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furosemida (100,0 pg mL™) exposto a degradacdo forcada neutra.
Condic6es: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH
9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pum d.i.; injecao hidrodinamica
por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura:
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25°C. DeteCCao UV €M 273 NIM. ..ueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieiiineiieeinennneeneennees 89

Figura 22: Eletroferograma do padréo de furosemida (100,0 pg mL™) expostos
a degradacdo forcada &cida, adicionada da solugdo do padrédo interno
hidroclorotiazida (100,0 pg mL™Y). Condicées: eletrélito contendo 20,0
mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm
x 50,0 um d.i; injecdo hidrodinamica por pressdo 0,5 psi por 5,0 s;
voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 273 nm.
Picos: HID, FUR € PdL........coooiiiiiiieeeeeeeeeeee 89

Figura 23: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0
ng mL™Y) exposta a degradacéo forcada &cida, adicionada da solugéo do
padrdo interno hidroclorotiazida (100,0 pg mL™Y). Condicdes: eletrélito
contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50 um d.i.; injecao hidrodinamica por presséo 0,5 psi por
5 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 273
NM. PicoS: HID, FUR @ PAL.......ooii e 89

Figura 24:. Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida (100,0 pg mL™?) exposto a degradacdo forcada Acida.
Condicdes: eletrdlito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH
9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i.; injecdo hidrodindmica
por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura:
25°C. DeteCGa0o UV €M 273 NIM. ..uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisibieniieeeeeeeeneeeeneennees 90

Figura 25: Eletroferograma do padréo de furosemida (100,0 ug mL™) exposto &
degradacdo forcada basica, adicionada da solucdo do padrdo interno
hidroclorotiazida (100,0 pg mL™). Condicées: eletrélito contendo 20,0 mmol
L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0
um d.i; injecdo hidrodindmica por pressao 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢cdo UV em 273 nm. Picos: HID
B FUR L e e e e e 90

Figura 26: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0
png mL-1) exposta a degradacao forcada basica, adicionada da solucdo do
padrdo interno hidroclorotiazida (100,0 pg mL™Y). Condicdes: eletrélito
contendo 20,0 mmol L-1 de tetraborato de sodio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 pum d.i.; inje¢&o hidrodindmica por presséo 0,5 psi
por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em
273 NM. PicoS: HID € FUR. ..o 90

Figura 27: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida (100,0 pg mL™) exposto a degradacdo forcada basica.
Condic6es: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH
9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pum d.i.; injecao hidrodinamica
por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura:
AR ORI BI<I (<Tolot=To I U AVAL =T o B2 I o o N 91

Figura 28: Eletroferograma do padréo de furosemida (100,0 pg mL™) exposto &
degradacéo forcada oxidativa, adicionada da solu¢cdo do padrdo interno
hidroclorotiazida (100,0 pg mL™). Condic8es: eletrélito contendo 20,0 mmol

Souza, A.



15

L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0
um d.i; injecdo hidrodindmica por pressao 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 2735 nm. Picos:
Pd2, HID, FUR, PA3 € PA4.......ooiiiiiiiiiiiieeee et 91

Figura 29: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0
ng mL™Y) exposta a degradacdo forcada oxidativa, adicionada da solugéo
do padrdo interno hidroclorotiazida (100,0 pg mL™). Condicdes: eletrélito
contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 pum d.i.; inje¢do hidrodinamica por presséo 0,5 psi
por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em
273 nm. Picos: Pd2, HID, FUR, Pd3 e Pd4. .........cooviiiiiieiieeee, 91

Figura 30: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida (100,0 pug mL™) exposto a degradacdo forcada oxidativa.
Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH
9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i.; injecao hidrodinamica
por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura:
25°C. DeteCGa0o UV €M 273 NIM. ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiniiiesieieeeieeeeeeeeneeneees 92

Figura 31: Eletroferograma do padréo de furosemida (100,0 pg mL™) exposto &
degradacdo forcada térmica, adicionada da solu¢cdo do padrdo interno
hidroclorotiazida (100,0 pg mL™). Condicées: eletrélito contendo 20,0 mmol
L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0
pum d.i; injecdo hidrodindmica por pressao 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢cdo UV em 273 nm. Picos: HID
€ FUR . e a e e 92

Figura 32: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0
ng mL™) exposta a degradacdo forcada térmica, adicionada da solugédo do
padrdo interno hidroclorotiazida (100,0 pg mL™Y). Condicdes: eletrélito
contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injecdo hidrodinamica por pressao 0,5 psi
por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em
273 NM. PicoS: HID € FUR. ....ooiieiie e 92

Figura 33: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida (100,0 pg mL™) exposto a degradacdo forcada térmica.
Condicdes: eletrdlito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH
9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i.; injecdo hidrodinamica
por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura:
AR ORI BI=I (<Tolot=To I U AVAL = o B2 I o o TN 93

Figura 34: Eletroferograma do padréo de furosemida (100,0 pg mL™) exposto &
degradacédo forcada fotolitica, adicionada da solu¢cdo do padréo interno
hidroclorotiazida (100,0 pg mL™). Condic8es: eletrélito contendo 20,0 mmol
L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0
um d.i; injecdo hidrodindmica por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢do UV em 273 nm. Picos: HID
o 93
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Figura 35: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100 pg
mL™) exposta a degradacéo forcada fotolitica, adicionada da solucéo do
padrdo interno hidroclorotiazida (100,0 pg mL™). Condicées: eletrélito
contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 pum d.i.; inje¢&o hidrodinamica por pressao 0,5 psi
por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em
273 NM. Pic0oS: HID € FUR. ..o 93

Figura 36: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida (100,0 pg mL™) exposto a degradacdo forcada fotolitica.
Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH
9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i.; injecdo hidrodinamica
por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura:

25°C. DeteCGao UV €M 273 NIM. ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineieieiiiiieeienesnneeneeneees 94
Figura 37: Curva analitica da solucéo padrao de furosemida na faixa de 70,0 a
130,0 pg mL-1 utilizando FSCE ........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 96
Figura 38: Esquema do residuo da furosemida...........ccccccceeieiieeiiviiiiiiiineeeen, 97

Figura 39: Cromatograma furosemida obtido com: A) ACN: agua acidificada
com &cido férmico 0,1% 30:70 v/v; B) ACN: tampao agua acidificada com
acido formico 0,1% 50:50 v/v; C) ACN: tampéao agua acidificada com acido
fOrmicO 0,19% 70:30 V/V..coooeeeeeeeeeeeeeeeeeee 101

Figura 40: Cromatograma da determinacdo do padréo de furosemida (10,0 ug
mL™). Condigdes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5
um), fase movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido
fosférico 0,1%. Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™*, 20,0 pl de injecdo de
amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico: FUR ..............cccoeeee. 102

Figura 41: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida. Condi¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6
mm, 5 um), fase movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com
acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™?, 20,0 pl de
injecdo de amostra, comprimento de onda em 273NM. .........ccceeeeeeeeennns 103

Figura 42: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL™) exposta a
degradacéao forcada neutra. Condicdes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)®
(250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase médvel constituida por agua:acetonitrila
(50:50 v/v) com é&cido fosférico 0,1%. Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™,
20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico:
FUR Lttt e e e e e e e e e e e a e e e e e e e 103

Figura 43: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 ug
mL™) exposta & degradacéo forcada neutra. Condicdes: Coluna Shim-pack
CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase movel constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo
de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
273NM. PICO: FUR ..o 104
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Figura 44: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida exposto a degradacdo forcada neutra. Condi¢cbes: Coluna
Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase moével
constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com &acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™?, 20,0 pl de injecdo de amostra,
comprimento de onda €M 273NM.......ciieieeeiiieeiiiee e e e e e eeaaans 104

Figura 45: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL™) exposto a
degradacédo forcada acida. Condi¢Ges: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)®
(250 mm x 4.6 mm, 5 pum), fase movel constituida por agua:acetonitrila
(50:50 v/v) com &cido fosférico 0,1%. Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™,
20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Picos:
PDL1 € FUR. ...ttt e e e e e e e e s 104

Figura 46: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 pg
mL™) exposta & degradacéo forcada acida. Condicdes: Coluna Shim-pack
CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase movel constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo
de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
273NM. PicOS: PD1 € FUR. .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieivisieieeeeseeeenenenenenes 105

Figura 47: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida exposto a degradacéo forcada acida. Condi¢des: Coluna Shim-
pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase mével constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo
de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
P2 45 11 0 PR OUPPSPRRR 105

Figura 48: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL™) exposto &
degradacéao forcada basica. Condi¢ces: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)®
(250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase médvel constituida por agua:acetonitrila
(50:50 v/v) com é&cido fosférico 0,1%. Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™,
20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico:
FU R . ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e a e 105

Figura 49: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 ug
mL™?) exposta & degradacdo forcada basica. Condicées: Coluna Shim-
pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase mével constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo
de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
P2 T o 0 T oo B e | 106

Figura 50: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida exposto a degradacdo forcada basica. CondigBes: Coluna
Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase movel
constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min?, 20,0 pl de injecdo de amostra,
comprimento de onda €mM 273NM.......coouviiiiiiiiii e 106

Figura 51: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL™) exposto &
degradacédo forcada oxidativa. Condi¢des: Coluna Shim-pack CLC-
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ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase modvel constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo
de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
273nm. Picos: PD2, PD3, PD4 € FUR ........coiiiiiiiiiieee e 106

Figura 52: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 ug
mL™) exposta & degradacéo forcada oxidativa. Condicées: Coluna Shim-
pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase mével constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo
de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
273nm. Picos: PD2, PD3, PD4 € FUR ..ot 107

Figura 53: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida exposto a degradacao forcada oxidativa. Condi¢cbes: Coluna
Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase moével
constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min?, 20,0 pl de injecdo de amostra,
comprimento de onda €M 273NM.......ciiieeeiiiiiiiiiee e e e e e e eaaans 107

Figura 54: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL™) exposto &
degradacdo forcada térmica. Condicbes: Coluna Shim-pack CLC-
ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase movel constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosfoérico 0,1%. Velocidade do fluxo
de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
P2 T o 0 T o o B e | 107

Figura 55: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 pug
mL™?) exposta & degradacdo forcada térmica. Condicées: Coluna Shim-
pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase mével constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo
de 1,0 mL.min?, 20,0 ul de injecdo de amostra, comprimento de onda em
P2 T o o T o o B e | 108

Figura 56: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de
furosemida exposto a degradacdo forcada térmica. Condicdes: Coluna
Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase moével
constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min?, 20,0 pl de injecdo de amostra,
comprimento de onda €M 273NM.......oiiiieiiiiieiiie e e e eeaaans 108

Figura 57: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL™) exposta a
degradacéo forcada fotdlise. Condi¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)®
(250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase médvel constituida por agua:acetonitrila
(50:50 v/v) com é&cido fosférico 0,1%. Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™,
20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico:
FUR 108

Figura 58: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 pg
mL™) exposta & degradacdo forcada fotélise. CondicBes: Coluna Shim-
pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pum), fase movel constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do fluxo
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de 1,0 mL.min™, 20,0 ul de injecdo de amostra, comprimento de onda em

P2 T o 0 T oo DO e | 109
Figura 59: Curva analitica da furosemida por HPLC. ..........cccccceeeeeiiiiiinnnne. 111
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Resumo

SOUZA, A. Desenvolvimento de metodologia indicativa de estabilidade
para medicamentos utilizados como diuréticos. 2015. 121f. Dissertacao de
Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2015.

Os diuréticos aumentam o fluxo urinario e a excrecao de sodio e séo
utilizados para ajustar o volume e/ou a composicdo dos liquidos corporais em
uma variedade de situagbes clinicas. A furosemida € um agente diurético
potente que induz uma poderosa diurese. E utilizada no tratamento de edema
associado com o coracdo e doencas renais. Nesta pesquisa objetivou-se
desenvolver métodos indicativos de estabilidade para a furosemida, por
eletroforese capilar em solucéo livre (FSCE) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O método por FSCE utilizou um capilar de silica fundida com
comprimento total de 30,2 cm x 50,0 um d.i. O tampao utilizado foi tetraborato
de sédio 2,0 mmol L™ e 10% de metanol, injecdo hidrodinamica 0,5 psi/5s,
tensao aplicada +25 kV, detecgdo em 273 nm e temperatura a 25°C. O tempo
de migracdo da furosemida foi de 1,8 minutos. O método obteve boa
linearidade no intervalo de 70,0 a 130,0 pg.mL"1 com coeficiente de correlacdo
maior de 0,99. Os limites de deteccéo e de quantificacdo foram 6,2 ug.mL™ e
20,6 pg.mL™?, respectivamente. A precisdo do sistema foi inferior a 2,0%. A
repetibilidade e precisdo intermediaria foram inferiores a 5,0%. A recuperacao
média foi de 102,1 %. No teste de especificidade, foram detectados trés
potenciais produtos de degradacdo com os seguintes tempos de retengao 1,3
2,0 e 2,2 min. O método por CLAE utilizou uma coluna Shim-pack CLC-
ODS(M)® (250mm x4.6mm, 5um). A fase moével era constituida de
acetonitrila:agua (50:50) com 0,1% de &cido férmico. O fluxo foi de 1.0 mL min™
e deteccdo em 273 nm e temperatura a 30 £ 1 °C. O método apresentou boa
linearidade nas concentracdes entre 7,0 e 13 pg.mL™; com coeficiente de
correlagcdo maior de 0,99. E tempo de retencdo para furosemida foi de 4,9
minutos. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram 0,6 pg.mL™ e 1,9
ng.mL™, respectivamente. A precisdo do sistema foi inferior a 1,0%. A
repetibilidade e precisdo intermediaria foram inferiores a 3,0%. A recuperacao
média foi de 105,1 %. No teste de especificidade, foram detectados trés
potenciais produtos de degradacdo com os seguintes tempos de retencao 2,4,
3,1 e 3,8 min.

Palavras chaves: método indicativo de estabilidade, cromatografia liquida,
eletroforese capilar, degradacéo forcada, produtos de degradacao.
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Abstract

SOUZA, A. Development of stability-indicating assay for diuretics drugs.
2015. 121 f. Dissertagdo de Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

Diuretics increase urine flow and sodium excretion and are used to adjust
volume and / or composition of body fluids in a variety of clinical situations.
Furosemide is a potent diuretic agent that induces a strong diuresis. It is used in
the treatment of edema associated with heart and kidney disease. This
research aimed to develop stability indicative methods for furosemide, by
capillary electrophoresis in free solution (FSCE) and high-performance liquid
chromatography (HPLC). The method FSCE used a fused silica capillary with a
total length of 30.2 cm x 50.0 um di The buffer used was sodium tetraborate 2.0
mmol L™* and 10% methanol, hydrodynamic injection 0.5 psi / 5s, +25 kV
applied voltage, detection at 273 nm and 25 ° C. The furosemide migration time
was 1.8 minutes. The method achieved good linearity in the range of 70.0 to
130.0 ug.mL™* with correlation coefficient higher of 0.99. The limits of detection
and quantification were 6.2 and 20.6 pg.mL™ pg.mL™, respectively. The system
accuracy was less than 2.0%. The repeatability and intermediate precision were
less than 5.0%. The average recovery was 102.1%. The specificity test
detected three potential degradation products with the following retention times
1.3, 2.0 and 2.2 min. The HPLC method used a Shim-pack CLC-ODS (M) ©®
column (250mm x 4.6mm, 5um). The mobile phase consisted of acetonitrile:
water (50:50) with 0.1% formic acid. The flow rate was 1.0 mL min™, detection
at 273 nm and temperature at 30 £ 1°C. The method showed good linearity in
concentrations between 7.0 and 13.0 ug.mL™; with correlation coefficient higher
of 0.99. Retention time for furosemide was 4.9 minutes. The limits of detection
and quantification were 0.6 pg.mL™ and 1.9 pyg.mL™, respectively. The system
accuracy was less than 1.0%. The repeatability and intermediate precision were
less than 3.0%. The average recovery was 105.1%. The specificity test
detected three potential degradation products of the following retention times of
2.4, 3.1 and 3.8 min.

Key words: stability indicating method, liquid chromatography, capillary
electrophoresis, forced degradation, the degradation products.
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1. Introducao

Um método indicativo de estabilidade é um procedimento analitico
quantitativo validado capaz de detectar as mudancas, com o tempo, nas
propriedades pertinentes das substancias ativas e seus produtos. Um método
indicativo de estabilidade mede precisamente as substancias ativas, sem a
interferéncia de produtos de degradacdo e excipientes. As agéncias
reguladoras recomendam a utilizacdo do método indicativo de estabilidade para
estudos de estabilidade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2013; FDA, 2014).

O desenvolvimento do método indicativo de estabilidade envolve trés
etapas: a geracdo da amostra, onde a molécula sera estressada para forcar a
degradacéo; o desenvolvimento da metodologia indicativa de estabilidade; e
por ultimo, a validacdo do método indicativo de estabilidade. (SWARTZ;
KRULL, 2005).

O ensaio de estresse permite identificar os provaveis produtos de
degradacdo, dando subsidio ao estabelecimento da via de degradacdo e a

estabilidade intrinseca da molécula (ICH, 2003).

ApOGs a geracdo da amostra um meétodo analitico deve ser
desenvolvido envolvendo alguns fatores como: fase movel, fase estacionaria,
uso de tampdes e diversos pH. A seletividade e a especificidade sédo dois
parametros importantes. Segundo a Farmacopeia Americana a avaliagdo da
especificidade deve envolver pureza do pico baseado na deteccdo UV/visivel
por arranjo de diodo (DAD) e/ou por deteccdo por espectrometria de massas
(MS) (SWARTZ; KRULL, 2005).

Diferentes métodos tém diferentes requerimentos quando se trata de
validacdo. A Farmacopeia Americana (USP, 2014) reconhece quatro categorias
e define as caracteristicas de desempenho analitico que devem ser medidos
para validar cada tipo de método. O método indicativo de estabilidade é
incluido na categoria 2, procedimentos analiticos para determinacdo de
impurezas em farmacos a granel ou compostos de degradacdo em produtos
farmacéuticos acabados (SWARTZ; KRULL, 2005; USP, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

As empresas responsaveis pelo desenvolvimento e fabricacdo de
medicamentos realizam normalmente os testes e estudos constantes em
farmacopeias. E poucas monografias citam a andélise de produtos de
degradacdo e poucos fabricantes conhecem metodologias validadas para

deteccao e quantificacdo destes produtos.

A “International Conference on Harmonization” (ICH) e Food Drug
Administration (FDA) colocam como diretriz a necessidade de desenvolver
metodologias indicativas de estabilidade (FDA, 2014; ICH Q1A (R2), 2003).
Além disso, a Farmacopeia Americana em seu capitulo: “Estudos de
Estabilidade durante a Fabricagdo” recomenda que as amostras retiradas
durante o processo de fabricagdo devem ser analisadas por métodos
quantitativos indicativos de estabilidade (USP, 2014).

A Anvisa na RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003), por meio do "Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos" recomenda a validacdo de
métodos analiticos com analise de produtos de degradagdo e impurezas. A
RDC n° 58 de 20 de dezembro de 2013, estabelece parametros para a
notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em
medicamentos com substancias ativas sintéticas e semissintéticas,
classificados como novos, genéricos e similares, e da outras providéncias
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013).
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3. REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

3.1 Métodos Indicativos de Estabilidade:

O método indicativo de estabilidade € um método que é utilizado
para a andlise da estabilidade de amostras na industria farmacéutica. Com o
advento dos guias do ICH a exigéncia do estabelecimento de método indicativo
de estabilidade tornou-se mais claramente ordenado. As orientacdes exigem a
realizacdo de estudos de degradacdo forcada sob uma variedade de
condic¢des, como pH, luz, oxidacdo, calor seco, etc, e a separagédo do farmaco

a partir de produtos de degradacéo (ICH, 2003).

Segundo o guia do ICH Q1A “Testes de Estabilidade para novos
Medicamentos e Produtos” a analise dessas caracteristicas deve ser feita por
método indicativo de estabilidade validado (BAKSHI; SINGH, 2002).

O desenvolvimento do método indicativo de estabilidade envolve trés
etapas: a geracdo da amostra, onde a molécula sera estressada para forcar a
degradacdo; o desenvolvimento da metodologia indicativa de estabilidade; e
por ultimo, a validacdo do método indicativo de estabilidade (SWARTZ; KRULL,
2005).

Segundo o ICH Q1A (R2) o ensaio de estresse é realizado em um
anico lote do farmaco e deve incluir o efeito da temperatura, umidade, oxidacao
e fotdlise. O teste deve também avaliar a susceptibilidade do farmaco a
hidrélise numa vasta gama de pH quando em solu¢do ou suspencao (ICH,
2003).

3.1.1 Geragao da Amostra

O teste de degradacdo forcada ou estresse é realizado para
demonstrar a especificidade no desenvolvimento de métodos indicativos de
estabilidade, principalmente quando h& pouca informagéo disponivel sobre
potenciais produtos de degradacdo. Estes estudos também fornecem
informacOes sobre as vias de degradacdo e produtos de degradacdo que
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poderiam se formar durante o armazenamento. Estudos de degradacéo for¢cada
podem ajudar a facilitar o desenvolvimento farmacéutico, tais como em &reas
de desenvolvimento de formulacdo, fabricacdo e embalagem, em que o
conhecimento do comportamento quimico pode ser usado para melhorar um
medicamento (REYNOLDS et al., 2002)

As orientacdes das agéncias reguladoras fornecem pouca
informacdo sobre as estratégias e principios para a realizacdo de estudos de
degradacdo forcada, incluindo problemas de farmacos pouco sollveis e
compostos excepcionalmente estaveis (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2013; ICH, 2003; REYNOLDS et al., 2002).

O protocolo experimental para estudos de degradacdo de novos
farmacos e medicamentos, idealmente, resulta em amostras que foram
degradadas em aproximadamente 10%, ou foram exposta a uma quantidade
de energia que excede ligeiramente a fornecida sob condi¢cdes aceleradas de
armazenamento (por exemplo, 40°C durante 6 meses) (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013; REYNOLDS et al., 2002).

Estudos de degradacédo forcada devem ser realizados sempre que
um estudo indicativo de estabilidade for requerido. Estudos de degradacédo
forcada devem ser realizados na formulagdo Unica antes do inicio estudos
formais de estabilidade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2013).

Segundo a RDC n°58 de 20 de dezembro de 2013 o estudo de
degradacéo forcada deve ser conduzidos em um lote, em escala laboratorial,
piloto ou industrial do medicamento e para fins de comparacdo a execucdo do
estudo deve ser feita também com a formulacdo, com o placebo e no insumo
farmacéutico ativo isolado e associado no caso de associacdes em dose fixa.
Além disso, o estudo de degradacéo forcada deve ser realizado em todas as
concentragdes do medicamento (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2013).

O estudo de degradacéo forcada deve submeter a amostra as
seguintes condi¢des: aquecimento; umidade; solucdo acida; solugéo basica;

solucdo oxidante; exposicéo fotolitica; e ions metalicos (AGENCIA NACIONAL
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DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013).

3.1.1.1 Hidroélise

A &gua é considerada como um dos principais catalisadores em
reacoes de degradacdo. Muitos farmacos sdo considerados como instaveis
nesse meio e necessitam de intervengdes durante a formulacdo e
armazenamento, para que a eficdcia, sua estabilidade e a da forma
farmacéutica final ndo sejam comprometidas. Para a avaliacdo da instabilidade
sob a condicéo de hidrdlise, também deve ser levado em consideracédo o pH do
meio, pois ions hidrogénio e hidroxila podem acelerar ou retardar o processo
de degradacao (ALLEN Jr; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Ensaio de estresse acido ou basico envolve a degradacdo forcada
de uma substancia por exposicdo a condi¢cdes acidas ou basicas, que geram
produtos de degradacdo primaria em gama desejavel. A selecdo do tipo e
concentracdo de &cido ou de base depende da estabilidade da substancia
medicamentosa. Acido cloridrico ou &acido sulfdrico (0,1-1 M) para hidrélise
acida e o hidréxido de sodio ou hidroxido de potassio (0,1-1M) para hidrdlise
bésica, sdo reagentes sugeridos adequados para hidrolise (ALSANTE et al.,
2007; BAKSHI; SINGH, 2002; BLESSY et al., 2014).

3.1.1.2 Oxidacéo

Reagdes de oxidagao sdo um dos dois mais comuns mecanismos de
degradacdo de farmacos. As reacbes de degradacdo oxidativa de farmacos
sdo normalmente de auto-oxidacado, ou seja, a reacao € iniciada por um radical
iniciador. Reacbes com radical iniciador comecam com a fase de iniciacao,
envolvendo a formacdo de radicais, seguida pela fase de propagacdo e
eventualmente a fase terminal. Assim, a reagao cinética frequentemente segue
uma curva em forma de S quando a “degradacéo x tempo” € plotada em gréfico
(BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2005).

Peroxido de hidrogénio € amplamente utilizado para oxidacdo de

farmacos em estudo de degradacdes forgcadas, mas outros agentes oxidantes,
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como ions metalicos, oxigénios e radicais iniciadores, também podem ser
usados. A selecdo de agentes oxidantes, suas concentragbes e condigdes
dependem do farmaco utilizado (ALSANTE et al., 2007; BLESSY et al., 2014).

3.1.1.3. Degradacéo Térmica

Degradacao térmica consiste na degradacao causada por exposicao
a temperaturas altas, o suficiente para induzir a quebra de ligagcbes, conhecida
como pirdlise (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2005).

Segundo o ICH a temperatura utilizada para testes de estresse deve
ser maior em 10°C do que as utilizadas em estudo de estabilidade acelerada
(ICH, 2003).

A andlise térmica possibilita uma ampla faixa de aplicacdo para
medidas de propriedades fisicas, como: estudo de reacdes quimicas, avaliacao
da estabilidade térmica, determinacdo da composicdo de materiais e
desenvolvimento de metodologia analitica (FARIA et al., 2002; SILVA et al.,
2009).

3.1.1.4. Degradacéo por fotolise

A reacdo de fotdlise € iniciada apOs absorcdo de radiacdo
eletromagnética pelo insumo farmacéutico ativo (IFA). A maioria das
substancias ativas apresenta maximos de absorcdo na regidao do ultravioleta do
espectro eletromagnético. A radiacdo ultravioleta € muito energética e pode
propiciar a clivagem de muitas ligacdes quimicas, ocorrendo a degradacdo da
molécula. Desta forma, é importante conhecer a fotoestabilidade das
substéancias ativas e seus produtos de degradacao obtidos apartir de fotdlise, e
avaliar a toxicidade destes ultimos (MORIWAKI et al., 2008).

A degradacao por fotélise € a degradacdo que resulta de exposicao
a luz ultravioleta ou visivel no intervalo de comprimento de onda de
aproximadamente 300 a 800nm (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2005).

Segundo as recomendacOes para os testes de fotoestabilidade

descritos pelo ICH (ICH, 1996), as amostras de substancia do farmaco e
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sélido/medicamento liquido devem ser expostas a um minimo de 1,2 milhdes
de lux horas e 200Wh/m? luz (BLESSY et al., 2014).

O ICH descreve dois tipos de fontes de luz para o teste de foto
estabilidade: Para a opc¢éo 1 utiliza-se qualquer fonte de luz que € projetada
para produzir uma saida similar a um padrdo de emissdo D65 / ID65, como
uma lampada fluorescente que combina luz visivel e ultravioleta (UV), xenon,
ou lampadas de iodetos metalicos. D65 é o padréo internacional para a luz do
dia ao ar livre reconhecida pela norma ISO 10977 (1993). ID65 é o equivalente

ao padrao de luz do dia indireto e interno, com radiagdo menor que 320nm.

Para a opcao 2, a mesma amostra deve ser exposta tanto a luz
fluorescente branca fria quanto lampada ultravioleta. Uma Ilampada
fluorescente branca fria deve ser projetada para produzir uma saida
semelhante ao especificado na norma ISO 10977 (1993); e uma lampada
fluorescente UV com uma distribuicdo espectral de 320 nm a 400 nm com uma

emissao maxima de energia entre 350 nm e 370 nm.

3.1.2 Desenvolvimento de metodologia

Antes de iniciar o desenvolvimento do método, varias propriedades
fisico-quimicas, como valor da constante de dissociacdo (pKa), coeficiente de
partilha 6leo-agua (log P), solubilidade e a intensidade de absorcédo na regido
UV do medicamento devem ser conhecidos, pois estabelecem uma base para
o desenvolvimento do método cromatogréafico. Log P e solubilidade permitem
selecionar a fase movel e solvente da amostra, enquanto o valor pKa auxilia na
determinacao do pH da fase moével (BAKSHI; SINGH, 2002).

Apds submetido ao estresse, o composto de origem pode gerar
amostras contendo produtos de degradacdo, podendo ser usadas para
desenvolvimento de procedimentos analiticos adequados. E importante notar
que os produtos de degradacao gerados nas amostras submetidos ao estresse
podem ser classificados como “potenciais” produtos de degradagéo, as quais
podem ser formados sob condicoes relevantes de armazenamento
(BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2005).
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3.1.3 Validacao de metodologia

Diferentes métodos tém diferentes requerimentos quando se trata de
validacdo. A Farmacopeia dos Estados Unidos reconhece quatro categorias
(Tabela 1) e define as caracteristicas de desempenho analitico que devem ser
medidas para validar cada tipo de método (Tabela 2). O método indicativo de
estabilidade ¢é incluido na categoria 2, procedimentos analiticos para
determinacdo de impurezas em farmacos a granel ou compostos de

degradacdo em produtos farmacéuticos acabados (USP, 2014).

Tabela 1: Classificagdo dos testes, segundo a sua finalidade:

Categoria Finalidade do Teste

I Testes quantitativos para determinacdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matéria-prima.

I Testes quantitativos ou ensaios limites para determinacédo de
impurezas ou produtos de degradacdo em produtos
farmacéuticos ou matéria-prima

Il Testes de desempenho (por exemplo: dissolucao, liberacdo do
ativo)

AV Testes de identificacéo
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Tabela 2: Ensaios necessarios para validacdo de métodos analiticos, segundo
sua finalidade:

_ Categoria ll _ _
~ Categori Categoria Categoria
Parametro Ensaio
al Quantitativo gl v
Limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
Preciséo /Repetitividade Sim Sim Nao Sim N&o
Precisdo Intermediaria * * Nao * N&o
Limite de detecgéo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificagcdo Nao Sim N&ao * N&o
Exatid&o Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* pode ser necessério dependendo da natureza do teste especifico

** Se houver comprovagéo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacéo da precisdo
intermediéria.

3.2 Diuréticos.

Os antigos empregavam como diuréticos preparados herbaceos
contendo Oleos volateis. Extrato de ch& e café também foram usados com esta
finalidade. Em 1884, Koschlakoff identificou a cafeina como sendo o
componente diurético ativo do café. Em 1902, Minkowski descobriu a atividade
diurética da teofilina (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1982).

O efeito diurético dos compostos organometalicos foi descoberto,
1919, por acaso. Vogl empregou 0 merbafeno para tratar um paciente sifilitico e
observou o efeito diurético deste farmaco. A acdo catalitica da anidrase
carbonica foi descrita em 1930 e sua inibicdo pela sulfanilamida, observada
pela primeira vez, em 1949. Apds esta descoberta inUmeras sulfanilamidas
derivadas foram descobertas e estudadas. Como por exemplo a acetazolamida
em 1954; a clortalidona, em 1959, a furosemida, em 1962 (KOROLKOVAS;
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BURCKHALTER, 1982).

As benzotiazidas foram produto inesperado do estudo sistematico de
inibidores da anidrase carbonica. O primeiro membro desta nova classe de
diuréticos foi a clorotiazida, obtida em 1957, por Novello e Sprague. Em breve
surgiam outros benzotiazidicos: hidroclorotiazida, em 1958, por Stevens e
colaboradores; hidroflumetiazida, em 1959; quinetazona, em 1960, por Cohen e
colaboradores (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1982).

Considerando que a aldosterona, horménio do cértex adrenal,
apresenta acentuadas propriedades de reter soédio por promover a reabsorcao
de Na’, iniciou-se no fim da década de 1950 a investigacdo sistematica de
antagonistas e inibidores da aldosterona, mediante modificagdo da mélecula do
horménio. Esta pesquisa culminou na introducdo, em 1962, da espironolactona,
diurético cuja constituicdo quimica € muito semelhante a da aldosterona
(KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1982).

Os diuréticos aumentam o fluxo urinario e a excrecao de sodio e sédo
utilizados para ajustar o volume e/ou a composicado dos liquidos corporais em
uma variedade de situacdes clinicas. Os diuréticos clinicamente Gteis além de
aumentar a velocidade de fluxo de urina aumentam a taxa de excrecdo do Na*
(natriurese) e do anion associado, em geral CI. O NaCl no organismo é o
principal determinante do volume de liquido extracelular, e as aplicacdes
clinicas dos diuréticos visam, em sua maioria, a reducédo do volume de liquido
extracelular ao diminuir o conteddo de NaCl (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2006).

Os diuréticos sao utilizados em dois importantes estados, edema e
hipertensdo. Mas também sdo usados no tratamento em numerosos outros
estados incluindo aumento craniano (trauma ou cirurgia) ou aumento
intraocular (glaucoma), aumento da pressao (diuréticos osmaticos), diabetes
insipidus (tiazidicos), hipercalcemia (diuréticos de alca), doenca das alturas
(inibidores da anidrase carbdnica), hiperaldosteromismo primario (i.e.
antagonistas da aldosterona) e osteoporose (tiazidicos) (FOYE; LEMKE;
WILLIAMS, 2008).
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3.2.1 Classificacado dos diuréticos

Na Figura 1 abaixo é possivel verificar um néfron e os locais de agéo
de cada um dos tipos de diuréticos elucidados até hoje.

Cartonic anhydmase
mhaors

Thanoe
diurahics
Loocp
dwretics
N
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duretcs
Outer Meadulla
Inner Maedulla
D = =g

Figura 1: O néfron. BC, Cépsula de Bowman; G, glomérulo; PCT, tdbulo contorcido
proximal; PST, tdbulo reto proximal; DHL, ramo descendente da alca de Henle; TALH,
ramo espesso ascendente da alca de Henle; DCT, tubulo contorcido distal; CD, ducto
coletor. (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1982)

3.2.1.1 Inibidores da Anidrase Carbdnica

Quando a sulfanilamida foi introduzida como agente quimioterapico,
constatou-se a ocorréncia de acidose metabolica como efeito colateral. Essa
observacéo levou a realizacdo de estudos in vitro e in vivo que demonstraram
ser a sulfanilamida um inibidor da anidrase carbdnica. Posteriormente, um
enorme numero de sulfanilamidas foi sintetizado e testado quanto a sua
capacidade de inibir a anidrase carbonica; desses compostos, a acetazolamida
foi 0 mais intensamente estudado. A anidrase carblnica é responsavel pela
reabsorcdo de NaHCO;3; e secrecdo de acido. Assim, a inibicdo de anidrase
carbbnica esta associada a uma rapida elevacdo da excrecdo urinaria de
HCO3; para cerca de 35% da carga filtrada (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2006).

Apesar de a acetazolamida ser utilizada no tratamento de edema, a
eficacia dos inibidores da anidrase carb6nica como agentes isolados € baixa, e

os inibidores da anidrase carbbnica ndo sdo amplamente utilizados neste
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aspecto (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2006).

3.2.1.2 Diuréticos Osmaticos

Os diuréticos osmoticos sdo agentes livremente filtrados no
glomérulo, que sofrem reabsorcdo limitada pelo tdbulo renal e sao
relativamente inertes do ponto de vista farmacolégico. Ao extrairem agua dos
compartimentos intracelulares, expandem o volume liquido extracelular,
diminuem a viscosidade do sangue e inibem a liberacédo de renina (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2006).

Os diuréticos osmoéticos aumentam a excre¢do urinaria de quase
todos os eletrélitos, incluindo Na®, K*, Ca*, Mg?*, CI, HCOs, e fosfato
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2006).

3.2.1.3 Inibidores do simporte de Na*- K*- 2CI" (diuréticos de al¢a;
diuréticos de alto limiar)

Os inibidores do simporte de Na'- K- 2CI" formam um grupo de
diuréticos que tem em comum a capacidade de bloquear o simportador Na'-
K*- 2CI' no ramo ascendente espesso da alca de Henle; por isso, esses
diuréticos sdo também conhecidos como diuréticos de alca (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2006).

Os inibidores do simporte de Na*- K*- 2CI" constituem um grupo de
farmacos quimicamente diversos. A furosemida, a bumetamina, a azosemida, a
piretamida e a tripamida contem um componente sulfonamida, enquanto o
acido etacrinico € um derivado do acido fenoxiacético (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2006).

Devido ao bloqueio do simportador de Na*- K*- 2CI, os diuréticos de
alca provocam acentuado aumento na excrecdo urinaria de Na* e CI (i.e., até
25% da carga filtrada de Na®) A abolicdo da diferenca de potencial transpitelial
também resulta em notaveis aumentos na excrecdo de Ca®* e Mg?
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2006).
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3.2.1.4 Inibidores do simporte de Na'- CI” (diuréticos tiazidicos e

semelhantes aos tiazidicos)

Ao contrario dos inibidores da anidrase carbdnica, que aumentam
primariamente a excrecdo de NaHCOj;, foi constatado que o0s
benzotiadiazidicos aumentam predominantemente a excrecdo de NaCl, um
efeito independente da inibicdo da anidrase carbonica (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2006).

Como os inibidores originais do simporte de Na*- CI" eram derivados
da benzotiadiazina, essa classe de diuréticos tornou-se conhecida como
diuréticos tiazidicos. Subsequentemente, foram desenvolvidos agentes
farmacologicamnete semelhantes aos diuréticos tiazidicos, mas que ndo eram
tiazidas. Esses farmacos sdo denominados diuréticos semelhantes aos
tiazidicos (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2006).

Os diuréticos tiazidicos séo utlizados no tratamento do edema
associado a cardiopatia (insuficiéncia cardiaca congestiva), hepatopatia
(cirrose hepética) e de doenca renal (sindrome nefrética, insuficiéncia renal
cronica, glomerulonefrite aguda) (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN,
2006).

3.2.1.5 Inibidores dos canais de Na* do epitélio renal (diuréticos

poupadores de K¥)

O triantereno e a amilorida sdo os Unicos dois farmacos dessa
classe de uso clinico. Ambos provocam pequenos aumentos na excrecao de
NaCl e, em geral, sdo utilizados pelas suas acdes anticaluréticas para
compensar os efeitos de outros diuréticos que aumentam a excrecdo de K.
S&o frequentemente classificados como diuréticos poupadores de potassio (K*)
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2006).

Como a porgéo final do tubulo distal e do ducto coletor tem uma
capacidade limitada de reabsorver solutos, o bloqueio de canais de Na* nessa
parte do néfron resulta em ligeiro aumento nas taxas de excrecido de Na* e CI
(cerca de 2% da carga filtrada). Assim, a natriurese leve provocada por esses

farmacos faz com que eles raramente sejam utilizados como farmacos unicos
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no tratamento do edema ou da hipertensdo (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2006).

3.2.1.6 Antagonistas dos receptores mineralocorticoides (antagonistas

da aldosterona; diuréticos poupadores de K*)

Os mineralocorticoides provocam retencdo de sal e de agua e
aumentam a excrecdo de K e H' através de sua ligagdo a receptores de
mineralocorticoides especificos. A espironolactona, constitui o Unico membro
dessa classe disponivel nos EUA (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN,
2006).

Os efeitos da espironolactona na excre¢do urinaria sao muito
semelhantes aos induzidos por inibidores dos canais de Na* do epitélio renal.
Entretanto, ao contrario dos inibidores dos canais de Na*, a eficacia clinica da
espironolactona € uma funcao dos niveis enddégenos de aldosterona. Quanto
mais elevados os niveis enddégenos de aldosterona, maiores os efeitos da
espironolactona na excrecao urinaria (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN,
2006).

Tal como outros diuréticos poupadores de K*, a espironolactona é
frequentemente administrada junto com diuréticos tiazidicos ou de alca no
tratamento do edema ou da hipertensdo (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2006).

3.2.1.7 Furosemida

A furosemida é um diurético inibidor do simporte de Na*- K- 2CI..
Quimicamente €é o acido 5-(aminosulfonil)-4-cloro-2-[(furanilmetil)amino]
benzéico. Sua formula molecular € C;,H;1CIN,OsS com massa molecular de
330,75g/mol, possui faixa de fusdo em 206°C e pKa de 4,25, 9,83 e 16,96
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010; “Chemicalize.org”, 2015; O’'NEIL, 2013).
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Figura 2: Estrutura quimica da Furosemida

A furosemida é um dos medicamentos diuréticos mais potentes e
eficazes disponiveis. Exerce a sua acdo na alca de Henle, que € uma porcéo
do néfron, e que regula o balanco de agua e sodio do organismo; na verdade,
furosemida induz uma perda total de cloreto de sodio e agua
(HEIDARIMOGHADAM; FARMANY, 2016). Este composto foi originalmente
usado como um agente antibacteriano. Mas recentemente suas propriedades
diuréticas fizeram da furosemida um medicamento (til para o tratamento de
hipertensédo e a retencao de liquidos (edema) em pacientes com insuficiéncia
cardiaca congestiva, doenca hepatica e disfuncao renal, tais como a sindrome
nefrética. A furosemida é também um agente comum encontrado em exames
de doping no esporte (KOR; ZAREI, 2016).

A furosemida é identificada em preparacfes farmacéuticas utilizando
espectrofotometria no UV/VIS (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010;
VALLADAO; IONASHIRO; ZUANON NETTO, 2008; DIAS; OLIVEIRA NETO;
MARTINS, 2004; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP, 2014),
espectrofotometria no infravermelho (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP, 2014) e colorimetria (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP, 2014).
Para doseamento as seguintes técnicas sdo utilizadas: espectrofotometria no
UV/VIS (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), titulometria (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; USP, 2014), cromatografia liguida de alta eficiéncia
(HPLC) com deteccdo UV (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010; DIAS;
OLIVEIRA NETO; MARTINS, 2004; USP, 2014) métodos potenciométricos
(DIAS; OLIVEIRA NETO; MARTINS, 2004).

Tem como impurezas 0s seguintes produtos: &acido 2-cloro-4-
[(furano-2-ilmetil)amino]-5-sulfamoilbenzdico; acido 2,4-dicloro-5-

sulfamoilbenzdbico; &cido 2-amino-4-cloro-5-sulfamoilbenzdico; &acido 2.,4-
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bis[(furano-2-ilmetil)Jamino]-5-sulfamoilbenzoico;  acido  2,4-diclorobenzdico
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010; BUNDGAARD; NORGAARD; NIELSEN,
1988; CARDA-BROCH; ESTEVE-ROMERO; GARCIA-ALVAREZ-COQUE,
2000; FIORI et al., 2003; MIZUMA; BENET; LIN, 1998).

3.2.1.8 Hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida € um diurético inibidor do simporte de Na*- K.
Quimicamente é 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiodiazina-7-sulfonamida-1,1-
dioxido. Sua férmula molecular € C;HgCIN3O4S, com massa molecular de
297,74g/mol (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Q.0 W
\\S/, \

H2N, QS\NH
Cl NJ
H

Figura 3: Estrutura quimica da hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida é identificada em preparagbes farmacéuticas
utilizando espectrofotometria em UV/VIS (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP, 2014), espectrofotometria no
infravermelho  (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; USP, 2014), cromatografia em camada delgada (CCD)
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010; VALLADAO; IONASHIRO; ZUANON
NETTO, 2008; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) e colorimetria (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Para
doseamento utiliza-se as seguintes técnicas: titulometria em meio aquoso
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com deteccdo UV (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP, 2014) e espectrofotometria em UV.
(VALLADAO; IONASHIRO; ZUANON NETTO, 2008; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Tem com impurezas 0s seguintes produtos: clorotiazida; 4-amino-6-
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clorobenzeno-1,3-disulfonamida (salamida), 6-cloro-N-[(6-cloro-7-sulfamoil-2,3-
dihidro-4H-1,2,4-benzotiadiazina-4-il-1,1-diéxido)metil]-3,4-dihidro-2H-1,2,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida-1,1-dioxido  (BRITISH PHARMACOPOEIA,
2010).

3.3 Técnicas utilizadas no desenvolvimento de metodologias analiticas
de estabilidade

Para o presente trabalho foram escolhidas as técnicas de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e Eletroforese Capilar (CE)

por serem atualmente as técnicas mais utilizadas.

3.3.1 Eletroforese Capilar (CE)

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica de separacdo em fase
liguida que se baseia na migracdo diferencial de espécies ibnicas ou ionizaveis
quando as mesmas sao submetidas a um campo elétrico. Essa técnica de
separacao para as amostras de tamanho macro foi desenvolvida inicialmente
por Arne Tiselius, um quimico sueco, nos anos 1930, para o estudo de
proteinas do soro sanglineo, que ganhou o Prémio Nobel por esse trabalho
(SKOOG et al., 2006; TAVARES, 1996).

No inicio dos anos 1980, os cientistas comecaram a verificar a
viabilidade de realizar separacbes com microamostras em tubos capilares de
silica fundida. Seus resultados mostraram-se promissores em termos de
resolucdo, velocidade e potencial para automacdo. Em consequéncia, a CE
tornou-se uma ferramenta importante para a solu¢cdo de ampla variedade de
problemas analiticos envolvendo separacfes (SKOOG et al., 2006).

O rapido avanco da eletroforese capilar decorre, em parte, da
simplicidade instrumental, mas principalmente da variedade dos modos de
separacdo que podem ser efetuados em uma Unica coluna capilar e da
diversidade dos compostos passiveis de andlise em cada modo (TAVARES,
1997).
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3.3.1.1 Instrumentacao

Como mostrado na Figura 4, a instrumentacédo para a eletroforese
capilar é simples. Um capilar de silica fundida preenchido com um tampé&o,
tipicamente com um diametro interno entre 10 e 100 um e com comprimento de
40 a 100 cm, é estendido entre dois reservatorios de tampao que também
contém eletrodos de platina. A introdugdo da amostra é realizada em uma das
extremidades e a deteccdo na outra. Um potencial de 5 a 30 kV é aplicado
entre os eletrodos (ALTRIA, 1996; SKOOG et al., 2006).

A injecdo de amostra, na eletroforese capilar, pode ser feita por:
injecdo hidrodindmica e eletrocinética. Na injecédo hidrodinamica utiliza-se uma
gradiente de pressao, € feita aplicando-se pressao pela introducdo de um gas
inerte no reservatdrio contendo a amostra ou pela aplicacdo de vacuo no
reservatorio que contém a solucdo tampao na outra extremidade do capilar. A
injecdo por sifonagem é feita pelo deslocamento de liquido provocado pela
diferenca de altura dos reservatérios de amostra e tampdo. Na injecdo
eletrocinética um gradiente de alta tensédo € aplicado na amostra durante um
curto periodo de injecdo, é feita pela aplicacdo de um potencial, geralmente
entre 5 e 15 kV, por alguns segundos (ALTRIA, 1996; SANTOS; TAVARES;
RUBIM, 2000).
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Figura 4: Diagrama esquematico do sistema CE. R1 e R2 sdo os recipientes contendo solugéo
eletrolitica onde se encontram os eletrodos (el e e2) conectados a fonte de poténcia (F). Os
circulos brancos representam os ions, as areas representam as massas € 0s sinais negativos e
positivos indicam as cargas. A deteccao radial da absorgcdo molecular é representada por uma
fonte de radiacdo (v) e um detector (D) acoplado a um computador (C). No retangulo é
mostrado o registro temporal dos sinais (GERVASIO et al., 2003).
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3.3.1.2 Fluxo Eletrosmotico

Uma caracteristica particular da eletroforese capilar consiste no fluxo
eletroosmotico (FEO). Quando uma alta voltagem é aplicada por meio de um
capilar de silica fundida contendo uma solucdo tampéo, um FEO é geralmente
produzido, causando uma migracdo do solvente em direcdo ao catodo
(SKOOG et al., 2006).

Como mostrado na Figura 5, a causa do FEO é a dupla camada
elétrica que se desenvolve na interface silica/solucdo. A valores de pH maiores
que 3, a parede interna do capilar de silica encontra-se carregada
negativamente em virtude da ionizagcdo dos grupos silandis (Si—-OH) da sua
superficie. Para contrabalancear as cargas da parede, ha na regido préxima a
esta, 0 excesso de cargas positivas, provenientes dos cations da solucao. Os
cations na camada difusa externa a dupla camada s&o atraidos para o catodo,
ou eletrodo negativo, e uma vez que estdo solvatados arrastam o solvente com
eles. A eletroosmose leva a um fluxo liquido da solugdo com um perfil plano
através do tubo porque o fluxo origina-se em suas paredes. Esse perfil
contrasta com o perfil laminar (parabdlico) observado em fluxos gerados por
pressao encontrados na HPLC. Visto que o perfil é essencialmente plano, o
fluxo eletroosmético ndo contribui significativamente para o alargamento de
banda, como o fluxo gerado por pressdo o faz em cromatografia liquida
(ALTRIA, 1996; SKOOG et al., 2006).

enge ‘\ I . \I/ \ g \\’ // X & parede do capilar
@ Sli SIi Si Si s;,i Tt
G) @ | @ | @ @ catodo
.‘gn:;'ti.: fixa o® 0 ‘@ . 0 @ O® o® @
L ."]‘..’(:71 mowvel @ @ @ @

Fluxo Efletroosmotico (FEO)

Figura 5. Representacao esquemaética do fluxo eletroosmético em FSCE (QUEIROZ; JARDIM,
2001).

3.3.1.3 Classificacao da eletroforese capilar

e

A eletroforese capilar é classificada de acordo com o modo de
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separacdo. Esses modos sdo o0s seguintes: Eletroforese capilar de zona
(FSCE) que compreende a eletroforese capilar em solucéo livre (FSCE), a
cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECK), cromatrografia capilar
eletrocinética micelar por microemulsdo (MEEK), eletroforese capilar em gel
(CGE), eletrocromatografia capilar (CEC). Outros métodos também utilizados
sdo: a eletroforese por focalizacao isoelétrica capilar (CIEF) e esotacoforese
capilar (CITP).

e Eletroforese capilar em solucéo livre

A separacao de ions € a forma mais simples de CE e é denominada
eletroforese capilar em solucéo livre (FSCE). Muitos compostos podem ser
separados rapidamente e facilmente por esta técnica. A separacao em FSCE é
baseada nas diferencas nas mobilidades eletroforéticas resultantes das
diferentes velocidades de migracbes de espécies ibnicas no tampéao, contido
dentro do capilar. (QUEIROZ; JARDIM, 2001).

A mobilidade eletrosmatica (Ureo) do tampéo é dada pela equacéao:

_
HrEo = 4mn
Equacéo 1

Onde ¢ é a constante dielétrica do tampao, { € o potencial zeta e o n
€ a viscosidade do tampédo (BAKER, 1995).

As moléculas sado separadas de acordo com o tamanho e o numero
de agrupamentos ionizaveis. Sendo a mobilidade eletroosmoética dependente
somente das caracteristicas do tampdo, isto €, da constante dielétrica,
viscosidade, pH e concentracdo (que influencia o potencial zeta), sendo
independente da tensdo aplicada. Na FSCE espécies neutras ndo sao
separadas, porém permite a separacdo de cations e anions na mesma corrida
(BAKER, 1995; QUEIROZ; JARDIM, 2001).
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e Cromatografia capilar eletrocinética micelar (MEKC)

A limitacdo primaria dos métodos eletroforéticos em solucéo livre é a
impossibilidade de separar compostos neutros, a menos que existam
diferencas significativas de massa molecular. Em geral, compostos neutros
migram no capilar por acao exclusiva do FEO (QUEIROZ; JARDIM, 2001).

Nesta nova versdo, agentes tensoativos ibnicos, em condicdes
apropriadas a formacédo de micelas (acima da concentracdo micelar critica),
sdo adicionados ao eletrdlito de corrida, proporcionando assim um sistema
cromatografico de duas fases. O eletrdlito representa a fase primaria, a qual é
transportada eletroosmoticamente sob acdo do campo elétrico, enquanto que
as micelas representam a fase secundaria, ou pseudo-estacionaria, a qual é
transportada por uma combinacdo de eletroforese e eletroosmose. A particdo

diferenciada de solutos neutros entre estas duas fases € responsavel pela
seletividade da separacdo (QUEIROZ; JARDIM, 2001; TAVARES, 1997)

e Cromatrografia capilar eletrocinética micelar por microemulséo

(MEEKC)

A cromatografia eletrocinética micelar por microemulsdo € um caso
especial da cromatografia eletrocinética, no qual uma microemulsdo é
empregada como fase dispersa (SILVA et al., 2007). Tem sido relatada como
sendo 0til na separacdo de uma gama de solutos hidrofobicos. O principio de
separacdao € semelhante ao de cromatografia electrocinética micelar (MEKC)
em micelas de SDS que sao geralmente utilizados para formar uma fase de
pseudo-solucdes eletroliticas em pH elevado (ALTRIA, 1999).

e Eletroforese capilar em gel (CGE)

Este tipo de CE tem sido utilizada na separacdo de compostos de
carater ibnicos e de alta massa molecular. Para este formato, redes poliméricas
estdo presentes ao longo do capilar e os compostos sS40 mais ou menos
impedidos em seu percurso, de acordo com seu tamanho. Consequentemente,
este processo de separacéo é comumente conhecido como "peneiramento”. E

particularmente adequado para a separacdo de biomacromoléculas que
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consistem em diversas unidades de repeticdo de carga, como o DNA, por
exemplo (TAVARES, 1997).

e Eletrocromatografia capilar (CEC)

E um tipo de cromatografia liqguida em que o capilar é preenchido
com o material de empacotamento de HPLC e a aplicacdo de uma voltagem
resulta num bombeamento através do FEO da fase moével através do capilar. O
tempo de retencdo € determinado pela combinacédo da migracao eletroforética
e da retencd@o cromatogréfica (ALTRIA, 1996; SILVA et al., 2007)

e Eletroforese por focalizacéo isoelétrica capilar (CIEF)

Técnica eletroforética para separacdo de analitos anféteros de
acordo com seu ponto isoelétrico, através da aplicacdo de um campo elétrico

ao longo de um gradiente de pH gerado no capilar (SILVA et al., 2007).

Compostos anfotéros possuem em sua estrutura grupos funcionais
com carater acido e basico. A protonacdo e/ou dissociacdo destes grupos €
responsavel pela variacdo da carga efetiva da molécula em funcdo do pH e,
portanto, o pH do meio governa a magnitude da mobilidade eletroforética.
Compostos deste tipo sdo caracterizados por um ponto isoelétrico (Pl), que
corresponde ao valor de pH em que a carga efetiva do composto € nula
(TAVARES, 1997).

3.3.1.4 Vantagens e Limitagdes

H&a vérias vantagens comerciais e de eficiéncia que a CE tem a
oferecer sobre a HPLC. Entre elas estéo incluidos: o reduzido tempo gasto
para o desenvolvimento de métodos, proporcionado pelas facilidades de
mudancas das condicbes operacionais; a alta eficiéncia na separacdo de
analise de solutos que possuem limitacbes na absor¢cdo de raios UV.
Entretanto suas maiores desvantagens estao principalmente relacionadas ao

instrumento, como a baixa precisdo na inje¢cao e na sensibilidade, quando
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Um comparativo entre as técnicas de Eletroforese Capilar e

Cromatografia Liquida é demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3: Vantagens e desvantagens do CE em relacdo a cromatografia
Liquida (HPLC) (Adaptado de PICO; RODRIGUEZ; MANES, 2003).

Técnica Vantagens Desvantagens Solucgbes

HPLC - Permite a andlise de | - Menor capacidade de | - Desenvolvimento de
compostos organicos, | separacao; colunas analiticas mais
mesmo 0S | _ Grande consumo de | Eficientes e de menor
termoinstaveis; solventes organicos: tamanho, perm~|t|ndo
- Maior flexibidade | .| Melhores separagdes e
para otimizacdo das . . menor  consumo  de

. operacional (exige 0 | solventes.

separ.a}goes, . p~or uso de colunas e
permitir - a varla?ao solventes caros de alta
tanto da fase movel pureza)
guanto da fase
estacionaria;
- Facilidade de
automacao e
acoplamento a
sistemas de preparo
de amostras “online”.

CE - Alta capacidade de | - Baixa sensibilidade. - Preparo de amostras

separacao;
- Baixo consumo de
solventes;

- Menor necessidade
de preparo de
amostras

com etapa de
concentracao;

pré-

- Uso de procedimentos
eletroforéticos de pré-
concentragao “online”;

- Utilizacéo de
detectores altamente
seletivos (como  os
detectores de

fluorescéncia induzida a
laser ou espectrémetros
de massas).
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3.3.2 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses
componentes em duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases
permanece estacionaria, enquanto a outra se move através dela. Durante a
passagem da fase movel sobre a fase estacionéria, os componentes da mistura
sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é
seletivamente retido pela fase estacionaria, o que resulta em migracdes
diferenciais desses componentes (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é um importante
membro de toda uma familia de técnicas de separacdo, uma vez que consegue
separar misturas que contém um grande numero de compostos similares.
Conhecer suas vantagens, limitacdes, componentes e os critérios de escolha
entre as opcdes de equipamentos e acessorios disponiveis € uma obrigacdo
dos profissionais de laboratérios quimicos, farmacéuticos, bioquimicos e outros
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um tipo de cromatografia
liguida que emprega colunas recheadas com materiais especialmente
preparados e uma fase movel, eluida sob altas pressées. Ela tem a capacidade
de realizar separacdes e andlises quantitativas de uma grande variedade de
compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala de tempo de
poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e detectabilidade (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

As colunas cromatogréaficas sdo geralmente construidas de tubos de
aco inoxidavel. O tipo mais comum de recheio para a cromatografia liquida &
preparado a partir de particulas de silica, as quais sdo sintetizadas
aglomerando-se particulas de silica de tamanho submicrométrico sob
condicdes que levam a formagdo de particulas maiores com diametros
altamente uniformes. As particulas resultantes sdo geralmente recobertas com
filmes organicos, os quais sdo quimicamente ou fisicamente ligados a
superficie. Outros materiais de recheio incluem as particulas de alumina, de

polimeros porosos e resinas de troca idnica (SKOOG et al., 2006)
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Dois tipos de cromatografia por particdo podem ser distinguidos com
base nas polaridades relativas da fase estacionéria e mével. Na cromatografia
de fase normal a fase estacionéria é altamente polar como o trietileno glicol ou
agua e por isso utiliza-se como fase mével solvente relativamente nao-polar,
como o hexano ou o éter i-propilico. Na cromatografia de fase reversa, a fase
estacionaria é nao-polar, geralmente um hidrocarboneto, e a fase movel
corresponde a um solvente relativamente polar (como &agua, metanol,

acetonitrila ou tetraidrofurano). (SKOOG et al., 2006)

Na cromatografia de fase normal, o componente menos polar &
eluido primeiro; o aumento da polaridade da fase moével diminui o tempo de
eluicdo. Em contraste, na cromatografia de fase reversa, 0 componente mais
polar elui primeiro e o0 aumento da polaridade da fase mével eleva o tempo de
eluicdo.(SKOOG et al., 2006)

Foi estimado que mais de trés quartos de todas as separag0Oes feitas
por HPLC sdo atualmente realizadas em fase reversa com recheios com fase

ligada contendo octil ou octadecil siloxano (SKOOG et al., 2006)

3.3.2.1 Instrumentacéao

Conforme a Figura 6, o equipamento de HPLC é basicamente
constituido de seis componentes. O reservatorio de solventes (Reservoir) é o
local onde se encontram os solventes da fase movel que é impulsionada até a
coluna cromatografica por um sistema de bomba (Pump) composto de uma ou
mais bombas de alta pressdo. (SKOOG et al., 2006)

A coluna cromatografica (HPLC column) é o local em que ocorre a
separacdo da amostra, introduzida através de um injetor (Injector), localizado
entre a bomba e a coluna. A composicédo do efluente que passa pela coluna
gera sinais elétricos através de um detector (Detector) e esses sinais sao
compilados em um processador de dados (Data aquisition), um computador,
gue os transforma em um conjunto de picos conhecido como cromatograma
(SKOOG et al., 2006)
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sample [ ]
HP
PU"L‘E" Injector Detector
HPLC column

HPLC Data aquisition

solvent

waste

Figura 6: Representacdo de um equipamento de HPLC (CZAPLICKI, 2013)

3.3.2.2 Principios de Separacao

A eficiéncia de uma coluna cromatogréafica é usualmente medida
pelo niumero de pratos (N), o qual é determinado diretamente do cromatograma
por meio da relacdo entre o tempo de retencdo de um composto e a largura de
sua base (LANCAS, 2011):

2

t
N = (—R) x 16
Wp
Equacéo 2

Em que N é o numero de pratos da coluna, uma medida da
eficiéncia; tr € o tempo de retencdo do analito empregado na medida e wy, , a

largura na base desse mesmo analito.

Apesar da simplicidade inequivoca deste enfoque, existem muitas
criticas a ele, a comecar pelo fato de que o numero de pratos (eficiéncia)
dependera do composto escolhido e das condi¢des analiticas, uma vez que o
tempo de retencdo e a largura variam para cada composto e também com as
condicBes experimentais (LANCAS, 2011).

Assim, podemos dizer que alguns parametros exercem bastante
influéncia na eficiéncia de uma coluna como: o comprimento da coluna (L), o
tamanho (didmetro) e a distribuicAo das particulas da fase estacionaria
(LANCAS, 2011).
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Desde o surgimento da teoria dos pratos para cromatografia ficou
bastante 6bvio que a diminuicdo do tamanho das particulas seria o caminho
natural para o aumento do nimero de pratos. Em sua versao original, van
Deemter normalizou o calculo da eficiéncia de uma coluna dividindo seu
comprimento (L) pelo o numero de pratos (N) resultado denominando de altura

equivalente a um prato (H), ou seja (LANCAS, 2011),

= L
N
Equacéo 3

Essa proposta permitia entdo comparar colunas de diferentes
comprimentos (L) e tamanhos de particulas (dp), uma vez que, independente
dos detalhes, quanto menor o valor de H, maior serd N e, portanto, a eficiéncia
da coluna. Na forma original, van Deemter desenvolveu uma equacao empirica
em que associou o valor de H com varios parametros, agrupados na forma de
constantes A, B e C (LANCAS, 2011),

H=A+ (B) +C
= - U
U
Equacéo 4

Demonstrou também a dependéncia de N com a velocidade linear

média da fase movel (W), ou seja,

L
H= to
Equacéo 5

em que U é a velocidade linear média da fase mével; L, o comprimento da
coluna e to, o tempo morto da coluna (tempo para eluir um composto pouco
retido). O termo A depende de dois fatores principais: do quadrado do tamanho

médio das particulas (dp) e do fator de empacotamento da coluna (f).(LANCAS,
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2011)

Para um dado soluto, o factor de retencédo k (por vezes, referido
como o fator capacidade k) € definido como a quantidade de soluto na fase
estacionaria (s), dividida pela quantidade na fase movel (m). A quantidade de
soluto em cada fase € igual a sua concentracdo (Cs ou Cm, respectivamente)

vezes o0 volume da fase (Vs ou Vm, respectivamente), ou seja,

Equacéo 6

E preferivel valores de k entre 1 e 10. Por isso, € importante ser
capaz de estimar (ou calcular) valores de k para os diferentes picos num
cromatograma. Um valor de t, pode muitas vezes ser obtido a partir de uma
inspecdo visual da porcédo inicial do cromatograma. (SNYDER; KIRKLAND;
DOLAN, 2010)

A resolucdo Rs € uma medida de habilidade de uma coluna em

separar dois componentes e pode ser calculado pela equacéo 7,

_ 2(trey ~ tr)

Ry
Wq + wy

Equacéo 7

Em que tr@ € 0 tempo de retengdo da espécie a que € menos
fortemente retida, trp) € 0 tempo de retencdo da espécie b mais fortemente
retida, w, é a largura da base do pico menos retido e wy, € a largura da base do
pico mais retido.(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010).

A = CB
ST CA
Equacéo 8
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3.3.2.3 Vantagens e limitacdes

Principais vantagens:
o Tempo reduzido de analise, devido a alta eficiéncia da coluna e a vazao

rapida da fase movel através da coluna;

o Alta resolucdo, devido a possibilidade de se analisar misturas
complexas;

o Boa analise qualitativa;

o Resultados quantitativos, devido a facilidade de execugcdo e grande

bY

precisdo, sendo comuns a maioria dos métodos de LC desvios relativos
inferiores a 0,5%;

o Boa detectabilidade, pois permite deteccdo em nanogramas;

o Versatilidade, pois pode ser aplicada a amostras organicas ou
inorgénicas, soélidas ou liquidas, ibnicas ou covalentes;

o Mecanizacdo ou automatizacao do sistema feita por microcomputadores
acoplados ao cromatdgrafo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Principais limitagdes:

o Alto custo da instrumentacao, levando a alto investimento;

o Alto custo de operacdo, devido ao alto preco de fases moveis, que
devem ter alto grau de pureza, e das fases estacionarias;

o Falta de um bom detector universal,

o Necessidade de experiéncia no seu manuseio (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006).
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4. OBJETIVOS

4.1  Objetivo Geral

O objetivo deste projeto é desenvolver método analitico indicativo de
estabilidade para diuréticos.

4.2 Objetivos Especificos

e Submeter os diuréticos em estudo a condicbes de estresse para
conseguir degradacdes forcadas destes

e Desenvolver métodos analiticos indicativos de estabilidade simples,
rapidos e confiaveis para separar os produtos de degradacdo formados no
estudo de estresse;

e Validar as metodologias analiticas indicativas de estabilidade segundo
critérios do ICH, da ANVISA e da Farmacopeia Americana (USP) categoria 2;

e Comparar estatisticamente as metodologias analiticas utilizadas pelos

testes estatisticos t e F.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Material

5.1.1 Amostras

A Furosemida foi fornecida pela Fundacdo do Remédio Popular
(FURP) (lote 1072HJ11X), 99,8%.

A amostra de comprimidos Furp-Furosemida 40mg lote
131378v08/15

A Hidroclorotiazida foi utilizada como padréo interno da sigma

5.1.2 Placebo

Para preparo do placebo utilizaram-se os mesmo excipientes da
formulacdo comercial utilizada na validagdo da metodologia. A formula
empregada na preparacéo do placebo de furosemida foi:

e Amido (15,0%)
¢ Amido glicolato de sodio (4,0%)
e Manitol (78,5%)

e Estearato de magnésio (2,5%)

5.1.3 Solventes e reagentes:

e acetonitrila grau HPLC (Merck),

¢ metanol grau HPLC (Merck),

e 4gua (Purificada usando um sistema Millipore Q-Plus),
e pellets de hidroxido de sddio — grau analitico (Merck),
e tetraborato de sédio — grau analitico (Merck),

e 4cido cloridrico — grau analitico (Merck),

e peroxido de hidrogénio — grau analitico (Merck).

e 4cido férmico — grau analitico (Merck).
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5.1.4 Solucbes e tampdes

e Solucdo tampdo tetraborato de sédio (TBS) 100,0 mM: 1,907 g de TBS
foram pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 50,0 ml e

dissolvidos com &gua Milli-Q.

e Solucdo de hidroxido de sédio 1,0 M: 2 g de hidroxido de sédio foram
pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 50,0 mL e dissolvidos

com agua Mllli-Q e filtrado em filtro de 0,45 um

e Solucdo de hidréxido de sodio 0,1 M: Pipetou-se 10 mL de solucéo de
hidroxido de sodio 1M em baldo de 100,0 mL e completou-se o volume com

agua milli-Q.

e Solucéo de acido cloridrico 1,0 M: Pipetou-se 8,4mL de solucéo de &cido

cloridrico em baldo de 50mL e completou-se com agua milli-Q

e Solucao de acido cloridrico 0,1M: Pipetou-se 10 mL de solucdo de acido

cloridrico 1,0 M em baldo de 100,0 mL e completou-se com agua milli-Q.

5.1.5 Equipamentos

e Aparelho de determinacdo de Ponto de Fusdo PF 1000 (GeHaka, S&o
Paulo);

e aparelho de ultrassom- modelo T14 (Thorton, Sdo Paulo, Brasil),

e Camara de fotoestabilidade FARMA 424 (Nova Etica, Sdo Paulo, Brasil)

e balanca analitica Mettler modelo AB204 (Mettler Toledo, S&o Paulo,
Brasil);

e calorimetro diferencial de varredura DSC-60/60A (Shimadzu
Corporation, Japan);

e equipamento de eletroforese capilar Beckman and Coulter P/ACE MDQ
equipado com detector UV-Vis com arranjo de diodos, controlador de
temperatura e software Karat® V.8.0;

e espectrofotbmetro UV-Vis (Shimadzu Corporation, Japan);

e estufa Soc. Fabbe Ltda (Brasi)l;

e equipamento de HPLC Agilent 1100 Hewlett Packard com detector UV-
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Vis, controlador de temperatura e software Open Lab — EZChrom Edition
Version A.04.04

e espectrofotbmetro de infravermelho VERTEX 70 Series FT-IR
Spectrometers

e pHmétro digital modelo PG1800 (Gehaka, Brasil),

e purificador de 4gua MilliQ®-Plus, Millipore

e sistema de calorimetria exploratoria diferencial modelo DSC-60
(Shimadzu Corporation, Japan).

5.1.6 Consumiveis

e coluna capilar de silica fundida (PolymicroTechnologies, Phoenix, AZ),
50 um dix 20 cm comprimento efetivo,

e coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250mm x4.6mm, 5um)

e filtros durapore 0,45 um (Millipore Cat. No. GVWP 04700),

5.2 Meétodos

5.2.1 Caracterizacédo do padréo

O padrao (furosemida) foi submetido a testes preliminares de
identificacdo e caracterizacdo fisico-quimica, com a finalidade de avaliar as
condicbes de trabalho para uso com seguranga nos procedimentos
experimentais. A identificacdo foi realizada através da técnica de
espectrofotometria de absor¢cdo nas regifes do infravermelho (IR) e do
ultravioleta (UV), calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e andlise por
termogravimetria (TGA).

5.2.1.1 Temperatura de fuséo

A amostra de furosemida foi colocada em um tubo capilar de vidro
com uma das extremidades selada até cerca de 3,0 mm de altura em aparelho

convencional de ponto de fusdo. Comecou-se a aguecer a uma razao de

Souza, A.



57

5°C/min; quando a temperatura chegou a 10°C abaixo do inicio de fusdo tedrico
da amostra, reduziu-se a velocidade de aquecimento a cerca de 1°C/min. A
temperatura na qual a amostra funde sobre a parede do tubo é definida como o
inicio da fusdo e a temperatura na qual a amostra torna-se completamente

liquida é definida como o final de fusdo ou o ponto de fusédo (USP, 2014).

5.2.1.2 Espectrometria de absorc¢ao naregiéo do Infravermelho

O padrao foi disperso em pastiihas de brometo de potassio
individualmente. Foram tracados espectros no IR das matérias primas na faixa
de 2000 a 400 cm™, por refletancia atenuada (USP, 2014).

5.2.1.3 Espectrometria de absorcado naregido do Ultravioleta

A identificacdo espectrofotométrica foi realizada mediante a
espectroscopia no ultravioleta, realizando varredura de 200 a 600 nm. O
espectro de absorcdo foi obtido mediante preparo de uma solucdo da
furosemida na concentracdo de 5,0 pg/mL em NaOH 0,1M e depois foram

comparados com 0s maximos de absor¢éo descritos na literatura.

5.2.1.4 Calorimetria exploratéria diferencial

A analise térmica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi
realizada utilizando-se o equipamento Shimadzu DSC-60/60A, equipado com
analisador térmico TA-5 WS/PC. Cerca de 5 mg das amostras de furosemida
foram acondicionadas em cadinho de aluminio selado, submetidas a taxa de

aquecimento de 10 °C min™ e atmosfera dinamica de nitrogénio (50mL.min™).

5.2.1.5 Analise por termogravimetria

A curva de TGA foi realizada utilizando-se 0 equipamento
termobalanca TGA-50 Shimadzu. Cerca de 10 mg das amostras de furosemida
foram acondicionadas em cadinho de platina, submetidas a taxa de

aquecimento de 10 °C min™ e atmosfera dinamica de oxigénio (50mL.min™).
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5.2.2 Desenvolvimento de metodologia analitica

5.2.2.1 Eletroforese capilar

Para o desenvolvimento do método por FSCE foram conduzidos
ensaios para selecdo da melhor composicdo do eletrdlito de corrida para
otimizacdo dos parametros experimentais e instrumentais criticos para garantia
da adequada resolucdo na separacdo do analito e de seus produtos de

degradacéo.

5.2.2.1.1 Eletroélito

O eletrélito foi preparado em baldo volumétrico de 10 ml. Com
diferentes concentracdes de TBS e metanol como mostrado na Tabela 4. O
volume era sempre completado com agua ultrapura Milli-Q e a solucgéo,

sonicada por 15 minutos e filtrado em filtro de 0,45 pum.

Tabela 4: Eletrdlitos para FSCE.

Concentracao de

Solucéao TBS % de Metanol pH
1 20mM 10% 9,2
2 20mM 20% 9,2
3 30mM 10% 9,2
4 30mM 20% 9,2
5 20mM 10% 9,3
6 20mM 20% 9,3
7 30mM 10% 9,3
8 30mM 20% 9,3

5.2.2.1.2 Preparo das amostras

e Solucdo estoque de furosemida: foram transferidos 100,0 mg de padrao

de furosemida para um baldo volumétrico de 50,0 mL e se completou o volume
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com metanol (concentracdo final de 2,0 mg mL™).

e Solucdo estoque de hidroclorotiazida: foram transferidos 100,0 mg de
padrdao de hidroclorotiazida para um baldo volumétrico de 50,0 mL e se
completou a volume com metanol (concentracao final de 2,0 mg mL™).

e Solucdo estoque amostra: foram transferidos 372,4 mg de amostra para
um baldo volumétrico de 50,0 mL e se completou a volume com metanol
(concentracéo final de 2,0 mg mL™).

e Solucdo estoque placebo: foram transferidos 372,4 mg de placebo para
um baldo volumétrico de 50,0 mL e se completou a volume com metanol.

e Solucdo de trabalho de furosemida: foram transferidos 0,5 mL da
solucdo estoque de furosemida para um baldo de 10,0 mL. acrescentou-se
0,5mL hidroclorotiazida, como padréo interno e completou-se o volume com
metanol 20% (concentracéo final de 100,0 ug mL™)

e Solucao de trabalho amostra: 0,5 mL da solucdo estoque de furosemida
para um baldo de 10,0 mL. acrescentou-se 0,5 mL hidroclorotiazida, como
padrdo interno e completou-se o volume com metanol 20% (concentragéo final
de 100,0 pug mL™)

e Solucdo de trabalho de placebo: 0,5 mL da solucdo estoque de
furosemida para um baldo de 10,0 mL e completou-se o volume com metanol

20% (concentracgdo final de 100,0 ug mL™)

Todas as solugdes foram sonicadas para permitir a dissolugédo e em

seguida filtradas utilizando filtro de 0,45 pum.

5.2.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para o desenvolvimento do método por cromatografia liquida foram
conduzidos ensaios para selecdo da melhor composicdo da fase movel de
corrida para otimizacdo dos parametros experimentais e instrumentais criticos
para garantia da adequada resolucdo na separacdo do analito e seus

degradantes.
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5.2.2.2.1 Preparo das amostras

e Solucdo estoque de furosemida: foram transferidos 25,0 mg de padréo
de furosemida para um baldo volumétrico de 50,0 mL e se completou o volume
com metanol (concentracéo final de 500,0 pug mL™).

e Solucdo estoque amostra de furosemida comprimidos: foram
transferidos 93,1 mg de amostra para um baldo volumétrico de 50,0 mL e se
completou a volume com metanol (concentracao final de 500,0 pg mL™).

e Solucdo estoque placebo: foram transferidos 93,1 mg de placebo para
um baldo volumétrico de 50,0 mL e se completou a volume com metanol.

e Solucdo de trabalho de furosemida: foram transferidos 0,2 mL da
solucdo estoque de furosemida para um baldo de 10,0 mL completou-se o
volume com agua milli-Q (concentrac&o final de 10,0 pg mL™)

e Solugdo de trabalho amostra de furosemida comprimidos: foram
transferidos 200 uL da solucdo estoque de furosemida para um baldo de 10 mL
completou-se o volume com agua milli-Q (concentracéo final de 10,0 ug mL™)

e Solucdo de trabalho de placebo: foram transferidos 0,2 mL da solucao
estoque de furosemida para um baldo de 10,0 mL completou-se o volume com

agua milli-Q.

Todas as solugdes foram sonicadas para permitir a dissolugéo e em

seguida filtradas utilizando filtro de 0,45 pum.

5.2.2.2.2 Fase movel

Diferentes fases moével foram testadas durante o desenvolvimento

da metodologia analitica. Sendo estes listados na Tabela 5:
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Tabela 5: Fases mével utilizadas no desenvolvimento do método analitico para
HPLC.

Concentracéao =
N Concentracao
, de fase organica
Fase Movel L de fase PH
— Acetonitrila aquosa (%)
(%) e
70 30
20mM A(Ee'Fato de 50 50 7,0e5,5
aménio
30 70
70 30
10mM A?e'Fato de 7.0e5,5
amonio 30 70
70 30
1% A&ci
0, % agdo 50 50 2,6
féormico
30 70

5.2.3 Degradacao forcada
5.2.3.1 Degradacdao por hidroélise

Para preparo da solugdo tomou-se 1,25 mL da solucdo estoque de
furosemida (2,0 mg.mL™) e transferiu-se para frasco ambar. Acrescentou-se
1,25mL de agua ultrapura milli-Q. Os frascos foram levados para o banho-
maria a 60°C por 24 horas. Apds degradacdo, completou-se a solugdo com 2,5

mL de solugdo metanol 20% (concentracao final de 0,5 mg.mL™).

Para analise em FSCE tomou-se uma aliquota de 1,0 mL. Adicionou-
se o padrao interno hidroclorotiazida tomando-se 0,25 mL da solugéo estoque e
completou-se para 5,0 mL com solucdo de metanol 20% a fim de obter
concentracdo final de 100,0 pg mL™ para furosemida e hidroclorotiazida. Esta
solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no equipamento de

eletroforese capilar.

Para analise em HPLC tomou-se uma aliquota 0,1 mL e completou-
se o0 volume para 5,0 mL com agua a fim de obter concentracao final de 10,0
ng.mL?. Esta solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pum e injetada no

equipamento de cromatografia liquida.
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5.2.3.2 Degradacdao por hidrélise acida

Para preparo da solugdo tomou-se 1,25 mL da solucdo estoque de
furosemida (2,0 mg.mL™?) e transferiu-se para frasco ambar. Acrescentou-se
1,25 mL de acido cloridrico 0,1M. Os frascos foram levados para o banho-maria
a 60°C por 24 horas. ApoOs degradacéo, a solucéo foi neutralizada com 1,25 mL
de hidréxido de sodio 0,1M. Completou-se a solu¢cdo com 1,25 mL de solugéo
metanol 20%.

Para analise em FSCE tomou-se uma aliquota de 1,0 mL. Adicionou-
se o0 padrao interno hidroclorotiazida tomando-se 0,25 mL da solugéo estoque e
completou-se para 5,0mL com solugdo de metanol 20% a fim de obter
concentracéo final de 100,0 pg mL™ para furosemida e hidroclorotiazida. Esta
solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no equipamento de

eletroforese capilar.

Para andlise em HPLC tomou-se uma aliquota 0,1 mL e completou-
se o0 volume para 5,0 mL com agua a fim de obter concentracédo final de 10,0
nug.mL™. Esta solugdo foi filtrada em filtro de o, 45 pm e injetada no

equipamento de cromatografia liquida.

5.2.3.3 Degradacéo por hidrélise alcalina

Para preparo da solucdo tomou-se 1,25 mL da solucdo estoque de
furosemida (2,0 mg.mL™) e transferiu-se para frasco ambar. Acrescentou-se
1,25 mL de hidroxido de sédio 0,1M. Os frascos foram levados para o banho-
maria a 60°C por 24 horas. Apos degradacao, a solucao foi neutralizada com
1,25 mL de acido cloridrico 0,1M. Completou-se a solucdo com 1,25 mL de

solucéo de metanol 20%.

Para analise em FSCE tomou-se uma aliquota de 1,0 mL. Adicionou-
se o0 padrao interno hidroclorotiazida tomando-se 0,25 mL da solugéo estoque e
completou-se para 5,0 mL com solucdo de metanol 20% a fim de obter
concentracdo final de 100,0 pg mL™ para furosemida e hidroclorotiazida. Esta
solugdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no equipamento de

eletroforese capilar.
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Para analise em HPLC tomou-se uma aliquota 0,1 mL e completou-
se o0 volume para 5,0 mL com agua a fim de obter concentracédo final de 10,0
nug.mL™. Esta solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no

equipamento de cromatografia liquida.

5.2.3.4 Degradacao por oxidacao

Para preparo da solugdo tomou-se 1,25 mL da solucdo estoque de
furosemida (2,0 mg.mL™?) e transferiu-se para frasco ambar. Acrescentou-se
1,25 mL de peroxido de hidrogénio 3,0%. Os frascos foram levados para o
banho-maria a 60°C por 24 horas. Apds degradacdo, completou-se a solucéo
com 2,5 mL de solugéo de metanol 20%.

Para analise em FSCE tomou-se uma aliquota de 1,0 mL. Adicionou-
se o padrao interno hidroclorotiazida tomando-se 0,25 mL da solugéo estoque e
completou-se para 5,0mL com solugdo de metanol 20% a fim de obter
concentracéo final de 100,0 pg mL™ para furosemida e hidroclorotiazida. Esta
solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no equipamento de

eletroforese capilar.

Para analise em HPLC tomou-se uma aliquota 0,1 mL e completou-
se o0 volume para 5,0 mL com agua a fim de obter concentracédo final de 10,0
nug.mL?. Esta solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no

equipamento de cromatografia liquida.

5.2.3.5 Degradacao por termdlise

Pesou-se 10,0 mg de furosemida e transferiu para frasco ambar. Os
frascos foram levados para estufa a 80°C por 24 horas. Apds degradacao,
adicionou-se 5,0 mL de metanol ao frasco. Tomou-se 1,25 ml da solugéo e
transferiu para outro frasco completou-se a solugdo com metanol 20% para 5,0

mL para obter concentracéo final de 0,5 mg mL™.

Para analise em FSCE tomou-se uma aliquota de 1,0 mL. Adicionou-

se o padréo interno hidroclorotiazida tomando-se 0,250 mL da solugéo estoque
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e completou-se para 5,0 mL com solucdo de metanol 20% a fim de obter
concentracdo final de 100,0 pg mL™ para furosemida e hidroclorotiazida. Esta
solugdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no equipamento de

eletroforese capilar.

Para analise em HPLC tomou-se uma aliquota 0,1 mL e completou-
se o0 volume para 5,0 mL com agua a fim de obter concentracdo final de 10,0
pug.mL™. Esta solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no

equipamento de cromatografia liquida.

5.2.3.6 Degradacao por Fotélise

Uma quantidade de furosemida, amostra de comprimido de
furosemida e o placebo foram colocados em placas de petri e expostos a
condicdo ICH, opc¢éo 2, por 60 horas (ICH, 1996), sob temperatura de 25+
0,5°C. Manteve-se os controles protegidos da luz com papel aluminio durante o
mesmo periodo. Apds a exposicao pesou-se 100,0 mg de furosemida para um
baldo volumétrico de 50,0 mL e completou-se o volume com metanol
(concentracdo final de 2,0 mg.mL™). Tomou-se 1,25 ml da solucéo e transferiu
para outro frasco completou-se a solugdo com metanol 20% para balédo
volumétrico de 5,0 mL para obter concentracéo final de 500,0 pg.mL™

Para analise em FSCE tomou-se uma aliquota de 1,0 mL. Adicionou-
se o padrao interno hidroclorotiazida tomando-se 0,25 mL da solugéo estoque e
completou-se para 5,0 mL com solugdo de metanol 20% a fim de obter
concentracdo final de 100,0 pg.mL™ para furosemida e hidroclorotiazida. Esta
solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pum e injetada no equipamento de

eletroforese capilar.

Para analise em HPLC tomou-se uma aliquota 0,1 mL e completou-
se o0 volume para 5,0 mL com agua a fim de obter concentracédo final de 10,0
nug.mL™. Esta solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no

equipamento de cromatografia liquida.
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5.2.4 Validacao de metologia analitica

5.2.4.1 Eletroforese capilar
5.2.4.1.1 Condicdes cromatograficas

Apos testes preliminares foram escolhidos os seguintes parametros para
a validagéo:

e Colunas capilares de silica fundida com 50,0 pm d.i. e 30,2 cm de
comprimento total (20,0 cm até detector).

e Temperatura da coluna: +20,0 °C

e Tempo de injecao: 3,0 segundos

e Deteccéo: 273 nm

e Eletrdlito: 20,0 mM tetraborato de sédio (TBS),
e pHY93

e Concentragcéo de metanol: 10%

5.2.4.1.2 Especificidade

Especificidade € a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

e Pesquisa de interferentes a partir do placebo
Pesou-se 372,4mg de placebo de furosemida comprimidos para
baldo volumétrico de 50,0 mL, adicionou-se 30,0 mL de metanol. A solugéo foi
sonicada por 15 minutos. Depois completou-se a solugdo com metanol. Desta
solucéo pipetou-se 0,5 mL para baldo de 10,0 mL e completou-se o volume
com metanol 20% (concentracdo final de 100,0 ug.mL™). Esta solucdo foi

filtrada em filtro de 0,45 pm e injetada no equipamento de eletroforese capilar.

e Pesquisa de interferentes a partir do teste de degradacéo forcada

A especificidade de um método também é determinada através do
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teste de estresse que ira avaliar os possiveis produtos de degradacdo que
possam interferir na quantificagéo do pico de interesse.

Para a avaliagdo do teste de estresse, o padréo, a amostra e o
placebo foram submetidas as seguintes condi¢des: hidrolise, hidrélise alcalina
(NaOH 0,1M), hidrélise acida (HCI 0,1M), oxidacdo (H.0, 3%), aquecimento e
fotoestabilidade.

As amostras foram submetidas as condi¢des de estresse por 2h, 4h,
24h e 48h. Sendo que os testes eram interrompidos assim que a decomposicao
atingia 10 a 30 %. E caso ndo houvesse degradacdo depois de sete dias de

estudo o ativo seria considerado estavel.

5.2.4.1.3 Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade do método, foram preparadas sete
solucBes padrdes em diferentes concentragfes para os farmacos variando de
70% a 130% da concentracdo nominal de trabalho. Considerando que a
concentracdo nominal para furosemida é de 100,0 ug mL™. Estas solucdes
foram preparadas partir de uma solucdo estoque e os valores médios
encontrados foram plotados da concentracdo da amostra (eixo X) pela resposta
do detector (eixo Y) para avaliar a linearidade nas concentragfes testadas.

Para o ensaio de linearidade utilizou-se a solucdo estoque de
furosemida em concentracdes que variaram conforme demonstrado na Tabela
6. A todas as solucbes foram acrescentadas 500uL de solugcéo estoque de
hidroclorotiazida, substancia utilizada como padrdo interno. O volume foi
completado para 10,0 mL com solucdo de metanol 20%. O teste foi realizado

em triplicata.
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Tabela 6: Preparo de solucdes para o teste de linearidade

Volume da Volume da 5
~ ~ Concentragao
- solucéo solucéo . . L.
Concentracéao Volume final  final tedrica de
(%) estoque FUR estoque HID (mL) FUR
(2,0 mg.mL™?) (2,0 mg.mL™) (ug.mL)
(uL) (WL) '
70 350 500 10 70
80 400 500 10 80
90 450 500 10 90
100 500 500 10 100
110 550 500 10 110
120 600 500 10 120
130 650 500 10 130

5.2.4.1.1 Limite de deteccao e Limite de quantificacéo

O limite de detecgédo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram
determinados para o método de eletroforese capilar de zona (FSCE) através do
desvio padrdo da curva de calibracdo (DP) e a inclinacdo (I) da curva de
calibracdo. (Equacdo 9 e 10). Foram efetuadas 3 leituras para cada

concentragao.

LD = [3,3 X DP]
B b

Equacdao 9: Limite de detecgéo

LQ = [10 ch?DP]

Equacéao 10: Limite de quantificagéo
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5.2.4.1.2 Precisao do sistema

Foi tomada a aliquota de 0,5 mL da solugcdo estoque de furosemida
(2,0 mg.mL™) para baldo volumétrico de 10,0mL , concentracéo final foi de
100,0 pg.mL™ (100%). Adicionou-se o padrdo interno hidroclorotiazida, para
concentracdo final de 100,0 pg.mL™.O volume foi completado com metanol
20%. Em seguida filtrou-se em membrana de PDVF de porosidade de 0,45um.
Esta solucao foi injetada no sistema dez vezes.

5.2.4.1.3 Precisao intermediaria

Foi tomada a aliquota de 0,4, 0,5 e 0,6 mL da solucao estoque de
amostra de furosemida comprimidos (2,0 mg.mL™) para baldo volumétrico de
10,0 mL. Para concentracdo final de 80,0 100,0 e 120,0 pg.mL™
respectivamente. Adicionou-se 0,5 mL da solu¢céo estoque de hidroclorotiazida,
padrdo interno, tendo concentracdo final de 100,0 pg.mL™.O volume foi
completado com metanol 20%. Em seguida filtrou-se em membrana de PDVF
de porosidade de 0,45um. O procedimento foi repetido 3 vezes para cada
concentracdo e as leituras foram feitas em triplicata. O procedimento foi

repetido trés dias seguidos.

5.2.4.1.4 Repetibilidade

Foi tomada a aliquota de 0,5 mL da solucdo estoque de amostra de
furosemida comprimidos (2,0 mg.mL™) para baldo volumétrico de 10,0 mL,
concentraco final foi de 100,0 pg.mL™ (100%). Adicionou-se o padrdo interno
hidroclorotiazida, para concentracdo final de 100,0 pg.mL>.O volume foi
completado com metanol 20%. Em seguida filtrou-se em membrana de PDVF
de porosidade de 0,45 um. O procedimento foi repetido seis vezes e cada
repeticéo foi determinda em triplicata

5.2.4.1.5 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada através de nove
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determinacdes em trés diferentes concentracdes, 80%, 100% e 120% da
concentracdo nominal. Para isto, primeiramente, preparou-se uma solugéo
estoque de placebo. Em seguida aliquotas da solugéo estoque de furosemida,
placebo e hidroclorotiazida (2,0 mg.mL™) foram transferidas para os baldes de
5,0 mL conforme Tabela 7. Completou-se o volume com metanol 20%. Em
seguida filtrou-se em membrana de PDVF de porosidade de 0,45um. O
procedimento foi repetido trés vezes e cada leitura feita em triplicata.

Tabela 7: Procedimento experimental para teste de exatiddo em método de
FSCE.

Volume Volume

~ ~ ~ Volume Concentracéo
Concentracdo solucdo solugéo ~ Volume L.
- solucéo : tedrica de
tedrica estoque estoque final .
estoque HID furosemida
. placebo FUR
S my ™ gmLy
(mL) (mL) '
80 0,20 0,20 0,25 50 80
100 0,25 0,25 0,25 5,0 100
120 0,30 0,30 0,25 50 120

5.2.4.1.6 Robustez

Foi tomada a aliquota de 0,5 mL da solucdo estoque de amostra de
furosemida comprimidos (2,0 mg.mL™) para baldo volumétrico de 10,0 mL,
concentraco final foi de 100,0 pg.mL™ (100%). Adicionou-se o padrdo interno
hidroclorotiazida, para concentracdo final de 100,0 pg.mL>.O volume foi
completado com metanol 20%. Em seguida filtrou-se em membrana de PDVF

de porosidade de 0,45um.

As variagOes utilizadas para o teste de robustez s&o descritas na
Tabela 8.
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Tabela 8: Variacbes empregadas no teste de robustez para FSCE.

Parametr ndica . . - o
a 6.1 . etro Cc.) _dl_gao Modificagdo A  Modificagao B

modificado inicial

T.err'1po~de 5s 4s 6s
injecao

Proporcéo de

metanol no 10% 8% 12%
eletroélito

Voltagem 25kV 24kV 26kV

5.2.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

5.2.4.2.1 Condicdes cromatograficas

Apos testes preliminares foram escolhidos 0s seguintes parametros para

a validagéo:

e Coluna Shim-pack CLC-ODS(M) 250mm x 4,6mm, 5um

e Fase mével: acetonitrila:agua acidificada com &cido férmico 0,1%
e Deteccdo: 273nm

e Temperatura: 30°C

e Fluxo 1,0 mL.min™

e Volume de injecao 20,0 pL

5.2.4.2.2 Especificidade

Especificidade € a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

e Pesquisadeinterferentes a partir do placebo
Pesou-se 372,4mg de placebo de furosemida comprimidos para

baldo volumétrico de 50,0 mL, adicionou-se 30,0 mL de metanol. A solugéo foi
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sonicada por 15 minutos. Depois completou-se a solugdo com metanol. A
solucéo foi filtrada em filtro de 0,45 pm. Desta solucéo pipetou-se 0,25 mL para
baldo de 50,0 mL e completou-se o volume com &gua milli-Q (concentragéo
final de 10,0 pg.mL™). Esta solucao foi filtrada em filtro de 0,45 um e injetada

no equipamento de cromatografia liquida.

e Pesquisa de interferentes a partir do teste de degradacéao forcada

A especificidade de um método também é determinada através do
teste de estresse que ira avaliar os possiveis produtos de degradacdo que
possam interferir na quantificacdo do pico de interesse.

Para a avaliacdo do teste de estresse, o padrdo, a amostra e o
placebo foram submetidas as seguintes condi¢des: hidrolise, hidrélise alcalina
(NaOH 0,1M), hidrolise &cida (HCI 0,1M), oxidacdo (H.O, 3%), aguecimento e
fotoestabilidade.

As amostras foram submetidas as condicfes de estresse por 24h.
Sendo gue os testes eram interrompidos assim que a decomposicéo atingia 10
a 30 %. E se nao houver degradacao depois de sete dias de estudo o ativo
seria considerado estavel.

5.2.4.2.3 Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade do método, foram preparadas sete
solucdes padrbes em diferentes concentragbes para o farmaco variando de
70% a 130% da concentracdo nominal de trabalho. Considerando que a
concentragdo nominal para furosemida é de 10,0 ug mL™. Estas solucdes
foram preparadas a partir de uma solucdo estoque e os valores médios
encontrados foram plotados da concentracdo da amostra (eixo X) pela resposta
do detector (eixo Y) para avaliar a linearidade nas concentra¢cfes testadas.

Para o ensaio de linearidade utilizou-se a solucdo estoque de
furosemida em concentra¢cfes que variaram conforme demonstrado na Tabela
9. O volume foi completado para 10,0 mL com &agua milli-Q. O teste foi

realizado em triplicata.
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Tabela 9: Preparo de solucdes para o teste de linearidade

Volume da solucgéo estoque

Concentragéo ) Concentragao final teérica
o 5 (500,0(53 mL?) (ugg.mL'l)
70 140,0 7,0
80 160,0 8,0
90 180,0 9,0
100 200,0 10,0
110 220,0 11,0
120 240,0 12,0
130 260,0 13,0

5.2.4.2.1 Limite de deteccéao e Limite de quantificacao

O limite de deteccédo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram
determinados para o método cromatografico através do desvio padrao da curva
de calibracdo (DP) e a inclinagéo (b) da curva de calibracéo. (Equacéo 9 e 10).
Foram efetuadas trés leituras para cada concentracao.

5.2.4.2.2 Precisao do sistema

Foi tomada a aliquota de 0,2 mL da solucéo estoque de furosemida
(500,0 pg.mL™) para baldo volumétrico de 10,0 mL. O volume foi completado
com agua milli-Q. A concentracéo final foi de 10,0 ug.mL™ (100%). Em seguida
filtrou-se em membrana de PDVF de porosidade de 0,45um. Esta solucéo foi

injetada no sistema dez vezes.

5.2.4.2.3 Precisao intermediaria

Foi tomada a aliquota de 0,16, 0,20 e 0,24 mL da solucdo estoque
de amostra de furosemida comprimidos (500,0 pg.mL™) para baldo volumétrico
de 10,0 mL. Para concentracdo final de 8,0 10,0 e 12,0 upgmL*
respectivamente. O volume foi completado com agua milli-Q. Em seguida

filtrou-se em membrana de PDVF de porosidade de 0,45um. O procedimento
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foi repetido trés vezes para cada concentracdo e as leituras foram feitas em

triplicata. O procedimento foi repetido trés dias seguidos

5.2.4.2.4 Repetibilidade

Foi tomada a aliquota de 0,2 mL da solucéo estoque de amostra de
furosemida comprimidos (500,0 pg.mL™) para baldo volumétrico de 10,0 mL,
concentracéo final foi de 10,0 pug.mL™ (100%).0 volume foi completado com
agua milli-Q Em seguida filtrou-se em membrana de PDVF de porosidade de
0,45um. O procedimento foi repetido seis vezes e cada repeticdo foi

determinada em triplicata.

5.2.4.2.5 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada através de nove
determinacdes em trés diferentes concentracdes, 80%, 100% e 120% da
concentracdo nominal. Para isto, primeiramente, preparou-se uma solugéo
estoque de placebo. Em seguida aliquotas da solucdo estoque de furosemida
e placebo (500,0 uyg mL1) foram transferidas para os balées de 5,0 mL
conforme Tabela 10. Completou-se o volume com &agua milli-Q. Em seguida
filtrou-se em membrana de PDVF de porosidade de 0,45um. O procedimento

foi repetido trés vezes e cada leitura determinada em triplicata.

Tabela 10: Procedimento experimental para teste de exatiddo em método de
HPLC.

Volume Volume
Concentracdo solucdo solucdo Volume Concentracao teérica

tedrica estoque estoque final de furosemida
(%) placebo FUR (mL) (ug.mLY
(mL) (mL)
80 0,80 0,80 50 8
100 0,10 0,10 5,0 10
120 0,12 0,12 5,0 12
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5.2.4.2.6 Robustez

Foi tomada a aliquota de 0,2 mL da solucéo estoque de furosemida
(500,0 pg.mL™) para baldo volumétrico de 10,0 mL, concentracdo final foi de
10,0 pg.mL™ (100%).0 volume foi completado com agua milli-Q. Em seguida

filtrou-se em membrana de PDVF de porosidade de 0,45um.

As variagOes utilizadas para o teste de robustez s&o descritas na
Tabela 11.

Tabela 11: Variacbes empregadas no teste de robustez para HPLC.

Parametro Condicéao . . - N
. . _g Modificagdo A  Modificagao B
modificado inicial
Fluxo 1,0 mL.min* 0,9 mL.min™* 1,1 mL.min*

Proporcéo de

acetonitrila na 50% 48% 52%
fase movel
Temperatura 30°C 29°C 31°C

5.2.4.2.7 Adequabilidade do sistema (System Suitability)

Foi tomada a aliquota de 0,2 mL da solucdo estoque de furosemida
(500,0 pg.mL™) para baldo volumétrico de 10,0 mL, concentracéo final foi de
10,0 pug.mL™ (100%).0 volume foi completado com agua milli-Q. Em seguida
filtrou-se em membrana de PDVF de porosidade de 0,45um. Foram feitas seis

leituras.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao e identificacdo da furosemida
6.1.1 Temperatura de fuséo

A literatura determina que o ponto de fuséo da furosemida é de 206°C,
no corrente trabalho a faixa de fusdo experimental foi de 210 a 212°C (O’NEIL,
2013).

6.1.2 Espectrofotometria no ultravioleta (UV):

Os espectros de absorcéo para o furosemida obtidos por varredura
de 200 a 600 nm (BUNDGAARD; NORGAARD; NIELSEN, 1988; RAUBER, 2013)
podem ser observados na Figura 7 e Tabela 12. Os comprimentos de onda
maximos (Amax) correspondem aos encontrados na literatura (O’'NEIL, 2013).

Tabela 12: Comprimentos de onda tedrico e experimental dos padrées de
furosemida

; Amax literatura Amax experimental
Farmaco
(NaOH 0,1M) (NaOH 0,1M)
226nm, 228nm,
Furosemida 273nm 270nm
336nm 333nm
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Absorbance (AU)
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Figura 7: Espectro de absorcdo na regido UV para a furosemida 5,0 pg/mL em NaOH 0,1M

6.1.3 Espectroscopia de absorgcéo naregiao do infravermelho (IV):

Experimentos de absor¢cdo na regido do IV foram conduzidos
utilizando equipamento VERTEX 70 Series FT-IR Spectrometers. A Figuras 8
apresenta o resultado obtido.

TICIT

Figura 8: Espectro de absorcdo da furosemida na regiéo do infravermelho (1V).

A Tabela 13 mostra as bandas do espectro de absorcdo da

furosemida.
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Tabela 13: Bandas do espectro de absor¢céao da furosemida

v (cm™) Atribuicéo
3350 - 3400 C-NH

1671 Grupo COOH-
1596 Grupo NHo—
1322 Grupo SO,—
582 C-Cl

O espectro de absorcdo de infravermelho encontrado
experimentalmente para o farmaco concorda com o da literatura, identificando

a matéria-prima: furosemida.

6.1.4 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC):

No estudo de caracterizacdo térmica para a furosemida foi

empregado a técnica de calorimetria exploratoéria diferencial.

De acordo com a Figura 9, a matéria-prima de furosemida
apresentou pico exotérmico em 219,80°C, que estd associado com a
decomposicdo do farmaco. Este pico foi precedido por pico endotérmico em
215°C que esta associado ao ponto de fusédo do farmaco. E segundo Spamer
et al, o pico endotérmico em 266,59°C pode estar associado ao produto de
degradacdo da furosemida (GARNERO; CHATTAH; LONGHI, 2013; SHIN;
KIM, 2003; SPAMER et al., 2002).
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Figura 9: Curva DSC da furosemida obtida no intervalo de 50 a 400°C, razdo de aquecimento
de 10°C/min e fluxo de 50,0ml/min.

6.1.5 Analise por termogravimetria

Para TGA o farmaco perdeu 28,79% da massa até a temperatura de
305°C. Um segundo evento teve perda de massa de 76,05% com término em
755°C. A curva TGA mostrou perda de massa acima de 200 ° C, o que
correspondeu a decomposicao da furosemida. No intervalo até 150°C ndo ha
perda de massa, mostrando que ndo h& decomposicdo do farmaco (Figura 10)
(GARNERO; CHATTAH; LONGHI, 2013)

-+ 100.00

50.00

-0.00 100.00 20000 30000 40000 _ 50000 ~ 600.00 ~ 700.00 ~ 800.00  900.00
Temp [C]

Figura 10: Curva TGA da furosemida obtida no intervalo de 0 a 800°C, razdo de aquecimento
de 10°C/min e fluxo de 50,0ml/min
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6.2 Eletroforese capilar

6.2.1 Desenvolvimento de metodologia analitica

A eletroforese capilar de solucdo livre (FSCE) foi o método utilizado
neste trabalho por se tratar do método mais simples de separacao por diferenca de

potencial elétrico. A furosemida é ionizavel tanto em pH &cido quanto basico, como

demonstra a Figura 11 , o que torna a técnica de FSCE uma boa escolha.

Figura 11: Estrutura quimica e ioniza¢éo da furosemida (“Chemicalize.org”, 2015)

O TBS foi escolhido para compor o eletrdlito devido ao pka da
furosemida, que € de 9,83 no grupamento amina. O TBS em solucdo aquosa tem
pH basico. Em pH basico, de 7,0 a 10,0, a furosemida forma ions que em solucéo

representam de 50 a 100% da solucéo (Figura 11) (“Chemicalize.org”, 2015).

O desenvolvimento da metodologia analitica foi realizado mudando
diferentes parametros, tais como: voltagem, volume de injecédo, concentracdo da
amostra, concentracdo de eletrolito e concentracdo de metanol. Sabe-se que a

mudanca desses parametros influéncia o tempo de migracdo, sensibilidade,
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assimetria e resolucéo (ALTRIA, 1996). Apos essas mudancas foi verificado numero
de pratos teoricos, assimetria, e resolucdo entre os picos dos produtos de

degradacéo.

6.2.1.1 Degradacao forcada da furosemida

O estudo de estresse da furosemida foi realizado para determinar a
estabilidade intrinseca do farmaco. Estas degradacBes consistiram em
submeter o farmaco a condi¢cdes drasticas de temperatura, hidrélise neutra,

acida e alcalina, oxidacéao e luz.

Os testes de degradacado foram feitos com a matéria-prima,
inicialmente, na fase de desenvolvimento, em solucdo ou em estado solido,

disposto em recipientes de vidro ambar.

As degradacdes passaram por uma andlise inicial para saber qual o
melhor tempo que a furosemida deveria ser exposta a solucdo degradante. As
determinacdes foram feitas em eletroforese capilar. Apds analisar qual a
melhor condicdo para se obter bons resultados com as degradacfes, a
matéria-prima, o comprimido e o placebo foram submetidos as condi¢cdes de

estresse e avaliados em eletroforese capilar e cromatografia liquida.

A Anvisa determina perda de massa apdés degradacdo minima de
10% (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013). Existem
estudos que demonstram que o tempo de exposicao pode ser de 1, 3 e 5 dias,
em diferentes temperaturas e concentragbes do estressante. Tudo isso deve
ser avaliado para que se tenha um melhor desenvolvimento do estudo de
estresse (NGWA, 2010).

Como mostra a Figura 12 as degradacdes em todas as condicdes de
estresse geraram produtos de degradacao, com excecao da hidrélise alcalina.
A hidrélise neutra apos 48 horas gerou um produto de degradacéo, porém a
perda da massa de furosemida foi inferior a 10%, por este motivo, considerou-

se fazer o teste apds sete dias.
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Figura 12: Eletroferograma da degradacéo forcada da Furosemida em diferentes meios
degradantes Condicdes: eletrdlito tetraborato de sédio a 20mmol/L, metanol 20%, pH 9,3;
tensdo 20kV; temperatura de 25°C; detec¢do UV a 273nm e injecdo por pressado 0,5psi/8s.

Ao submeter a furosemida aos testes de degradacédo forcada foi
possivel determinar as melhores condigBes de estresse, para que houvesse

formacao de produto de degradacédo e que a perda de massa apos degradacao

fosse superior a 10% (Tabela 14).

Tabela 14: Condigbes empregadas no teste de estresse

. T A
Condicdes de emperatu[a de Tempo de exposicao
estresse exposicao (horas)
(°C)

Hidrolise neutra 60 196
Hidrélise alcalina 60 196
Hidrolise acida 60 24
Oxidacgéo 60 24
Temperatura 80 24
Luz 25 60
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e Possiveis produtos de degradacao

A furosemida mostra ser estavel em solucdes alcalinas, porém sofre
facilmente degradacdo em meio acido (BUNDGAARD; NORGAARD; NIELSEN,
1988).

A furosemida tem um grupo de amina secundaria e é por isso
susceptivel a hidrélise catalisada por acido que leva a formacédo do acido-5-
sulfamoil-4-cloro antranilico (saluamine) e do alcool furfuril (Figura 13)
(BUNDGAARD; NZRGAARD; NIELSEN, 1988; CARDA-BROCH; ESTEVE-
ROMERO; GARCIA-ALVAREZ-COQUE, 2000)

CO0H LOCH -
. H* | |
NHLH. E— NH + HOCH
Orel) = g ]
HaMND, 5 E HaNO2S Tl

Figura 13: Esquema da degradacdo de furosemida em meio &cido (Adaptado de
BUNDGAARD; NORGAARD; NIELSEN, 1988)

A fotodegradacdo da furosemida €é algo bastante descrito na
literatura, mas em sua maioria a degradacdo é feita com solucbes aquosas
acidas ou bésicas ou em meios oxidativos. Mostrando que a luz UV acelera a
degradacdo quando a furosemida encontra-se nestes meios (BUNDGAARD;
NORGAARD; NIELSEN, 1988; CARDA-BROCH; ESTEVE-ROMERO;
GARCIA-ALVAREZ-COQUE, 2000; EM FARMACIA, 2013; FIORI et al., 2003).
Neste trabalho, a fotodegradacéo foi realizada somente com o estado sélido do
farmaco. E foi verificado perda de area do pico principal, mas nenhum pico
adicional foi encontrado no tempo e no comprimento de onda do método
desenvolvido.

O éacido 4-cloro-5-sulfoantranillico é formado por oxidacdo do grupo
sulfamoil para sulfénico, com a hidrélise do grupo furfuril, que tambéem é
formado por oxidacdo com peréxido de hidrogénio (BUNDGAARD;
NJRGAARD; NIELSEN, 1988). A oxidagdo por peroxido também causa

Souza, A.



83

declorificacdo da furosemida e do acido 4-cloro-5-sulfoantranillico formando o
acido N-furfuril-5-sulfamoilantranillico (FSA) e &cido 5-sulfamoilantranillico,
respectivamente (CARDA-BROCH; ESTEVE-ROMERO; GARCIA-ALVAREZ-
COQUE, 2000).

6.2.1.1 Padrao interno

Para melhorar a precisdo do método e sistema foi preciso escolher
um padrao interno. Para tanto, diversas substancias foram testadas. E para
escolher o melhor padréo interno foi verificado os seguintes parametros: melhor
resposta, melhor tempo de migragdo, melhor assimetria e melhor resolucao
com o pico da furosemida e pico de degradacdo. A Tabela 15 mostra as

substancias testadas e seus tempos de migracao.

Tabela 15: Substancias analisadas para padrao interno em FSCE.

Farmacos Tempo de migragao
Buspirona 2,30
Ciprofloxacina 2,53
Clorotiazida 4,35
Clorpropamida 3,32
Hidroclorotiazida 3,24
Metroprolol 1,42

As condicBes de trabalho para escolha do padrdo interno foram:
20mM de TBS, 20% de metanol, pH 9,3, voltagem de 20kV, volume de injecéo
de 5 segundos, comprimento de onda de 273nm e comprimento do capilar de
20cm até o detector e 50um de diametro interno.

Para poder escolher o padréo interno foi preciso analisar o tempo de
migracdo da furosemida (4,29). Além disso, previamente fez-se a degradacéo
da furosemida para avaliar os tempos de migracédo dos picos correspondentes

aos produtos de degradacdo. A degradacdo por hidrolise béasica né&o
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apresentou produtos de degradacdo. A degradacdo oxidativa e por hidrolise
acida e neutra apresentou produtos de degradacdo. Porém, somente a
degradacédo oxidativa apresentou um pico correspondente a um produto de
degradacdo com tempo de migracdo anterior ao da furosemida (2,83). Com

isso, este tempo também foi analisado para a escolha do padréo interno.

A buspirona apresentou baixa resposta, além de uma baixa
assimetria. Por isso, foi descartada, apesar do bom tempo de migragéo. O
metoprolol foi utilizado como padrdo interno nas primeiras analises deste
trabalho, mas foi descartado, pois, seu tempo de migracdo (1,42) esta bem
proximo do fluxo osmoético (FEO) da corrida. A ciprofloxacina, também foi
descartada devido seu tempo de migracdo (2,53), préximo do tempo de
migracdo de um dos picos referentes a um produto de degradacédo. Além, de

ter baixa assimetria do pico.

A clorpropamida e a hidroclorotiazida tiveram bom tempo de
migracdo, porém a clorpropamida obteve baixa resposta. Com isso a
hidroclorotiazida foi escolhida como o padréo interno deste trabalho. Como
pode ser visto na Figura 14 a hidroclorotiazida obteve boa resolucao,

assimetria e bom tempo de migragéo.

POA- 273nm POA- 273nm
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Figura 14: Eletroferograma da furosemida (500,0pg.mL™) e hidroclorotiazida (500,0pg.mL™) .
Condicdes: eletrélito tetraborato de sédio a 20mmolL™", metanol 20%, pH 9,3; tensdo 20kV;
temperatura de 25°C; detec¢do UV a 273nm e injecdo por pressao 0,5psi/8s.
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6.2.1.2 Eletroélito

Para avaliar o melhor eletrélito usou-se como resposta desejada
melhor tempo de migracéo do pico referente a furosemida. Além disso, utilizou-
se como parametro uma solucdo degradada em meio oxidativo, pois foi neste
meio que se obteve maior nimero de produtos de degradacdo e estes
precisavam ser separados com boa resolucdo entre eles e o pico da

furosemida e do padréao interno.

Apos inumeros testes (Figura 15 e 16) definiu-se os melhores
parametros para a determinacdo de furosemida. Pode-se perceber que, assim
como diz a literatura, o aumento de voltagem e diminuigdo de metanol diminui o
tempo de migragéo. Além disso, o aumento da concentragdo de TBS, aumenta
a viscosidade do eletrdlito levando a um aumento no tempo de migracdo. Com
isso 0os parametros escolhidos para a determinacdo de furosemida foram:
20mM de TBS, 10% de metanol, com voltagem de 25kV.

Fouo

B T "R AT AT T ST T P T P T P T T P S Pt A P A P A " T P
Motz

Figura 15: Eletroferograma da furosemida (500,0ug.mL"1) e hiroclorotiazida (500,0ug.mL'1)
com diferentes concentracdes de TBS, metanol e diferentes voltagens. A) 20mM TBS, 20%
MeOH, 20kV; B) 20mM TBS, 20% MeOH e 25kV; C) 20mM TBS, 10% MeOH e 20kV; D) 20mM
TBS, 10% MeOH e 25kV.
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Figura 16: Eletroferograma da furosemida (500,0pg.mL™) e hiroclorotiazida (500,0ug.mL™)
com diferentes concentracBes de TBS, metanol e diferentes voltagens. A) 30mM TBS, 20%
MeOH, 20kV; B) 30mM TBS, 20% MeOH e 25kV; C) 30mM TBS, 10% MeOH e 25kV; D) 30mM

TBS, 10% MeOH e 20kV

O pH nao foi alterado pois, a sua mudanca, mesmo que pequena

causava grande diferenca na resposta. O pH 9,2 foi testado mas, sua resposta

foi insatisfatoria em assimetria e resposta em pA.

Portanto as condi¢des escolhidas para a validacao séo as seguintes:

e Temperatura da coluna: +20 °C

e Tempo de injecao: 3,0 segundos

e Deteccéo: 273 nm

e Eletrdlito: 20 mM tetraborato de sodio (TBS),
e pH93

e Concentracdo de metanol: 10%

A Figura 17 representa o eletroferograma da furosemida nas

condi¢cdes otimizadas.
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0.00257 0.0025

Figura 17: Eletroferograma do padrdo de furosemida (100,0 ug mL'l), adicionada do padréo
interno hidroclorotiazida (100,0 ug mL™). Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de
tetraborato de soédio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm i.d; injecéo
hidrodindmica por pressédo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C.
Deteccdo UV em 273 nm. Picos: HID e FUR.

6.2.2 Validacdo de metodologia analitica por eletroforese capilar

6.2.2.1 Especificidade

A especificidade é a habilidade de um método analitico em
determinar inequivocamente 0 composto em uma amostra, considerando a
possibilidade da presenca de outros compostos que possam interferir em sua
determinacdo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; ICH,
2005).

As Figuras 18 a 36 apresentam os resultados obtidos da pesquisa
de interferentes a partir dos excipientes da amostra comercial e da degradacéo
forcada, o que mostrou que nao ha interferéncia na quantificacdo da
furosemida. Portanto, o método se mostrou ser aplicavel a quantificacdo de

furosemida em amostras comerciais.
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Figura 18: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug
mL™). Condigdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de
silica fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i.; injecdo hidrodinamica por pressao 0,5 psi por 5,0 s;
voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢do UV em 273 nm.
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Figura 19: Eletroferograma da solugdo padrédo de furosemida (100,0 pg mL'l) exposto a
degradacéo for¢cada neutra, adicionada da solugcédo do padréo interno hidroclorotiazida (100,0
Vo] mL'l). Condigdes: eletrdélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar
de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i; injecdo hidrodinamica por presséo 0,5 psi por 5,0 s;
voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢do UV em 273 nm. Picos: HID e FUR.
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Figura 20: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 pg mL'l) exposta
a degradacéo forcada neutra, adicionada da solucdo do padrdo interno hidroclorotiazida (100,0
pg mL™). Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar
de silica fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i.; injecdo hidrodinamica por presséo 0,5 psi por 5,0 s;
voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢do UV em 273 nm. Picos: HID e FUR.
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Figura 21: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug
mL™) exposto a degradacdo forcada neutra. Condices: eletrdlito contendo 20,0 mmol L™ de
tetraborato de sddio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injegao
hidrodinamica por presséao 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C.
Deteccdo UV em 273 nm.
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Figura 22: Eletroferograma do padréo de furosemida (100,0 ug mL"l) expostos a degradacgéo
forcada acida, adicionada da solucdo do padrdo interno hidroclorotiazida (100,0 pg mL™).
Condices: eletrdlito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i; injecdo hidrodindmica por presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 273 nm. Picos: HID, FUR e Pd1.
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Figura 23: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug mL™) exposta
a degradacao for¢ada &cida, adicionada da solucdo do padrédo interno hidroclorotiazida (100,0
Mg mL'l). Condigbes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sodio, pH 9,3. Capilar
de silica fundida 30,2 cm x 50 pum d.i.; injecdo hidrodindmica por pressao 0,5 psi por 5 s;
voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢do UV em 273 nm. Picos: HID, FUR e
Pd1.
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Figura 24: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug
mL™) exposto a degradagdo forcada acida. Condices: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de
tetraborato de sddio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injecao
hidrodindmica por presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C.
Deteccao UV em 273 nm.

o008 FUR

00000

ooooo

,,,,,

Figura 25: Eletroferograma do padrédo de furosemida (100,0 ug mL'l) exposto a degradagdo
forcada basica, adicionada da solugdo do padréo interno hidroclorotiazida (100,0 pg mL™).
Condicdes: eletrdlito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i; injecdo hidrodindmica por presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢cdo UV em 273 nm. Picos: HID e FUR.
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Figura 26: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 pg mL-1)
exposta a degradacdo forcada basica, adicionada da solucdo do padrdo interno
hidroclorotiazida (100,0 pg mL™). Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L-1 de tetraborato
de sédio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 um d.i.; inje¢do hidrodindmica por
presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 273
nm. Picos: HID e FUR.
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Figura 27: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug
mL™) exposto a degradacéo forcada basica. Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de
tetraborato de sddio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injecao
hidrodindmica por presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C.
Detecgcdo UV em 273 nm.

HD FUR

Pd2 Pd3 Pd4

2.00

Figura 28: Eletroferograma do padréo de furosemida (100,0 pg mL™) exposto & degradacéo
forcada oxidativa, adicionada da solucdo do padréo interno hidroclorotiazida (100,0 pg mL'l).
Condig6es: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i; injecdo hidrodinamica por presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detec¢cdo UV em 2735 nm. Picos: Pd2, HID, FUR, Pd3 e
Pd4.
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Figura 29: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug mL™) exposta
a degradacdo forcada oxidativa, adicionada da solucdo do padrdo interno hidroclorotiazida
(100,0 g mL'l). CondigGes: eletrolito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3.
Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injecdo hidrodindmica por presséo 0,5 psi por
5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Detecgdo UV em 273 nm. Picos: Pd2,
HID, FUR, Pd3 e Pd4.
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Figura 30: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug
mL™) exposto a degradacao forcada oxidativa. Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de
tetraborato de sddio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injecao
hidrodindmica por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C.
Detecgcdo UV em 273 nm.
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Figura 31: Eletroferograma do padréo de furosemida (100,0 ug mL'l) exposto a degradagdo
forcada térmica, adicionada da solucdo do 1padré\o interno  hidroclorotiazida (100,0 pug mL™).
Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i; injecdo hidrodinamica por presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 273 nm. Picos: HID e FUR.
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Figura 32: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 pg mL'l) exposta
a degradacdo forcada térmica, adicionada da solucdo do padrdo interno hidroclorotiazida
(100,0 g mL'l). Condig6es: eletrolito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3.
Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injecao hidrodinamica por presséo 0,5 psi por
5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 273 nm. Picos: HID e
FUR.
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Figura 33: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug
mL™) exposto a degradacéo forcada térmica. Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de
tetraborato de sddio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injecao
hidrodindmica por presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C.
Detecgcdo UV em 273 nm.
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Figura 34: Eletroferograma do padrédo de furosemida (100,0 ug mL'l) exposto a degradagdo
forcada fotolitica, adicionada da solucdo do padrédo interno hidroclorotiazida (100,0 pug mL™).
Condices: eletrdlito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,3. Capilar de silica
fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i; injecdo hidrodindmica por presséo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem
aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 273 nm. Picos: HID e FUR.
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Figura 35: Eletroferograma da amostra de comprimidos de furosemida (100 pg mL'l) exposta a
degradacéo forgada fotolitica, adicionada da solugéo do padréo interno hidroclorotiazida (100,0
Mg mL'l). Condigbes: eletrdélito contendo 20,0 mmol L™ de tetraborato de sodio, pH 9,3. Capilar
de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pum d.i.; injecdo hidrodinamica por pressao 0,5 psi por 5,0 s;
voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C. Deteccdo UV em 273 nm. Picos: HID e FUR.
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Minutes

Figura 36: Eletroferograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida (100,0 ug
mL™) exposto a degradacéo forcada fotolitica. Condicdes: eletrélito contendo 20,0 mmol L™ de
tetraborato de sddio, pH 9,3. Capilar de silica fundida 30,2 cm x 50,0 pm d.i.; injecao
hidrodindmica por pressdo 0,5 psi por 5,0 s; voltagem aplicada: +25 kV; temperatura: 25°C.
Deteccéo UV em 273 nm.

No presente estudo observou-se a formacdo de trés produtos de
degradacdo na degradacdo oxidativa e um produto de degradacdo na
degradacdo &cida, neutra (196 horas) e basica (196 horas). Na degradacédo
térmica e por fotoanalise houve perda de massa, mas nenhum produto de

degradacéo foi formado nas condi¢cdes analiticas avaliadas (Tabela 16).

Tabela 16: Resultados obtidos empregando FSCE apdés condicdes de estresse
da furosemida usando método validado.

Perda ap6s degradacao forcada (%)

Condicdes
Matéria-prima Comprimidos

Hidrdlise acida 42,9 44,5
Hidrélise alcalina 2,0 8,6
Hidrolise neutra 10,4 9,9
Hidrdlise oxidativa 27,8 25,3
Termolise 21,2 23,7
Fotolise 24,1 24,2
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6.2.2.2 Linearidade

O Meétodo de FSCE mostrou boa linearidade com determinacdo do
coeficiente R > 0,99 (Tabela 17). O valor indicou clara correlagéo entre as
concentracfes das areas dos picos dentro do intervalo do teste (70,0 a 130,0 pg
mL™Y) (Figura 37).

O teste de variancia (ANOVA) mostrou que o ajuste do modelo linear é
adequado para a curva analitica construida, pois o valor de p foi inferior ao valor de
F critico. Os valores de F observados na analise de validade de regressao foram
considerados maiores que F critico, indicando a existéncia de relacao linear entre as
variaveis X e Y. A analise do Lack of Fit (erro associado ao modelo) mostra que o
erro ndo esta associado a modelo, com p < 0,5. Ao observarmos a Figura 38 vemos
gue a distribuicdo do residuo é aleatoria, mostrando assim que nao ha dependéncia

entre os valores.

6.2.2.3 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

Os limites de deteccdo e de quantificacéo foram 6,2 pg.mL™ e 20,6

pHg.mL-1, respectivamente.
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Tabela 17: Resultados obtidos em curvas analiticas da furosemida

Concentracdo média Area média* (uAu) + DP

(ng.mL™ (Analito/PI)

70,0 0,85+ 0,014

80,0 0,93 £ 0,016

90,0 1,07 + 0,030

100,0 1,17 + 0,019

110,0 1,31 + 0,032

120,0 1,44 + 0,025

130,0 1,55+ 0,021
Intercepto da curva (a) -0,0069
Inclinacdo da curva (b) 0,0120
Desvio Padréo 0,02434

Coeficiente de correlagéo (R?) 0,991

*Média de 3 determinagfes para cada concentragao
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Figura 37: Curva analitica da solucdo padrdo de furosemida na faixa de 70,0 a 130,0 pg mL-1
utilizando FSCE
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Figura 38: Esquema do residuo da furosemida

6.2.2.4 Precisao do Sistema

Dez injecGes foram realizadas para a determinacdo da precisdo do
sistema na concentracdo nominal 100,0 pg.mL™ (100%). O resultado indica que
0 desvio padrao relativo (DPR) foi de 1,77%. Portanto, a precisao da injecéo foi
considerada satisfatoria, segundo os critérios de aceitacdo (BLIESNER, 2006).

6.2.2.5 Precisao intermediaria

A Tabela 15 mostra os resultados obtidos para a preciséo
intermediaria do método por FSCE. Pode-se observar que o %DPR para a
razdo das areas dos picos foi menor que 5% para as trés concentragcdes com
as que se trabalhou nos trés dias consecutivos. Portanto, a precisao foi
considerada satisfatoria segundo os critérios de aceitacdo (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

6.2.2.6 Repetibilidade

O desvio-padréo relativo (DPR) para a razdo das areas dos picos foi
menor que 5% (Tabela 18). Portanto a precisdo de injecédo foi considerada
satisfatoria segundo os critérios de aceitacdo (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Tabela 18: Resultados obtidos nas determinacées da repetibilidade e da
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precisao intermediaria do método por FSCE.

( mL'l) Repetibilidade do Precisao intermediaria
HY- método (DPR) do método (DPR)
80 -- 2,44
100 1,67 3,32
120 -- 1,26

6.2.2.7 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo teste de recuperacdo, em
trés niveis de concentracdo. A recuperacdo média encontrada para a
furosemida foi de 102,13%, indicando assim boa concordancia entre as
guantidades adicionadas de solucdo padrdo e as quantidades recuperadas A

Tabela 19 mostra os resultados para o teste de recuperacgéao.

Tabela 19: Resultados obtidos na determinacdo da recuperacdo do método
especifico por FSCE.

Quantidade de padrdo Quantidade de padrao

adicionado recuperado Recuperagéo* (%)
(ug.mL™) (ug.mL™)
80,0 83,43 104,29
100,0 100,67 100,67
120,0 121,71 101,43

* média de trés determinagdes

6.2.2.8 Robustez

O teste de robustez indicou que modificagdes no tempo de injecéo
podem interferir na quantificacdo dos resultados de furosemida quando este
tempo é aumentado (DPR maior que 2%) Porém, a diminuigcdo no tempo de
injecdo de 5 para 4 segundos néo interfere (DPR menor que 2%). Alteragdes
na proporcdo de metanol no eletrdlito ndo ocasionam diferengas no resultado

da quantificacdo de furosemida (DPR menor que 2%). Aumento ou diminui¢cao
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na voltagem da corrida pode interferir no resultado (DPR maior que 2%).

Todas as alteragGes ocasionaram diferengca no tempo de migragao

da furosemida, quando comparado com a condic¢éo inicial.

Os resultados obtidos nos ensaios de robustez, empregando-se o

meétodo por FSCE, podem ser observados na Tabela 20.

Tabela 20: Resultados obtidos nos testes de robustez com variacdo no tempo
de injecéo, propor¢cdo de metanol no eletrdlito e voltagem para a determinacao
de furosemida por FSCE em comparac¢ao com condic¢éo inicial

Para}njetro Condicdes Telmpo ?e Area Assimetria Concentragdo
modificado migracéo (%)
4 1,88 1,54 0,96 97,93
Tempo de
injecéo 5 1,85 1,57 0,93 100,00
(s)
6 1,85 1,62 0,89 103,18
8 1,89 1,57 0,86 99,81
Proporgéo
metanol no
eletrolito 10 1,85 1,57 0,93 100,00
(%)
12 2,09 1,55 0,80 98,48
24 1,95 1,61 0,89 102,64
Voltagem
25 1,85 1,57 0,93 100,00
(kV)
26 1,78 1,60 0,86 102,00

6.2.2.9 Adequabilidade do sistema (System Suitability)

A adequabilidade do sistema foi feita fazendo seis leituras da
solucéo de furosemida em concentracdo 100,0 pg.mL™. Os resultados obtidos

podem ser verificados na Tabela 21.
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Tabela 21: Resultados estatisticos obtidos no teste de adequabilidade do
sistema para FSCE.

Parametros* Furosemida
Tempo de migracao (min) 1,88 £ 1,46
Raz&o das Areas 1,44 + 1,57
Pratos teoricos 24786,67 + 1,99
Assimetria 0,88 +1,90
Resolucao 7,84 £1,80

* Média de 6 determinacdes

6.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

6.3.1 Desenvolvimento de metodologia analitica

Com a finalidade de encontrar uma metodologia eficiente alguns
testes preliminares foram realizados para encontrar um método adequado para

a identificagédo da furosemida por Cromatografia Liquida.

No desenvolvimento do método analitico por HPLC utilizou-se uma
coluna de fase reversa (C18), e foram definidos parametros iniciais, baseados
nos dados de literaturas, nas semelhancas entre metodologias existentes para
quantificacdo de furosemida(ABDEL-HAMID, 2000; JANKOWSKI; SKOREK-
JANKOWSKA; LAMPARCZYK, 1997; RAM; DAVE; JOSHI, 2012; SORA et al.,
2010).

O comprimento de onda foi de 273nm, o mesmo utilizado para a

analise em FSCE e a corrida foi feito em sistema de eluicdo isocratico.

Inimeras combinacdes com solventes foram realizadas: acetonitrila:
tampao acetato de amdnio (10 mM), acetonitrila e 4gua acidificada com acido

fosforico (0,1%) e metanol e 4gua acidificada com acido fosforico (0,1%).

A fim de se obter um melhor desenvolvimento utilizou-se um solugéo
de furosemida exposta a solucdo degradante oxidativa, podendo com isso
avaliar a resolucédo entre os picos dos produtos de degradacédo e escolher a
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melhor fase moével.

Os primeiros testes foram feitos com acetonitrila e tampé&o acetato
de amoénio (pH 7,0). Como previsto, ao se aumentar a quantidade de solvente
organico, acetonitrila (ACN), o tempo de retencdo diminuiu, passando de 5,25
minutos para 2,25 minutos. Com esta mesma fase movel a solucdo contendo
furosemida exposta a solucdo oxidativa, mostrou que 0s picos coeluiram na
proporcdo ACN:tampédo de acetato de amonio (70:30 v/v). E na proporcéo
ACN:tampéo acetato de aménio (30:70 v/v) os picos nao coeluiram, mas
possuiam baixa resolucéo entre eles e o pico referente teve tempo de retencéo

de 5,34 minutos.

Outro teste foi realizado mudando o pH da fase movel de 7,0 para
5,5. Na proporcdo ACN:tampédo acetato de aménio (30:70 v/v) o tempo de
migracdo foi de 5,18, porém os picos referentes aos produtos de degradacao

coeluiram.

Como intuito de melhorar a resolucao entre os picos dos produtos de
degradacdo, mudou-se a fase movel. A fase aquosa de tampado acetato foi

trocada por uma solucdo aquosa acidificada com acido fosforico 0,1% (pH 2,6).

Testes com diferentes propor¢cdes de ACN foram feitos, a fim de
verificar qual levava ao menor tempo de retencao e melhor resolucéo entre os
picos. Como visto na Figura 39 o melhor resultado foi encontrado na corrida em
que a proporcdo de ACN:.agua acidificada com acido férmico 0,1% estava
50:50 (v/v).

Figura 39: Cromatograma furosemida obtido com: A) ACN: agua acidificada com acido féormico
0,1% 30:70 v/v; B) ACN: tampédo agua acidificada com acido férmico 0,1% 50:50 v/v; C) ACN:
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tampéo agua acidificada com acido férmico 0,1% 70:30 v/v

Para melhorar ainda mais o tempo de retencdo o fluxo do método
também foi alterado, passando de 0,8 mL.min™ para 1,0 mL.min™. O tempo de
retencdo foi diminuido em aproximadamente 1 minuto. E as resolucdes entre
0s picos referentes aos produtos de degradacéo e furosemida permaneceram

boas.
Portanto as condi¢des escolhidas para a validacao séo as seguintes:

e [Fase movel: acetonila:agua acidificada com acido formico 0,1%
e Amostra 10 pg.mL™ diltida em agua
e Fluxo 1,0 mL.min*

¢ Volume de injecdo 20uL

A Figura 40 representa o cromatograma da furosemida nas

condi¢cBes otimizadas.

FUR

Figura 40: Cromatograma da determinacdo do padrdo de furosemida (10,0 pg mL™).
Condig6es: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase movel
constituida Por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%. Velocidade do fluxo de
1,0 mL.min™, 20,0 pl de injec&do de amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico: FUR
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6.3.2 Validacdo de metodologia analitica por HPLC

6.3.2.1 Especificidade

A especificidade é a habilidade de um método analitico em
determinar inequivocamente 0 composto em uma amostra, considerando a
possibilidade da presenca de outros compostos que possam interferir em sua
determinacao (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; ICH,
2005).

As Figuras de 41 a 58 mostram os resultados da pesquisa de
interferentes a partir dos excipientes da amostra comercial e da degradacao
forcada.

Figura 41: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida. Condi¢cdes:
Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase mdvel constituida por
agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%. Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™,
20,0 ul de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm.

FUR

Figura 42: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL"l) exposta a degradacéo
forcada neutra. Condi¢fes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pym), fase
movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do
fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico:
FUR
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FUR

Figura 43: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 pg mL'l) exposta a
degradacéo forcada neutra. Condi¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm,
5 um), fase mével constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em

273nm. Pico: FUR

Figura 44: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida exposto a
degradacédo forgada neutra. Condi¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm,
5 um), fase moével constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em

273nm.
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Figura 45: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL'l) exposto a degradacao
forcada acida. Condi¢6es: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase
movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%. Velocidade do
fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 ul de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Picos:

PD1 e FUR.
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Figura 46: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 pg mL'l) exposta a
degradacéo forgada acida. Condigdes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5
pm), fase mével constituida por &gua:acetonitrila (50:50 v/v) com &cido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em

273nm. Picos: PD1 e FUR.

Figura 47: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida exposto a
degradacéo forcada acida. Condi¢8es: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5
pm), fase mével constituida por &gua:acetonitrila (50:50 v/v) com &cido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em

273nm.

FUR

Figura 48: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 ug mL™) exposto a degradacéo
forcada basica. Condi¢Bes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase
movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosforico 0,1%. Velocidade do
fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico:

FUR.
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Figura 49: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 pg mL'l) exposta a
degradacéo forcada basica. Condig¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm,
5 um), fase mével constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em

273nm. Pico: FUR.

Figura 50: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida exposto a
degradacéo for¢ada bésica. Condi¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm,
5 um), fase mével constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com &cido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em

273nm.
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Figura 51: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL'l) exposto a degradacao
forcada oxidativa. Condi¢Bes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um),
fase moével constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com &cido fosférico 0,1%. Velocidade
do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm.

Picos: PD2, PD3, PD4 e FUR
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Figura 52: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 pg mL'l) exposta a
degradacédo forcada oxidativa. Condi¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6
mm, 5 um), fase mével constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
273nm. Picos: PD2, PD3, PD4 e FUR

Figura 53: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida exposto a
degradacgéo forcada oxidativa. Condi¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6
mm, 5 um), fase mével constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em

273nm.

FUR

Figura 54: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 ug mL™) exposto a degradacéo
forcada térmica. Condic¢des: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 pm), fase
movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%. Velocidade do
fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico:

FUR
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Figura 55: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 ug mL™) exposta a
degradacéo forcada térmica. Condi¢gGes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm,
5 pm), fase movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com &cido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
273nm. Pico: FUR

Figura 56: Cromatograma do placebo da amostra de comprimidos de furosemida exposto a
degradacéo for¢ada térmica. CondigBes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm,
5 um), fase mével constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com &cido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
273nm.
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Figura 57: Cromatograma do padrdo de furosemida (10,0 pg mL'l) exposta a degradacao
forcada fotdlise. Condi¢bes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm, 5 um), fase
movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com acido fosférico 0,1%. Velocidade do
fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em 273nm. Pico:
FUR
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Figura 58: Cromatograma da amostra de comprimidos de furosemida (10,0 ug mL™) exposta a
degradacéo forcada fotolise. Condi¢gBes: Coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® (250 mm x 4.6 mm,
5 pm), fase movel constituida por agua:acetonitrila (50:50 v/v) com &acido fosférico 0,1%.
Velocidade do fluxo de 1,0 mL.min™, 20,0 pl de injecdo de amostra, comprimento de onda em
273nm. Pico: FUR

No presente estudo observou-se a formacdo de 3 produtos de
degradacdo na degradacdo oxidativa e um produto de degradacdo na
degradacdo &cida, neutra (196 horas) e basica (196 horas). Na degradacédo
térmica e por fotoanalise houve perda de massa, mas nenhum produto de

degradacéo foi formado nas condi¢cdes analiticas avaliadas (Tabela 22).

Tabela 22: Resultados obtidos empregando HPLC apds condicdes de estresse
da furosemida

Perda ap6s degradacao forcada (%)

Condicdes
Matéria-prima Comprimidos

Hidrdlise acida 23,6 32,6
Hidrélise alcalina 3,4 8,7
Hidrolise neutra -2,0 -2,6
Hidrdlise oxidativa 12,6 13,6
Termolise 27,1 21,4
Fotolise 14,6 11,0

6.3.2.2 Linearidade

O método por cromatografia liquida mostrou boa linearidade com
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determinacdo do coeficiente R > 0,99 (Tabela 23). O valor indicou clara correlacao
entre as concentracdes das &reas dos picos dentro do intervalo do teste (7,0 a 13,0
ug mL™) (Figura 59).

O teste de variancia (ANOVA) mostrou que o ajuste do modelo linear é
adequado para a curva analitica construida, pois o valor de p foi inferior ao valor de
F critico. Os valores de F observados na analise de validade de regressao foram
considerados maiores que F critico, indicando a existéncia de relacéo linear entre as
variaveis X e Y. A analise do Lack of Fit (erro associado ao modelo) mostra que o
erro nao esta associado a modelo, com p < 0,5. Ao observarmos a Figura 60 vemos
que a distribuicdo do residuo € aleatdria, mostrando assim que ndo ha dependéncia

entre os valores.
6.3.2.3 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

Os limites de deteccdio e de quantificacdo foram 0,56 pg.mL™ e 1,93

ng.mL™, respectivamente.

Tabela 23: Resultados obtidos em curvas analiticas da furosemida

Concentragdo media Area média*
(ug.mL™) (LAU) + DP
7,0 10718140,3+241689,7
8,0 12829702,8+433892,3
9,0 14427016,6+285456,7
10,0 15544690,8+562816,2
11,0 17321429,7+103240,0
12,0 19320653,3+22775,4
13,0 21033891,8+160565,1
Intercepto da curva (a) -827628
Inclinacdo da curva (b) 167227
Desvio Padréo 356266
Coeficiente de correlacao (R) 0,990

*Média de 3 determinac¢®es para cada concentracao
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Figura 60: Esquema do residuo da furosemida

6.3.2.4 Precisao do Sistema

Dez injecbes foram realizadas para a precisdo do sistema para a
concentracdo nominal 10 pg.mL™ (100%). O resultado indica que o desvio
padrdo relativo (DPR) foi de 0,12%. Portanto, a precisdo da injecdo foi

considerada satisfatoria, segundo os critérios de aceitacdo (BLIESNER, 2006).

6.3.2.5 Precisao intermediaria

A Tabela 24 mostra os resultados obtidos para a preciséo

intermediaria do método por FSCE. Pode-se observar que o DPR para a razao
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das areas dos picos foi menor que 5% para as trés concentracdes com as que
se trabalhou nos trés dias consecutivos. Portanto, a precisdo foi considerada
satisfatoria segundo os critérios de aceitacdo (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

6.3.2.6 Repetibilidade

O desvio-padréo relativo (DPR) para a razdo das areas dos picos foi
menor que 5% (Tabela 24). Portanto a precisdo de injecdo foi considerada
satisfatéria segundo os critérios de aceitacio (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Tabela 24: Resultados obtidos nas determinagbes da repetibilidade e da
precisdo intermediéria do método por HPLC

e il Repetibilidade do Preciséo intermediaria
HY- método (%DPR) do método (%DPR)
80 - 1,81
100 2,07 2,63
120 -- 2,91

6.3.2.7 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo teste de recuperacdo, em
trés niveis de concentracdo. A recuperacdo média encontrada para a
furosemida foi de 105,12%, indicando assim boa concordancia entre as
guantidades adicionadas de solucdo padrdo e as quantidades recuperadas A

Tabela 25 mostra os resultados para o teste de recuperacéo.
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Tabela 25: Resultados obtidos na determinacdo da recuperacdo do método
especifico por HPLC.

Quantidade de padrdo  Quantidade de padrao

adicionado recuperado Recuperacéao* (%)
(ug.mL™) (ug.mL™)
8,0 8,47 105,92
10,0 10,47 104,78
12,0 12,56 104,67

* média de trés determinacdes

6.3.2.8 Robustez

O teste de robustez indicou que modificacdes no fluxo da fase movel
podem interferir na quantificacdo dos resultados de furosemida (DPR maior que
2%). Alteracdes na propor¢do de acetonitrila na fase movel e temperatura, por
sua vez, ndo foram capazes de comprometer na quantificacdo da furosemida
(DPR menor que 2%). Todas as alteracfes ocasionaram diferenca no tempo de

migracdo da furosemida, quando comparado com a condicao inicial.

Os resultados obtidos nos ensaios de robustez, empregando-se o
método por HPLC, podem ser observados na Tabela 26.

Tabela 26: Resultados obtidos nos testes de robustez com variagdo no fluxo,
proporcao de acetonitrila na fase mével e temperatura para a determinacéo de
furosemida por HPLC em comparacdo com condi¢éo inicial.

Pargmetro Condigdes Tempo~de Area Assimetria Concentracao
modificado retencéo (%)
0,9 5,40 14592171 1,26 109,91

Fluxo
1 1,0 4,83 13276685 1,27 100,00
(mL.min™)
1,1 4,42 11915731 1,27 89,75
Proporcéo de 48 5,24 13130443 1,29 98,90
acetonitrila na

fase movel 50 4,83 13276685 1,27 100,00
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(%)
52 4,44 13275319 1,27 99,99
29 4,40 13244649 1,30 99,76
Temperatura
0) 30 4,83 13276685 1,27 100,0
31 4,39 13250934 1,26 99,81

6.3.2.9 Adequabilidade do sistema (System Suitability)

A adequabilidade do sistema foi feita fazendo seis leituras da
solucdo de furosemida em concentracdo 10,0 pg.mL™. Os resultados obtidos

podem ser verificados na Tabela 27.

Tabela 27: Resultados estatisticos obtidos no teste de adequabilidade do
sistema para HPLC.

Parametros* Furosemida
Tempo de retencao (min) 4,93 +0,10
Area 16363408 + 0,31
Altura de picos 2423352 + 0,48
Pratos tedricos 12840,5 + 0,70
Fator de capacidade 1,19 £ 0,20
Assimetria 1,29+2,0

* Média de 6 determinacdes

6.4 Comparacao entre técnicas de FSCE e HPLC para a quantificacao
de furosemida

Os resultados obtidos na quantificacdo de furosemida podem ser

observados na Tabela 28.
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Tabela 28: Parametros estatisticos e estudo comparativo entre FSCE e HPLC,
para a determinagao de furosemida, de concentragéo 40,0 mg/cp.

Parametros FSCE HPLC
Concentracéao* 40,53 +£1,73 39,65 +1,51
DPR 1,56
Teste F? 0,73
Teste t° -2,35
*média n=6

a valor critico F com P = 95% , de significancia P= 95% e Fcrit = 5,05
b valor critico t studant com P=95% de significancia e tcrit = 2,57
DPR= Desvio padréo relativo

Grau de liberdade=5

Para cada método foram realizadas seis determina¢des, portanto o
namero de grau de liberdade (n-1) em cada caso € cinco. Para o teste F e teste
t, o valor critico de t(P=0,05) é 2,57 para 95% de certeza. Como o valor
experimental € menor que esse valor, ndo existe diferenca significativa entre os
dois métodos. Porém o teste F indica que ha diferenca entre as duas técnicas,
pois o valor de F calculado foi maior que F tabelado O teste t (TOST) também
mostra que os métodos sdo semelhantes, ou seja ndo ha diferenca entre eles
(p<0,000). E possivel verificar isso, porque ao se assumir o intervalo de -4,0 e
4,0 os resultados de ambos os métodos estdo neste intervalo e t valor de 12,91
e -8,24, respectivamente.
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7. CONCLUSAO

A partir das condicbes experimentais nas quais foi realizado o

presente trabalho pode-se concluir: |

e Os métodos proposto para determinagdo quatitativa de furosemida em
comprimidos séo simples, rapidos eficientes e econémicos.

e Os excipientes da amostra ndo interferem nas analises, o que demostra um
método seletivo.

e A metodologia por HPLC permite analise em menos de 10 minutos, tendo
boa separacao entre a furosemida e seus produtos de degradacéo.

e A metodologia po FSCE permite analise em menos de 5 minutos, tendo
boa separacdo entre a furosemida, seus produtos de degradacédo e o padrao
interno (hidroclorotiazida).

¢ As duas metodologias foram validadas com resultados satisfatorios.

e Estatisticamente ndo existem diferencas entre os dois métodos.

e O método por HPLC mostrou reducédo no tempo de retencdo, mais simples
e menor custo quando comparado com os métodos oficiais existentes

e Os métodos podem ser utilizados em laboratérios de controle de qualidade
para analise de rotina de furosemida em comprimidos.

e Uma oportunidade futura para este trabalho sera a caracterizacdo dos

produtos de degradacéo gerados a fim de determinar suas estruturas.
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