —
CDER, 2008).

Além do metabdlito ativo, sdo formados metabdlitos inativos, incluindo dois principais
formados por hidroxilagdo da cadeia lateral butilica e um secundario, um glucuronideo N-2

tetrazol (BRASIL, 2008a).

Quando o losartano ¢ administrado por via oral, aproximadamente 4% da dose ¢ excretada
inalterada na urina e 6%, na forma de metabdlito ativo. Tanto o losartano quanto seu metabolito
ativo apresentam cinética linear em doses menores ou iguais a 200 mg, por via oral (BRASIL,
2008a; FDA - CDER, 2008). Manifesta-se o efeito maximo em cerca de 6 horas
(KOROKOLVAS; FRANCA, 2007).

Apos a administragdo oral, as concentracdes plasmaticas de losartano e de seu metabolito
ativo diminuem poliexponencialmente, com meia-vida final de aproximadamente 2 horas e de 6 a
9 horas, respectivamente. A longa meia-vida do seu metabolito € responsavel pela duragdo de sua
acdo (cerca de 24 horas), na dose de 50 a 100 mg, permitindo a sua administra¢gdo uma vez ao
dia. Durante a administracao da dose unica diaria de 100 mg, o fArmaco e seu metabdlito ativo

ndo se acumulam significativamente no plasma (BRASIL, 2008a).
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Tanto a excre¢do biliar como a urindria contribuem para a eliminagdo de losartano e seus
metabodlitos. Apos dose oral do farmaco marcado com '*C em humanos, aproximadamente 35%
da radioatividade ¢ recuperada na urina e 58%, nas fezes. Apos dose intravenosa marcada com
C em humanos, aproximadamente 43% da radioatividade ¢ recuperada na urina e 50%, nas

fezes (BRASIL, 2008a; FDA — CDER, 2008).

1.3.4 Posologia

A dose usual inicial e de manutengdo ¢ de 50 mg uma vez ao dia para a maioria dos pacientes.
O efeito anti-hipertensivo méaximo ¢ alcangado 3 a 6 semanas apds o inicio do tratamento. Alguns
pacientes podem obter beneficio adicional se a dose for aumentada para 100 mg uma vez ao dia

(BRASIL, 2008a).

Para reducdo do risco de morbidade e mortalidade cardiovascular, em pacientes hipertensos
com hipertrofia ventricular esquerda, a dose usual inicial de losartano potéassico ¢ de 50 mg uma
vez ao dia. Uma dose baixa de hidroclorotiazida deve ser adicionada e/ou a dose de losartano
potassico deve ser elevada para 100 mg uma vez ao dia, com base na resposta da pressao arterial

(BRASIL, 2008a).

A dose inicial do farmaco para pacientes com insuficiéncia cardiaca ¢ de 12,5 mg uma vez ao
dia. Geralmente, a dose deve ser titulada a intervalos semanais (isto €, 12,5 mg/dia, 25 mg/dia, 50
mg/dia) até a dose usual de manutencao de 50 mg uma vez ao dia, de acordo com a tolerabilidade

do paciente (KOROKOLVAS; FRANCA, 2007; BRASIL, 2008a).

Para protecdo renal em pacientes com diabetes tipo 2 com proteinuria, a dose usual inicial ¢
de 50 mg uma vez ao dia. Essa dose pode ser aumentada para 100 mg uma vez ao dia, com base
na resposta da pressao arterial. Pode ser administrado com outros agentes anti-hipertensivos (por
exemplo, diuréticos, bloqueadores dos canais de calcio, alfa ou betabloqueadores e agentes de
acdo central) e também com insulina e outros agentes hipoglicemiantes comumente utilizados
(por exemplo: sulfoniluréias, glitazonas e inibidores da glucosidase) (KOROKOLVAS;
FRANCA, 2007; BRASIL, 2008a).
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1.3.5 Superdosagem

Os dados disponiveis sobre superdosagem em humanos sdo limitados e as manifestagdes mais
provaveis seriam hipotensdao e taquicardia; bradicardia poderia ocorrer por estimulagao
parassimpatica (vagal). Se ocorrer hipotensdo sintomadtica, deve-se instituir tratamento de suporte
(BRASIL, 2008a). O losartano e o seu metabdlito ativo nao podem ser removidos da circulacao

por hemodiélise (BRASIL, 2008a).

1.3.6 Interacbes medicamentosas

A exemplo do que ocorre com outros fairmacos que bloqueiam a angiotensina II ou os seus
efeitos, o uso concomitante de diuréticos poupadores de potdssio (espironolactona, triantereno,
amilorida), suplementos de potassio ou substitutos do sal que contém potassio pode resultar em
aumento do potassio sérico (BRASIL, 2008a). Outros medicamentos hipotensores podem

produzir efeitos hipotensivos aditivos (KOROKOLVAS; FRANCA, 2007).

O efeito do losartano potassico, a exemplo do que ocorre com outros anti-hipertensivos, pode
ser atenuado pelo antiinflamatorio nao esterdide indometacina (BRASIL, 2008a). Diuréticos
podem acarretar hipotensdo sintomdtica e simpatomiméticos podem reduzir seus efeitos

(KOROKOLVAS; FRANCA, 2007).

1.3.7 Indicacdes

O losartano potassico ¢ indicado para o tratamento da hipertensdo. Ele pode ser utilizado
isolado ou em combinagdo com outros agentes anti-hipertensivos, incluindo diuréticos (FDA —
CDER, 2008). E indicado para o tratamento da insuficiéncia cardiaca, quando o tratamento com
inibidor da ECA nao ¢ mais considerado adequado. Nao ¢ recomendada a troca do tratamento em
pacientes com insuficiéncia cardiaca que estejam estabilizados com inibidores da ECA (BRASIL,

20084a).
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E também indicado para reduzir o risco de morbidade e mortalidade cardiovascular avaliado
pela incidéncia combinada de morte cardiovascular, acidente vascular cerebral e infarto do

miocardio em pacientes hipertensos com hipertrofia ventricular esquerda (BRASIL, 2008a).

E indicado para retardar a progressdao da doenga renal avaliada pela redu¢do da incidéncia
combinada de duplicacao da creatinina sérica, insuficiéncia renal terminal (necessidade de dialise

ou transplante renal) e para reduzir a proteintria (BRASIL, 2008a; FDA — CDER, 2008).

1.3.8 Adverténcias e contra indicacfes

Em pacientes que apresentam deple¢ao de volume intravascular (p. ex., aqueles tratados com

altas doses de diuréticos), pode ocorrer hipotensdo sintomatica (BRASIL, 2008a).

Desequilibrios eletroliticos sdo comuns em pacientes com comprometimento renal, com ou

sem diabetes, e devem ser corrigidos (BRASIL, 2008a).

Com base nos dados de farmacocinética que demonstram aumentos significativos das
concentragdes plasmaticas de losartano em pacientes com cirrose, deve-se considerar doses mais

baixas para pacientes com historico de insuficiéncia hepatica (BRASIL, 2008a).

Como conseqiiéncia da inibicdo do sistema renina-angiotensina, foram relatadas, em
individuos susceptiveis, alteragdes na funcao renal, inclusive insuficiéncia renal; essas alteragdes

podem ser reversiveis com a descontinuacao do tratamento (BRASIL, 2008a).

Outros farmacos que afetam o sistema renina-angiotensina podem aumentar as taxas de uréia
sangiiinea e de creatinina sérica em pacientes com estenose da artéria renal bilateral ou estenose

da artéria de rim unico (BRASIL, 2008a).

Quando utilizados durante o segundo e o terceiro trimestres da gravidez, os firmacos que
atuam diretamente no sistema renina-angiotensina podem causar danos e até¢ morte do feto em
desenvolvimento. Quando houver confirmacdo de gravidez, o tratamento deve ser suspenso o

mais rapidamente possivel (BRASIL, 2008a).

Estudos realizados com losartano potassico em animais demonstraram danos e morte do feto

e do recém-nascido; acredita-se que isto ocorra por um mecanismo farmacologicamente mediado
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pelos efeitos no sistema renina-angiotensina. Nao se sabe se o losartano ¢ excretado no leite

materno (BRASIL, 2008a).

O medicamento ¢ contra indicado em pacientes com hipersensibilidade a qualquer
componente do produto e em casos de gravidez, lacta¢do, criancas menores que 6 anos ou com
depuracao renal menor que 30 mL/min/ 1,73m? (KOROKOLVAS; FRANCA, 2007; BRASIL,
2008a).

1.3.9 Farmacodinamica

A angiotensina II, um potente vasoconstritor, € o principal hormonio ativo do sistema renina-
angiotensina e o maior determinante da fisiopatologia da hipertensao. A angiotensina II liga-se ao
receptor AT; e desencadeia varias acdes bioldgicas importantes, incluindo vasoconstri¢do e

liberacao de aldosterona (CONLIN, 2001; BRASIL, 2008a).

O losartano potassico ¢ um composto sintético potente, ativo por via oral e liga-se
seletivamente ao receptor AT;. In vitro e in vivo, tanto o losartano quanto seu metabolito acido
carboxilico farmacologicamente ativo (E-3174) bloqueiam todas as agdes fisiologicamente

relevantes da angiotensina I, independentemente da fonte ou via de sintese (BRASIL, 2008a).

Estudos in vitro indicam que losartano ¢ um inibidor reversivel e competitivo de receptores
AT;. O metabdlito ativo ¢ 10 a 40 vezes mais potente por peso que o losartano e parece ser um

inibidor reversivel e nao competitivo de receptores AT, (FDA — CDER, 2008).

Losartano e seu principal metabdlito ativo ndo exibem qualquer atividade parcial agonista nos
receptores AT; e tem afinidade maior (cerca de 1000 vezes) para receptores AT; do que

receptores AT, (FDA — CDER, 2008).

Nao apresenta também efeitos de abstinéncia apds a suspensdo da terapia em pacientes

hipertensos (KOROKOLVAS; FRANCA, 2007).

O losartano liga-se seletivamente ao receptor AT, e ndo se liga ou bloqueia outros receptores
de hormonios ou canais i6nicos importantes na regulacdo cardiovascular. Além disso, o farmaco

nao inibe a ECA (cininase II), a enzima que degrada a bradicinina. Conseqiientemente, os efeitos
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nao relacionados diretamente ao bloqueio do receptor AT, como a potencializagdo dos efeitos
mediados pela bradicinina ou o desenvolvimento de edema (losartano: 1,7%; placebo: 1,9%), ndo

estao associados ao losartano (BRASIL, 2008a).

1.3.10 Reac0es adversas

Os efeitos adversos relatados compreendem cefaléia, infec¢ao do trato respiratorio superior,
tontura, astenia, fadiga, efeitos ortostaticos, erupcdo cutanea, hiperpotassemia, diarréia, célicas

ou dores musculares, tosse seca, insonia, congestao nasal (KOROKOLVAS; FRANCA, 2007).

Em estudos clinicos controlados de hipertensdo essencial, tontura foi o tnico efeito adverso

relatado como relacionado a medicacdo com incidéncia superior a do placebo (BRASIL, 2008a).

O losartano potéssico foi geralmente bem tolerado em estudos clinicos controlados sobre
insuficiéncia cardiaca. Os efeitos adversos mais comuns relacionados a medicagao foram tontura

e hipotensao (BRASIL, 2008a).

1.4 Métodos analiticos

No desenvolvimento de uma nova metodologia analitica devem ser considerados diversos
fatores tais como: objetivo a que a metodologia se propde, tempo de andlise, custo, viabilidade e
facilidade de execucdo do método. Além disso, uma metodologia deve ser confidvel, ou seja,
garantir que os resultados estejam exatos, reprodutiveis e que possa ser aplicada em qualquer

laboratorio, desde que este esteja apto e possua a instrumentacao adequada.

A escolha de uma metodologia analitica adequada ¢ de fundamental importancia para o

procedimento do controle de qualidade de uma forma farmacéutica.

Milhdes de medigdes analiticas sdo efetuadas a cada dia em milhares de laboratorios ao redor
do mundo. Uma forte infra-estrutura internacional de medi¢des estd sendo implementada e,

verifica-se a necessidade progressiva de dados analiticos comparaveis e consistentes, para a
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eliminagcdo de barreiras técnicas entre os paises. Para atingir esse processo de conhecimento
mutuo internacional, em que uma vez efetuada a medi¢do esta é aceita em qualquer pais,

requisitos legais, de certificacdo e credenciamento devem ser observados (BARROS, 2002).

As andlises sdo desenvolvidas para fornecer informagdes confidveis quanto a natureza e
composi¢ao dos materiais a elas submetidas. A sua variabilidade aumenta quando as medidas sao
feitas por diferentes analistas no mesmo laboratdrio, e mais ainda quando os analistas estdo em

laboratdrios diferentes (PINTO; KANEKO; OHARA, 2000).

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confidveis podem conduzir a decisdes desatrosas e a prejuizos

financeiros irreparaveis (RIBANI, 2004).

Todo trabalho analitico deve ser adequadamente planejado. Um plano destes pode ser, em sua
forma mais basica, simplesmente uma entrada em um caderno de anotagdes. Planos mais
detalhados deverdo ser apropriados para tarefas maiores e mais complicadas. Para trabalho
realizado segundo as boas praticas de laboratorios, ha um requisito especifico de que o trabalho

seja realizado segundo planos de estudo documentados (BRASIL, 2008b).

Na literatura oficial, para o ensaio de doseamento, podem ocorrer grandes variagcdes nas suas
determinagdes, desde resultados exatos, até subjetivos. Considerando essa variedade de
doseamentos, diferentes métodos necessitam de diferentes programas de validagdo

(VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2004).

Em termos simples, uma medi¢do pode ser convenientemente descrita em termos de uma
etapa de isolamento e um estagio de medicdo. Raramente um analito pode ser medido sem
primeiro separa-lo da matriz da amostra. Assim, a finalidade da etapa de isolamento ¢ simplificar
a matriz na qual o analito ¢ finalmente medido. No caso de formas farmacéuticas sélidas como
capsulas e comprimidos, observa-se que a etapa de isolamento ¢ relativamente simples, pois os
excipientes farmacéuticos presentes na formulacdo muitas vezes ndo interferem no método
analitico, principalmente no caso da cromatografia liquida de alta eficiéncia que possui a

vantagem de separar os componentes de uma formulagdo farmacéutica (BRASIL, 2008b).
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M¢étodos de andlise tém certos atributos como exatiddo, precisdo, especificidade,
sensibilidade, e todos devem ser considerados ao selecionar um que seja apropriado para uma
situagdo especifica. Nem sempre € possivel ou mesmo desejavel otimizar todos estes atributos
simultaneamente. De forma resumida, o analista deve avaliar toda a informacdo disponivel e

decidir considerando o nivel de incerteza aceitdvel (PINTO; KANEKO; OHARA, 2000).

A literatura descreve varias técnicas para determinagdo de losartano potassico em fluidos
biologicos, utilizando métodos cromatograficos com deteccao no UV ou com espectrometria de
massas (FURTEK; LO, 1992; LEE; SHIM; LEE, 1996; SOLDNER; SPAHN-LANGGUTH;
MUTSCHLER, 2000; YEUNG et al, 2000; KRISTOFFERSEN et al, 2007). Para determinagao
de losartano potassico em produtos farmacéuticos existem métodos descritos empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (WILLIAMS et al, 1996; ZHAO et al, 1999; CARLUCCI
et al, 2000; ERK, 2001; HERTZOG et al, 2002; ANSARI et al, 2004; LUSINA et al, 2005;
MAIO; DIAS; BERGOLD, 2005; SEBURG et al, 2006; SREEKANTH et al, 2007; OBANDO;
ESTELA; CERDA, 2008), cromatografia liquida de alta eficiéncia em camada delgada
(MCCARTHY et al, 1998; SATHE; BARI, 2007), eletroforese capilar (WILLIAMS et al, 1996;
QUAGLIA et al, 2002; HILLAERT; BOSSCHE, 2003), eletrocromatografia capilar (QUAGLIA
et al, 2002), cromatografia de fluido supercritico (WILLIAMS et al, 1996) e espectrofotometria
(PRABHAKAR; GIRIDHAR, 2002; LASTRA et al, 2003; ANSARI et al, 2004; MAGGIO;
CASTELLANO; KAUFMAN, 2008;). Recentemente, a literatura apresenta estudos que
empregam a cromatografia liquida de alta eficiéncia para estudos de bioequivaléncia de
comprimidos contendo losartano potassico (CHOI et al, 2008; NEVES et al, 2008). Para o ensaio
de dissolucdo foi descrito um método para avaliagdo de losartano potassico associado a
hidroclorotiazida em comprimidos, utilizando HC1 0,1 mol L™ como meio de dissolucdo e p4 a

100 rpm como aparato (SUHAGIA; SHAH; PATEL, 2005).

1.5 Validagdo

Validacao de método analitico ¢ o processo de demonstrar que o método ¢ adequado ao uso
pretendido, ¢ um aspecto vital da garantia da qualidade analitica e tem recebido consideravel

atencdo na literatura. A determinacdo das caracteristicas de desempenho do método é somente

28



uma parte do processo e os critérios de aceitagdo sdo baseados no uso intencional do método. E
recomendado que o planejamento e execu¢do da validagdo de método siga um plano mestre de

validagdo (BARROS, 2002).

A validag¢do de um método ¢ um processo continuo que comega no planejamento da estratégia
analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Para registro de
novos produtos, todos os 6rgdos regulatorios do Brasil e de outros paises exigem a validag¢do de
metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que sao
diretrizes a serem adotadas no processo de validacdo. Um processo de validacdo bem definido e
documentado oferece as exigéncias regulatorias evidéncias objetivas de que os métodos e os

sistemas sdao adequados para o uso desejado (BRASIL, 2003a; RIBANI, 2004).

Todas técnicas analiticas usadas no desenvolvimento de produtos farmacéuticos e para a
determinagdo de suas caracteristicas relacionadas com a qualidade devem ser validadas. No caso
de utilizagdo de métodos descritos em farmacopéias, nao € necessario proceder a validagao desde
que as analises sejam conduzidas com estrita observacdo do texto. Na maioria dos casos,
especialmente quando ha modificagdes na composicdo do farmaco, na rota sintética ou no
procedimento analitico, é necessario revalidar a técnica analitica (EPSHTEIN, 2004).

E essencial que os estudos de validagdo sejam representativos e conduzidos de modo que a
varia¢do da faixa de concentragdo e os tipos de amostra sejam adequados. Um método para um
composto majoritario requer um critério de aceitagdo e uma abordagem diferente de um método

desenvolvido para andlise de tracos (RIBANI, 2004).

C)rgﬁos como ICH, ISO, ANVISA, INMETRO e outros exigem o item validagao de métodos
analiticos como um requisito fundamental no credenciamento para a qualidade assegurada e
demonstragdo de competéncia técnica. O que se pode observar ¢ que ndo ha um procedimento
normalizado que estabeleca como executar a validagdo de métodos instrumentais de separagao.
Como esses organismos sao responsdveis por acompanhar e credenciar a competéncia de
laboratorios de ensaios ¢ importante ressaltar que as diferentes terminologias e até algumas
caracteristicas de desempenho do método t€ém, em sua maior parte, o mesmo significado, porém
descrito de uma maneira distinta, para aplicacdes diferentes (ICH, 1996; INTERNATIONAL,
1999; BRASIL, 2003a; INMETRO, 2003; RIBANI, 2004).
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No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de laboratérios de
ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagao e Qualidade Industrial). Estes 6rgdos disponibilizam
guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, como a Resolucao RE n°® 899, de
29/05/2003 da ANVISA e o documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO, de margo/2003
(BRASIL, 2003a; INMETRO, 2003; RIBANI, 2004).

A Resolugdao RE n° 899, de 29/05/2003 (BRASIL, 2003a) determina que a validagao deve
garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificag¢do, limite de

deteccdo, exatiddo, adequados a analise.

Esses parametros sdo definidos, segundo a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria

(BRASIL, 2003a), da seguinte forma:

Especificidade e Seletividade: E a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacao e

componentes da matriz.

Linearidade: E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um

intervalo especificado.

Intervalo: O intervalo especificado ¢ a faixa entre os limites de quantificagcdo superior e
inferior de um método analitico. Normalmente ¢ derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicagdo pretendida do método. E estabelecido pela confirmagdo de que o método apresenta
exatiddo, precisdo e linearidade adequados quando aplicados a amostras contendo quantidades de

substancias dentro do intervalo especificado.

Precisdo: A precisdo ¢ a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de

medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta ¢ considerada em trés niveis.

e Repetitividade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com o mesmo analista ¢ mesma instrumentacdo. A repetitividade

do método ¢ verificada por, no minimo, 9 (nove) determinacdes, contemplando o
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intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3

(trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinacdes a 100% da concentragdo do teste.

e Precisdo intermedidria (precisdo inter-corridas): concordancia entre os resultados do
mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Para a determinagdo da precisdo intermediaria recomenda-se um

minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes.

e Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados obtidos
em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padroniza¢do de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em
farmacopéias. Estes dados ndo precisam ser apresentados para a concessao de registro. A
precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio

padrao relativo (coeficiente de variagdao) de uma série de medidas.

Limite de Detec¢do: Limite de detecgdo ¢ a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as condi¢des

experimentais estabelecidas.

Limite de Quantificacdo: E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. O
limite de quantificacdo ¢ um parametro determinado, principalmente, para ensaios quantitativos
de impurezas, produtos de degradagdo em farmacos e produtos de degradagdo em formas
farmacéuticas e € expresso como concentracao do analito (por exemplo, percentagem p/p ou p/v,

partes por milhdo) na amostra.

Exatiddo: A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo

método em estudo em relag¢do ao valor verdadeiro.

Robustez: A robustez de um método analitico ¢ a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o uso
normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagdo da robustez.
Constatando-se a susceptibilidade do método a variagdes nas condi¢des analiticas, estas deverao

ser controladas e precaugdes devem ser incluidas no procedimento.
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1.6 Teste de dissolucéo

A absor¢do de farmacos a partir de formas farmacéuticas s6lidas administradas por via oral
depende da sua liberacdo, da dissolucao ou solubilizagdo do farmaco em condigdes fisioldgicas e
de sua permeabilidade através das membranas do trato gastrintestinal. Devido a natureza critica
dos dois primeiros, a dissolug@o in vitro pode ser relevante para prever o desempenho in vivo
(BRASIL, 2003b). Com base nessas consideragdes, os testes de dissolugdo in vitro para solidos
orais de liberagdo imediata, tais como comprimidos e cépsulas sdao utilizados para avaliar a
qualidade lote a lote de um produto, guiar o desenvolvimento de novas formulagdes, assegurar a
continua qualidade do produto e sua eficiéncia apos certas mudangas, como na formulacao, no

processo de produg¢do, no local e na escala do processo produtivo (FDA, 1997).

Estes testes emergiram nos ultimos 35 anos apos problemas encontrados com equivalentes
genéricos de digoxina comprimidos. Varios estudos colaborativos foram entdo empreendidos
pelo governo norte-americano e laboratorios industriais. Foi demonstrado que o tempo de
dissolugcdo médio poderia estar relacionado com parametros farmacocinéticos como a taxa e a
extensdo de absor¢do do farmaco, estabelecendo assim uma correlagdo entre a performance in
Vivo e in vitro. Isso levou a incorporagao de testes de dissolugdo e especificagdes nos capitulos
gerais e monografias da farmacopéia americana (USP). Nos anos subseqiientes, os equipamentos
foram entdo melhorados e padronizados, com instituicdo de testes de calibracdo. Essa adi¢do de
testes de dissolugdo as monografias rendeu entdo um excelente meio de assegurar a uniformidade

de produtos de libera¢ao imediata (JORGENSEN; BHAGWAT, 1998).

Nos dias atuais, os testes de dissolucdo in vitro constituem um dos instrumentos essenciais
para a avaliagdo das propriedades biofarmacotécnicas das formulagdes. Fornecem, também
informacodes uteis tanto para a pesquisa de desenvolvimento, como para a producao e controle de
qualidade. No desenvolvimento farmacotécnico permite a avaliagdo de novas formulacdes,
verifica¢do da estabilidade e possibilitam estudos de correlagdo in vitro — in vivo (MALESUIK et
al., 2006).

A taxa de dissolugdo de um farmaco a partir do estado solido ¢ definida como a quantidade

do fdrmaco que passa para solu¢do, por unidade de tempo, sob interface liquido/solido,
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temperatura e composi¢ao do solvente padronizados. Em biofarmacotécnica, taxa de dissolugao
normalmente se refere a taxa pelo qual um farmaco se dissolve a partir de uma forma
farmacéutica intacta ou seus fragmentos e particulas formadas durante o teste. Os termos
solubilizagdo ou taxa de dissolu¢do podem ser usados com o mesmo significado, embora a

maioria dos autores prefira o ultimo (BANAKAR, 1992).

Com os avancos da tecnologia e das pesquisas envolvendo liberacdo de farmacos,
modernizacdo dos testes e mais énfase na previsibilidade de efeitos terapéuticos por meio de
testes in Vvitro, os testes de dissolu¢do tém ganhado cada vez mais popularidade. Atualmente os

testes de dissolucao fazem parte das monografias de quase todas as formas farmacéuticas soélidas

(KHAN, 1996).

Entretanto, existem farmacos que ndo possuem monografia oficial e, para estes farmacos,
existe a necessidade de desenvolver ensaios de dissolugdo que possam prever o comportamento
in vivo dos mesmos. A avaliagdo do perfil de dissolugdo do farmaco (percentagem de farmaco
dissolvido versus tempo) em diferentes meios ¢ recomendada como suporte no desenvolvimento

dos testes de dissolugao (MALESUIK et al, 2006).

No Brasil os ensaios de dissolucdo passaram a ser exigidos para o registro de medicamentos a

partir de 1999, com a introdug¢ao dos medicamentos genéricos. (MARCOLONGO, 2003).

Os testes de dissolucdo envolvem trés estagios e os critérios de aceitagdo sdo definidos para
cada estagio como uma quantidade Q, expressa como porcentagem do valor rotulado, que ¢
estabelecida para cada produto em suas monografias. Os critérios de aceitacao sdo estabelecidos
da seguinte forma: no estagio um (S1), o nimero de unidades testadas ¢ 6 e cada unidade nao
deve apresentar valor de liberacdo menor que Q + 5%. Em caso de reprovagdo deve-se proceder
ao estagio dois (S2), onde sdo testadas mais 6 unidades e a média das 12 unidades (S1 + S2) deve
ser maior ou igual a Q e nenhuma unidade deve ser menor que Q — 15%. No estagio S3 devem
ser testadas mais 12 unidades e a média das 24 unidades (S1 + S2 + S3) deve ser maior ou igual a
Q e ndo mais que duas unidades deve ser menor que Q — 15% e nenhuma unidade menor que Q —

25% (SACCONE et al, 2004).
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1.6.1 Fatores que interferem na dissolugéo

Gordon Amidon e colaboradores propuseram um sistema de classificagdo biofarmacéutica,
que assume que tanto a solubilidade quanto a permeabilidade sdo parametros chaves que
controlam a absor¢do dos farmacos. Os farmacos sdo entdo subdivididos em quatro categorias

(AMIDON et al, 1995):

o Classe I: farmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade

o Classe II: farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade

o Classe III: farmacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade

. Classe IV: farmacos de baixa solubilidade e baixa permeabilidade

Essa classificagdo pode ser usada para se estabelecer especificagdes de dissolucdao e pode
também prover uma base para predizer a probabilidade de se alcancar uma bem sucedida
correlagdo in vitro — in vivo. A solubilidade do farmaco é determinada dissolvendo-se a maior
dose desse farmaco em 250 mL de tampdo ajustando-se o pH entre 1 e 8. A substancia ¢
considerada altamente soltivel quando a relagdo entre a dose e a solubilidade for menor ou igual a
250 mL. Farmacos de alta permeabilidade sdo aqueles com biodisponibilidade maior que 90%, na
auséncia de instabilidade documentada no trato gastrintestinal (FDA, 1997). Utilizando essa
classificagdo pode-se identificar formulacdes cuja biodisponibilidade nao sofra variagdes mesmo

quando existirem mudancas na formulagdio (MARCOLONGO, 2003).

Intmeras sdo as variaveis que podem modificar os resultados de um ensaio de dissolugao.
Todas devem ser consideradas, mas algumas devem ser rigorosamente monitoradas para
obtenc¢do de resultados confiaveis. Varios fatores mencionados a seguir sao interdependentes, o

que faz com que sua andlise seja bastante complexa (MARCOLONGO, 2003).
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1.6.1.1 Fatores que interferem na dissolucao relacionados ao farmaco e formulagao

Informacgdes sobre a solubilidade do farmaco em diferentes valores de pH ¢ crucial e esta
relacionado com seu estado i6nico. O conhecimento do seu pKa ¢, portanto, relevante

(JORGENSEN; BHAGWAT, 1998).

A solubilidade ¢ importante para que se possa estabelecer condigdes “sink’. Esse termo
condi¢do “sink” denota um estado em que a concentracdo do firmaco em um meio solubilizante ¢
muito baixa quando comparada com uma solucdo saturada do farmaco no mesmo meio
(COLOMBO et al, 1996). A solubilidade ¢ o fator que mais afeta a velocidade de dissolucao
(MARCOLONGO, 2003).

O tamanho de particula também deve ser considerado, pois um farmaco dissolvera mais

rapido quanto maior for a sua area de superficie (MARCOLONGO, 2003).

O estado amorfo, cristalino e a existéncia de polimorfos (cristais com arranjos espaciais
diferenciados que apresentam diferentes propriedades fisicas) determinam diferentes
propriedades fisicas e conseqlientes solubilidades. Geralmente, substidncias amorfas sdo mais
soluveis que as cristalinas, assim como substancias anidras sao mais soluveis que as hidratadas

do mesmo farmaco (GIBALDI, 1991).

Outros fatores que exercem influéncia significativa na dissolugdo relacionados ao farmaco e

formulagdo sdo:

e Forma farmacéutica: cépsulas de gelatina, de modo geral, rompem-se rapidamente
expondo seus conteudos aos liquidos do trato gastrintestinal. Ja dissolucdo do
comprimidos depende, primariamente, da desintegracdo do comprimido e dos granulos.

(GIBALDI, 1991).

e Excipientes: praticamente todos os excipientes envolvidos na formulagdo exercem alguma
influéncia na dissolugdo, seja ela negativa ou positiva. Lubrificantes insoluveis, por
exemplo, retardam o processo de dissolucdo, assim como a utilizacio de goma na
granulagcdo umida (conforme aumenta a concentragao utilizada, diminui a dissolu¢ao). A

utilizagdo de polimeros hidrossoliveis e gelatina como ligantes tem mostrado um
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aumento nas taxas de dissolugdo de farmacos pouco soluveis (GIBALDI, 1991). Um
outro fator a ser considerado ¢ a adsorcdo do firmaco a componentes da formulacio

(BANAKAR, 1992).

e Tecnologia de fabricagdo: o tipo de granulagdo utilizada, via seca ou via umida tem
impacto significativo na dissolu¢do. De modo geral, a granulacdo timida favorece a
dissolug¢do de farmacos pouco soluveis por conferir a ele caracteristicas mais hidrofilicas
(ABDOU, 1989). A forca de compressdo ¢ uma varidvel complexa que pode afetar a
dissolu¢do de diferentes formas. Quando as particulas tendem a se ligar durante o
processo de compressao, a dissolu¢do pode diminuir. Por outro lado, quando as particulas

ndo se ligam, a taxa de dissolucdo tende a aumentar. (MARCOLONGO, 2003).

1.6.1.2 Fatores que interferem na dissolucéo relacionados com o equipamento

E reconhecido que os aparatos oferecem condi¢des de trabalho diferentes dependendo do seu
mecanismo, sendo que o aparato cesta ¢ recomendado para capsulas e o aparato pa para

comprimidos (UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2007).

Também interferem significativamente no sistema: geometria do sistema (o eixo do elemento
de rotacdo deve coincidir em todos os pontos com o eixo central da cuba) (PEZOA, 1990);
vibragdo do sistema (o ideal ¢ que ndo haja nenhuma vibragdo, uma vez que ela pode alterar o
fluxo laminar e introduzir energia dinamica indesejavel) (PEZOA, 1990); velocidade de agitagao:
(a taxa de dissolugdo ¢ diretamente afetada pela velocidade de agitacio) (BANAKAR, 1992);
posicao da haste; posicdo e método de amostragem e dispositivos para formas farmacéuticas que

flutuam (MARCOLONGO, 2003).

1.6.1.3 Fatores que interferem na dissolucéo relacionados com o meio de dissolugdo

O volume apropriado do meio de dissolugdo depende principalmente da solubilidade do

farmaco. De forma a minimizar os efeitos de gradiente de concentragdo ¢ manter as condig¢des
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“sink™, a concentragdo do farmaco nao deve exceder 10-15% da sua solubilidade maxima no

meio selecionado (ABDOU, 1989).

A presenga ar ou gases pode afetar o pH e impedir o fluxo adequado do meio de dissolugao,
provocar mudangas no movimento das particulas e diminuir o contato entre o liquido e o sélido

por esse motivo o meio pode ser devidamente desaerado/desgasificado (MARCOLONGO, 2003).

A escolha do pH do meio deve considerar, principalmente o tipo de liberagdo do farmaco a

partir da forma farmacéutica e o sitio de absor¢ao do meio (MARCOLONGO, 2003).

A evaporacao do meio pode der minimizada aquecendo-se o meio a 37°C antes de introduzi-

lo na cuba de dissolugdo (MARCOLONGO, 2003).

Outros fatores que interferem na dissolucdo e que devem ser considerados sdo a temperatura
(normalmente temperaturas elevadas favorecem a dissolu¢do); a viscosidade (de modo geral,
quanto maior for a viscosidade do meio, mais lenta serd a dissolu¢do) (BANAKAR, 1992); o uso
de tensoativos (diminuem a tensdo superficial entre o sélido e o meio de dissolug¢ao favorecendo

a dissolugdo) (ABDOU, 1989).

1.6.1.4 Fatores que interferem na dissolucéo relacionados com o meio ambiente

Durante a estocagem o produto pode passar por mudangas nas suas caracteristicas fisico-
quimicas que podem, de alguma forma, afetar o seu desempenho in vitro e in Vvivo

(RODRIGUES, 1999).

1.6.1.5 Fatores que interferem na dissolucgéo relacionados com o método analitico

Os filtros utilizados ndo devem absorver o farmaco, nem liberar particulas de material para a

solucao (PEZOA, 1990).

O método analitico deve estar validado para o procedimento e a grande maioria das

monografias especifica que pode ser utilizado o método espectrofotométrico, embora tenha
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aumentado o nimero de métodos cromatograficos, principalmente cromatografia liquida de alta

eficiéncia (MARCOLONGO, 2003).
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2 RESULTADOS

Como descrito nas normas do Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, a
critério do orientador e do discente, a dissertagdo podera ser apresentada sob a forma de 01 (um)
volume contendo: uma revisdo e discussdo ampla da literatura, seguida de artigos cientificos
referentes aos resultados obtidos no desenvolvimento da pesquisa. Para tanto foram redigidos 3

artigos que se encontram em fase de submissao.
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2.1 ARTIGO I

O artigo I consiste na aplicagdo e validacao de metodologias analiticas por espectrofotometria
direta e derivada de primeira ordem no UV para determinacdo quantitativa de losartano potéssico
na forma farmacéutica capsula. Foi submetido a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacé€uticas e

se encontra em fase de avaliacdo pelos revisores.
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Estudo comparativo de metodologias analiticas por espectrofotometria direta e derivada de

primeira ordem no UV para determinacéo de losartano potassico em capsulas

A comparative study of analytical methodologies by zero-order and first-derivative UV

spectrophotometry for evaluation of losartan potassium in capsules

Rudy Bonfilio', Livia Botacini Favoretto’, Gislaine Ribeiro Pereira’, Roberta de Céssia Pimentel

Azevedo’, Magali Benjamin de Aratijo>".

'Pos-graduando do Programa de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL-MG,
*Estagiaria do Centro de Equivaléncia Farmacéutica do Nucleo Controle de Qualidade da

UNIFAL-MG, *Departamento de Farmacia — UNIFAL-MG, Alfenas/MG.

RESUMO

O losartano potassico ¢ um agente anti-hipertensivo nao peptidico, que exerce sua acao por
bloqueio especifico dos receptores da angiotensina II. Este trabalho consistiu na validacdo e
comparagao entre métodos espectrofotométricos direto e por derivada de primeira ordem, usando
agua destilada como solvente. Baseado nas caracteristicas espectrofotométricas de losartano
potassico, um sinal a 205 nm do espectro de ordem zero e um sinal a 234 nm do espectro de
primeira derivada foram adequados para a quantificacdo. Os resultados foram usados para
comparar essas duas técnicas instrumentais. O coeficiente de correlacdo entre as respostas e as
concentragdes de losartano potassico na faixa de 3,0-7,0 mg L' e 6,0-14,0 mg Lt para
espectrofotometria direta e derivada de primeira ordem em solugdo aquosa, respectivamente, foi
de 0,9999 para ambos os casos. Os métodos foram aplicados para quantificacdo de losartano
potassico em capsulas obtidas de farmacias de manipulagdo e demonstraram ser eficientes, faceis
de aplicar e de baixo custo. Além disso, ndo necessitam de reagentes poluentes e requerem

equipamentos economicamente viaveis.
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Unitermos: losartano potassico; espectrofotometria direta; espectrofotometria derivada de

primeira ordem, cépsulas.

ABSTRACT

Losartan potassium is an antihypertensive non-peptide agent, and exerts its action by specific
blockade of angiotensin II receptors. The present work consists of the application of an analytical
methodology for evaluation of losartan potassium in capsules using as solvent distilled water.
Based on the spectrophotometric characteristics of losartan potassium, a signal at 205 nm of the
zero-order spectrum and a signal in 234 nm of the first-derivative spectrum were found adequate
for quantification. The results were used to compare these instrumental techniques. The linearity
between the signals and concentrations of losartan potassium in the ranges of 3.0-7.0 mg L and
6.0-14.0 mg L for zero-order and first-derivative spectrophotometry in aqueous solutions,
respectively, presented a correlation coefficient (r) of 0.9999 for both cases. The methods were
applied for losartan potassium in capsules dosage obtained from compounded pharmacies and
showed to be efficient, easy to apply and low cost. They don’t use polluting reagents and they

require relatively inexpensive instruments.

Uniterms: losartan potassium; zero-order UV spectrophotometry; first-order derivative UV

spectrophotometry, capsules.

INTRODUCAO

O losartano potassico (Figura 1) ¢ um derivado imidazolico funcionalizado, correspondendo
ao sal potéassico 2-n-butil-4-cloro-5-hidroximetil-1((2’-(1H-tetrazol-5-il)(bifenil-4-il) metil
imidazol. Foi desenvolvido pelos laboratorios Du Pont Merck como potente antagonista de
receptores da angiotensina II, ndo peptidico, para o tratamento da hipertensdo arterial (Barreiro,
Fraga, 2001; Korolkovas, 2006). E administrado na sua forma ativa e seu metabolito, também
apresenta atividade anti-hipertensiva, o que confere um efeito prolongado na  agdo

farmacologica. A eficacia terapéutica e seus efeitos sobre o coracdo € rim parecem Sser
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semelhantes aos dos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA). Contudo, seus
efeitos adversos sdo diferentes, principalmente com relacdo a tosse, cuja incidéncia ¢
significativamente menor comparado aos inibidores da ECA (Oigman, 1996). Apresenta-se como
solido levemente amarelado, de peso molecular 461, ponto de fusdo de 183,5 a 184,5 °C, com
solubilidade aquosa de 3,3 mg mL"' em pH 7,8, apresentando pKa de 4,9 (Lastra et al., 2003;
Williams et al., 1996).

Figura 1. Estrutura quimica do losartano potassico

A literatura registra inimeros trabalhos para determinacdo de losartano potassico, isolado ou
associado a hidroclorotiazida em comprimidos, empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, eletroforese capilar, cromatografia de fluido supercritico, cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia e espectrofotometria no ultravioleta por derivadas (Ansari et al., 2004;
Erk, 2001; Lastra et al., 2003 Mccarthy et al., 1998; Williams et al., 1996). Para a forma
farmacéutica capsula, foi descrito na literatura uma metodologia analitica utilizando-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Maio, Dias, Bergold, 2005).

Até o momento, ndo se tem registrado na literatura metodologias analiticas empregando a
espectrofotometria direta e derivada de primeira ordem para determinagdo quantitativa de
losartano potassico na forma farmacéutica capsula, com manipulacido freqiiente em farmadcias
magistrais, e nenhum compéndio oficial descreve a monografia para o produto acabado.

O presente trabalho propds a validagdo e aplicagdo de metodologias analiticas orientadas ao
controle de qualidade de losartano potassico 50 mg na forma farmacéutica capsulas, utilizando a

espectrofotometria direta e derivada de primeira ordem na regido do UV.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Produtos farmacéuticos, substancia quimica de referéncia e solventes

As formas farmacéuticas capsulas, contendo losartano potassico 50 mg, foram cedidas por
farmacias magistrais de Alfenas e regiao e foram codificadas em A, B e C, respectivamente, com
prazo de validade estabelecido, por 04 meses, pelos fabricantes (26/01/08, 06/12/2007 e
24/11/2007, respectivamente).

Foi utilizado losartano potassico padrio de trabalho (IPCA Laboratories Limited, India),
numero de lote 5069LB2RI, com teor declarado de 98,90% e validade em 12/2009.

Os excipientes utilizados no processo de manipulagdo das capsulas foram estearato de
magnésio (All-Chemistry e YOD, Brasil), aerosil (All-Chemistry e Ely Martins, Brasil), lauril
sulfato de sodio (All-Chemistry e Gerbras, Brasil), talco (DEG, Labsynth e Pharma Nostra,
Brasil) amido (DEG, Brasil), microcel MC-102 L (DEG, Brasil).

O solvente utilizado foi 4gua destilada.

Equipamentos

Foi utilizado espectrofotometro UV/Vis (Shimadzu, Japao), duplo-feixe, modelo 1601PC,
equipado com modo de derivagao interna, com software UVPC 3.1 (Shimadzu, Japao) e cubetas
de quartzo de 1 cm; aparelho de ultrasson modelo USC2800A (Unique, Brasil); balanga analitica
modelo 410 (Kern, Alemanha); medidor de pH modelo PA 200 (Marconi, Brasil); destilador
modelo NT 425 (Nova Técnica, Brasil); papel de filtro quantitativo isento de cinzas (Vetec,

Brasil).
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Metodologia

Preparacéo da solugdo estoque de losartano potassico padrao de trabalho

Foram pesados, exatamente, cerca de 25,0 mg de losartano potassico padrao de trabalho que
foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL. Levou-se ao ultra-som por 10 minutos e
completou-se o volume do baldo com agua destilada. Em seguida, a solucdo foi filtrada

utilizando-se papel de filtro quantitativo.

Preparacéo das solucGes estogues das amostras de capsulas

A partir do peso médio obtido com 20 cépsulas de cada amostras A, B e C, respectivamente,
pesou-se o correspondente a 25,0 mg de losartano potdssico que foram cuidadosamente
transferidos para baldes volumétricos de 50 mL, codificados em A, B e C, respectivamente.
Levou-se os baldes ao ultra-som por 10 minutos e completou-se os volumes dos baldes com agua
destilada. Em seguida, as solugdes das amostras A, B e C, respectivamente, foram filtradas

utilizando-se papel de filtro quantitativo.

Determinacéo do comprimento de onda de maxima absorvancia

A solugdo estoque de losartano potéassico padrao de trabalho foi diluida para concentragao
final de 5 mg L', em 4gua destilada, procedendo-se a varredura espectral entre 300 ¢ 200 nm,
apos zerar o aparelho com agua destilada. Posteriormente, foram obtidos os espectros de

absorc¢ao de ordem zero e de derivada de primeira ordem.

Medidas espectrofotometricas

Os espectros de ordem zero e sua derivada de primeira ordem foram obtidos na regido do
ultravioleta na faixa de 300 a 200 nm, empregando-se espectrofotometro Shimadzu mod. UV
1601-PC, com banda espectral de 2 nm, velocidade de varredura de 3200 nm/min e intervalo de

agrupamento de dados de 0,2 nm. O software UVPC 3.1 permitiu a diferencia¢do para obtengdo
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do espectro de primeira derivada, utilizando um delta lambida (AL) de 8 nm. Os valores de
amplitude foram obtidos a partir do espectro de primeira derivada em unidades de distancia do

pico negativo em 234 nm em relagdo a linha de base.

Validag&o de metodologia analitica

A validagdo de metodologia analitica foi feita de acordo com as seguintes referéncias: Barros,
Hirata, 2002; Brasil, 2003; Farmacopéia, 1988; ICH, 1995; INMETRO, 2000; Ribani, 2004;
United, 2007.

Seletividade

A seletividade foi avaliada pela obteng¢do dos espectros de absor¢do de ordem zero a 5,0 mg
L' e de derivada de primeira ordem a 10 mg L entre 300 ¢ 200 nm envolvendo solugdes de
losartano potassico padriao de trabalho e das amostras A, B e C, utilizando-se agua destilada
como solvente. Os procedimentos foram realizados, também, com a mistura dos excipientes
presente nas amostras A, B e C, considerando as proporg¢des utilizadas na manipulacdo dos

medicamentos pelos diferentes fabricantes.

Linearidade

Para o estudo da linearidade a solucao estoque de losartano potéassico padrao de trabalho foi
diluida em agua destilada nas concentra¢des finais de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 ¢ 7,0 mg L', em
quintuplicata. Construiu-se a curva analitica com os valores médios das absorbancias a 205 nm
em funcdo das concentracdes. Uma segunda curva foi construida nas concentragdes de 6,0; 8,0;
10,0; 12,0 e 14,0 mg L', em quintuplicata, plotando-se os valores médios das leituras da primeira

derivada a 234 nm em fung¢ao das concentragoes.

Preciséo

A precisdo foi avaliada nos niveis de repetitividade e precisdo intermedidria. Na
repetitividade foram preparadas solugdes de losartano potdssico padrio de trabalho, em
sextuplicata, utilizando-se agua destilada como solvente. Efetuaram-se as leituras das solucdes

em espectrofotdometro utilizando-se os modelos ordem zero a 205 nm na concentragao de 5 mg L
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!¢ de derivada de primeira ordem a 234 nm, na concentragdo de 10 mg L™. O procedimento foi
repetido no mesmo dia pelo mesmo analista. Efetuaram-se os calculos das estimativas dos
desvios padrao relativo das determinagdes.

Para a precisdo intermedidria, efetuou-se o0 mesmo procedimento anterior, com exce¢do da
repeticdo, que foi executada em um segundo dia por um diferente analista. Efetuaram-se os

calculos das estimativas dos desvios padrao relativo das determinagdes.

Exatidao

A exatiddo das metodologias foi avaliada pelo teste de recuperacdo, onde quantidades
conhecidas de losartano potéssico padrdo de trabalho foram adicionadas as amostras A, B e C,
respectivamente. Para a espectrofotometria direta foram preparadas solugdes das amostras A, B e
C, respectivamente, em triplicata, nas concentracdes finais de 2,5 mg L™ de losartano potéssico.
Volumes apropriados da solucdo do padrdo de trabalho foram utilizados para obten¢do de trés
niveis de concentragdo nas amostras, a saber, 4,0; 5,0 e 6,0 mg L' No modelo
espectrofotométrico de derivada de primeira ordem foram preparadas solugdes das amostras A, B
e C, respectivamente, em triplicata, nas concentragdes finais de 5,0 mg L' de losartano potassico,
com posteriores adi¢cdes de volumes apropriados da solu¢do do padrao de trabalho para obtencao
dos niveis de concentragao 8,0; 10,0 e 12,0 mg L' As solucdes, preparadas para cada nivel de
concentragdo, de cada amostra, foram analisadas utilizando-se os métodos propostos e

calculando-se as percentagens de recuperagdo (% R).

Robustez

Para medir a capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros
analiticos envolvendo os métodos propostos, foram efetuadas leituras das solucdes de losartano
potassico padrio de trabalho nas concentra¢des finais de 5,0 ¢ 10,0 mg L™ empregando-se a
espectrofotometria direta e derivada de primeira ordem, respectivamente. O procedimento foi
realizado, comparando-se os valores das respostas obtidas com as leituras realizadas em
diferentes cubetas e apds alteracdo das condigdes ambientais da sala, desligando-se o ar

condicionado.
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Limite de deteccéo e limite de quantificagdo

O limite de detec¢ao (LD) e quantificagdo (LQ) das amostras (A, B e C), sob as condic¢des
experimentais estabelecidas, foram determinados efetuando-se 20 leituras correspondentes ao
branco (dgua destilada). O LD e LQ foram determinados com base nas equagdes: LD = 3 x
Dpa/IC; LQ = 10 x Dpa/IC em que: DPa ¢ o desvio padrao de 20 determinagdes do branco e IC ¢

a inclinagdo da curva de calibragio.

Estabilidade da solugéo aquosa

A partir da solugdo estoque de losartano potassico padrao de trabalho foram preparadas
solucdes nas concentragdes finais de 5,0 e 10 mg L™, utilizando-se 4gua destilada como solvente.
Procedeu-se as varreduras espectrais das solu¢des nos tempos 0, 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 12 ¢ 24
horas do preparo, aplicando-se os modelos de espectrofotometria direta para a solugdo a 5 mg L™

e derivada de primeira ordem para a solugdo a 10 mg L™

Analise das amostras de capsulas

Determinagéo de peso médio

Para determinacdo do peso médio das cépsulas das amostras das farmacias A, B e C,
respectivamente, seguiu-se metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia, 1988)
pesando-se individualmente 20 capsulas, removendo-se o contetido de cada uma e pesando-as
novamente. O peso médio de cada amostra foi calculado pela diferenga dos valores individuais
obtidos entre a capsula cheia e vazia e determinando as estimativas dos desvios padrdes relativos

individuais em relagdo ao peso médio de cada amostra.

Doseamento das amostras

As metodologias analiticas validadas foram aplicadas na determinagao do teor de losartano
potassico presente nas amostras de cadpsulas das farmécias A, B e C, respectivamente. A
quantificacdo do farmaco foi realizada aplicando-se a espectrofotometria direta e
espectrofotometria derivada de primeira ordem nas concentragdes de 5,0 ¢ 10 mg L7,
respectivamente, comparando-se os valores das respostas das amostras com as de losartano

potassico padrdo de trabalho preparadas nas mesmas concentragdes.
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Uniformidade de contetido

O conteddo de 10 céapsulas de cada amostra (farmacias A, B e C) foi transferido
individualmente para baldes volumétricos de 100 mL, que foram levados ao ultra-som por 10
minutos. Completou-se o volume de cada balao com agua destilada. Aliquotas de cada amostra,
previamente filtradas em papel de filtro quantitativo, foram diluidas para as concentragdes finais
de 5 ¢ 10 mg L ¢ analisadas pela espectrofotometria direta ¢ derivada de primeira ordem,
respectivamente, comparando-se os valores das respostas das amostras com as de losartano

potassico padrdo de trabalho preparadas nas mesmas concentragdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A literatura relata estudo do comportamento de solu¢do aquosa de losartano potassico em
varios valores de pH e conclui que em valores entre 5 € 9, as suas caracteristicas espectrais se
mantém constantes (Lastra et al., 2003). A destilagdo é um dos sistemas mais utilizados em
farmacias magistrais para obtengdo da agua purificada a ser empregada nos processos de
manipulacdo e controle de qualidade. Os valores de pH recomendados para agua destilada
encontram-se entre 5,0 ¢ 7,0 (United, 2007). A sua maior vantagem e facilidade, em relacao as
questdes ambientais em laboratorios de andlises quimicas estdo no descarte e menor custo frente
aos outros solventes, principalmente os organicos. A solubilidade aquosa do losartano potassico
(3,3 mg mL"! em pH 7,8) é, também, fator relevante a ser considerado pois permite a validagdo
das metodologias espectrofotométricas (Lastra et al., 2003; Williams et al., 1996).

A analise do espectro de absor¢do de ordem zero para o losartano potassico em agua destilada
(Figura 2) demonstra que a solucio na concentracdo de 5,0 mg L', apresenta um maximo no
comprimento de onda de 205 nm com valores de absorvancia de aproximadamente 0,50, neste
ponto, justificando o uso dessa concentracdo como ponto médio para construgdo da curva de

calibracdo no modelo espectrofotométrico direto.

49



0,500

Absorvancia

0,000 L L L L
200,0 2200 2400 2600 2800 300,0

Comprimento de onda {nm)

Figura 2. Espectro de absor¢ao de ordem zero de losartano potassico na concentragdo de 5 mg.L"

! utilizando 4gua destilada como solvente.

Trabalhos publicados justificam a utilizacdo da espectrofotometria derivada de primeira
ordem para a forma farmacéutica comprimido, devido ao maximo de absor¢do do firmaco no
espectro de ordem zero ser em 205 nm e nenhum pico resolvido ¢ registrado em outro
comprimento de onda (Lastra et al., 2003), além da possivel absor¢ao de excipientes presentes na
formulacdo de comprimidos, no comprimento de onda proximo a 200 nm, o que limita a
aplicacdo da espectrofotometria direta para determinagdo deste tipo de forma farmacéutica
(Ansari et al., 2004).

Na espectrofotometria de derivadas a diferenciagdo do espectro de absor¢ao por ordem zero
ndo aumenta as informagdes do espectro de absor¢do original, mas ocorre supressdao das bandas
largas, realce das bandas estreitas apresentando maior resolugdo ¢ obedecendo, ainda, a lei de
Beer-Lambert (Paschoal et al., 2003). Ao se derivar o espectro de absor¢do original, através do
software do equipamento que disponibiliza esse recurso, observa-se um nitido pico invertido em
234 nm (Figura 3). Neste comprimento de onda, uma solugdo a 5 mg L' apresenta valores de
absorvancia, no espectro de ordem zero, de aproximadamente 0,25. Para analises subseqiientes,
foi utilizada a concentragdo de 10 mg. L™, para que o ponto médio da curva de calibragdo

correspondesse a um sinal proximo de 0,5 no espectro de ordem zero.
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Figura 3. Espectro de absorg¢do de primeira derivada de losartano potassico na concentragdo de 5

mg.L"', utilizando 4gua destilada como solvente.

No experimento realizado, os excipientes presentes nas cadpsulas manipuladas pelas diferentes
farmécias magistrais, ndo apresentaram absor¢do no comprimento de onda de 205 nm,
demonstrando a seletividade do método espectrofotométrico direto para esta forma farmacéutica
(Figura 4). Isso reflete em vantagem para laboratérios que ndo possuem o equipamento com o
recurso de derivar as curvas espectrais. A seletividade do método foi confirmada para os
seguintes excipientes: estearato de magnésio, aerosil, lauril sulfato de sodio, talco, amido,
microcel MC 102- L de diferentes fornecedores. Como ha grande heterogeneidade nos
excipientes envolvendo os processos de manipulacdo, a seletividade do método utilizando a
espectrofotometria direta deve ser confirmada caso o processo de manipulagdo envolva

excipientes diferentes dos citados acima, o que podera representar limitacdo e desvantagem para

aplicacao do modelo de espectrofotometria direta.
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Figura 4. Sobreposigdo dos espectros de ordem zero de solu¢do aquosa de padrdo de losartano

potassico (5 mg L), amostras de capsulas A, B e C (5 mg L") e seus respectivos excipientes.
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A analise dos resultados demonstrou ndo haver interferéncia dos excipientes presentes nas
amostras de capsulas A, B e C, no método de espectrofotometria derivada de primeira ordem

(Figura 5).
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Figura 5. Sobreposi¢ao dos espectros de primeira derivada de solugdo aquosa de padrio de
losartano potéssico (10 mg L™), amostras de capsulas A, B e C (10 mg L") e seus respectivos

excipientes.

Embora através da técnica espectrofotométrica, em relagdo a seletividade, nao seja possivel
identificar e quantificar produtos de degradacdo ¢ importante ressaltar e recomendar que a
matéria-prima a ser utilizada na manipulagdo das capsulas de losartano potassico deve ser
analisada e acompanhada de certificado de andlise que garanta valores dentro dos critérios de
aceitacdo quanto aos produtos de degradagdo especificados na monografia oficial da matéria-
prima, que estabelece um limite de 0,2 % para qualquer impureza individual e de 0,5 % para o
total de impurezas encontradas (United, 2007).

Os resultados de linearidade foram avaliados por meio da regressdo linear, pelo método dos
minimos quadrados. Foi obtido um coeficiente de correlagdo (r) de 0,9999 para as solugdes de
losartano potéassico nas concentragdes de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 mg Lt pela espectrofotometria
direta. A equagdo da reta obtida foi A = 0,095C — 0,0048. A estimativa do desvio padrao relativo
entre as 5 determinagdes de cada concentragdo foi inferior a 2 %. Na espectrofotometria derivada
de primeira ordem o coeficiente de correlagdo também foi de 0,9999 para as solugdes de
losartano potassico nas concentragdes de 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 mg LA equacdo da reta

obtida foi: dA/dA= -0,0022C - 0,0004. A estimativa do desvio padrdo relativo entre as 5
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determinagdes de cada concentragcdo foi inferior a 2 %. Esses resultados demonstraram haver
correlacdo linear entre as concentragdes de losartano potéssico e as respostas apresentadas pelas
duas metodologias.

Os valores médios das estimativas de desvio padrao de 0,95 % e 0,75 % e de 0,89 % ¢ 0,76 %
demonstraram que o método possui precisdo satisfatoria quando analisado no mesmo dia e em
dias diferentes por aplicacdo da espectrofotometria direta e derivada de primeira ordem,
respectivamente. S3o aceitaveis valores de desvio padrdo relativo igual ou abaixo de 5 % (Brasil,
2003).

Os métodos espectrofotométricos desenvolvidos demonstraram exatidao, que foi constatada
pelo teste de recuperacdo. Valores médios de 99,00 %, 101,74 % e 98,91 % e de 101,19 %, 99,86
% e 101,56 % para as amostras A, B e C, respectivamente, para a espectrofotometria direta e
derivada de primeira ordem indicam exatidio adequada. Valores entre 98 a 102% sdo

considerados satisfatorios (Tabelas 1 e 2).
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Tabela I. Valores obtidos na determinagao dos parametros de validagdo analitica para losartano

potéssico através da espectrofotometria direta, utilizando 4gua destilada como solvente a 205 nm.

Parametros Condig¢des Niveis de Médias das DPR Média de
concentragdo absorvancias (%) recuperagao
(mg L™ (%)
Preciséo

repetitividade 1* Série 5 0,482 0,79 (n=6)
2% Série 5 0,482 1,11 (n=6)
intermediaria 1° dia 5 0,490 0,70 (n=6)
2° dia 5 0,487 0,79 (n=6)
4,0 0,377 0,55 (n=3)

Amostra A 5,0 0,477 0,36 (n=3) 99,00
6,0 0,570 0,62 (n=3)
4,0 0,372 0,82 (n=3)

Exatidao Amostra B 5,0 0,466 0,33 (n=3) 101,74
6,0 0,563 0,00 (n=3)
4,0 0,396 0,39 (n=3)

Amostra C 5,0 0,498 0,83 (n=3) 98,91
6,0 0,596 0,86 (n=3)

Cubeta 1 5,0 0,599
Robustez Cubeta 2 5,0 0,599 0,12 (n=3)
Ar desligado 5,0 0,600

54



Tabela I1. Valores obtidos na determinagdo dos parametros de validagdo analitica para losartano
potéassico através da espectrofotometria derivada de primeira ordem, utilizando 4gua destilada

como solvente a 234 nm.

Parametros Condigoes Niveis de Médias das DPR (%) Média de

concentragao respostas recuperacao
(mg L™ (dA/d)) (%)
Precisdo
repetitividade 12 Série 10,0 -0,0204 0,92 (n=6)
2% Série 10,0 -0,0208 0,86 (n=6)
intermediaria 1° dia 10,0 -0,0219 0,53 (n=6)
2° dia 10,0 -0,0203 0,99 (n=6)
8,0 -0,0148 0,39 (n=3)
Amostra A 10,0 -0,0188 0,31 (n=3) 101,19
12,0 -0,0225 0,26 (n=3)
8,0 -0,0159 0,00 (n=3)
Exatid&o Amostra B 10,0 -0,0200 0,50 (n=3) 99,86
12,0 -0,0237 0,24 (n=3)
8,0 -0,0163 0,71 (n=3)
Amostra C 10,0 -0,0202 0,00 (n=3) 101,56
12,0 -0,0241 0,24 (n=3)
Robustez Cubeta 1 10,0 -0,0221
Cubeta 2 10,0 -0,0222 0,21 (n=3)
Ar desligado 10,0 -0,0221

A robustez determina as condi¢des proprias em que deve ser desenvolvido a calibragdo e os
fatores que devem ser levados em consideracao durante a constru¢do do modelo, onde a principal
observacao estd nas alteragdes das condi¢des experimentais e ambientais que podem refletir nos

resultados gerando erros significativos na determinacdo. Nas metodologias propostas a robustez
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foi verificada pelos baixos valores das estimativas de desvio padrdo relativo entre as leituras das

solugdes de losartano potdssico padrdo de trabalho, realizadas em diferentes cubetas e com

alteracdo das condi¢des ambientais desligando-se o ar condicionado da sala (Tabelas 1 e 2).

Os limites de detecgio e de quantificagio foram respectivamente 0,01 ¢ 0,04 mg L™ para a

espectrofotometria direta e 0,07 ¢ 0,23 mg. L' para a derivada de primeira ordem, demonstrando

sensibilidade adequada para a aplicagdo proposta, pois em ambos os modelos, os limites se

encontram abaixo da concentragdo referente ao primeiro ponto da curva de calibracao.

A estabilidade do farmaco em solug@o aquosa foi avaliada em fung¢do do tempo registrando-se

os espectros de absor¢do em até 24 horas de armazenamento e nao houve alteragdes significativas

nos perfis espectrais (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Sobreposi¢do de espectros de ordem zero para avaliagdo de estabilidade da solugdo

aquosa de losartano potassico
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Figura 7. Sobreposi¢do de espectros de primeira derivada para avaliacdo de estabilidade da
solucdo aquosa de losartano potassico 10 mg L™

Em relagdo a analise do produto acabado, a uniformidade de peso das unidades do mesmo

lote das amostras A, B e C, respectivamente, apresentaram valores de 132,33 mg, 155,12 mg e
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158,02 mg, respectivamente. Os valores de peso médio das amostras atenderam aos limites
estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (1988), onde capsulas com peso nominal em até¢ 300
mg podem variar em + 10%.

As metodologias analiticas envolvendo a espectrofotometria direta e derivada de primeira
ordem foram aplicadas a forma farmacéutica capsula das amostras das farmécias A, B e C,
respectivamente. Os valores de teores e estimativas de desvio padrao relativo estdo apresentados
na Tabela 3, demonstrando que a quantidade do principio ativo em cada amostra atende ao
preconizado pela Farmacopéia Brasileira (1988) para produto acabado, de 90 a 110 %.

O teste de uniformidade de contetido das capsulas de cada amostra mostrou que as amostras
A e C apresentam estimativas de desvio padrdo relativo com valores aceitaveis. Por outro lado, a
amostra B embora tenha apresentado quantidade do farmaco dentro das especificagdes
apresentou estimativa de desvio padrdo relativo superior a 6% (Tabela 3). A uniformidade de
conteudo de produto acabado deve estar entre 85,0% e 115,0% e a estimativa de desvio padrao

relativo deve ser inferior a 6,0% (Farmacopéia, 1988).
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Tabela I1l. Valores obtidos no doseamento e uniformidade de contetudo para losartano potassico

nas amostras de capsulas das farmacias A, B e C, respectivamente.

Amostras A B C

Espectrofotometria  Direta Derivada Direta Derivada Direta  Derivada

primeira primeira primeira
Teor (%) 98,06 99,18 96,08 94,54 99,25 99,61
DPR (%) 1,10 0,78 1,93 1,16 1,00 0,61

(m=5)  (0n=5) (n=5)  (n=5) (n=5) (n=5)
Encontrado (mg) 49,03 49,59 48,04 4727 49,63 49,81

Uniformidade(%) 98,85 100,13 96,04 99,70 100,51 101,02
DPR (%) 3,40 3,00 6,08 6,95 3,37 4,47

(n=10) (n=10) (=10) (n=10) (=10) (n=10)
Encontrado (mg) 49,40 50,10 48,00 4990 50,30 50,50

As duas metodologias analiticas foram comparadas estatisticamente, utilizando-se dos
resultados de teor obtidos no ensaio de uniformidade de conteudo. Para andlise estatistica dos
dados, primeiramente, utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x2 com 10 repeti¢cdes e comparagdo de métodos pelo teste Tukey ao nivel de significancia de 5
%. Foram comparados os seguintes parametros: amostras (farmécias A, B e C) e modelos
(espectrofotometria de ordem zero e de derivada de primeira).

Comparando-se as amostras de losartano potassico capsulas das farmacias analisadas,
verificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre elas. As capsulas das
farmacias A, B e C apresentaram estatisticamente a mesma média percentual total de teor.
Comparando-se os modelos utilizados (espectrofotometria direta e derivada de primeira ordem)

verificou-se que ndo houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre eles.
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CONCLUSOES

As metodologias analiticas propostas envolvendo a espectrofotometria na regidao do UV, sob
as condi¢des descritas, para determinagdo quantitativa de losartano potassico 50 mg na forma
farmacéutica cépsula, utilizando-se 4dgua destilada como solvente, mostraram-se rapidas,
confidveis, economicamente viaveis ¢ atenderam aos parametros exigidos para validagdo de
método analitico, de acordo com os fins adotados. Além disso, apresentam a vantagem de utilizar
agua destilada, que ndo agride o meio ambiente.

A espectrofotometria derivada de primeira ordem ¢ uma alternativa para o doseamento de
losartano potassico na forma farmacéutica capsula, principalmente se os excipientes utilizados no
processo de manipulacdo forem diferentes dos estudados nesse trabalho, e que porventura

absorvam no comprimento de onda de 205 nm.
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2.2 ARTIGO II

O artigo II consiste na otimizacdo e validagdo de metodologia analitica por cromatografia
liquida de alta eficiéncia para determina¢do quantitativa de losartano potassico na forma
farmacéutica cépsula e aplicacdo desse método para avaliagdo de produtos de degradagdo e de
produtos comercializados no mercado nacional. Foi submetido a revista Journal of AOAC

International e encontra-se em fase de avaliag@o pelos revisores.
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ABSTRACT

This paper describes the optimization and validation of an analytical methodology for
determination of losartan potassium capsules in the presence of its degradation products by
HPLC using a 2" fractional factorial design and a Dochlert design for establishment of the
chromatographic conditions. The HPLC method utilized potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58
mmol L") — acetonitrile (65:35, v/v) as mobile phase, pumped at a flow rate of 1.0 mL min™'. The
column was 125 mm x 4.6 mm C8 packed with 5 um particles and the temperature was fixed at
35 °C. UV detection was performed at 254 nm. All parameters of validation were found in
accordance showing accuracy, precision, selectivity, robustness and linearity over the
concentration range of 30-70 mg L™ of losartan potassium. The limits of detection and
quantification were 0.114 and 0.420 mg L™, respectively. The method showed to be useful for

determination of losartan potassium in pharmaceutical capsules.

Keywords: Doechlert design; fractional factorial design; losartan potassium; reversed-phase

chromatography; validation;
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1. Introduction

The scientific and technological progress demands a growing need of effective analytical
methodologies. In the pharmaceutical market there is a concern regarding analysis for routine
tests of formulations that should be fast, to assure the quality and to attend the regulatory
demands. In this sense, it is important to stress on that during development of a new analytical
method, in which it must comprise those satisfactory features, including, selectivity, sensibility
and high linear range, the time and consumption of sample/reagent involved in the optimization
process must be reduced. Such optimization condition can be achieved by using multivariate
experimental design (1). Among their advantages, multivariate experimental design provides a
reduction in the number of required experiments, resulting in lower reagent consumption and
considerably less laboratory work (1). According to these advantageous, the present work
propose the use of multivariate design to develop a HPLC method for determination losartan
potassium drug substance when it is as a single active principle in pharmaceutical capsules.
Losartan potassium (Fig. 1), chemically described as 2-butyl-4-chloro-1-[p-(0-1H-tetrazol-5-
ylphenyl)benzyl] imidazole-5-methanol monopotassium salt (2) is an angiotensin II receptor
(type AT1) antagonist for the treatment of hypertension. Losartan has been demonstrated to be
superior to previous peptide receptor antagonists and angiotensin converting enzyme (ACE)
inhibitors because of its enhanced specificity, selectivity and tolerability (3,4) Losartan
potassium has a molecular weight of 461, a pKa of 4.9 and an aqueous solubility of 3.3 mg mL ™'
at pH 7.8 (5). Several analytical techniques have been applied to the analysis of losartan
potassium in biological fluids using High Performance Liquid Chromatography (HPLC) methods
(6-9). For applications in pharmaceutical products there are methods that make use of HPLC
(10-18), High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) (19,20), Capillary
Electrophoresis (CE), Capillary Electrochromatography (CEC) (21) and spectrophotometry
(22,23). Recently, the literature presents reports of the employment of the HPLC for
bioequivalence studies of tablets containing losartan potassium (24,25). However, few analytical
reports for the analysis of losartan potassium in capsules are described (26). Moreover, the
United States Pharmacopeia (2) has not yet incorporated in an analytical monograph a method for

quantification of losartan potassium in capsules.
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Thus, the focus of the work describes herein was to develop of a HPLC method for
determination of losartan potassium in pharmaceutical capsules aiming at to obtain a satisfactory
efficiency using the available resources, to validate the method and to apply the method for

determination of active principle in the presence of its degradation products.

2. Experimental

2.1. Chemical and reagents

All reagents were of analytical grade. Potassium dihydrogenphosphate anhydrous (KH,POy,),
phosphoric acid PA, sodium hydroxide PA, HPLC grade acetonitrile and hydrochloride acid PA
were purchase from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil); reverse osmosis water purified was obtained
using a reverse osmosis water purification system (GEHAKA, OS 10 LTH, Brazil). 98.90%
purity losartan potassium salt was supplied by IPCA laboratories limited, (Athal, Indian). 50 mg
losartan potassium salt in capsules were supplied by three local drug stores from three different
Brazilian manufactures, coded as A, B and C. The placebo mixture used in accuracy and
selectivity studies containing pharmaceutical grade excipients (magnesium stearate, aerosil,
sodium dodecyl sulfate, talc, starch and microcel MC-102 1) were obtained from same local drug

stores (A, B and C).

2.2. Apparatus

Chromatographic separations were carried out using a Shimadzu HPLC system (Tokyo,
Japan) series LC-10A consisting of a LC AVP pump, a CLASS-VP 5.02 integration system, a
DGU-14 A degasser, a 77251 manual injector with a 20 uL. loop, (Rheodyne, EUA), a SPD-
10AVP integrated UV detector, a FCV-10ALVP valve, a CTO-10AVP column oven and a SCL-
10 AVP controller. The peak purity was determined on a SPD-M 10A VP photodiode-array
detector (PDA). Chromatographic columns were Licrospher RP-18 (Merck, Germany) packed
column, (100 x 4.6 mm i.d., 5 pm particle size) combined with a guard column (10 X 4.6 mm
1.d.) and Macherey Nagel Nucleosil C8 analytical column (5 um particle size, 125 % 4.6 mm i.d.)
proceeded by a guard column (20 x 4.6 mm i.d.). Digital pH meter (PA 200, Marconi S.A,
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Brazil); ultrasonic Bath model USC2800A (Unique, Brazil); analytical balance model 410 (Kern,
Germany); reverse osmosis water purifier (GEHAKA, OS 10 LTH, Brazil); vacuum filtration
system (Millipore, Brazil) and PTFE membrane filters pore size of 0.45 um and diameter of 13.0
mm (Millipore, Brazil).

2.3. Sample preparation

2.3.1. Losartan potassium stock and working standard solutions

The stock solution of losartan potassium was prepared in a 50 mL volumetric flask by
dissolving an accurately weighted amount (25 mg) of losartan potassium standard (98.90%
purity) in mobile phase; the final volume was made up with mobile phase.

Working solutions were prepared immediately before use, by appropriate dilutions of the
corresponding stock solutions of losartan potassium with mobile phase. The solutions were then

filtered through a 0.45 pm nylon membrane filter.

2.3.2. Sample capsules solution

Pharmaceutical formulations of three different local drug stores were used. In each case, the
average weight was obtained through the difference of a weight between full and empty 20
capsules. The quantity equivalent to 25 mg losartan potassium was transferred into a 50 mL
volumetric flask and the volume completed with mobile phase. This solution was diluted
immediately before use, by appropriate dilutions with mobile phase and coded as A, B and C.

The solutions were filtered through a 0.45 pm nylon membrane filter.
2.3.3. Losartan potassium excipient solutions

An excipients mixture containing the same amount of the capsules commercially available

was transferred to a 50 mL volumetric flask and treated as described in section 2.3.2.
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2.4. Optimization strategy of chromatographic conditions

In order to make a screening study of factors that influence the chromatographic conditions a
2> fractional factorial design was carried out in duplicate for the following factors: pH of buffer
used in the mobile phase (2.5 and 7.0), proportion of the components in the mobile phase
(phosphate buffer-acetonitrile, (60:40 and 40:60, v/v)), column temperature (25°C and 35°C),
mobile phase flow rate (0.8 and 1.2 mL min™") and column type (silica C8 and RP-18) (Table 1).
A losartan potassium work standard solution at 50 mg L™ concentration was utilized in these
experiments (section 2.3.1). The generator employed for this design was | = abcde. The run time
varied from 5 to 25 minutes, in agreement with the levels used in the design. The UV detection
was made at 254 nm wavelength and 20 pL of injection volume was used. Considering that both,
theoretical plates and retention time play an important role in the establishment of a new
chromatographic method, the analytical response used in the experimental design was based on
theoretical plates/retention time ratio. After establishing those significant factors from the
fractional factorial design, the final optimization was further carried out using a Doehlert design,
whose design comprises 7 conditions, with central point carried out in triplicate. From this
design, it was possible to apply the response surface method (RSM) to optimize the factors

levels. All data were processed using the STATISTICAL package software (version 6.0).

2.5. Method validation

Method validation was performed following ICH specifications (27) for selectivity, range of

linearity, accuracy, precision, robustness, LOD and LOQ.

2.6. Accelerated degradation studies

The literature reports the presence of the degradation products in tablets and pharmaceutical
capsules which are observed under acid and temperature stress (13,18,26). Therefore, accelerated
degradation studies were performed to provide an indication of the drug stability and method
selectivity. For degradation study 25 mg of losartan potassium standard was accurately weighted

and diluted in 1.0 mol L™ HCI to concentration of 50 mg L. This solution was heated under
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refluxing at 105°C for 2 h, and then neutralized by adjusting the pH to 7.0. The solution was
filtered through a 0.45 um nylon membrane filter before injection. Additional PDA detector data

were collected for the purposes of the peak purity evaluation.
3. Results and discussion
3.1. Method development and optimization

As commented, the analytical response based on theoretical plates/retention time ratio was
chosen taking into account the great paramount importance of theoretical plates that must be
observed in a low run time. Theoretical plates should be higher than 2000 in accordance to USP
(2). However, it was observed experimentally that the number of theoretical plates increased with
the increase of retention time (data not shown). Hence, the response based on theoretical
plates/retention time ratio was successfully employed as a compromise between required
theoretical plates and low run time, indeed, an appropriate condition to be applied for routine
laboratories analysis. The experimental results from 2°' fractional factorial design for the five
factors that influences in the analytical response are shown in Table 1. The effect of each studied
factor as well as the interaction among them was established according to the estimate of the
contrast since a fractional factorial design was used (Table 2). In order to determinate the
statistical significance of the factors and their interactions, the standard variance (sz) of the
estimate of the factors was calculated via Eq.1.

(1)
2 (nA _I)SZA + (nB _1)528

a (nA_1)+(nB_1)

Where n is the number of times that the assay was repeated and s is the variance obtained in

each assay. The standard variance of the experimental design listed in Table 1 obtained from Eq.

1, was 944.30. Yet, the variance of the contrast was obtained from Eq. 2:

2 2

V (estimate) :V[F_2(+)] +V[F_2(—)] = Sﬁ +S% (2)
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Where n is the number of assays with low and high levels. Thus, the variance of the estimate of
the contrast was found to be 118.04. The error (10.86) of the estimate of the contrast was
obtained by extracting the root of the variance. By multiplying the error by the critical t,.; (2.120)
(28). for a confidence interval of 95%, the estimated error becomes 23.03. When the value of the
estimated error is smaller than the estimated contrast, the factor becomes statistically significant
(28).

Comparing the results of the estimate of the contrast with the estimated error it is concluded
that all factors are significant. When the estimate of the contrast is positive, it indicate the
increase of its level provides a significantly increase in the result (theoretical plates/retention
time ratio). Hence, it was verified that best response was obtained with the following conditions:
higher acetonitrile proportions in the mobile phase, high column temperature, mobile phase
buffer at high pH, higher mobile phase flow rates and C8 analytical column. As column type is a
qualitative factor, it was decided to adopt C8 column for the subsequent studies. Column
temperature values above 35°C was not tested because the use of mobile phase at high pH
associated to high temperatures can leads damage to the silica of the stationary phase. Thus,
column temperature was set at 35°C. The increase of the analytical response observed with the
increase of the mobile phase flow rate is attributed to the decrease of retention time and, of
course, accompanied by the decrease of the theoretical plates. A very high increase of the mobile
phase flow rate is not beneficial, because it can harm the process of diffusion of the losartan
potassium among stationary and mobile phase. Therefore, the mobile phase flow rate was fixed at
1 mL min™.

Concerning the significant interaction between proportions of the components in the mobile
phase and pH of buffer used in the mobile phase, a final optimization of these factors was
accomplished by Doehlert design. The levels employed in this design for pH of buffer used in the
mobile phase varied from 2.0 up to 7.0, while the proportion of phosphate buffer in the mobile
phase varied from 60% up to 70%. The central point (65% of phosphate buffer pH 4.5) was
carried out in triplicate. As verified from response surface (Fig. 2) there is a significant improves
on analytical response when working at higher pH values and smaller proportions of phosphate in
the mobile phase. Despite high pH values provides the best results, it was decided to adopt
phosphate buffer at pH 6.2 in order to preserve the lifetime of the column. The proportion of
phosphate buffer at pH 6.2 was fixed at 65%. Smaller ratios of buffer mobile phase content were
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not used, since this condition can cause a very low retention time, which was experimentally
verified.

Therefore, the method was developed for the determination of losartan potassium capsules
with the following chromatographic parameters: mobile phase constituted by potassium
phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L™) — acetonitrile (65:35, v/v), in isocratic elution system,
flow rate at 1.0 mL min™ with column temperature of 35°C, C8 analytical column, run time of 5
minutes (except for analysis of degradation products), UV detection wavelength at 254 nm and

20 pL of injection volume.

3.2. Method validation

3.2.1 System suitability

This test was carried out by injecting six replicates of a work standard solution of losartan
potassium (Section 2.3.1) containing 50 mg L™ (100% level). A representative chromatogram is
showed in the Fig. 3. The retention time was 3.19 min; theoretical plates higher than 4900;
capacity factor higher than 2.19 and asymmetry of 1.06. The relative standard deviation was

1.17%. All parameters are in accordance to United States Pharmacopeia (2).

3.2.2 Linearity

Linearity was evaluated according to the ICH guidelines (27) by the analysis of working
standard solutions of losartan potassium (Section 2.3.1). The standard solutions were obtained in
five replicates in the final concentrations of 30, 40, 50, 60 and 70 mg. L' of losartan potassium
(ranging from 60 to 140% of a 50 mg nominal dose in capsules). The calibration equations and
determination coefficient obtained were A = 20321[losartan potassium] + 2917.2 and 0.9998,
respectively. The relative standard deviations of each point (n=5) were smaller than 2%. The

results show excellent correlations between peak area and tested concentrations.

3.2.3 Precision
Precision was evaluated at the intra-day and inter-day precision levels. Intra-day was studied

by the determination of system precision for six replicate injections of work standard solutions of
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losartan potassium (Section 2.3.1) in a concentration of 50 mg L™ (100% level). This procedure
was repeated in a short time. The overall relative standard deviation observed was 0.94% (Table
3).

Inter-day precision also was evaluated by injection of six independent of work standard
solutions of losartan potassium (Section 2.3.1) in a concentration at the 100% level. This
procedure was repeated in a different day. The overall relative standard deviation observed was
1.15% (Table 3). The assay method precision acceptance criteria set in the validation was smaller

than 2.0%.

3.2.4 Accuracy

The accuracy of the losartan potassium capsules method was determined by the measuring
the drug recovery in triplicate at three levels from 80 to 120% of the method concentration (50
mg. L™"). Aliquots of losartan potassium stock standard solution (Section 2.3.1) were added to
sample capsules solution designed A, B e C (Section 2.3.2) for obtaining of these levels. The
mean recovery, expressed in terms of percent recovery of the pharmaceutical dosage forms by the
assay, for each component at each level and the respective relative standard deviation were
calculated and are listed in Table 3. These indicate that the method enables the accurate

determination of the losartan potassium.

3.2.5 Selectivity

The selectivity of the losartan capsules method was demonstrated by the injection of a work
standard solution of losartan potassium (Section 2.3.1) in a concentration of 50 mg. L' and
by the injection of losartan potassium excipient solutions (Section 2.3.3). The chromatogram
depicted in Fig. 4 shows that the excipient has negligible contribution with the main peak. The
selectivity was also confirmed by comparison of the spectra between the peaks of losartan
potassium obtained from reference substance (Section 2.3.1) and losartan potassium reference
substance after refluxing at 105°C for 2 h in 1.0 mol L™ HCI (Section 2.6) using PDA detector.
The similarity index between the spectra was 0.9973 indicated that no excipients or impurities

interfered with losartan potassium peak.
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3.2.6 Robustness

The Robustness of the proposed method was examined by its capacity in resisting small and
deliberate variations of the analytical parameters. The pH was changed for the range of 6.0-6.4;
the composition of mobile phase (phosphate buffer — acetonitrile (65:35, v/v) was changed from
60:40 up to 70:30, v/v and the temperature rate was evaluated ranging from 33°C up to 37°C. The
results, shown in Table 4, confirmed the Robustness of the test, because the obtained values were

within the acceptance limits of 95.0-105.0% (29).

3.2.7 Limits of detection and quantification

LOD/LOQ parameters were established to demonstrate that the analyses are being performed
in a region above the limit of quantification value. To determine the LOD from this approach, a
comparison was made between measurements of the signals of samples with low concentrations
of losartan potassium. The signal-to-noise ratio was 3:1 for LOD and 10:1 for LOQ, proportions
usually acceptable for these limits. For the present work, the noise was measured from
chromatograms of blank (by injection of the mobile phase) in the same regions as the peaks of
the analytes. The LOD and LOQ values were 0.114 and 0.420 mg. L™, The literature presents the
values of 0.023 and 0.420 mg L™ for the LOD and LOQ, respectively (6).

3.3 Accelerated degradation studies

Degradation products were observed in losartan potassium reference substance after refluxing
at 105°C for 2 h in 1.0 mol L™ hydrochloric acid (Fig. 5). To make sure if these degradation
products obtained are the same ones identified by Zhao and coworkers (18) spectroscopic
analysis will be necessary. Other conditions that usually cause degradation were not performed

because in previous studies no degradation products were observed (13,18,26).
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3.4 Application of the validated method to pharmaceutical products

The proposed method was applied for determination of losartan potassium in capsules dosage
forms. Five samples of capsules solution (Section 2.3.2) of each local drug store (A, B and C) in
a concentration of 50 mg. L™ were analyzed. The results, expressed as percentage drug related to
label claim, are informed in Table 5. The amounts of each sample are within the Brazilian
Pharmacopoeia and United States Pharmacopeia requirements that establish the limits between

90.0 and 110.0% (2,30).

3.5 Determination of content uniformity of pharmaceutical capsules

Each one content of the ten pharmaceutical forms (unitary doses of 50 mg) of each local drug
store (A, B and C) was analyzed. Results are shown in Table 6. The capsules of three local drug
stores (A, B and C) contained between 85.13 and 101.45 percent and relative standard deviation
was (2.31, 3.03 and 2.59, respectively), in good agreement with the requirements of the Brazilian
Pharmacopoeia and United States Pharmacopeia that establish the limits between 85.0 and

115.0% and the R.S.D smaller than 6.0% (2,30).

4. Conclusion

In this study, the application of multivariate approach using factorial design and Doehlert
design was a useful tool for simultaneous study of the five factors that play important role in the
chromatographic analysis and allow us to establish reasonable chromatographic conditions. The
proposed and validated method by HPLC showed to be useful, simple and efficient for
determination of losartan potassium in pharmaceutical capsules and could effectively separate the
drug from its degradation products. Therefore, the method demonstrated to be in compliance with

the requirements of the quality control.
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Figure Captions
Fig. 1. Chemical structure of losartan potassium.

Fig. 2. Response surface of the theoretical plates divided by retention time (TP/RT). The selected
working conditions were 65 percent of 58 mmol L™ phosphate buffer (pH 6.2).

Fig. 3. Representative chromatogram of system suitability of losartan potassium capsules method.
Conditions: C8 analytical column; 1.0 mL min™ flow rate; column temperature of 35°C; 20-pL
injection volume; isocratic method of potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L) —
acetonitrile (65:35, v/v); UV detection at 254 nm.

Fig. 4. Chromatogram of losartan potassium capsules (a) and placebo (b). Conditions: C8
analytical column; 1.0 mL min™ flow rate; column temperature of 35°C; 20-pL injection volume;
isocratic method of potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L) — acetonitrile (65:35, v/v);
UV detection at 254 nm.

Fig. 5. Chromatogram of losartan potassium reference substance after refluxing at 120°C for 2 h
in 1.0 hydrochloric acid (a) and under normal conditions (b). Conditions: C8 analytical column;
1.0 mL min™ flow rate; column temperature of 35°C; 20-pL injection volume; isocratic method
of potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L) — acetonitrile (65:35, v/v); UV detection at
254 nm
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Table 1. The 2 ! fractional factorial design and the results obtained for the HPLC method for

determination of losartan potassium.

Runs Buffer Column  pH of Flow Column Response Mean  Variance
Proportion temperature the  (mL min™) type  (theoretical plates  values
(a) (b) buffer (d) (e) /retention time)
()
- (60%) -(25°C)  -(25) -(0.8) - (CB)
+(70%) +(35°C) +(7.0) +(1.2) +(C18)

1 - - - - + 1030.41/1041.13  1035.77  57.46
2 + - - - - 370.05/367.04 368.54 4.53
3 - + - - - 1062.10/1062.48 1062.29 0.07
4 + + - - + 491.99/506.51 499.24  105.42
5 - - + - - 1383.48/1440.35 1412.02 1617.10
6 + - + - + 544.96/546.49 545.72 1.17
7 - + + - 1189.10/1144.31 1166.73  1003.07
8 + + + - - 1209.44/1201.76  1205.62  29.49
9 - - - + - 1227.04/1233.30  1230.17 19.59
10 + - - + + 560.19/555.09 557.64 13.01
11 - + - + + 1359.02/1386.12  1372.55  367.20
12 + + - + - 565.95/571.43 568.69 15.02
13 - - + + + 1295.58/1270.80  1283.38  307.02
14 + - + + - 1169.95/1321.93  1255.67 11548.96
15 - + + + - 1802.13/1802.05 1802.09  0.003
16 + + + + + 792.31/786.04 789.18 19.66
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Table 2. Estimated contrast of the factors and estimated error.

Factors and interactions Estimated contrast
Proportion of the phosphate buffer -573.02
Column temperature 98.43
pH of the buffer 344.43
Mobile phase flow 194.21
Column type -205.65
Proportion of the phosphate buffer X Column temperature -12.22
Proportion of the phosphate buffer X pH of the buffer 103.65
Proportion of the phosphate buffer X Mobile phase flow -58.63
Proportion of the phosphate buffer X Column type -43.59
Column temperature X pH of the buffer 20.77
Column temperature X Mobile phase flow -44.54
Column temperature X Column type 291
pH of the buffer X Mobile phase flow 3.40
pH of the buffer X Column type 116.47
Mobile phase flow X Column type -5.43
Estimated error 23.03
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Table 3. Results of precision and accuracy of the losartan potassium capsules method.

Conditions: C8 analytical column; 1.0 mL min™ flow rate; column temperature of 35°C; 20-pL

injection volume; isocratic method of potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L) —

acetonitrile (65:35, v/v); UV detection at 254 nm.

Parameters Conditions Concentration Mean (%) Mean
levels (ug/mL) R.S.D recovery
(%)
Precision
Intra-day Series 1 50 986422.33 1.31 (n=6)
Series 2 50 981826.50  0.56 (n =6)
Inter-day Day 1 50 1043889.67 0.74 (n =6)
Day 2 50 1030716.67 1.55 (n=6)
Accuracy 40 776774.7 1.32 (n=3)
Sample A 50 966812 1.08 (n =3) 98.2
60 1169952  0.26 (n =3)
40 773670 1.95 (n =3)
Sample B 50 1027599  1.14 (n =3) 102.0
60 1177576  0.92 (n =3)
40 815278.7  0.10 (n=3)
Sample C 50 1012311 0.95 (n=3) 99.7
60 1145946  1.86 (n =3)
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Table 4. Robustness study of the HPLC assay.

Chromatographic parameters Percent
recovery
Optimal conditions 99.0
Variation of the pH
pH=16.0 97.6
pH=6.4 99.3

Variation of the ACN:buffer phosphate ratio
30:70 (v/v) 98.8

40:60 (V/v) 100.3

Variation of column temperature
T=33°C 98.9

T=37°C 98.2

" Percent recovery according to the calibration curve obtained under optimal conditions (mean of

three injections).
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Table 5. Assay of losartan potassium in pharmaceutical capsules of samples A, B e C.

Conditions: C8 analytical column; 1.0 mL min™ flow rate; temperature of 35°C; 20-pL injection

volume; isocratic method of potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L) — acetonitrile

(65:35, v/v); UV detection at 254 nm.

Standard Sample A Sample B Sample C

Mean 948455.3 913982.8 928446.4 944336.8

R.S.D. (%) 0.39 (n=5) 0.34 (n=5) 0.53 (n=5) 0.48 (n=5)
Losartan (%) 98.90 95.31 96.81 98.47
Losartan (mg) - 48.19 48.94 49.78
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Table 6. Content uniformity of losartan potassium in pharmaceutical capsules of samples A, B ¢
C. Conditions: C8 analytical column; 1.0 mL min™ flow rate; column temperature of 35°C; 20-pL
injection volume; isocratic method of potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L) —

acetonitrile (65:35, v/v); UV detection at 254 nm.

Capsule Sample A (%) Sample B (%) Sample C (%)
1 94.02 91.24 94.10
2 90.40 89.73 93.84
3 93.15 88.86 94.67
4 94.47 88.19 96.99
5 93.42 87.25 98.79
6 96.68 92.36 101.45
7 90.70 88.38 95.59
8 98.70 85.13 93.84
9 94.15 86.03 97.76
10 93.51 93.57 95.50
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2.3 ARTIGO III

O artigo III consiste na otimiza¢ao e validacdo de um ensaio de dissolu¢do de cépsulas
contendo 50 mg de losartano potéssico utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a

espectrofotometria no UV como métodos de detecgao.
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ABSTRACT

The present work describes the development and validation of a dissolution test for capsules
containing 50 mg of losartan potassium using HPLC and UV spectrophotometric quantitation
methods. After testing “sink” conditions, a 2 full factorial design was carried out to evaluate the
following factors: dissolution medium (water and potassium phosphate buffer, pH 6.8); apparatus
(basket and paddle); collect time (30 and 60 min) and stirring speed (50 and 100 rpm). After
analysis of the results, the best dissolution conditions were achieved by using potassium
phosphate buffer, pH 6.8 as dissolution medium, basket as apparatus at the stirring speed of 50
rpm and time of 30 min. Both dissolution procedure and analytical methods were validated
including selectivity, linearity, precision and accuracy. Validation acceptance criteria were met in
all cases. The dissolution test was successfully employed in three different drug products and a
statistical analysis of the results showed that there are no significant differences between HPLC
and spectrophotometric analytical methods. Since there is no official monograph for this product,
the dissolution test developed could be applied for assessment of drug release of losartan

potassium salt from capsules for quality control routine.
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1. Introduction

The quality assurance of pharmaceutical products is a wide-ranging concept covering all
matters that individually or collectively influence the quality of a product. In this sense, the
importance of in vitro dissolution tests for immediate release solid oral dosage forms, such as
tablets and capsules must be highlighted, since they are essential to evaluate the lot-to-lot quality
of a drug product, to guide development of new formulations and to ensure continuing product
quality and performance after certain changes, such as changes in the formulation, the
manufacturing process, the site of manufacture, and the scale-up of the manufacturing process
[1]. Although immediate release solid dosage forms are routinely subjected to tests such as
content uniformity, weight, hardness, friability and disintegration, the test that is most often
associated with the assessment of in vivo performance is the dissolution test [2].

Therefore, undoubtedly, there is a real need to develop dissolution tests for pharmaceutical
products to assure the quality and to attend the regulatory demands.

Losartan  potassium  (Fig.1),  2-butyl-4-chloro-1-[p-(0-1H-tetrazol-5-ylphenyl)benzyl]
imidazole-5-methanol monopotassium salt [3], was the first of a new class of orally active, non-
peptide angiotensin II receptor (type AT1) antagonist for the treatment of hypertension. Losartan
has been demonstrated to be superior to previous peptide receptor antagonists and angiotensin
converting enzyme (ACE) inhibitors because of its enhanced specificity, selectivity and
tolerability [4,5]. Losartan potassium has a molecular weight of 461; a pKa value of 4.9; an
aqueous solubility of 3.3 mg mL " at pH 7.8 [6] and exhibits highly variable and low oral
bioavaiability (approximately 33%) [7.8]. Losartan is, therefore, considered class 3 in the

biopharmaceutics classification system, because it has high solubility and low permeability.
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Several analytical techniques have been applied to the analysis of losartan potassium in
biological fluids using high performance liquid chromatography methods (HPLC) [9-13]. For
applications in pharmaceutical products there are methods that make use of HPLC [14-22], high
performance thin layer chromatography (HPTLC) [23,24], capillary electrophoresis (CE),
capillary electrochromatography (CEC) [25] and spectrophotometry [26-28]. Recently, the
literature presents the employment of the HPLC for bioequivalence studies of tablets containing
losartan potassium [29,30].

At the best of our knowledge, there are no dissolution tests described in literature for losartan
potassium in pharmaceutical capsules and not any pharmacopoeia described an official method.
The aim of this work is to establish conditions for a dissolution test for losartan potassium
capsules using a multivariate approach, to validate the test and quantitation methods, to evaluate
three different commercial products and to compare HPLC and spectrophotometric methods .

The multivariate experimental design provides a reduction in the number of required
experiments, is faster to implement and more cost-effective than traditional univariate
approaches. Therefore, a full factorial design was found to be suitable for the purpose of this

work.

2. Materials and Methods

2.1. Chemical and reagents

All reagents were of analytical grade. Potassium dihydrogenphosphate (KH,POj,), phosphoric

acid PA, sodium hydroxide PA, HPLC grade acetonitrile and hydrochloride acid PA were
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purchased from Vetec® (Rio de Janeiro, Brazil). 98.90% purity losartan potassium salt was
supplied by IPCA laboratories limited® (Athal, Indian). 50 mg losartan potassium salt in capsules
were supplied by three local drugstores from three different Brazilian manufactures, codified as
A, B and C. The placebo mixture used in accuracy and selectivity studies containing
pharmaceutical grade excipients (magnesium stearate, aerosil, sodium dodecyl sulfate, talc,

starch and microcel MC-102 1) were obtained from the same local drugstores (A, B and C).

2.2. Instrumentation

Dissolution tests were performed in an Electrolab® TDT-08 L multi bath (n=8) dissolution
test system (Mumbai, India), in accordance with The United States Pharmacopoeia (USP) general
method [3].

UV visible spectrophotometer used was a Shimadzu® model 1601 (Kyoto, Japan), connected
to a computer loaded with Shimadzu UVPC version 3.9 software.

The HPLC equipment used was a Shimadzu® series LC-10A (Kyoto, Japan), consisting of a
LC AVP pump, a CLASS-VP 5.02 integration system, a DGU-14 A degasser, a 77251 manual
injector with a 20 pL loop, (Rheodyne®, California, United States), a SPD-10AVP integrated UV
detector, a FCV-10ALVP valve, a CTO-10AVP column oven and a SCL-10 AVP controller. A
Nucleosil RP8 analytical column, 5 um particle size, 125 x 4.6 mm i.d. (Macherey Nagel®,
Diiren, Germany) with a guard column (20 x 4.6 mm i.d.) was used in this study.

The following equipments were also used: digital pHmeter PA 200 (Marconi® S.A.,
Piracicaba, Brazil); ultrasonic Bath model USC2800A (Unique®, Sao Paulo, Brazil); analytical

balance model 410 (Kern®, Kern, Germany); reverse osmosis water purifier OS 10 LTH
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(Gehaka®, Sdo Paulo, Brazil); vacuum filtration system (Millipore®™, Bedford, United States) and

disintegrator model 299-6 (Nova Etica®, Sdo Paulo, Brazil).

2.3. Solutions

All dissolution media used in this study (water and phosphate buffer, pH 6.8) were degassed
at 41°C in ultrasonic bath for 30 min prior to use.

A buffer potassium phosphate at pH 6.8 was prepared by adding 13.6 g of potassium
dihydrogenphosphate and 224 mL of 0.2 mol L sodium hydroxide in 2.0 L of water. The pH
value was checked with the pHmeter.

The stock solutions of losartan potassium were prepared in a 50 mL volumetric flask by
dissolving an accurately weighed amount (27.8 mg) of losartan potassium standard (98.90%
purity) in potassium phosphate buffer or purified water depending on the dissolution medium
used. This solution was filtered in a quantitative VETEC filter paper. Working standard solutions
were prepared immediately before use, by appropriate dilutions of the corresponding stock
solutions of losartan potassium with potassium phosphate buffer or purified water.

Placebo solutions were prepared by dissolving an amount accurately weighed of placebo
mixture (containing the same amount of the products A, B and C) in potassium phosphate buffer.

Sample solutions were prepared by putting one capsule in each vessel containing the
dissolution medium (900 mL) at the temperature of 37+0.5°C. Samples were collected at the end
of the specified time and filtered in a quantitative VETEC filter paper. For the HPLC analysis,

samples were directly injected into the HPLC system. In the spectrophotometric analysis, 2.5 mL
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of the samples were transferred into a 25 mL volumetric flask, later completed with dissolution
medium.

To avoid interference from the capsule shell in the spectrophotometric quantitation, blank
solutions were prepared by dissolving capsule shells of each brand (A, B and C) into the same
medium and performed the dissolution test in the same manner as the samples. Any absorbance

obtained from the blank solutions was subtracted from the absorbance of the sample solutions.

2.4. Spectrophotometric measurements

Spectra of losartan potassium standard were built in the range from 400 to 200 nm using 1 cm
quartz cuvettes in the fast scan speed, 2.0 nm data interval and 2 nm bandwidth. The percentage

of drug release (DR%) was assayed at the wavelength of 205 nm.

2.5. HPLC analytical procedure

The volume of injection was twenty microliters. All solutions were filtered through a 0.45 um
millex-LCR filter before the injection in the column. The flow rate was set at 1.00 mL min™' with
a mobile phase of potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L") — acetonitrile (65:35, v/v).
The mobile phase was filtered under vacuum through 0.45 pm modified hydrophillic PTFE
membrane and degassed ultrasonically for 30 min prior to use. The column temperature was

maintained at 35°C. Peak areas were taken as analytical signal, with detection at 254 nm.
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2.6. Sink conditions

In order to establish sink conditions, the solubility of the drug was tested using 100 mg of
losartan potassium in 300 mL of 0.1 mol L™ HCI, 0.01 mol L™ HCI, phosphate buffer, pH 6.8 and

water.

2.7. Dissolution experiments based on factorial design of each factor

In order to evaluate the significance of each factor in the dissolution conditions, a 2* full
factorial design was performed in duplicate in a total of 16 experiments for each sample (A, B
and C). The following parameters were investigated: dissolution medium (water and potassium
phosphate buffer, pH 6.8); apparatus (basket and paddle); stirring time (30 and 60 min) and
stirring speed (50 and 100 rpm). These factors and their levels are listed in Table 1.

The main effects of each studied factor and the variance of each experiment were calculated

according to literature [31] and the standard variance (sz) of the factors was calculated via Eq.

(1):

S 2 _ (nA _1)82A + (nB _I)SZB (1)
i (nA_1)+(nB_1)

Where n is the number of times that the assay was repeated and s* is the variance obtained in

each assay. After that, the variance of the effects was obtained from Eq. (2):
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2 2

V (estimate) =V [R(+)]+V[R(-)] = Sﬁ +Sﬁ @

Where n is the number of assays with low (8) and high (8) levels. The error of the effects was
obtained by extracting the root of the variance. By multiplying the error by the critical t,.; with 16
degree of freedom (2.120) [31] for a confidence interval of 95%, it was obtained the estimated

error for each product.
2.8. Method validation

2.8.1. Selectivity

For determination of selectivity, the placebo samples and empty capsules of each product (A,
B and C, respectively) were transferred to separate vessels (n =6) containing 900 mL of
dissolution medium at 37 + 0.5 °C and stirred for 60 min at 150rpm using basket as apparatus.
Aliquots were collected and the interference of empty capsules and placebo mixture of each

formulation was evaluated by HPLC and spectrophotometry [32].

2.8.2. Linearity

Linearity was evaluated according to the ICH guidelines [33], by the analysis of standard
solutions in the final concentrations of 30.0, 40.0, 50.0, 60.0 and 70.0 mg L' of losartan
potassium in phosphate buffer pH=6.8 using HPLC detection. The calibration curve using

spectrophotometry was obtained in the final concentrations of 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 and 7.0 mg L™ of
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losartan potassium in phosphate buffer pH=6.8. The calculation of regression line was employed

by the method of least squares.

2.8.3. Repeatability (intra-assay) and intermediate precision (inter-assay) of the analytical
methods

The repeatability of analytical methods was validated by analysis of six standard solutions of
losartan potassium dissolved in phosphate buffer pH=6.8 at the concentrations of 55.6 and 5.56
mg L' using HPLC and spectrophotometry, respectivelly (100% levels). The intermediate
precisions of methods were determined similarly but a second analyst repeated the procedure in a

different day. The R.S.D values for determinations were calculated [33].

2.8.4. Repeatability (intra-assay) and intermediate precision (inter-assay) of the dissolution
procedure

The repeatability of dissolution procedure was accomplished submitting six samples of each
product (A, B and C) to the optimized dissolution test. Aliquots were collected and evaluated by
HPLC and spectrophotometry at 205 nm. The intermediate precisions were determined similarly
but a second analyst repeated the procedure in a different day. The R.S.D values for

determinations were calculated [34].

2.8.5.1. Accuracy of the analytical methods
Accuracy of the analytical methods was carried out by the addition of losartan potassium
stock standard solution to placebo mixtures A, B and C (section 2.1) in 25 ml volumetric flasks,

to obtain three final concentration levels, corresponding to 80, 100 and 120% of target
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concentration of each quantitation method (HPLC and spectrophotometry). Each solution was

prepared in triplicate. The percent recoveries were calculated [33].

2.8.5.2. Accuracy of the dissolution procedure

Accuracy of dissolution tests was determined by the addition of 40, 50 and 60 mg of losartan
potassium to placebo mixtures A, B and C (section 2.1) in vessels containing 900 mL of
dissolution medium (phosphate buffer, pH = 6.8). The samples were submitted to optimized
dissolution test. . Aliquots were collected and analyzed by HPLC and spectrophotometry at 205

nm. These studies were performed in triplicate. The percent recoveries were calculated [34].

2.8.6. LOD and LOQ

The detection (LD) and quantitation (LQ) limits of the HPLC method were determined based
on the S/N criteria. The signal-to-noise ratio was 3:1 for LOD and 10:1 for LOQ. The noise was
measured from chromatograms of blank (phosphate buffer, pH = 6.8) [33].

The detection (LD) and quantitation (LQ) limits of the UV spectrophotometric method were

obtained from the Eq. (3) and Eq. (4):

LOD = 3(S.D/a) (3)

LOQ= 10(S.D/a) (4)

where S.D. is standard deviation of the 20 spectrophotometric readings of blank (phosphate

buffer, pH = 6.8). and a is slope of calibration curves obtained in the linearity study [33].
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2.9 Disintegration

All capsules formulations were subject to a disintegration test according general chapters to
United States Pharmacopoeia [3]. All tests were conducted using water at 37 = °C. Six capsules

per formulation were tested.

2.10. Dissolution profiles

The dissolution profiles were obtained after determining the best dissolution condition tests
as well as the validation. Potassium phosphate buffer, pH 6.8 was used as dissolution medium,
basket as apparatus at the stirring speed of 50 rpm and vessel volume of 900 mL. Aliquots of 5
mL were withdrawn from each vessel and the same volume of the dissolution medium was
replaced to maintain a constant total volume. The times selected were 2; 5; 10; 20; 30 and 60

minutes. Six samples were assayed for each product using both HPLC and spectrophotometry.

2.11 Comparison of methods

A factorial design 6x3%2 (six time points, three products and two methods) with six

repetitions was used together with a statistical method based on the analysis of variance

(ANOVA) in order to compare the analytical methods (UV spectrophotometry x HPLC) at 0.05

significance level.
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3.  Results and discussion

3.1 Spectrophotometric conditions

The ultraviolet spectrum for losartan potassium, in water and potassium phosphate buffer
showed maximum drug absorption wavelength at 205 nm. Therefore, this wavelength was used

for the losartan potassium spectrophotometric quantitation throughout the study.

3.2 Optimization of HPLC conditions

In the HPLC analysis, the chromatographic conditions were based on the previous work, in
which a methodology by HPLC for the quantitation of losartan potassium in pharmaceutical
capsules was developed and validated. In order to confirm if the chromatographic parameters are
in accordance to literature, a system suitability test was carried out by injecting six replicates of a
work standard solution of losartan potassium containing 55.5 mg L. The retention time was 2.92
min; theoretical plates higher than 4100; capacity factor of 2.19 and asymmetry of 1.30. The
relative standard deviation of peak area was 0.96 %. Thus, all parameters are in agreement to the

United States Pharmacopeia recommendations [3].

3.3. Optimization strategy of dissolution experiments

The experiments were performed in duplicate for the products A, B and C using a 2* full

factorial design in a total of 16 experiments (Table 2). Taking into account the analytical
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responses as drug release percent (DR%), the effects of the four factors and their respective
errors were calculated and shown in Table 3. When the effects of factorial design exceed the
estimated error for each product in a level of 95% of confidence interval, this effect becomes
statistically significant [31]. Furthermore, variables with positive effects indicate that an increase
of their level provides a significant increase in the DR % and negative effects mean that higher
percentage of drug release is obtained with decrease in the levels of the variables.

Considering HPLC method, only F4 (stirring speed) was statistically significant with a
negative effect (-2.78) for product A. For product B, only F4 is significant too, however the
effect was positive (2.77). One possible explanation for this paradoxical effect is the difference of
the excipients contained in each product A and B. In the case of product A, the increase of the
agitation speed could have favored the interaction of its excipients with the active principle [35],
resulting in a smaller analytical responses, which was not observed with product B. However,
when the experiments were carried out with stirring speed of 50 rpm the drug release percent
(DR%) was higher than 80% in all products (Table 2). This effect was observed due to the high
aqueous solubility of losartan potassium [6]. Therefore, this factor was fixed at 50 rpm because
this stirring speed is enough to assure an effective drug release of products. Moreover, a
maximum discriminatory power should be obtained with lower stirring rate [35].

Regarding spectrophotometric detection, F2 (apparatus) was statistically significant. The
negative effect for both products B (-3.03) and C (-3.77) indicates that the basket is an adequate
stirring apparatus. This result is in accordance with USP 30 that recommends basket apparatus
for dissolution test of capsules [3].

The factor F1 (dissolution mediums) is not significant for all products, considering both

detection methods. Therefore, both mediums (phosphate buffer pH 6.8 and water) could be used
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in the subsequent analysis. However, the use of water as a dissolution medium is discouraged
because test conditions such as pH and surface tension can vary depending on the water source
and may change during the dissolution test itself [1]. For this reason, the phosphate buffer pH 6.8
was chosen as dissolution medium. The 0.1 and 0.01 mol L' HCI was not used for establishment
of dissolution medium because the drug was not dissolved in both solutions, and a precipitate
was observed during the establishment of “sink” conditions.

The time of 30 minutes is not statistically different from 60 minutes. Consequently, the time
of 30 minutes was chosen considering the importance of analytical frequency in pharmaceutical
quality control laboratories.

The established conditions after 2* full factorial design were: 900 mL of phosphate buffer, pH
6.8 at 37° C as dissolution medium, basket as apparatus at the stirring speed of 50 rpm and

collection in 30 minutes.

3.4. Method validation

3.4.1. Selectivity

Placebo formulations for products A, B and C did not present absorbance at 205 nm.
However, A, B and C capsule shells presented UV absorbance at 205 nm (Fig. 2). For this reason,
in this method one capsule shell of each product was analyzed in a separate vessel under the same
optimized conditions and the absorbance value was subtracted from the sample solution

absorbance to eliminate this interference.
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In the HPLC method no additional chromatographic peaks from the placebo formulations and
empty capsules were observed with the same retention time for losartan potassium, which

demonstrates the selectivity of this method (Fig. 3).

3.4.2 Linearity

The calibration equations obtained from HPLC and spectrophotometry were: peak area =
18994 [losartan potassium(mg L™)] + 19753 and abs = 0.0891[losartan potassium (mg L™)] —
0.0011, respectively. The least square regression showed excellent correlation coefficients: r=
1.0000 and 0.9999 for HPLC and spectrophotometric methods, respectively. The relative
standard deviation of each point (n=5) was smaller than 2%. The results meeting the acceptance

criteria [33].

3.4.3.1 Repeatability (intra-assay) and intermediate precision (inter-assay) of the analytical
methods

The results of the repeatability (intra-assay) and intermediate precision (inter-assay) of the
methods are showen in Table 4. The relative standard deviations did not exceed 2.0% for both

methods, demonstrating suitable precision [36].

3.4.3.2 Repeatability (intra-assay) and intermediate precision (inter-assay) of the dissolution
procedure
The results of the repeatability (intra-assay) and intermediate precision (inter-assay) of the

dissolution procedure using HPLC and spectrophotometry are showen in Table 5. The relative
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standard deviations did not exceed 5.0%, demonstrating suitable precision for the dissolution test

[36].

3.4.4.1 Accuracy of the analytical methods
The values of analytical methods accuracy for losartan potassium in all drug products are
summarized in Table 6. The average values are between 98.0-102.0% for both methods, showing

good recovery [36].

3.4.4.2 Accuracy of the dissolution procedure
The values of dissolution procedure accuracy for losartan potassium in all drug products

showen in Table 7 are between 95.0-105.0%, showing good recovery according to literature [36].

3.45.LDand LQ

The detection limits of the HPLC and spectrophotometric methods were found to be 0.013
0.08 mg L', respectively. The quantitation limits of the HPLC and spectrophotometry were
found to be 0.22 mg L' 0.26 mg L™, respectively. The Precision experiments at the LQ level
yielded R.S.D. of 2.0% and 1.9% (n = 3) for HPLC and spectrophotometric methods,

respectively.
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3.5. Disintegration

All formulations met the compendial requirements for capsules [3] (disintegration time < 20
minutes). Disintegration times were 5 minutes and 11 seconds; 4 minutes and 52 seconds and 5
minutes and 35 seconds for products A, B and C, respectively.

3.6. Dissolution profiles

The validated methods were used in the analysis of three losartan potassium capsules
supplied from three different manufacturers. Dissolution profiles of each product using HPLC
and spectrophotometric detection are presenteds in Fig. 4 and Fig.5, respectively. The results are
expressed as losartan potassium concentration dissolved versus time (minutes). All three products
tested showed >95% dissolution in 30 min. These results are in accordance to FDA [1], which
recommended that for highly soluble and rapidly dissolving drug products (BCS classes 1 and 3),
a single-point dissolution test specification of 85% in 60 minutes or less is sufficient as a routine
quality control test for batch-to-batch uniformity. Therefore, 30 minutes can be considered
satisfactory to evaluate the release-time of losartan potassium in capsules, in agreement with the

results of factorial design. So, the acceptance criterion of 85% in 30 minutes was used.

3.7 Comparison of methods

Table 8 presents the data obtained by ANOVA, where the analytical methods were

statistically compared. The results obtained show that there are no significant differences
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between HPLC and spectrophotometric analytical methods as well as interactions between

methods and products.

4.  Conclusion

In this work, it was developed and validated a dissolution test for losartan potassium in capsules.
The use of 900 mL of phosphate buffer, pH 6.8 at 37 °C, basket at the stirring speed of 50 rpm as
apparatus and 30 minutes of test provided satisfactory results for all products. The application of
multivariate approach was a useful tool in the establishment of the factors influence in the
dissolution test using a reduced number of experiments. Both HPLC and spectrophotometric can
be successfully employed to the quantitation of losartan potassium in capsules from the
dissolution tests. This study illustrates the importance of an official method for dissolution test,

since there is no official monograph for losartan potassium in capsules.
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Figure captions

Fig. 1. Chemical structure of losartan potassium.

Fig. 2. UV spectrum of losartan potassium (a), empty capsules A, B and C (b) and placebo
samples A, B and C (c), after dissolution test using basket at 150 rpm for 60 minutes. The
aliquots were diluted 10-fold.

Fig. 3. Chromatogram of placebo sample of product A (a), placebo sample of product B (b),
placebo sample of product C (c), empty capsule A (d), empty capsule B (e), empty capsule C (f)
and a work standard solution of losartan potassium 55.6 mg. L™ in phosphate buffer pH 6.8 (g).
Conditions: C8 analytical column; 1.0 mL min™ flow rate; column temperature of 35°C; 20-pL
injection volume; isocratic method of potassium phosphate buffer (pH 6.2; 58 mmol L) —
acetonitrile (65:35, v/v); UV detection at 254 nm.

Fig. 4. Dissolution profile of 50 mg capsules losartan potassium products codified as A, B and C
under optimal dissolution conditions using HPLC method.

Fig. 5. Dissolution profile of 50 mg capsules losartan potassium products codified as A, B and C
under optimal dissolution conditions using spectrophotometric method.

Fig. 1. Bonfilio et al
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Table 1. Factors and levels employed in the building of the 2* full factorial design

Levels
Factors (-) Low (+) High
F1-Dissolution medium Water Phosphate buffer, pH 6.8
F2-Apparatus Basket Paddle
F3-Time 30 min 60 min

F4-Stirring speed 50 rpm 100 rpm




Table 2. Design matrix and experimental results obtained from the 2° full factorial design

HPLC Spectrophotometry

Tests F1 F2 F3 F4
ests Product A Product B Product C Product A  Product B Product C

(%) (%) (%) (%) (o) (%)
1 - - - - 89.7/95.6 90.30/87.77  106.4/104.0  87.8/98.8  90.2/92.4 104.0/95.1
2 + - - - 95.3/95.4 96.2/96.0 108.4/106.2  93.3/95.2  97.0/93.3 102.2/98.1
3 - + - - 94.8/103.2 97.5/94.0 98.9/103.8  97.4/107.7  99.6/93.0  100.9/101.9
4 + + - - 92.7/96.1 93.6/90.6 101.4/104.3  90.2/96.6  98.3/93.6 96.2/99.2
5 - - + - 96.8/99.3 88.7/93.0 94.4/102.3  93.5/99.3  83.9/90.3 93.2/91.9
6 + - + - 91.6/99.9 97.0/95.6 96.2/106.3  89.4/97.9  87.4/91.5 89.1/96.7
7 - + + - 96.7/97.3 94.2/92.4 98.3/102.8  91.3/84.6  89.9/88.0 92.5/92.7
8 + + + - 95.3/89.6 90.5/94.0 101.7/113.4  91.4/91.3  90.20/90.57  92.4/98.7
9 - - - + 93.5/94.5 92.0/89.7 113.5/100.5 95.5/94.9  91.1/86.9 107.3/97.6
10 + - - + 94.1/95.1 97.8/97.1 103.0/101.9  98.0/97.7  93.8/89.2 94.7/91.4
11 - + - + 97.4/104.4 99.1/90.5 100.3/99.6  95.4/106.7  98.5/89.4 100.3/99.6
12 + + - + 95.6/99.1 92.9/90.5 91.2/105.0  93.5/92.3  92.1/88.6 93.3/95.7
13 - - + + 101.9/96.8 86.1/92.4 93.4/100.9 100.1/96.4  81.1/87.5 97.1/97.9
14 + - + + 89.3/93.2 101.3/100.3  110.2/106.3  86.8/92.1 97.9/96.4 93.2/100.3
15 - + + + 97.0/94.1 95.8/93.7 97.2/115.6  96.2/94.2  92.9/91.8 90.5/98.3

16 + + + + 92.1/95.2 92.0/96.0 104.1/103.0  94.1/90.9 88.90/90.38  94.1/98.5
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Table 3. Effects of the factors and estimated errors on the drug release percent (DR%) for

products A, B and C.

Product A Product B Product C
Method Factor Effects Estimated Effects Estimated Effects Estimated
error error error

HPLC F1 1.11 -0.24 -0.82

F2 -0.71 0.47 -0.15

F3 -0.30 1.02 -0.19

F4 -2.78* 2.48 2.77* 1.93 1.90 2.90
Spectrophotometry F1 -0.18 1.63 -0.32

F2 -3.24 -3.03* -3.77*

F3 1.18 -0.81 0.30

F4 -3.08 3.27 2.04 2.39 0.30 2.80

F1: Meio de dissolucdo, F2: Aparato, F3: Tempo de ensaio, F4: Velocidade de agitagdo

* Statically significant values
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Table 4. Results of precision of the HPLC and spectrophotometric analytical methods for

losartan potassium in capsules.

Method Level Concentration R.S.D. (%)
(mg. L)

HPLC Repeatability 55.6 0.57 (n=6)

Intermediate precision 55.6 0.53 (n=12)

Spectrophotometry Repeatability 5.56 0.56 (n=6)

Intermediate precision 5.56 1.07 (n=12)
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Table 5. Results of the dissolution procedure precision using HPLC and spectrophotometry for

losartan potassium in capsules.

Method Level Product Concentration R.S.D. (%)
(mg. L)

HPLC Repeatability A 55.6 3.43 (n=106)

B 55.6 4.08 (n=6)

C 55.6 3.45 (n=106)

Intermediate A 55.6 3.93 (n=12)

precision B 55.6 3.42 (n=12)

C 55.6 2.97 (n=12)

Spectrophotometry Repeatability A 5.56 3.27 (n=6)

B 5.56 3.43 (n=106)

C 5.56 2.86 (n=6)

Intermediate A 5.56 3.31 (n=12)

precision B 5.56 2.71 (n=12)

C 5.56 2.79 (n=12)
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Table 6. Results of accuracy of the HPLC and spectrophotometric analytical methods for losartan

potassium in capsules.

Method Product Final concentration (mg1') R.S.D. Mean
D recovery
Added Found  (%)n=3 PN
HPLC A 44.48 44.50 0.40
B 55.60 56.19 0.97 99.50
C 66.72 65.00 1.17
A 44.48 44.50 1.46
B 55.60 55.10 0.51 98.20
C 66.72 63.77 2.49
A 44.48 45.38 1.48
B 55.60 56.75 1.56 101.40
C 66.72 66.81 0.98
Spectrophotometry A 4.45 4.36 0.75
B 5.56 5.55 0.51 99.3
C 6.67 6.66 1.33
A 4.45 431 0.24
B 5.56 5.57 0.87 98.5
C 6.67 6.58 0.09
A 4.45 4.46 1.00
B 5.56 5.57 0.11 100.1
C 6.67 6.66 0.25
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Table 7. Results of the dissolution procedure accuracy using HPLC and spectrophotometry for

losartan potassium in capsules.

Method Product Final concentration (mg1') R.S.D. Mean
0/ 11 recovery
Added Found  (%)n=3 PN
HPLC A 44 .44 43.09 0.40
B 55.56 55.54 0.97 97.40
C 66.67 63.53 1.17
A 44 .44 45.71 1.46
B 55.56 54.12 0.51 99.10
C 66.67 64.67 2.49
A 44 .44 42.18 1.48
B 55.56 52.09 1.56 95.30
C 66.67 64.75 0.98
Spectrophotometry A 4.44 4.47 0.98
B 5.56 5.58 0.68 100.9
C 6.67 6.78 0.54
A 4.44 4.71 1.84
B 5.56 5.67 1.48 103.8
C 6.67 6.90 0.27
A 4.44 4.40 4.49
B 5.56 5.64 1.65 99.6
C 6.67 6.55 1.24
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Table 8. ANOVA data for comparative analysis of HPLC and spectrophotometric quantitation

methods
Factors D.F S. S. M. S. F P
Method 1 110.811037 110.811037 0.064 0.8003
Product 2 10470.681078 5235.340539 3.030 0.0504
MXP 2 212.578078 106.289039 0.062 0.9404
Error 210  362818.692003 1727.708057
Total 215 373612.762196
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3 CONCLUSOES

A metodologia analitica para quantificacdo de losartano potassico capsulas de 50 mg
empregando a espectrofotometria direta na regido do ultravioleta, utilizando dgua destilada como
solvente, apresentou seletividade, precisao, exatidao, robustez e linearidade na faixa de trabalho
considerada (3,0-7,0 mg L™). Essa metodologia apresentou limites de detecgdo e de quantificagio
de 0,01 ¢ 0,04 mg L', respectivamente, sendo estes considerados adequados para a finalidade a

que se destinam.

A metodologia analitica para quantificagcdo de losartano potassico capsulas de 50 mg
empregando a espectrofotometria derivada de primeira ordem na regido do ultravioleta,
utilizando agua destilada como solvente, apresentou seletividade, precisao, exatiddo, robustez e
linearidade na faixa de trabalho considerada (6,0-14,0 mg L™). Essa metodologia apresentou
limites de deteccio e de quantificacdo de 0,07 e 0,23 mg L, respectivamente sendo estes

considerados adequados para a finalidade a que se destinam.

Os métodos espectrofotométricos descritos acima foram aplicados para quantificagao de
losartano potéassico em capsulas obtidas de farmacias de manipulacdo locais e demonstraram ser
eficientes, faceis de aplicar e de baixo custo. Além disso, nao necessitam de reagentes poluentes
€ requerem equipamentos economicamente viaveis.

O método de quantificagdao de losartano potéassico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
foi otimizado de forma multivariada, através de um planejamento fatorial fracionario 2>,
seguido por uma matriz de Doehlert. Esta otimizagao mostrou-se uma ferramenta ttil para definir
as condi¢des cromatograficas. O método foi validado e apresentou seletividade, precisdo,
exatiddo, robustez e linearidade na faixa de trabalho considerada (30,0-70,0 mg L'). Essa
metodologia apresentou limites de detecgdo e de quantificacio de 0,114 e 0.420 mg. L,

respectivamente.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia apresentou vantagem em relagdo aos métodos
espectrofotométricos por ser seletiva em relacdo aos produtos de degradagdo. Entretanto, os
métodos espectrofotométricos apresentaram-se rapidos e economicamente viaveis, sendo também

satisfatorios para rotina de laboratorios de controle de qualidade, uma vez que os produtos de
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degradacdo podem ser monitorados na matéria-prima empregada para a manipulagdo das

capsulas.

As condigOes para realizagdo do teste de dissolucao de losartano potassico capsulas 50 mg
foram determinadas de forma multivariada com o emprego de um planejamento fatorial completo
2*, com a vantagem da utilizagdo de um numero reduzido de experimentos. A quantificacdo foi
feita empregando-se a espectrofotometria direta na regido do ultravioleta e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Os resultados mostraram, em ambos 0s casos, que as melhores
condicdes para realizagdo do teste de dissolucao sdo: tampao fosfato pH = 6,8 como meio de
dissolugdo, aparato cesta e velocidade de agitacao de 50 rpm, com tempo de coleta de 30 minutos

e tolerancia de, no minimo, 85% .

Os parametros de validagao analitica dos ensaios de dissolu¢ao mostram-se de acordo e, em
ambos os métodos, foram observados seletividade, precisdo, exatiddo, robustez e linearidade nas
faixas de trabalho consideradas (3,0-7,0 mg L' para a dissolugio com deteccdo

espectrofotométrica e 30,0-70,0 mg L™ para a dissolugdo com detecgio utilizando a CLAE).

O estabelecimento de ensaios de qualidade para o losartano potassico capsulas de 50mg
apresentado neste trabalho constitui subsidio para a andlise do produto comercializado no
mercado nacional, uma vez que nao hd monografia oficial para essa forma farmacéutica e a
literatura apresenta poucas metodologias analiticas para a analise de losartano potassico na forma

farmacéutica capsula.
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APENDICE A — Proposta de monografia

CAPSULAS DE LOSARTANO POTASSICO

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110% da quantidade declarada de C,,H,,CIKNgO.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito em espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta (V.2.14.-3),

utilizando como solvente dgua destilada.

Solucé@o (1): Pesar 20 capsulas, remover o conteido e pesa-las novamente. A partir do peso
médio, pesar a quantidade de pd equivalente a 25 mg de losartano potassico e transferir para
baldo volumétrico de 50 mL. Adicionar cerca de 30 mL de 4gua destilada, levar ao ultrassom por
10 minutos. Completar o volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a

concentragdo final de 5 pg/mL utilizando dgua destilada como solvente.

Solucéo (2): Pesar 25 mg de losartano potassico padrao e transferir para baldo volumétrico de 50
mL. Adicionar cerca de 30 mL de dgua destilada, levar ao ultrassom por 10 minutos. Completar o
volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a concentragdo final de 5 pg/mL

utilizando agua destilada como solvente.

A. Efetuar a varredura espectral na faixa de 200 a 300 nm. O espectro de absor¢do obtido
com a solucdo (1) deve ser semelhante ao obtido com a solugéo (2), apresentando maximo de

absorvancia em 205 nm.
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B. Efetuar a varredura espectral na faixa de 200 a 300 nm. O espectro de primeira derivada da
solucéo (1) deve ser semelhante ao obtido com a solug¢éo (2), apresentando picos negativos em

220 € 234 nm.

CARACTERISTICAS

Determinacéo de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegracéo (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (V.1.6). Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (V.1.5)

Meio de dissolugdo: tampao fosfato pH= 6,8.

Aparelhagem: cesta, 50 rpm

Tempo: 30 minutos

Imediatamente apos o teste, retirar aliquota do meio de dissolugdo e filtrar. Preparar solucao
padrdo na mesma concentracdo, utilizando tampao fosfato pH=6,8 como solvente. Proceder

conforme os seguintes métodos.

A. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4). Imediatamente apds o teste, retirar
aliquota do meio de dissolucdo e filtrar. Preparar solugdo padrio na mesma concentragdo,
utilizando tampao fosfato pH=6,8 como solvente. Utilizar cromatdgrafo provido de detector

ultravioleta a 254 nm, coluna de 125 mm de comprimento e¢ 4,6 mm de didmetro interno,
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empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octilsilano (C8) com particulas de 5 pum,

mantida 4 temperatura de 35 graus e com vazao de fase movel de 1 mL/min.

Fase movel: mistura de tampao fosfato pH=6,2 e acetonitrila (65:35 v/v).

Injetar, separadamente, 20 pL das solu¢des padrdo e amostra. Registrar os cromatogramas e
medir as areas dos picos. Calcular a quantidade de C,,H»,CIKNgO dissolvida no meio a partir das

respostas obtidas com as solu¢des padrdo e amostra.

B. Espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta (V.2.14.-3). Imediatamente apds o teste,
retirar aliquota do meio de dissolugdo e filtrar. Preparar solu¢ao padrao na mesma concentragao,

utilizando tampao fosfato pH=6,8 como solvente e filtrar. Diluir dez vezes amostras e padrao.

Efetuar a leitura das absorvancias das solugdes padrao e amostra a 205 nm. Calcular a quantidade
de CyH»,CIKNGO dissolvida no meio a partir das respostas obtidas com as solugdes padrao e

amostra.

Tolerancia: ndao menos que 85% (Q=80%) da quantidade declarada de CyH,CIKNO se

dissolvem em 30 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Substancias relacionadas. Proceder conforme descrito no Doseamento. Injetar, 20uLL da solucéo
amostra. Registrar os cromatogramas e medir as areas dos picos. Calcular a quantidade de cada

impureza a partir da formula:

100 X (Ai/As)
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em que: Ai € a drea de cada impureza e As ¢ a soma das areas de todos os picos. O limite ¢ de

0,2% para cada impureza e de 0,5% para o total de impurezas.

DOSEAMENTO

A. Por cromatografia liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4). Utilizar cromatdgrafo provido de
detector ultravioleta a 254 nm, coluna de 125 mm de comprimento ¢ 4,6 mm de didmetro
interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octilsilano (C8) com particulas

de 5 um, mantida & temperatura de 35 graus e com vazao de fase mével de 1 mL/min.

Fase movel: mistura de tampao fosfato pH=6,2 e acetonitrila (65:35 v/v)

Solugdo amostra: pesar 20 capsulas. Remover o conteudo e pesa-las novamente. Transferir
quantidade de pd equivalente a 25 mg de losartano potassico para baldo volumétrico de 50 mL.
Completar o volume com fase mével, homogeneizar e filtrar. Diluir para concentracgao final de 50

pug/mL.

Solugéo padréo: Transferir 25 mg de losartano potassico padrdo para baldo volumétrico de 50
mL. Completar o volume com fase mdvel, homogeneizar e filtrar. Diluir para concentragdo final

de 50 pug/mL.

Procedimento: Injetar, separadamente, 20 plL das solugdes padrido e amostra. Registrar os
cromatogramas e medir as areas dos picos. Calcular a quantidade de C;H,CIKNgO a partir das

respostas obtidas com as solugdes padrao e amostra.

B. Por espectrofotometria de absorc¢éo no ultravioleta (V.2.14.-3)

Solugdo amostra: pesar 20 capsulas, remover o contetido e pesa-las novamente. A partir do peso

médio, pesar a quantidade de pd equivalente a 25 mg de losartano potdssico e transferir para
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baldo volumétrico de 50 mL. Adicionar cerca de 30 mL de 4gua destilada, levar ao ultrassom por
10 minutos. Completar o volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a

concentragdo final de 5 pg/mL utilizando 4gua destilada como solvente.

Solugéo padréo: Pesar 25 mg de losartano potassico padrdo ¢ transferir para baldo volumétrico
de 50 mL. Adicionar cerca de 30 mL de agua destilada, levar ao ultrassom por 10 minutos.
Completar o volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a concentragao final

de 5 pg/mL utilizando agua destilada como solvente.

Procedimento: Efetuar a leitura das absorvancias das solugdes padrido e amostra a 205 nm.
Calcular a quantidade de C,,H2,CIKNgO a partir das respostas obtidas com as solugdes padrao e

amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.

135



	 UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS
	UNIFAL-MG
	RUDY BONFILIO
	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	SUMÁRIO
	1 REVISÃO DA LITERATURA
	Rudy Bonfilio1, Lívia Botacini Favoretto2, Gislaine Ribeiro Pereira3, Roberta de Cássia Pimentel Azevedo3, Magali Benjamin de Araújo3.
	1Pós-graduando do Programa de Mestrado em Ciências Farmacêuticas da UNIFAL-MG, 2Estagiária do Centro de Equivalência Farmacêutica do Núcleo Controle de Qualidade da UNIFAL-MG, 3Departamento de Farmácia – UNIFAL-MG, Alfenas/MG.
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	PARTE EXPERIMENTAL
	Materiais
	Equipamentos
	Metodologia
	Limite de detecção e limite de quantificação
	Análise das amostras de cápsulas
	RESULTADOS E DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	AGRADECIMENTOS 
	REFERÊNCIAS
	Rudy Bonfilio a, César R. T. Tarley b, Gislaine R. Pereira c, Magali B. de Araújo c*.

	ABSTRACT




	1. Introduction
	2. Experimental
	4. Conclusion 
	References


	(24) Choi, Y. (2008) J. Liq. Chromatogr. Rel. Tech. 31 (17), 2643 – 2656
	Estimated error
	Precision
	Optimal conditions

	Variation of the ACN:buffer phosphate ratio
	Variation of column temperature
	Rudy Bonfilio a*, Taciane Ferreira Mendonça a, Gislaine Ribeiro Pereira. a, César Ricardo Teixeira Tarley b, Magali Benjamim de Araújo a.
	ABSTRACT


	1. Introduction
	2. Materials and Methods
	4. Conclusion 
	References

	[2] J. B. Dressman, G. L. Amidon, C. Reppas, V. P. Shah, Dissolution Testing as a Prognostic Tool for Oral Drug Absorption: Immediate Release Dosage Forms, Pharm. Res. 15 (1998), 11--22.

	[30] Y. Choi, Determination of Losartan in Human Plasma by Liquid Chromatography Electrospray Ionization Mass Spectrometry (LC-ESI-MS): Application to Bioequivalence Study, J. Liq. Chromatogr. Rel. Tech. 31 (2008), 2643--2656.
	[34] R. C. P. Azevedo, G. P. Ribeiro, M. B. Araújo, Desenvolvimento e validação do ensaio de dissolução para captopril em cápsulas magistrais por CLAE, Braz. J. Pharm. Sci. 44 (2008), 261--269.

	Method
	Method
	Factors
	3 CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

	CHOI, Y. et al. Determination of Losartan in Human Plasma by Liquid Chromatography Electrospray Ionization Mass Spectrometry (LC-ESI-MS): Application to Bioequivalence Study. J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol., v. 31, n. 17, p. 2643 – 2656, 2008.
	CÁPSULAS DE LOSARTANO POTÁSSICO


