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RESUMO

Problemas em testes descritos nas Farmacopéias que envolvem a avaliacdo da qualidade
de medicamentos tém estimulado o desenvolvimento de novos métodos que sejam
capazes de identificar impurezas e falsificacdes. Uma das técnicas propostas para esta
finalidade € a Ressonincia Magnética Nuclear (RMN), que pode ser considerada como
um detector universal. Compostos organicos, tais como excipientes ou impurezas, sao
sempre detectados no espectro de RMN obtido para a formulagido farmacéutica. Neste
trabalho foi desenvolvido um novo método para a quantificacio de furosemida em
formulacdes farmacéuticas utilizando RMN. Depois da aquisi¢do de todos os dados
necessdrios para a constru¢io de uma curva analitica com padrdo externo e validagdo do
método, este foi aplicado para a quantificagdo de furosemida em formulagSes
farmacéuticas. Os resultados obtidos por RMN foram comparados com os resultados
obtidos pelo método indicado pela Farmacopéia Brasileira. Apds esta andlise foi
possivel concluir que as médias obtidas através de ambos os métodos ndo sio

significativamente diferentes.



ABSTRACT

Problems in tests described in Pharmacopoeia that involves the assessment of drug
quality have stimulated the development of new methods that are capable of identifying
impurities and counterfeits. One of the techniques proposed for this purpose is a nuclear
magnetic resonance (NMR), which can be considered as a universal detector. Organic
compounds, such as excipients or impurities are always detected in the NMR spectrum
obtained for the pharmaceutical formulation. In this work we developed a new method
for quantitation of furosemide in pharmaceutical formulations using NMR. After
acquisition of all the necessary data for the construction of an analytical curve with
external standard and method validation, it was applied to quantify furosemide in
pharmaceutical formulations. The NMR results were compared with the results obtained
by the method described by the Brazilian Pharmacopoeia. After this analysis it was
possible to conclude that the mean values obtained by both methods are not

significantly different.
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1 INTRODUCAO

1.1 FUROSEMIDA

A furosemida, com férmula molecular Ci,H;;CIN,OsS e estrutura apresentada
na Figura 1, é um farmaco da classe dos diuréticos de caracteristicas fortemente 4cidas
que € utilizada principalmente para o tratamento de edemas e hipelrtensﬁo.l’2 Também
pode ser utilizada para tratamento de pacientes que ndo respondem ao tratamento com

. C 3
diuréticos de tiazidicos.

| \
/ NH S—NH,
o)
O:
OH

Figura 1. Estrutura molecular da furosemida.

O efeito diurético da furosemida se da através do bloqueio da absorc¢do de sais e
fluidos pelos rins. Este bloqueio ocasiona o aumento da producdo de urina e,
consequentemente, a reducdo da quantidade de 4gua e eletrdlitos no corpo.1 Porém,
apesar destes conhecidos beneficios da furosemida, o medicamento também pode ser
utilizado em fraudes nos esportes. Devido ao aumento na producdo de urina, o
medicamento pode diminuir a concentragdo de outros compostos considerados doping
ou reduzir o peso de atletas que competem em esportes onde 0os mesmos sao separados
por categorias de peso."*

Outra utilizacdo indevida da furosemida € a sua ingestdo para redugdo de peso.5
Mulheres com distdrbios alimentares procuram por medicamentos sem prescricao
médica que induzam purgacdo ou causam perda de peso. Desta forma, estas mulheres
acabam por utilizar a furosemida buscando a perda de peso. O uso continuo de
furosemida, bem como outros diuréticos, pode levar a um ciclo de diurese e posterior
retencdo de dgua. A suspensdo do uso de diuréticos sem prescricio médica causa um

. . . . 6
aumento de peso que € normalizado apds alguns dias.
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), a furosemida é
comercializada no Brasil sob duas formas: comprimidos e solugdes injetdveis. Os
comprimidos sdo vendidos em cartelas, sendo que cada comprimido contém 40 mg do
farmaco. J4 as solucdes injetdveis contem 10 mg mL" de furosemida, vendidas em
ampolas contendo 2 mL da solugﬁo.7

A furosemida degrada em temperaturas acima de 204 °C, ndo possuindo ponto
de fusdo ou ebulicdo.® A presenca de luz é outra forma de degradacio deste composto
quando no estado sélido, necessitando ser armazenado em recipientes que evitem sua
fotodecomposicdo. Sob a radiacdo ultravioleta (UV) e atmosfera de nitrogénio a
furosemida no estado sélido forma apenas o &dcido 4-cloro-5-sulfoantranilico. J4 na
presenca de oxigénio, outros produtos nio identificados sao formados.” Além disso,
conforme exemplificado na Figura 2, este farmaco também pode sofrer hidrélise e
forma precipitado em meio 4cido.'"” Outros dois compostos, formados quando a
furosemida estd solubilizada em metanol e exposta a radiacdo ultravioleta, estdo
representados na Figura 2, estrutura (b) e (c). Em solu¢des de pH basico a furosemida é
estavel, porém € necessdrio que a solugdo seja protegida contra a radiacao ultravioleta

(UV). Solugdes desoxigenadas de furosemida em pH neutro ao serem submetidas a

radia¢do UV levam a total perda do cloro."!

o) cl
D—\ T
NH S—NH,
hy @ 0 H cl
H,0
o MeOH 0 o 2 0 | Q
HoN S—NH
Vi I hv (d) ¢] (e)
NH S—NH, MeOH o

o cl OH
(0] / H,0
OH HaN SOsH MeOH ?
(© OH
o
OH

5

Figura 2. Reacdes de decomposicio da furosemida, (a) furosemida, (b) N-furfuril-5-
sulfamoilantranilico, (¢) acido 4-cloro-5-sulfoantranilico, (d) acido 4-cloro-5-amino-
sulfamoilantranilico ou saluamina, (e) alcool furfurilico, (f) acido levulinico (Adaptado da ref. 10).

1.2 QUALIDADE DE FARMACOS

Para garantir a eficidcia de um medicamento e consequentemente a seguranca de
seus consumidores € de suma importancia que a industria farmacéutica determine a

composi¢do final dos medicamentos comercializados."> Para isso, as industrias
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farmacéuticas se baseiam nas monografias presentes em Farmacopéias que informam as
propriedades fisico-quimicas, os métodos de identificacio e determinacdo da quantidade
de firmacos, bem como testes para quantificacio de impurezas conhecidas."

Para medicamentos sintetizados, as principais impurezas sdo reagentes de
partida, intermedidrios de reacdo ou subprodutos da mesma, compostos degradados,
bem como solventes residuais. Estes compostos geralmente sdo identificados e
quantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou eletroforese
capilar (EC) com detector de Uv. 13

Caso os processos de obtencdo de um medicamento, como extragdo ou rotas de
sintese, sejam modificados, novas impurezas podem ndo ser identificadas ou mesmo
quantificadas pelos métodos indicados pelas Farmacopéias Internacionais.”'* A ICH
(International Conference on Harmonization) também indica a necessidade de
revalidacdo de um método caso haja modificacdes na sintese de uma substancia, na
composicio final do produto ou no procedimento analitico.'” Apés o caso da heparina
contaminada nos Estados Unidos, em que mais de 100 pessoas morreram, iniciou-se
uma discussdo para adotar métodos alternativos para avaliar a qualidade de
medicamentos.'® Foram propostas as espectroscopias: Raman, Infravermelho préximo e

raios X, todos necessitando de tratamento estatistico dos dados obtidos. '

1.2.1 Meétodo Oficial

Segundo a 5% edi¢do da Farmacopéia Brasileira (FB 5) € possivel identificar
furosemida por trés técnicas diferentes: a espectrofotometria de absorcdo no
infravermelho (IV), a espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta (UV) e através de
uma reacdo quimica de identificacdo. Para as andlises de IV, comparam-se as
intensidades de absor¢cdo nos mesmos comprimentos de onda da furosemida e da
Substancia Quimica de Referéncia (SQR). Da mesma forma, no método de UV, as
solugdes de furosemida e da SQR devem apresentar as mesmas bandas de maxima de
absorcao nos comprimentos de onda: 228, 271 e 333 nm. Outro método de identificacio
descrito na FB 5 € feito através da reacdo quimica da furosemida com os reagentes
indicados, a solu¢do de furosemida ao final da reacdo deve apresentar a coloracdo
vermelho-violeta. '’

Para identificar furosemida em comprimidos utiliza-se o preparo de doseamento

descrito na FB 5, sendo utilizado hidréxido de sédio 0,1 mol L' como solvente. Ao
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final das dilui¢des descritas nos procedimentos € obtida uma solucdo de concentragdo
2,42.10° mol L' de furosemida. Em seguida, sdo obtidos os espectros de absor¢do no
ultravioleta na faixa de 220 a 320 nm para a SQR e para o medicamento, ambos devem
apresentar absor¢des mdximas em 228 e 271 nm. Para quantificar a furosemida em
medicamentos comercializados na forma de comprimidos sdo comparadas as
absorbancias da SQR e dos comprimidos em 271 nm. Sendo que os valores permitidos

para a furosemida devem se encontrar entre 90 e 110%."

1.2.2 Meétodos alternativos

Nos dltimos anos, os métodos desenvolvidos para quantificacdo de furosemida
se concentraram em amostras de fluidos bioldgicos como sangue e urina. Estes métodos
foram propostos com o objetivo principal de aplicagdo na andlise antidoping. Outros
estudos apresentam métodos em que € possivel analisar furosemida em formulagdes
farmacéuticas e urina/sangue. A seguir sdo citados alguns trabalhos mais recentes em
que sdo propostos métodos alternativos de quantificacdo de furosemida em formulagdes
farmaceéuticas, sempre com o objetivo de obter resultados de forma mais rdpida, sensivel
e reduzindo o custo da andlise.

Os métodos eletroquimicos desenvolvidos para andlise de farmacos sdo
sensiveis, de baixo custo e o tempo de andlise ¢ menor quando comparado a outras
técnicas. Entretanto, os eletrodos apresentam problemas de adsor¢do de analito na sua
superficie. Uma das formas de contornar o problema tem sido utilizar eletrodos
construidos a partir de nanotubos de carbono. Este tipo de eletrodo apresentou em
outros estudos baixos limites de deteccdo, sensibilidade, bem como resisténcia a
adsorcdo de analito na sua superficie. Por estes motivos, foi desenvolvido um método
eletroquimico para andlise de furosemida em formulagcdes farmacéuticas e urina
utilizando este tipo de eletrodo. O método desenvolvido utilizou a voltametria
diferencial de pulso para quantificagdo de furosemida, relacionando a concentragdo com
a corrente. Neste estudo a adsor¢@o na superficie do eletrodo foi observada apenas para
concentracdoes de furosemida acima de 2.10* mol L', resultando em um desvio da
linearidade. Para avaliar a interferéncia de excipientes, foram adicionados os excipientes
mais comuns com concentracio de 1.10* mol L', Alguns destes excipientes, como

dcido lactico, dextrose, goma acécia e sacarose ndo interferiram no resultado. Enquanto
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que outros, acido citrico, glucose, dcido oxdlico e amido, resultaram uma diferenca de
10% nas quantificagdes.'®

Segundo a ICH, os estudos de estabilidade do formaco sdo importantes para a
validacdo de um método analitico. Considerando essas recomendacdes, um novo
método analitico utilizando CLAE com deteccdo de arranjo de diodos foi proposto para
quantificagc@o de furosemida e espironolactona em formulagGes farmacéuticas contendo
ambos os firmacos. Parametros cromatograficos como os tampdes e sua concentragdo,
solventes orgénicos para fase mével e sua composi¢do foram testados para posterior
determinacdo dos farmacos. As curvas analiticas dos farmacos foram construidas com
sete pontos variando de 40 a 160 pg mL" e apresentaram coeficientes de correlagdo
acima de 0,99 para ambos os farmacos. A especificidade do método foi testada com
relacdo aos excipientes presentes no medicamento e a produtos de degradacdo de ambos
os farmacos. A precisdo do método foi avaliada com relacdo a repetitividade e a
precisdo intermedidria, em ambos os casos o percentual de desvio padrdo relativo é
abaixo de 1,2%. A exatidao foi avaliada através dos resultados obtidos apds adigdo de
quantidades conhecidas de furosemida e espironolactona a um placebo em trés
concentracdes distintas, sendo obtidas porcentagens de recuperacdo entre 98 e 100,6%.
Para a robustez, foram modificados: a vazao (+0,1 mL/min), a composicao da fase
moével, o pH do tampdo (x 0,2) e colunas cromatogréficas de diferentes lotes. Os
resultados obtidos (97,9 — 102,1%) nao foram afetados por tais variacdes. As solucdes
preparadas foram guardadas em duas temperaturas diferentes, 2-5°C e temperatura
ambiente, a fim de avaliar a sua estabilidade. Em ambos os casos, os resultados obtidos
ndo indicaram diminuicdo nas quantidades de furosemida e espironolactona, e as
solucdes se revelaram estdveis por até 48h. Considerando os resultados descritos acima,
os autores afirmaram que o método € recomendado para controle de qualidade, pois é
especifico, linear, preciso, exato e robusto, além de indicar a estabilidade das amostras
em solugées.w

Apesar de métodos baseados na CLAE necessitarem de longos tempos de
andlise e altos custos, estes ainda sdo os métodos mais escolhidos para quantificacdo de
diuréticos. No estudo de Youm em 2013, a CLAE foi a técnica analitica considerada
para quantificacio de furosemida em medicamentos. As condi¢des para andlise
cromatogréfica foram ajustadas de forma a minimizar caudas nos picos, ou seja, reduzir
a assimetria do pico cromatografico. Alguns fatores como a razdo entre

acetonitrila/tampado de fosfato e o valor do pH foram testados. Apds definir os valores
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dos parimetros que apresentaram resultados com maior eficiéncia, o método foi
validado seguindo as recomendacdes da ICH. Os resultados dos testes para as figuras de
mérito foram satisfatérios segundo os valores descritos pela ICH.*

Ademais, nos estudos acima e nos artigos de revisdo s@o abordadas as
influéncias dos excipientes mais comuns presentes na formulagdo farmacéutica
contendo furosemida. Ja influéncia de substincias similares a furosemida, como seus
produtos de decomposicdo e a presenga de outras impurezas nio ¢ abordada em todos os
estudos citados e seus efeitos na quantificagdo através dos métodos alternativos sdo

desconhecidos, !+1%:18:19:20

1.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) estd baseada no
fendmeno de ressonincia, para isso o nicleo observado deve apresentar spin diferente
de zero, sendo assim ativo no RMN. Sob o efeito de um campo magnético, os
momentos magnéticos dos nicleos se alinham em duas populagdes (o e ) para um
nicleo com spin igual a ¥2. A populacdo de a apresenta uma energia levemente menor e,
portanto uma populacdo maior de spins que a de . Este pequeno excesso pode ser
simplificado para uma representacdo de magnetizagdo resultante (Mo) que é considerada
para descrever o comportamento dos vetores do momento magnético apds um pulso de
1radiof1requéncia.21

Semelhante a outras espectroscopias, o desenvolvimento da Ressondncia
Magnética Nuclear (RMN) estava inicialmente voltada para interpretacdo dos espectros
com objetivo de identificacdo da estrutura molecular.”* Nesse sentido, a espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (‘H) e de carbono (**C) se estabeleceu
com o objetivo principal de se determinar as estruturas moleculares de produtos
sintéticos ou naturais. Outros nicleos como flior (wF), nitrogénio (ISN) e fésforo (31P)
também sdo uteis nessas determinac;(N)es.16 A RMN em estado liquido utiliza
principalmente o isétopo de hidrogénio ('H) que possui abundéancia de
aproximadamente 100% e tempos de relaxagdo mais curtos, gerando assim espectros
com sinais finos e boas razdes de sinal/ruido.*

Inicialmente o cardter quantitativo da RMN se restringia ao cdlculo do nimero

de hidrogénios que originavam os sinais em um espectro. Somente apds o estudo de
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Hollis em que foi possivel quantificar aspirina, fenacetina e cafeina em formulagdes
farmacéuticas por RMN, virios outros estudos surgiram com o mesmo objetivo.

Diferentemente de outras técnicas, a RMN de maneira geral dispensa métodos
de separagdo de todos componentes presentes na amostra para analisar
quantitativamente o analito de interesse. Desta forma os solventes residuais, excipientes,
produtos degradados e outras impurezas em medicamentos podem ser identificados e
posteriormente quantificados. Por outro lado, a RMN necessita de solventes deuterados,
apresenta limites de deteccdo elevados e requer quantidades maiores de amostra para
andlise quando comparado a outras técnicas.”*

No caso de falsificacdes em que hd a adicdo intencional de impurezas ou
diluentes, a qualidade do medicamento pode ser aferida com facilidade, pois cada
componente adicionado apresentard sinais caracteristicos nos espectros obtidos
utilizando o niicleo de 'H ou "*C. Desta forma é possivel afirmar que uma impureza
organica desconhecida dificilmente ndo seria detectada por RMN, e que este pode ser
considerado um detector universal capaz de identificar falsificagdes em
medicamentos.'®*

Apesar dos altos limites de deteccdo, a RMN ¢é suficiente para avaliar formacos
desde que os sinais estejam bem separados dos sinais relativos a outros componentes.
Para melhorar a deteccdo da RMN utilizam-se técnicas automdticas de homogeneizagao
do campo magnético, sondas criogénicas, tubos para quantidades reduzidas de amostra
e/ou espectrdmetros de campos magnéticos maiores (>400MHz).*® Considerando os
campos magnéticos mais elevados para maior sensibilidade, estes também implicam em
um aumento na separacdo de sinais muito proximos entre si, além de facilitar a detec¢do
de componentes minoritdrios presentes nas amostras.”” Além disso, a RMN é uma
técnica capaz de revelar outras impurezas antes desconhecidas acompanhadas de sua
informac@o estrutural e ndo destrutivel, permitindo que a mesma amostra seja analisada
posteriormente por outra técnica.”>?®

A RMN também ¢ indicada para avaliar a qualidade de medicamentos, pois
apresenta diversas vantagens com uma Unica andlise e ndo € uma técnica otimizada para
um tipo de sintese ou processo de obtengdo do medicamento. Com esta técnica é
possivel identificar e quantificar o fAirmaco bem como as impurezas presentes, sendo
esta a principal aplicacdo da Ressondncia Magnética Nuclear quantitativa (RMNq). A

composicdo isomérica e os solventes residuais também podem ser avaliados a fim de
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controlar a producdo do medicamento, e também € possivel estudar a degradagdo de um
composto. >4

Assim, esse método ji consta em algumas farmacopéias internacionais. Na
Farmacopéia Européia € utilizado a RMN, porém somente com o objetivo de identificar
os farmacos presentes no medicamento. Diferente da primeira, a Farmacopéia
Americana possui descrigdes para andlises qualitativas e quantitativas por RMN.
Qualitativamente s3o avaliados os deslocamentos quimicos, as constantes de
acoplamento e a elucidacdo da molécula. Quantitativamente sdo indicados o método

absoluto com padrio interno e o método relativo.'* A seguir alguns exemplos de

quantificacdo de farmacos por RMNq serdo abordados.

1.3.1 Breve historico

Os primeiros estudos de RMNq s@o da década de 70. Em um destes estudos
Turczan (1972) propds a quantificacio de aminofilina, uma mistura de teofilina e
etilenodiamina com razdo 2:1. Neste periodo foi detectado um erro relacionado com a
solubilidade do complexo de prata teofilina obtido conforme o ensaio descrito pela
Farmacopéia Americana. Por este motivo novas metodologias precisavam ser propostas
para determinacdo de teofilina. Além disso, eram necessarios dois procedimentos de
determina¢d@o: um para etilenodiamina e outro para teofilina. Neste estudo os espectros
de RMN de 'H das amostras foram obtidos a 42°C, sendo preparadas com padrdo
interno (dlcool t-butilico) e 4gua deuterada. Substincias adicionais foram necessdrias
para evitar a precipita¢do da teofilina e a complexagdo da etilenodiamina com metais
pesados. Os autores compararam a RMNq com o método oficial, indicando que o novo
método € mais simples, rdpido e especifico. Além disso, a RMNq permitiu a
quantificacdo de ambos os componentes em uma Unica andlise, diferentemente do
método oficial que necessitava de duas titula¢cdes para um mesmo medicamento.*”

Em 1986, Eberhart prop6s uma nova substancia para padrdo interno na andlise
de medicamentos contendo uma mistura de aspirina, fenacetina e cafeina. O novo
padrdo interno, 1,3,5-trioxano, deveria ser mais barato, estdvel, inerte, com pureza
satisfatria e, principalmente, apresentar um sinal no espectro de RMN de 'H nio
sobreposto com os sinais de interesse. Os espectros foram obtidos em um espectrometro
de 60 MHz utilizando o nicleo de hidrogénio, cloroférmio deuterado (CDCls;) como

solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia para a escala em 0 ppm. Os
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resultados indicaram melhor precisdo e exatiddo, quando comparados a estudos
anteriores.”!

Na década de 90, Casy publicou um artigo onde o principal objetivo dos autores
era diferenciar o farmaco captopril de suas principais impurezas: epicaptopril e um
andlogo dissulfureto de captopril. No estudo foram testados tré€s solventes diferentes,
D,0, D,O-NaOD e DMSO-ds. Em um dos solventes, DMSO-ds, foi possivel visualizar
trés dubletos bem resolvidos, cada um sendo atribuido a um dos trés componentes que
se desejava diferenciar por RMN.*? Apesar dos sinais estarem bem resolvidos e
possivelmente serem adequados para quantificacio por RMNq, essa possibilidade nio
foi abordada pelos autores.

Posteriormente, Forshed em 2005 teve o interesse em quantificar a principal
impureza do paracetamol, o 4-aminofenol por RMNg. Neste estudo, os sinais de
interesse da impureza estdo sobrepostos com os sinais de satélites de *C do
paracetamol, que foram utilizados como padrido interno. Misturas conhecidas de
paracetamol e 4-aminofenol foram utilizadas para montar um modelo ndo linear de
calibragdo multivariada e os resultados indicaram que mesmo com a sobreposi¢do de
sinais é possivel quantificar a impureza presente.24

Em 2002 no estudo de Shamsipur, foi discutida a quantificacdo de produtos de
degradacdo e outras impurezas para penicilinas, que sio medicamentos antimicrobianos.
O novo método por RMNq foi proposto devido a instabilidade das penicilinas em
solventes orginicos, que geram diferentes produtos de degradagdo. A presenca de
impurezas pode diminuir a eficicia do farmaco e causar efeitos colaterais ou reagdes
alérgicas. Os métodos recomendados para as quantificagdes incluem extracdo seguida
de andlise por CLAE, possuindo como desvantagens a grande quantidade de amostra
utilizada e as diferentes condicdes experimentais para determinacdo de cada impureza.
Assim o método por RMNq utilizou dcido maleico como padrdo interno em D,O e foi
validado utilizando misturas sintéticas dos compostos para posterior aplicacdo as
amostras reais. Os resultados mostraram que os métodos RMNq e CLAE ndo sdo
estatisticamente diferentes.”

Nos estudos citados acima foi possivel perceber a preocupagio crescente com a
presenca de impurezas nos medicamentos. Apds a morte de pessoas devido a presencga
de sulfato de condroitina supersulfatada (OSCS) na heparina, a RMN foi indicada como
técnica para revisdo da Farmacopéia Americana. Neste caso, escolheu-se o nicleo de

hidrogénio para identificagdes e quantificagées.16 A heparina ndo fracionada de célcio
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ou sodio € obtida da mucosa intestinal de bois, porcos ou ovelhas. O firmaco final pode
conter dcido acético, dcido sulfirico, sulfato de condroitina supersulfatada (OSCS),
além de sulfato de dermatano (SD) que indica a qualidade da purificacio do
medicamento. Considerando as impurezas citadas, SD, metanol e etanol, foi proposto
um método usando a RMNq. Através do sinal do grupo acetil da heparina é possivel
identificar a quantidade 0,1% de OSCS no medicamento e determinar a quantidade de
heparina e SD no farmaco. Nesta proposta, os sinais dos compostos foram facilmente
assinalados pela obten¢d@o individual dos espectros. Na Figura 3 temos um exemplo de
espectro de RMN de 'H de heparina contendo algumas das impurezas citadas. O
espectro foi obtido em um espectrometro de 300 MHz, numa temperatura de 80°C e

utilizando D>O como solvente.**
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Figura 3. Heparina contaminada contendo OSCS marcado com asterisco, metanol (MeOH), sulfato
de dermatano (SD) e etanol (EtOH) (Adaptado da ref. 16).

1.3.2 Preparo de amostra

Uma das vantagens da RMNq é o preparo de amostra simples, onde basta
dissolver a amostra no solvente deuterado adequado.28 Caso haja componentes nao
soldveis, um procedimento extra de filtracdo ou centrifugagdo € suficiente para finalizar
o preparo de amostra.’ "%

Para medicamentos comercializados na forma de comprimidos, ha na literatura
procedimentos de como realizar o preparo de amostra. Os comprimidos devem ser

macerados e uma quantidade conhecida solubilizada em 0,8-3,0 mL de solvente
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deuterado. Devido a ndo solubilizacio de alguns excipientes presentes nos
medicamentos, o frasco contendo a mistura € levado para a centrifugacdo. Apds estes
procedimentos ¢ feita a retirada de uma aliquota de 0,4-0,6 mL do sobrenadante para
posterior andlise por RMN.*"

Além da centrifugacdo, € possivel substituir este procedimento por uma filtragéo
utilizando uma pipeta Pasteur e algoddo. Assim € possivel transferir a solucdo filtrada
diretamente para um tubo de RMN.*' Para farmacos comercializados em cdpsulas, basta
retirar a quantidade necessaria de sélido e a capsula pode ser descartada.”

Para o preparo de outros tipos de amostras, ha na literatura recomendacdes de
preparo nas mais diversas matrizes como mistura reacional, fluidos bioldgicos, células e

tecidos de animais ou vegetais, liquidos viscosos e amostras ambientais.'> A seguir

serdo discutidos fatores que influenciam na quantificagcdo de farmacos na RMNq.

1.3.2.1 Solventes, aditivos e pH da amostra

A escolha do solvente deve ser feita cuidadosamente, afinal a complexidade do
espectro, a dispersdo dos sinais e formato da linha podem ser modificados pela simples
troca do solvente utilizado.”® Além disso, os deslocamentos quimicos dos hidrogénios
variam devido a interacdes moleculares do solvente com o analito, dentre elas as
ligacdes de hidrogénio, interacdes de van der Waals, efeitos estéricos e anisotropia.®’

Outros fatores a serem considerados na escolha do solvente, diz respeito aos
sinais das impurezas. Todos os solventes deuterados possuem 4gua dissolvida ou sdo
higroscépicos, portanto o sinal da dgua pode sobrepor com sinais de interesse.***® Além
deste sinal, o solvente pode apresentar sinais referentes a prétons residuais. Na Figura 4
é possivel observar os prétons devido as impurezas citadas acima para dimetilsulféxido
e acetona deuterados. Em ambos os casos, os deslocamentos quimicos de tais sinais

podem ser encontrados em tabelas e a sobreposi¢do de sinais pode ser evitada.™®

20



B H. .'“_ ,J it L,

— —— P SE—

Figura 4. Espectros de RMN — 'H de solventes deuterados: (a) dimetilsulféxido e (b) acetona. A
letra H indica o sinal de agua residual (HOD) e a letra S o sinal de prétons residuais do solvente
(Adaptado da ref. 38).

Quando os sinais dos componentes de interesse estdo sobrepostos no espectro de
RMN, as opg¢des para sua separacdo sdo limitadas. Isso porque além de sinais bem
resolvidos, a RMNq também requer que o analito seja completamente solivel no

16,36

solvente ou mistura de solventes selecionados. Entretanto, é possivel selecionar

solventes aromadticos, que alteram os deslocamentos quimicos devido a anisotropia
magnética, ou misturas de solventes. Porém, para obter as alteracdes de deslocamento é
necessério que o analito possua um dipolo natural.'® Na Figura 5 temos um exemplo de
como os deslocamentos quimicos de quatro compostos é afetado pelas diferentes
misturas de solventes deuterados utilizados no preparo de amostra, sendo possivel

observar que o problema inicial de sobreposi¢@o de sinais é solucionado.
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Figura 5. Influéncia do solvente deuterado nos deslocamentos quimicos de: Cr (Diidroergocristina),
o(a-Dihidroergocriptina), p(p-Dihidroergocriptina) e Cor (Diidroergocornina) (Adaptado da ref.
36).

Quando uma mistura de solventes € necessdria, o segundo solvente pode ser um

solubilizante que garanta a solubilizacdo completa do analito. Entretanto a mistura de
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solventes deuterados pode dificultar os ajustes do equipamento de RMN, como o lock e
a homogeneizacio do campo.*® Caso a mistura a ser analisada apresente enantidbmeros
em sua composicdo, estes compostos apresentam espectros de RMN idénticos. Para
quantificar a razdo molar dessas moléculas é necessdrio adicionar solventes quirais ou
agentes complexantes.™

Outra forma de alterar os deslocamentos quimicos € adicionando-se
ciclodextrinas, agentes de solvatacio e reagentes lantanideos.”” Os tltimos podem
produzir diferencas grandes nos deslocamentos devido a seus elétrons
desemparelhados.'® Apesar de reagentes paramagnéticos produzirem alargamento de
banda, lantanideos como eurdpio, itérbio e prosedimio sdo satisfatorios para esse tipo de
aplicagcdo. Porém, o alargamento de banda estd relacionado com o campo magnético
utilizado ao quadrado. Para campos mais elevados, a utiliza¢do desses reagentes implica
em um maior alargamento de banda.'®

Caso as opg¢des acima ndo resultem em uma melhora na dispersdao dos sinais no
espectro, outra op¢do € utilizar um nicleo diferente do préton. Nicleos como Bc, PFe
3P, além de dispersarem os sinais em janelas espectrais maiores geralmente apresentam
uma quantidade de sinais reduzida.”’ Entretanto, a sensibilidade e a abundancia de tais
niicleos devem ser observadas.”'

Para aminas e 4cidos carboxilicos, sua protonagdo e desprotonagdo,
respectivamente, podem introduzir cargas ao sistema e desta forma alterar os
deslocamentos qul’micos.16 A alteragdo dos deslocamentos pode ocasionar a
sobreposicio de sinais, bem como alteracdes nos tempos de relaxacdo.” Caso a
alteracdo nos deslocamentos seja problemdtica, um tampdo deve ser utilizado para
manter o pH da amostra constante.'” Também §é possivel obter a separacdo de sinais
para 4cidos ou bases ajustando-se o pH da amostra a ser analisada.'?

E importante ressaltar que apenas apés determinado o solvente ou mistura de
solventes ideal para andlise dos compostos, os parametros de aquisicdo do espectro
quantitativo e a pureza do sinal escolhido podem ser definidos. Isso porque estes fatores

estdo diretamente relacionados com o solvente escolhido.'®¢

1.3.2.2 Concentragdo de sais

As quantificacdes sdo influenciadas pela variacdo da forga idnica da solugdo,

isso porque a concentragdo de sais altera o tempo de relaxacdo e o deslocamento
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quimico. Altos valores de forca idnica dificultam a sintonia.” Para solucionar este
problema, podem ser utilizados agentes quelantes deuterados ou reduzir a forca iOnica
pela dilui¢io da amostra se possivel.”” Procedimentos adicionais de preparo de amostra

( o . = .12
também podem ser tteis para reduzir a concentragcdo de sais.

1.3.3 Parametros de Aquisicao

Para a andlise quantitativa, a escolha dos pardmetros de aquisicdo € um fator
importante para garantir que os espectros sejam reprodutiveis e ndo apresentem
distor¢des, mantendo assim a precisdo e exatiddo das integragdes, que estdo
relacionadas com concentracio de analito.'**” A seguir serdo discutidos os principais
parametros de aquisicdo que devem ser observados em uma andlise quantitativa por

RMN.

1.3.3.1 Pulso de 90°

A magnetizac¢do resultante da amostra (Mp) permanece alinhada com o campo
magnético do espectrdmetro, ou seja, em equilibrio, como indicado na Figura 6a."" Para
excitar todos os nicleos em um faixa de radiofrequéncia, atualmente os espectrometros
utilizam um pulso curto, ou seja, uma perturbacdo no equilibrio inicial através de um
pulso de radiofrequéncia. Este pulso curto aplicado estd relacionado com o angulo da

magnetizagdo resultante, como mostra a Figura 6b, caracterizando o pulso de 90°.%!

(b)

Figura 6. Magnetizacio resultante (My): (a) no eixo z, em equilibrio e (b) apés o pulso de 90°
(Adaptada de 21).

Para a obtencdo de espectros quantitativos recomenda-se que seja aplicado um
pulso de radiofrequéncia por tempo suficiente para que a magnetizacdo resultante

apresente um angulo de 90°, desta forma é obtido um espectro com o miximo de
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intensidade dos sinais. Entretanto, deve-se aguardar o completo retorno ao equilibrio
inicial da magnetizacio resultante.”’

Para determinar o pulso de 90° de uma amostra, deve-se adquirir um espectro
com um pulso curto e fase ajustada. Em seguida outros decaimentos livres de inducdo
(FIDs) devem ser adquiridos, cada um com um incremento no tempo de excitacdo da
radiofrequéncia e o tempo de espera da relaxacdo (RD) adequado. Desta forma é
possivel visualizar o aumento da intensidade dos sinais e posterior decaimento em um
nulo que corresponde a 180°. Assume-se o tempo do pulso de 90° como a metade do
valor obtido para o angulo de 180° isso porque o ultimo é melhor visualizado nessa
seqiiéncia de espectros.40

Em toda a janela espectral o pulso deve ser uniforme, além de curto para o caso
de espectros adquiridos para o nicleo de hidrogénio ('H). Espectros de niicleos como
flior (*’F) ou fésforo (*'P) possuem janelas espectrais mais amplas e podem sofrer
distor¢des em campos magnéticos mais elevados.'® O uso de pulsos mais curtos, ou
seja, angulos menores que 90° necessitam de um tempo menor para o retorno ao
equilibrio, entretanto sdo gerados FIDs com uma razdo sinal/ruido inferior.”” Para
compensar esta reducdo, é possivel diminuir o tempo de espera da relaxagdo,

melhorando a razdo sinal/ruido para o mesmo tempo de aquisicao do espectlro.41

1.3.3.2 Tempo de relaxacao longitudinal (T)

O tempo de relaxacdo corresponde ao tempo em que a magnetizagdo necessita
para retornar ao equilibrio inicial. Esse tempo é decomposto em tempo de relaxacdo
longitudinal (T;) e tempo de relaxagdo transversal (T»).* Para a aquisicao de espectros
quantitativos, os tempos de relaxacdo longitudinal dos sinais selecionados devem ser
determinados, incluindo o T; do padrao interno (PI), caso este seja utilizado. De forma
geral, o PI apresenta tempos mais longos que os tempos do analito.'® Os tempos de
relaxacdo longitudinal (T;) dos sinais podem ser obtidos através de experimentos de
inversdo-recuperacio.'®

Espectros quantitativos necessitam que seja garantido o completo retorno da
magnetizagdo resultante ao equilibrio antes do pulso seguinte. Para isso deve ser
considerada a relagdo entre o tempo de relaxagdo (T;), o completo retorno da
magnetizacdo resultante (M,) e a magnetizacdo resultante no equilibrio térmico (M)

descrita na Equacio 1.
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M. = My(1 —e /)

Equacao 1

Utilizando um pulso de 90° aproximadamente 99,3% da magnetizagdo
resultante retorna ao equilibrio apds um tempo de espera de 5T;, como indicado na
Figura 7. Apés determinado os tempos de relaxacdo (T) dos sinais de interesse, 0 maior
valor deve ser multiplicado por um valor entre 5 e 7, desta forma define-se o tempo de
espera da relaxagdo (RD).” Desta forma os espectros obtidos permitem a posterior

quantificagio dos compostos presentes evitando distor¢des nos sinais de interesse.”
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Figura 7. Aumento exponencial da razio M,/M, de acordo com o tempo de relaxacio (T;)
(Adaptado da ref. 21).

1.3.3.3 Supressao do solvente

Para diminuir a intensidade de sinais de solvente, vérias seqiiéncias de pulsos
podem ser utilizadas, como por exemplo: WATERGATE (water suppression by
gradient-tailor excitation), Pre-SAT (presaturation), WET (gradient and weak RF
pulse) ou NOESY—presatumtion.12’16

A supressdo do sinal deve ser feita com cautela, o sinal de interesse nao deve
estar préximo do sinal a ser saturado, pois a maioria dos experimentos citados causa
alguma influéncia na sua intensidade.'® Os sinais de hidrogénios que interagem com o
solvente, realizando trocas podem ser afetados pela plre’:—saturacgﬁo.43

O valor de energia do pulso utilizado para a pré-saturagdo deve ser menor que o
valor geralmente utilizado para pulsos de excitacdo, isso para ndo resultar em um

aquecimento considerdvel da amostra. Na Figura 8 podemos observar esse menor valor

de energia, mostrada na seqiiéncia de pulsos da pré-saturacdo. Experimentos de
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saturacdo que contém miltiplos pulsos devem ser evitados, pois a uniformidade da

excitacdo ndo é garantida.*

pw

RD AT

-

Figura 8. Seqiiéncia de pulsos da pré-saturacido, RD= tempo de espera da relaxacio, pw= largura
do pulso e AT = tempo de aquisiciao (Adaptado da ref. 21).

Além da saturacdo do sinal do solvente, os experimentos de pré-saturacio
podem ser utilizados para quantificacdo de analitos com diferengas de concentracio
considerdveis. Primeiramente, obtém-se um espectro para a quantificacdo do analito
majoritirio em que o ganho do receptor € definido automaticamente. Posteriormente,
saturam-se os sinais de maior intensidade deste analito majoritdrio e quantifica-se o

analito minoritdrio presente na amostra.”’

1.3.3.4 Ganho do receptor

O ganho do receptor (RG) corresponde ao grau em que estd ligado o receptor
para deteccdo do decaimento dos sinais.** O valor utilizado deve ser definido
inicialmente e mantido constante para todas as andlises de todas as amostras do mesmo
analito. Valores muito altos podem resultar em distor¢cdo da linha de base e valores
muito baixos diminuem a razdo sinal/ruido e causam perda do sinal do analito.”

Existe uma boa correlag@o linear entre o aumento da intensidade do sinal e o
aumento do valor do ganho do receptor, desta forma o valor deve ser mantido constante

para que erros na quantificacdo sejam evitados.”’

1.3.3.5 Temperatura

Alterar a temperatura no momento da aquisicio pode gerar melhorias ou
problemas no espectro. O aumento da temperatura melhora a resolucdo do espectro,
porém deve-se saber a estabilidade térmica do analito e o ponto de ebuli¢do do solvente

utilizado.'®
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Utilizar temperaturas mais altas pode deslocar o sinal de 4gua residual do
solvente (HOD) para valores menores de deslocamento quimico e pode ser uma solucdo
para a sobreposicio deste sinal com os sinais de analitos de interesse.'®

Caso sejam utilizados valores de temperatura diferentes da temperatura ambiente
deve-se manter seu valor constante, pois variacdes de temperatura afetam os tempos de
relaxagﬁo.” Além disso, gradientes de temperatura geram correntes de conveccdo que
formam gradientes de concentracdo e consequentemente distor¢gdes no campo

magnético.*®

1.3.3.6 Sinal/ruido

Na RMN, os sinais obtidos devido ao ruido acumulam de forma mais lenta que
os sinais oriundos dos hidrogénios presentes na molécula.’® Sendo assim o ruido é
inevitdvel e a adi¢do de transientes ¢ uma forma de melhorar a razdo sinal/ruido do
espectro, a adi¢do infinita de transientes em tese levaria o ruido tender a zero."?

Para obter integracdes precisas, a razdo sinal/ruido (S/R) deve ser observada.
Caso seja utilizado o nicleo de 'H a razdo deve ser maior que 250:1, assim garantem-se
andlises com desvios-padrées menores que 1%.'° Deve-se escolher preferencialmente
um singleto para as quantificagdes porque a razdo sinal/ruido € maior para esta
multiplicidade, um multipleto terd um valor menor de razio S/R mesmo que
corresponda a0 mesmo nimero de hidrogénios e consequentemente tenha a mesma édrea
que um singleto.24

Como citado anteriormente, o aumento do nimero de transientes (NS) melhora a
razdo S/R de um espectro. Caso seja obtido um espectro de hidrogénio com S/R de
130:1 e NS =4, deve-se aumentar o nimero de transientes de forma que dobre o valor
da razdo S/R. Para isso o nimero de transientes deve ser quadruplicado, pois o sinal

aumenta com o nimero total de transientes (NS) e o ruido aumenta VNS, 32!

1.3.4 Processamento dos espectros

Fatores que alteram a precisdo na integracdo de dreas e consequentemente a
quantificacdo de um analito devem ser observados. As correcdes de fase, linha de base,
o intervalo de integracdo e as funcdes janelas utilizadas devem ser considerados e

otimizados para garantir a precisdo das quantificac;ées.w’25
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Adicionar zeros ao final do decaimento livre de inducdo (FID) melhora a
resolugdo digital do espectro, geralmente recomenda-se dobrar o valor dos pontos
utilizados para obter o espectro e ndo mais que este valor.'>** As diferencas podem ser
visualizadas no espectro sem adi¢do de zeros, Figura 9a, e no espectro com adi¢do de
zeros duplicando o niimero de pontos, Figura 9b.”” Caso o FID tenha decaido até
préximo de zero, aumentar o tempo de aquisicdo (AT) resultaria apenas em acimulo de
ruido. Desta forma, adicionar zeros contribui para reduzir o tempo de aquisi¢do, pois a

adicio pode ser feita ap6s o término da andlise.™

X2

Figura 9. Efeito da adicdo de zeros ao final do FID, (a) sem adicdo e (b) nmimero de pontos
duplicado pela adicao de zeros (Adaptado de 21).

Da mesma forma que a adi¢do de zeros, a predicdo linear e as func¢des janela sdo
aplicadas no FID, ou seja, antes da transformada de Fourier. A predicdo linear tem
como objetivo alterar partes danificadas do FID. Caso o interesse seja fazer
quantificagdes, os primeiro pontos dos dados s@o reconstruidos. Este processamento de
dados fundamenta-se no fato de que cada ponto pode ser expresso pela combinagdo de
pontos anteriores.”’

Existem vérias op¢Oes de funcdes matemadticas que podem ser aplicadas ao FID
da amostra antes da transformada de Fourier (FT). Essas funcdes, também chamadas
funcdes janela podem melhorar o espectlro.12 A primeira parte do FID é onde se
encontra a informacdo dos picos do espectro. Multiplicar o FID por uma fungdo
exponencial negativa (line broadening) nesta parte implica em melhorar a razio
sinal/ruido.***® Entretanto, a utilizacio de altos valores para line broadening alarga os
picos dificultando a integracio para o caso de picos muito préximos.'® Recomenda-se
para o processamento de espectros com fins quantitativos que os FIDs sejam
multiplicados por valores de line broadening de 0,3 a 1,0 Hz.*

Depois de aplicada a transformada de Fourier deve-se considerar as correcdes de
fase e linha de base, bem como a drea integrada do sinal selecionado. As corre¢des de
fase e de linha de base sdo importantes para obter um formato de linha adequado e os

artefatos presentes no espectro podem ser as maiores fontes de erros para andlises
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quantitativas.lz’16 As integragdes sofrerdo minimas distor¢des com o ajuste cuidadoso da
fase, e os resultados serdo mais 1rep1r0dut1’veis.45

O correto ajuste da linha de base melhora o espectro, bem como a precisdo da
integracdo dos picos de interesse que sdo mais sensiveis a esse tipo de falta de ajuste.12
Pequenos desvios na linha de base resultam em problemas na qualidade dos
resultados.”> Com relacdo a faixa de integra¢do do pico, geralmente o valor utilizado é
obtido apds multiplicar a largura do pico a meia altura por um valor arbitrario. Alguns
autores recomendam 64 vezes essa largura, outros indicam 20 vezes para ambos os

lados e ainda hd outros que indicam entre 20 e 30 vezes.'>**’

1.3.5 Quantificacao

Para quantificar um farmaco por RMNq € necessdrio avaliar os sinais do analito
que podem ser utilizados para este fim. O sinal do analito deve estar bem separado de
outros sinais oriundos de outros componentes presentes no fdrmaco como citado
anteriormente e o hidrogénio escolhido ndo deve ser labil. %

As dreas (I) dos sinais selecionados s@o proporcionais ao nimero de ndcleos (N)
que originam o sinal e com os dados de drea é possivel avaliar o analito

quantitativamente. Essa relagdo entre drea e nucleos é representada pela Equacdo 2,

onde cg € a constante do espectrémetro.13 16
I = Cs . N
Equacio 2

A razdo molar de uma mistura de componentes pode ser determinada utilizando-
se a drea integrada dos sinais selecionados. No caso de uma mistura bindria de
componentes X e Y, os sinais selecionados devem estar bem separados para a
determinacdo e o nimero de nicleos referentes a esses sinais deve ser conhecida. Desta
forma relaciona-se o nimero de mols de X e Y, n, € ny respectivamente, como mostrado
na Equacdo 3 ap6s rearranjo da Equacdo 2."%%
N I N
ny N

y X

Equacio 3

Com a equacdo descrita acima € possivel obter as razdes dos componentes de

interesse. Porém para determinar a quantidade absoluta de um analito (X) presente em
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uma amostra, adiciona-se uma quantidade conhecida de um padrao interno, obedecendo
a mesma regra de sinais descrito para o caso de misturas. Mantendo-se essa exigéncia,
conhecendo a massa molecular do analito (Mx) e do padrao interno (Mgy) € a massa
gravimétrica (W) de ambos ¢é possivel utilizar a Equagdo 4 para determinar a
concentracdo absoluta do analito (Px) sabendo a concentragdo do padrdo (Psyg). Caso a
massa molecular do analito seja desconhecida, € possivel utilizar o método de adigdo de
padrio para obter resultados quantitativos absolutos."?

p_ x Notg My Weyq
*T lsg Nx Mgg Wy = 51

Equacao 4

Ao optar pelo uso de um padrdo interno (PI), a sua concentracio deve ser
ajustada de forma que as alturas do padrdo e do analito sejam compardveis. Para evitar
contaminacdes do analito é possivel utilizar um padrio externo (PE) em tubos capilares
coaxiais pré-calibrados. 1o

Na escolha do padrdo interno algumas propriedades devem ser consideradas,
dentre elas: o PI deve ser completamente solivel no solvente escolhido, ndo deve
interagir/reagir com o analito, o tempo de relaxa¢do longitudinal (T;) e a massa
molecular devem ser compardveis a do analito. O PI também deve conter outras
propriedades ja citadas como ideais nos primeiros estudos de RMNq, além de ndo ser
higroscdpico ou volatil."®

As dreas integradas dos sinais selecionados ndo podem conter sinais referentes a
outros compostos, bandas laterais de rotacio ou satélites de '*C. Para garantir a pureza
do sinal selecionado, experimentos bidimensionais, como COSY, sdo suficientes para
indicar tal pureza.13 As bandas laterais de rotacdo podem interferir na integra¢do dos
sinais, € podem ser eliminadas quando os espectros sdo obtidos sem rotagdo da
amostra.'® Estes sinais aparecem como multiplos da velocidade de rotacdo utilizada para
girar o tubo de RMN, geralmente ndo mais que dois pares de sinais sdo visiveis em cada
lado do sinal principal.*® Em alguns casos tais sinais, considerados artefatos, podem ter
alturas compardveis a sinais referentes aos componentes em baixa concentragﬁo.46

As bandas de satélites °C originam-se de acoplamentos de hidrogénios ligados a
atomos de carbono. Estes correspondem a 0,55% da édrea do préton correspondente e
suas dreas podem ser subtraidas das dreas dos picos de interesse ou modelos de

calibracdo solucionam o problema.24 Outra forma de eliminar os satélites de '°C é pela
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irradiacdo no centro da faixa do carbono, entre 100~110 ppm, durante o periodo de
aquisicio do espectro de RMN de 'H.*

Além das formas de quantificacdo citadas acima, que envolvem o uso de um
padrdo interno ou externo, é possivel quantificar por RMN construindo uma curva de
calibracdo externa. A curva é construida utilizando a drea do sinal escolhido e a
concentracdo do analito. Utilizando a equacdo obtida pela regressdo da curva é possivel
determinar a concentracdo desconhecida do analito em amostras reais. Caso a matriz da
amostra seja muito complexa, ndo é possivel utilizar a curva de calibracdo externa.
Assim recomenda-se a adicdo de padrio para estes casos. Neste método a amostra ¢
dopada gradualmente com quantidades conhecidas de analito e a concentracao inicial é

: ~ Lo 48
determinada por extrapolacdo da curva analitica.

1.3.6 Analise de variancia

A partir de dados obtidos em triplicata para uma curva analitica é possivel fazer
uma andlise de varidncia (ANOVA). Neste tipo de andlise assume-se que os erros
ocorrem somente em Y. Desta forma a varidncia total pode ser dividida em: variincia
devido a regressao ou modelo e varidncia devido aos residuos. Por sua vez, os residuos
podem ser divididos em duas partes: uma com origem nos erros aleatérios (Erro Puro) e
outra oriunda da falta de ajuste do modelo (Falta de Ajuste). Com as Somas Quadréticas
de cada fonte de variacdo e seus respectivos graus de liberdade, calcula-se a Média

Quadrética e completa-se a tabela de ANOVA, utilizando as férmulas da Tabela 1.9

Tabela 1. ; Férmulas utilizadas nos calculos da tabela de ANOVA, onde Y=média global, Y;=média
do nivel, Y;=valor estimado, Y;;=valor experimental, p=niimero de pariametros do modelo,
n=ndmero de replicatas no total e m=nimero de niveis.

Soma Quadratica Graus de
Variacao Média Quadratica (MQ)
(SQ) liberdade (g.l.)

Regressio SQr = Z(SAG -Y) p-1 MQg = SQr/p-1
Residuos SQr=>(Y; - 'A% n—-p MQ; = SQ,/n—p
Falta de AN

. SQryj =2 (Yi—Y)) m-—p MQE,; = SQr,j/m—p
Ajuste
Erro Puro SQer =Y (Yii— Y))° n-m MQkgp = SQgp/n—m
Total SQr=Y(Y;-Y) n—1 -
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Ap6s a calcular as média quadraticas da tabela de ANOVA, espera-se que a
maior parte da varidncia total seja explicada pela regressdo utilizada. Quanto ao restante
da varidncia, essa deve ser atribuida a erros, sejam eles sisteméticos ou aleatdrios. Ao
desenvolver novos métodos, geralmente deseja-se que os valores de resposta (y) se
correlacionem linearmente com os valores de concentracdo do analito (x). Para isso,
testa-se a evidéncia de uma relagdo linear entre as varidveis aplicando um teste F que
utiliza as Médias Quadréticas de Regressao (MQg) e de Residuos (MQ;), como indicado

na Equacdo 5.%

MQgr

Feal = —, 2

cal M Qr
Equacao 5

O valor calculado, F.,, pode entdo ser comparado com o valor de F,. Sendo
que este dltimo € obtido em uma tabela utilizando os valores de graus de liberdade da
MQr e MQ,, respectivamente. Porém o teste F s6 € vélido quando os residuos nio
apresentam anormalidades, como mostra a Figura 10. O gréfico de residuos pode: (a)
ser aleatério, (b) mostrar que residuos aumentam com o aumento de Y indicando dados
heterosceddsticos, (c) evidenciar tendéncias na distribui¢cdo dos pontos indicando que o

modelo atual ndo é adequado e (d) auxiliar na identifica¢do de valores discrepantes.
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Figura 10. Exemplos de graficos de residuos: y., é o valor medido experimentalmente e y. é o
valor estimado (Adaptado da ref. 50).

Similarmente ao teste de F aplicado para a MQr e a MQ,, podemos aplicar
novamente o teste F para as médias quadréticas da Falta de Ajuste e do Erro Puro para
avaliar o ajuste do modelo aos dados com a Equagdo 6. A MQg,; pode ter seu valor

reduzido com a melhora do modelo, 0 mesmo nio acontece para a MQgp.*
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I:cal = —LM QFaI
MQgp

Equacio 6

Através dos dados obtidos em triplicata e utilizados para calcular as somas e
médias quadréticas da tabela de ANOVA ¢€ possivel calcular outros dados importantes
para validag@o e aplicacdo do método desenvolvido. A inclinagcdo e o intercepto, bem

como seus intervalos de confianga sdo calculados a partir das Equacdo 7-10.%

by 2 - IY-T) o1 = __YMQ:
T(Xi- Xy VI - Y)Y
Equacao 7 Equacio 9
bo=Y -1 X

spo =VMQ:

Equacio 8

Equacao 10

1.3.7 Validacao

Para validar um novo método € necessario avaliar vdrias figuras de mérito, como
especificidade, seletividade, robustez, exatiddo, precisdo, linearidade, limites de
detec¢do e quantificagdo. Algumas dessas figuras de mérito sdo determinadas em ordem
diferente do convencional para a RMNg, outras sdo definidas em equacgdes similares a
equacdes utilizadas por outras técnicas e hd ainda aquelas cuja determinagio ¢é
questiondvel.

Segundo a ICH, um método é considerado seletivo quando € possivel determinar
o analito na presenca de outros componentes sem sofrer interferéncias e, é considerado
especifico quando é capaz de determinar o mesmo analito na presenca de impurezas
como produtos de degradacdo. Diferentemente de outras técnicas, a RMN(q requer que a
especificidade e seletividade sejam definidas antes do inicio das andlises quantitativas.zg
No caso, a avaliacdo da pureza do sinal escolhido como descrito anteriormente.

Inserindo pequenas modificagdes no preparo de amostra ou nos pardmetros de
aquisicdo, os resultados obtidos devem ser similares aos dados obtidos sem as
modificacdes. Desta forma avalia-se a robustez de um método, ou seja, sua capacidade
de manter o resultado inalterado mesmo apds modificacdes pequenas, porém

consideréveis.?
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Com a andlise de precisdo do método, podemos indicar a reprodutibilidade dos
resultados através da concordancia entre eles. Ja a exatiddo € definida como o quédo
préximo o resultado experimental médio (xy,) estd do valor tomado como verdadeiro
(xy). Para testar a precisdo e a exatiddo do método desenvolvido por RMNq pode-se
utilizar as recomendacdes descritas na literatura, como coeficientes de variagdo menores
que 5% para precisdo utilizando a Equagao 11 Atualmente os espectrometros de
RMN s@o muito estdveis e é possivel obter dreas reprodutiveis com variacdes menores
que 1% para amostras estdveis seladas em tubos de RMN.* A exatiddo do método pode

ser obtida em termos de erro relativo em porcentagem, através da Equagdo 12.%

CV=-2-100% EF%mO%
Equacio 11 Equacao 12

Quando observados os parametros de aquisi¢do e processamento de dados, a
RMNq ¢é uma técnica linear por natureza. Sua linearidade estd relacionada com a
habilidade do método em relacionar a concentracdo do analito com a drea integrada de
forma linear. Entretanto, é necessdrio que a linearidade da curva analitica obtida por
RMN(q seja verificada semestralmente.”

Apesar da RMNq se basear na quantificacdo de componentes majoritdrios, 0s
limites de detec¢dao (LOD) e de quantificagdo (LOQ) sdo determinados para que seja
possivel quantificar componentes em niveis traco nas amostras quando necessario.”
Ambos os limites citados dependem do campo magnético do espectrdmetro utilizado
para as quantificagdes, da razdo sinal/ruido, da complexidade do espectro e da largura
dos picos.”

Devido ao formato Lorentzianos dos sinais nos espectros de RMN, os limites
LOD e LOQ ndo podem ser definidos através da razdo S/R. Apds a construgdo de uma
curva analitica é possivel expressar ambos os limites em termos de desvio-padrio (o) e
inclinacdo da curva (S), como mostra a Equacdo 13 para LOD e para o LOQ substitui-se

o valor de 3.3 por 10 como indica a Equagdo 14>

LOD:B.B% LOQ:IO%
Equacao 13 Equacao 14
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Esse trabalho tem como objetivo desenvolver um método de quantificagdo de
furosemida em formulag¢Ges farmacéuticas na presenga de seus excipientes e quaisquer
outras impurezas que estiverem contidas nos medicamentos adquiridos no comércio

local, utilizando-se a técnica de Ressonincia Magnética Nuclear.

2.2 Objetivos especificos

- Obter parametros de aquisicdo a serem utilizados em método de quantificagdo
de furosemida, utilizando-se a técnica de RMN.

- Construir uma curva analitica com padrio externo.

- Avaliar as figuras de mérito.

- Comparar os resultados obtidos pelo método descrito na Farmacopéia
Brasileira e por Ressondncia Magnética Nuclear quantitativa.

- Quantificar furosemida em amostras reais de farmacos.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLVENTES

Foram utilizados hidréxido de sédio em lentilhas (NaOH) com pureza de 97 %,
acetato de sédio (NaAcO.3H,0) com pureza de 99%, ambos os reagentes sdo da marca
VETEC. Para o preparo das solu¢des aquosas foi utilizada dgua destilada e deionizada.
No preparo de amostra para robustez foi utilizado acetona grau espectroscopico com
pureza de 99,8% da marca MERCK e dimetilsulféxido com pureza 99,9% da marca
Synth. Os solventes deuterados utilizados no preparo de amostra, D,O, acetona-ds e
dimetilsulf6xido-ds, possuiam 99,9% de deutério da marca CIL (Cambridge Isotope

Laboratories, Inc.).

3.2 INSTRUMENTACAO

No preparo das amostras foram utilizados: uma balanca analitica com quatro
casas decimais da Celtac Mod. FA2104N, uma centrifuga da Celm Mod. LS-3PLUS,
uma micropipeta de volume varidvel (10-100 pL) da Digipet, um rotaevaporador da
Marconi modelo MA120 e uma bomba de vacuo da Quimis modelo Q214M2.

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um espectrometro Varian,
modelo Mercury Plus 300 MHz, com tubos de RMN da Norell de 5 mm. Os espectros

de UV foram obtidos em um espectrofotdmetro Varian, modelo Cary 50 Conc.

3.3 PREPARO DE AMOSTRA

Virios preparos de amostra foram testados visando ndo comprometer a andlise
de RMN da furosemida devido a sua sensibilidade a luz, temperatura e atmosfera. O
preparo de amostra 1, consistia em pesar e macerar 5 comprimidos, cada um contendo
40 mg de furosemida. Todo o p6 obtido da maceragcdo foi pesado e dissolvido em
aproximadamente 20 mL de acetona. A solug¢do preparada foi filtrada a viacuo e o
filtrado recolhido. Em seguida a solugdo filtrada foi transferida para um baldo com
auxilio de 20 mL de acetona e evaporou-se o solvente em um rotaevaporador a 45°C. O

sOlido obtido foi utilizado para andlise por RMN, adicionando-se 0,6 mL de acetona
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deuterada. Os mesmos procedimentos descritos para o medicamento foram repetidos
para a furosemida pura, desta forma determinou-se a ocorréncia de degradacdo da
furosemida devido ao preparo de amostra.

No preparo de amostra 2, um comprimido do medicamento foi pesado e em
seguida macerado. Pesou-se uma quantidade de sélido de forma que o preparo final
continha 10 mg de furosemida. As amostras foram solubilizadas na menor quantidade
de acetona deuterada e em seguida filtradas com o auxilio de um filtro de seringa.
Novamente o mesmo procedimento foi feito para a furosemida pura a fim de determinar
o grau de degradacgdo devido ao preparo de amostra utilizado.

O preparo de amostra 3 incluiu a mistura de solvente ndo-deuterado e solvente
deuterado. Foram pesados, antes e depois de macerados, 3 comprimidos de um
medicamento contendo 40 mg de furosemida. Os comprimidos macerados foram
solubilizados em acetona e a mistura obtida filtrada diretamente para um baldo
volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado posteriormente com acetona. Para
andlise foi retirada uma aliquota de 0,5 mL da solu¢do preparada e transferida para um
tubo de RMN contendo 0,1 mL de acetona deuterada. O mesmo procedimento foi
repetido utilizando uma solucdo de NaOH a 0,1 mol L' como solvente e dgua
deuterada.

Para o preparo de amostra 4 foram considerados os resultados obtidos para o
preparo de amostra 3 e o procedimento descrito na literatura para formulagdes
farmacéuticas.” Um comprimido contendo 40 mg de furosemida foi pesado e
posteriormente macerado. O pé obtido foi pesado e adicionado uma aliquota de 0,2 mL
de uma solu¢do aquosa de NaOH a 1 mol L', A mistura foi homogeneizada e
centrifugada, uma aliquota de 50 pL foi retirada para posterior dilui¢do com &dgua
deuterada em um tubo de RMN completando o volume para 0,6 mL.

No preparo de amostra 5 foram considerados o procedimento descrito acima e as
modificagdes necessdrias para analisar as formulacdes farmacéuticas. O procedimento
consistia em pesar a furosemida pura nas quantidades necessdrias para construcio da
curva analitica e para validagdo do método sem tratamento prévio. O medicamento
contendo furosemida foi pesado antes de macerado e posteriormente para andlise do
equivalente a 13,3 mg. Em seguida adicionou-se a mistura de solventes descrita na
Tabela 2 para a furosemida pura e para as formulagdes farmacéuticas testadas. Para as
massas de furosemida pura, a mistura foi homogeneizada por simples agitagdo e o

volume total transferido para tubos de RMN. As formula¢des farmacéuticas foram
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agitadas vigorosamente e em seguida centrifugadas por 2 minutos a 3000 rpm. Uma
aliquota de 600 pL foi retirada do sobrenadante para posterior andlise do farmaco na

presenca de excipientes soliveis na mistura de solventes.

Tabela 2. Aliquotas dos solventes utilizados no preparo de amostra 5. NaA cO = acetato de sodio.

Solventes Furosemida pura | Formulagdes farmacéuticas
D,0O com DSS 540 puL 720 pL.
NaOH a 1 mol L™ 50 pL 67 pL
NaAcO a 0,74 mol L 10 uL 13 uL

Para comparacdo dos resultados obtidos para formulagdes farmacéuticas em
RMNq, também foram preparados amostras com base na descricdo da FB 5. Foram
pesados 2 comprimidos e posteriormente macerados, do pé formado foram pesados o
equivalente a 20 mg de furosemida na formulacdo farmac€utica. Apds a adicdo de
30 mL de NaOH 0,1 mol L', a mistura foi mantida sob agitacdo por 10 minutos. Em
seguida, a mistura de 30 mL foi transferida para um baldo de 50 mL e teve seu volume
completado. Apdés homogeneizacdo da solucdo, contendo componentes nao
solubilizados, a solucio foi filtrada. Do filtrado foi retirado uma aliquota de 0,5 mL e
diluido em um baldo de 25 mL com NaOH 0,1 mol L. As mesmas diluicdes foram
preparadas utilizando 20 mg de furosemida pura, para comparar as absorbancias
medidas em 271 nm em um espectrofotdmetro de UV. Utilizou-se como branco, a

solu¢@o aquosa de NaOH 0,1 mol L' preparada para fazer as dilui¢cdes das solugdes.

3.4 DEFINICAO DE PARAMETROS DE AQUISICAO

Os tempos de relaxacdo longitudinal (T;) da furosemida foram determinados
pelo experimento de inversdo-recuperacdo. Neste experimento a magnetizacdo
resultante sofre a perturbacdo de dois pulsos: um correspondendo ao adngulo de 180° e
outro de 90°. O tempo entre estes dois pulsos (1) aumenta gradativamente, e quando este
valor € muito longo (1, > 5T;) obtém-se espectros com o maximo de intensidade do
sinal. Através de algoritmos disponiveis no software do espectrometro e das
intensidades dos sinais apds cada ciclo de pulsos sdo determinados os tempos de
relaxacdo (T1) pelo ajuste a Equacdo 15, fornecendo uma tabela com os deslocamentos

quimicos dos sinais, suas intensidades e o T em segundos.21
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Mf = M()(l — 2677/T1)
Equacao 15

O valor do tempo de espera da relaxacdo (RD) foi definido com relacdo ao
tempo de relaxag@o longitudinal mais longo e os sinais de interesse. Apds definido o
sinal da furosemida que apresenta o tempo de relaxa¢@o longitudinal (T) mais longo,
definiu-se o valor de RD igual a 5.T}, ou seja cinco vezes o valor do T mais longo.zg

O tempo do pulso de 90° para a amostra foi determinado de acordo com os
procedimentos descritos anteriormente; pela sequéncia de espectros com diferentes
valores de tempo de pu1s0.40 Este parametro foi determinado apds a obtencdo dos
tempos de relaxacdo (T;) dos sinais, para que fosse utilizado o tempo de espera da
relaxacdo (RD) apropriado.

O valor utilizado no ganho do receptor (RG) € definido a partir da concentracio
mais elevada preparada para a curva analitica. O espectro de hidrogénio da furosemida é
obtido com o ganho do receptor em automadtico para definir o valor que serd utilizado
para todas as outras aquisi¢des de amostras em concentragdes inferiores.

O niimero de transientes (NS) € definido com relagdo a razdo sinal/ruido e o
tempo total de aquisicdo do espectro. A razdo sinal/ruido deve estar acima de 250:1,
como descrito na literatura. Um ndmero de transientes elevado pode ocasionar em um
tempo de aquisicdo muito longo quando comparado a melhora obtida na razdo

sinal/ruido.
3.5 AVALIACAO DAS FIGURAS DE MERITO

A faixa de concentracdo da curva analitica foi determinada pela menor massa de
furosemida utilizada para preparar a solu¢do final que apresenta no espectro um valor da
razdo sinal/ruido acima de 250:1 e pela maior massa completamente solivel no solvente
escolhido. Considerando a literatura, a curva analitica foi obtida de forma a conter no
minimo 5 pontos igualmente espagados e obtidos em tlriplicata.16

As figuras de mérito da validagdo, seletividade e especificidade, foram testadas
antes do desenvolvimento do método através da aquisi¢io de espectros de RMN de 'H e
'H-'H COSY da furosemida pura e das formulacdes farmacéuticas. A robustez foi
avaliada pela substituicdo da solucido aquosa de NaOH 0,1 mol L" com D,O e H,0 por

acetona e dimetilsulfé6xido deuterados. As solucdes padrdo de furosemida foram
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preparadas em triplicata para cada solvente e a proporcdo de solvente deuterado e nio
deuterado foi mantida. As soluc¢des padrdo de exatiddo e precisdo foram preparadas
seguindo a recomendagio da literatura.”’ Os limites de detec¢do e quantificacio foram
determinados considerando os célculos descritos na literatura, ou seja, com base no
desvio padrio e na inclinag¢@o da curva analitica.”

O método desenvolvido foi testado na determinagdo da quantidade de
furosemida em medicamentos de cinco marcas diferentes. Os espectros das formulagdes
farmacéuticas foram obtidos utilizando os mesmos parametros determinados para as
solugdes padrdes da curva analitica e das amostras de validag@o. Os resultados obtidos
por RMNq e pelo método oficial, descrito na Farmacopéia Brasileira, para os

medicamentos foram comparados. 17

3.6 PROCESSAMENTO E TRATAMENTO DOS DADOS

Para o processamento dos espectros de RMN de 'H, optou-se por realizar a
transformada de Fourier, o ajuste de fase e linha de base e a integracdo utilizando o
software Mestre-C, outros processamentos como fungdes matemadticas também foram
consideradas caso necessdrias. O valor de drea obtido através deste software foi
utilizado na construcdo da curva analitica, bem como as andlises seguintes pertinentes a
validacdo e aplicacio do método. Os espectros bidimensionais foram processados
utilizando o software ACD/NMR Processor Academic Edition. A andlise das dreas
obtidas através dos espectros quantitativos em cada etapa incluiu a utilizacdo de
planilhas de Excel. Desta forma, além da curva analitica, foram obtidos os erros, limites
de confianca e teste F relacionados aos resultados, bem como a andlise de varidncia
(ANOVA). Os resultados obtidos apds as andlises das solucdes de validagao e aplicacdo

também foram tratados com auxilio das planilhas de Excel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATRIBUICAO DE SINAIS

O espectro de RMN de 'H da furosemida pura foi obtido e seus sinais foram
atribuidos como mostra a Figura 11 e Tabela 3. Os hidrogénios de anéis aromdticos ou
heteroaromaticos encontram-se entre 6 € 9 ppm segundo a literatura.” Isso corresponde
a todos os hidrogénios da furosemida com exce¢do dos hidrogénios de nimeros 4, 5, 8 e
9. Sabe-se que os hidrogénios do anel aromdtico 6 e 7 ndo acoplam com nenhum
hidrogénio e por este motivo geram simpletos, observados em 6,94 e 8,34 ppm,

respectivamente.

Solv.

DSS

J | Jﬁ I Jd i JU\ .

[0 LT [ &3 &5 [ & &6 [ k% & [ L& r [ & & & 6 & 5 &0 [ L0 ] &3 & L] d
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0

ppm (t1)

Figura 11. Espectro da furosemida pura em D,O e NaOH 0,1 mol.L"”, acompanhada da sua
estrutura molecular com hidrogénios numerados para indicacdo no espectro. O DSS indica a
referéncia da escala em 0,0 ppm. Solv. = sinal do solvente saturado.

Tabela 3. Resumo dos dados obtidos para atribuicio de sinais da furosemida.

Numero | 6 (ppm) | J (Hz) | Integracdo Multiplicidade
1 746 |0,6el8 1 Dupleto de dupleto
2 6,40 | 1,8e3,1 1 Dupleto de dupleto
3 6,34 | 0,6e3,1 1 Dupleto de dupleto
4 4,43 - 2 Simpleto
5 8,77 - ~0,1 Tripleto
6 6,94 - 1 Simpleto
7 8,34 - 1 Simpleto
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Os outros sinais entre 6 e 9 ppm que geram multiplicidades diferentes de
simpletos e podem ser atribuidos aos hidrogénios do grupo furano. Na literatura é
possivel encontrar uma tabela que indica os valores das constantes de acoplamento do

anel furano como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Constantes de acoplamento do anel furano (Adaptado da ref. 55).

Tipo J (Hz) J tipico
3 2 J1-2) 13-20 1.8
) 1 J(2-3) 3,1-38 3.6

O J1-3) 00-10 ~0

Tendo como base os valores de J indicados na Tabela 4, foram avaliadas as
constantes de acoplamento obtidas e os sinais dos hidrogénios do grupo furano foram
atribuidos. Comparando os valores das constantes de acoplamento obtidas para a
furosemida pura na Tabela 3 e as faixas apresentadas na Tabela 4 € possivel indicar os
hidrogénios do grupo furano.

O hidrogénio de nimero 5 deveria aparecer no espectro como um tripleto e
integral referente a um hidrogénio. Entretanto, devido a mistura de solventes utilizada
para andlise da furosemida, a labilidade desse préton e a sequéncia de pulsos Pre-Sat, o
sinal foi detectado com uma intensidade muito baixa. O hidrogénio 8 e 9 também ndo
sdo visualizados no espectro obtido. Estes hidrogénios sdo ldbeis e sofrem com a troca
do hidrogénio por deutério, assim seus sinais se apresentam com intensidade muito
reduzida e outras vezes nao podem ser visualizados, como descrito na literatura.®

Para complementar a atribui¢do de sinais e confirmar os acoplamentos do anel
furano foi obtido um espectro de 'H-'H COSY da mesma amostra utilizada para
atribuicdo de sinais da furosemida pura que estd apresentado na Figura 12. Neste
espectro bidimensional, fica evidente que o simpleto em 4,4 ppm é corretamente
indicado como hidrogénio 4, pois este sinal mostra um acoplamento com o tripleto de
baixa intensidade atribuido ao hidrogénio 5. Também ¢é possivel visualizar o
acoplamento dos hidrogénios do grupo furano e a auséncia de acoplamentos dos

hidrogénios 6 e 7, confirmando a atribuicio de sinais indicada previamente.

42




A
-

o
w
F1 Chemical Shift (ppm)

(RN RN R NN R N N N R R R RN N R RN NN R N N R RN R IR R NN RER ]
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 12. Espectro bidimensional "H-'"H COSY da furosemida pura em D,O e NaOH 0,1 mol L.

4.2 PREPARO DE AMOSTRA E PUREZA DE SINAIS

Para que sejam obtidos bons espectros de RMN em solug@o € necessdrio que o
analito de interesse esteja completamente dissolvido no solvente escolhido. No caso da
furosemida, a literatura afirma que esta é muito solivel em dimetilformamida, acetona e
solugdes aquosas de hidréxido de metais alcalinos.” Essas informacdes foram
consideradas para o desenvolvimento dos preparos de amostra 1-5 para quantificacdo da
furosemida, com os resultados descritos a seguir.

O preparo de amostra 1 se mostrou problemdtico, pois, apds os procedimentos, a
furosemida ndo solubilizou completamente na acetona deuterada. Na Figura 13

encontra-se o espectro de RMN referente a este primeiro preparo de amostra, onde é
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possivel constatar que parte dos 20 mg de furosemida pura foi degradado, pois vérios

novos sinais podem ser visualizados em: 6,9; 3,8; 3,7; 2,5 e 1,2 ppm.

. L JI\L l L \ v

| LN L N N B S S D N B N B S L B S B N N B B ) N B S B Y N S S B S NN B S S I B B

8.0 7.0 8.0 50 40 3.0 2.0 1.0 0.0

ppm {f1})

Figura 13. Espectros de RMN de 'H: furosemida pura (azul) e furosemida apés o preparo de
amostra 1 (verde), ambos em acetona-ds.

Ao testar o preparo de amostra 2, o filtro de seringa apresentou mudanga nas
caracteristicas fisicas, o objeto transparente se tornou opaco e camadas do filtro se
desprenderam do mesmo. Assim foi constatada a incompatibilidade do filtro com o
solvente proposto. Por este motivo, o preparo de amostra 2 foi descartado para os testes
seguintes com a formulag@o farmacéutica e a furosemida pura.

Considerando os resultados obtidos com os preparos de amostra 1 e 2, foram

propostos os preparos de amostra 3-5 que estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5. Aliquotas dos solventes utilizados nos preparos de amostra 3-5 das formulacoes
farmacéuticas.

Preparo de Amostra Solventes comuns Solventes deuterados
0,5 mL de acetona 0,1 mL de acetona-ds

: 0,5 mL de NaOH 0,1 mol L' 0,1 mL de D,O

A 50 uL de NaOH 1 mol L™ 540 uLL de D;0

10 uL de NaAcO 0,74 mol L™

13 uL de NaAcO 0,74 mol L™
5 1 720 uL de D,O
67 uLL. de NaOH 1 mol L
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Devido a baixa solubilidade da furosemida em dgua, algumas adaptagdes foram
necessdrias para andlises de RMN em solug@o. A presenga de solvente ndo-deuterado
nos preparos de amostra 3 a 5 resultou na escolha de uma sequéncia de pulsos em que o
sinal intenso da 4gua seria reduzido por saturagdo (Pre-Sat). Os resultados do preparo de
amostra 3 indicaram que, apds os procedimentos, ndo houve degradacdo do farmaco nas
amostras de furosemida pura e do medicamento. Entretanto, o espectro obtido
apresentou uma baixa razdo sinal/ruido, aproximadamente 40:1. Para aumentar este
valor de S/R, optou-se por utilizar uma quantidade menor de solvente ndo-deuterado na
nova proposta de preparo de amostra, como demonstrado na Tabela 5.

Considerando a quantidade de solventes deuterados disponiveis, optou-se por
testar somente D,O contendo DSS, referéncia da escala (0,0 ppm), como descrito pelo
preparo de amostra 4. Os espectros obtidos das formulagdes farmac€uticas foram
comparados com os espectros obtidos da furosemida pura, afinal ambas as amostras
deveriam conter aproximadamente 10 mg de furosemida. Entretanto as intensidades dos
sinais se mostraram muito diferentes, o espectro da formulagdo farmacéutica indicou,
através de cdlculos posteriores, que havia apenas metade da quantidade esperada, ou
seja, 5 mg de furosemida. Acredita-se que ndo foi possivel solubilizar completamente a
quantidade de furosemida presente no firmaco com o preparo de amostra 4.

Por este motivo, optou-se por desenvolver o preparo de amostra 5. As mudangas
nos procedimentos visavam garantir a solubilizacdo completa da furosemida presente na
formulacdo farmacéutica. A aliquota retirada da mistura homogeneizada e
posteriormente centrifugada continha a propor¢do de solu¢do aquosa de NaOH e D,O
similar a quantidade do preparo de amostra 4. Quando comparado os preparos de
amostra 3 e 5, o ultimo apresentou uma melhora considerdvel no valor da razio
sinal/ruido e solubilizacdo completa da furosemida, sendo escolhido como preparo de
amostra definitivo para constru¢do da curva analitica, validacdo do método e andlise de
furosemida em formulacdes farmacéuticas.

Como citado anteriormente, a seletividade e especificidade sdo figuras de mérito
avaliadas durante a validacio de um método. Porém, para a RMNq é importante
primeiramente garantir a pureza do sinal que serd utilizado para quantificacdo do
analito, para posteriormente seguir o desenvolvimento do método.

Neste sentido, uma amostra da formulagdo farmacéutica foi preparada e o

espectro obtido nas mesmas condi¢des da furosemida pura. Na Figura 14 é possivel
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visualizar os espectros obtidos da furosemida pura em azul e da formulacdo
farmacéutica em verde. Os excipientes presentes no medicamento e soliveis na solu¢do
utilizada encontram-se principalmente em valores de deslocamento quimico abaixo de
6 ppm. O simpleto atribuido ao hidrogénio 4 da furosemida foi descartado para a
quantificacdo devido a proximidade deste ao sinal que foi saturado, indicado por Solv.
na Figura 14. Em geral, os sinais proximos ao sinal saturado sofrem distor¢des e geram
dificuldades na sua integracdo. Erros na integracdo devido a tal dificuldade resultam em
quantificagdes erroneas. O segundo motivo para exclusdo do sinal para quantificacdo se
deve ao fato do mesmo estar sobreposto com o sinal de um excipiente presente no

medicamento.
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Figura 14. Os Espectros de RMN de 'H: furosemida pura (azul) e formulacio farmacéutica (verde),
ambos em solucdo de NaOH 0,1 mol L. Os asteriscos indicam os sinais dos excipientes que sio
soliveis na mistura de solventes, os sinais entre 3 e 4 ppm também sio atribuidos aos excipientes.

Assim, os sinais dos hidrogénios 6 e 7 poderiam ser utilizados para a
quantificacdo. A literatura também recomenda a aquisicio de um espectro
bidimensional para garantir que ndo hd sinais completamente sobrepostos com o sinal
escolhido.” Desta forma, a amostra preparada com a formulacdo farmacéutica para
obtengdo do espectro de RMN de '"H mostrado na Figura 14 foi utilizada para obter um
espectro de 'H-"H COSY, onde se espera que os simpletos indicados como hidrogénios
6 e 7 ndo acoplem com nenhum outro sinal, devido a sua localizacdo na estrutura da
furosemida e como observado para o espectro de COSY da furosemida pura.

No espectro de COSY obtido para a formula¢do farmacé€utica, apresentado na

Figura 15, ndo é possivel visualizar acoplamentos dos hidrogénios 6 e 7. Assim, ambos
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os hidrogénios, 6 e 7, tiveram sua pureza garantida por ambos os espectros citados

acima. Desta forma, conclui-se que ambos sido adequados para quantificagao.
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Figura 15. Espectro bidimensional (COSY) da furosemida presente em uma formulacio
farmacéutica e seus excipientes.

43 PARAMETROS DE AQUISICAO E PROCESSAMENTO DE ESPECTROS

A RMN(q requer que alguns parametros de aquisicdo sejam definidos e mantidos
constantes durante a obtencdo dos espectros. Por este motivo, a mesma amostra
preparada para atribuicdo de sinais foi utilizada para definir os pardmetros de aquisicao.

Para determinar o tempo de relaxacdo longitudinal (T;) mais longo dentre os
sinais de interesse utilizou-se o experimento de inversdo-recuperacio para obtencio dos

tempos dos sinais. Os resultados de tal experimento estdo indicados na Tabela 6, onde
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os sinais dos hidrogénios 6 e 7, escolhidos para serem utilizados nos experimentos de
quantificacdo, possuem tempos de relaxacdo T; de aproximadamente 1,5 e 7,2
segundos, respectivamente. Desta forma, determinou-se que o tempo de espera da
relaxacdo seja no minimo 5 vezes o tempo de relaxagdo T, mais longo para garantir o

completo retorno da magnetizacao resultante dos sinais da furosemida.

Tabela 6. Valores dos tempos de relaxacio longitudinal (T;) dos hidrogénios da furosemida.
Hidrogénios numerados | T, (segundos)
1 7,2
2 5,0
3 4,5
4 0,5
6 1,5
7 7,2

Outro parametro importante a ser definido é o tempo do pulso de 90° para a
amostra. Inicialmente foi obtido um espectro com um tempo de pulso pequeno e sua
fase ajustada. Em seguida foram adquiridos 10 espectros com diferentes larguras de
pulso e o RD adequado. Desta forma foi possivel visualizar o aumento dos sinais bem
como seu decaimento até préximo de zero indicando a largura do pulso de 180° e
posteriormente os sinais se tornam negativos, como mostra a Figura 16. Obtém-se o
valor do tempo do pulso de 90° a partir da metade do valor do tempo de pulso de 180°,

no caso da furosemida o valor foi de 7,8 ps.

Figura 16. Espectros obtidos no experimento de determinacido do tempo do pulso de 90° para
furosemida.
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De acordo com a literatura sobre RMNq, alteracdes no valor do ganho do
receptor (RG) implicam em altera¢des na quantificacdo pela integracdo da drea. H4 uma
correlacdo linear entre o aumento da drea e o aumento do valor do ganho do receptor.
Desta forma um valor 6timo para o ganho do receptor deve ser definido, pois o valor
ndo poderd ser modificado nas aquisi¢des seguintes.

Para o primeiro ponto da curva analitica, menor concentragdo, os valores de RG
sdo mais altos e hd a possibilidade destes mesmos valores ndo poderem ser utilizados
em concentragdes mais elevadas devido ao extravasamento do receptor. Neste caso, é
orientado que o valor do RG seja definido pela concentragdo mais elevada da curva
analitica, assim o valor do ganho € menor e possivel de ser utilizado em qualquer
concentracdo inferior 28 maxima. A maior concentragcdo de furosemida na curva analitica
era de 25 mg mL™", valor pouco abaixo da concentracdo médxima. Nessa concentragdo o
software de aquisi¢do do espectro indicou um valor de RG em zero, quando selecionado
para definir automaticamente o ganho, valor esse utilizado para todas as amostras.

Outro fator que poderia ter influéncia nas quantificagdes seria a sintonia. Na
Figura 17 temos dois exemplos de sintonia, um indicando a aparéncia de uma sintonia
correta e outro indicando uma sintonia com problemas em match e tune. Ao fazer a
sintonia das amostras, o ideal é que o resultado final esteja como indica a Figura 17b.
As amostras que apresentam problemas na sintonia em match e/ou tune geram valores
de integracdes diferenciados como foi possivel constatar nos resultados obtidos para as

amostras de furosemida.

a) b)

Erro no Erro no
Match Tune

e S—

A

Frequéncia do
transmissor

Figura 17. Exemplos de sintonia: (a) sintonia com erros no match e tune e (b) sintonia adequada
tanto no match quanto no tune (Adaptado da ref. 21).

Para avaliar a influéncia da sintonia na integra¢do dos sinais foram obtidos
véarios espectros da mesma amostra, mantendo-se constantes todos os parametros,

variando o fune de 300 a 301 MHz e mantendo match constante. Relacionando a area
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integrada do sinal de interesse, hidrogénio 6, e o valor de frequéncia na sintonia é
possivel observar uma diminui¢do do valor da drea, como mostra o Figura 18. A razio
sinal/ruido também € prejudicada pelas variacdes no fune da sintonia como mostra a
Figura 19. Estes resultados indicam que pequenas variagdes na frequéncia da sintonia
(~0,2) sdo suficientes para causar mais de 10% de erro na integragdo do sinal de
interesse. Para variacdes na sintonia no sentido de match, a variacdo da drea integrada é
menos afetada quando comparada as variagdes de tune, porém a razdo sinal/ruido

também diminui.
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Figura 18. Relacio entre a drea do sinal de interesse e a frequéncia no momento da sintonia.
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Figura 19. Relacao entre a razio sinal/ruido do sinal em 7 ppm e a frequéncia na sintonia.
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Por fim, para cada amostra analisada foram utilizados 16 transientes e 64000
pontos para aquisicio dos espectros de RMN de 'H, totalizando um tempo de analise de
aproximadamente 15 minutos, gerando um espectro final com razdo S/R acima de
250:1. Nos processamentos de dados foi utilizado o preenchimento com zeros para
melhorar a resolucio do espectro final, dobrando a quantidade de pontos do FID obtido.
Os parametros determinados para a aquisi¢do de espectros quantitativos estdo resumidos
na Tabela 7. Apés a transformada de Fourier foram feitos ajustes manuais na fase e na
linha de base. Apds estes ajustes foi integrado uma faixa constante de 0,15 ppm entorno
dos sinais de interesse em 6,94 e 8,34 ppm da furosemida, hidrogénios 6 e 7

respectivamente.

Tabela 7. Valores dos parametros de aquisicio utilizados para obter os espectros quantitativos.
Parametros de aquisicao

Largura de pulso 7,8 ps
Tempo de espera da relaxagdo | 40 s
Ganho do receptor 0
Numero de transientes 16
Numero de pontos 64000

44 CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA

A curva analitica foi construida considerando dois fatores: a concentragdo
minima em que € possivel obter uma razio sinal/ruido acima de 250:1 e a concentragéo
méaxima em que a furosemida € solivel na mistura de solventes utilizada.

A primeira concentracdo minima testada continha 5 mg (8,3 mg mL™). Neste
caso, duas replicatas apresentaram valores de S/R um pouco menores que o valor
sugerido pela literatura. Portanto, concentragdes menores apresentariam valores
menores S/R. A maior concentra¢io foi preparada contendo 20 mg de furosemida, essa
solug@o estava claramente saturada, sendo possivel observar que parte da furosemida
ndo solubilizou. Desta forma foi preparado para concentracdo méxima uma amostra
contendo 15 mg (25 mg mL™), valor este que permitia igual espagamento dos outros
trés pontos presentes na curva analitica: 7,5 mg (12,5 mg mL™), 10 mg (16,7 mg mL™)
e 12,5 mg (20,8 mg mL™). Todas as solucdes preparadas continham um volume total de

0,6 mL.
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Considerando os parametros de aquisicdio, o preparo de amostra e as
concentracdes minima e méxima, a 1* curva analitica foi obtida representada como
curva A na Figura 20. A curva A foi obtida através da utilizacdo dos valores de drea
obtidos pela integragdo do sinal do hidrogénio 6 em 6,94 ppm e dos valores de
concentracdo das solucdes. Entretanto, apds a aquisicdo desta curva o espectrémetro
apresentou problemas no detector de sintonia € 0 mesmo foi substituido.

Devido a troca de um componente eletronico, as amostras utilizadas para
construir a curva A foram analisadas novamente resultando na curva B, como mostra a
Figura 20. Desta forma fica evidente a necessidade de checar a curva analitica apds a
substitui¢do de componentes eletrdnicos no espectrometro. Fator este reforcado pela
substitui¢do dos cabos de sintonia e consequentemente a diferenga observada na
construcdo da curva analitica, indicada como curva C. Todos os pontos de cada curva

foram obtidos em triplicata e as curvas ajustadas pelo método dos minimos quadrados.
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y = 26,765x + 76,331
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Figura 20. Curvas analiticas obtidas em trés momentos diferentes, mostrando o efeito da
substituicio de componentes eletronicos. As curvas foram obtidas (A) antes e (B) apés a troca de
componente eletronico, e (C) apos a troca dos cabos de sintonia.

Na dltima curva obtida, curva C, seus pontos correspondem a uma média de

valores (triplicata). Os valores obtidos em triplicata permitem que seja feito uma andlise
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de varidncia (ANOVA).* A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos por RMNq para

determinacdo de furosemida utilizando a drea do hidrogénio 6.

Tabela 8. Tabela de ANOVA preenchida a partir dos resultados obtidos para o hidrogénio 6 da

furosemida.
Variacao Soma Quadratica (SQ) gl Média Quadratica (MQ)
Regressao SQr = 162605,30 1 MQr = 162605,30
Residuos SQ.=475,54 13 MQ, = 36,58
Falta de
SQr,j = 138,47 3 MQk,j = 46,16
Ajuste
Erro Puro SQgp =337,07 10 MQgp = 33,71
Total SQr =163080,84 14 —

Os mesmos cdlculos foram realizados para o hidrogénio 7, cujo sinal também foi

indicado como apropriado para quantificacdo de furosemida por RMN. A Tabela 9

apresenta os dados obtidos para este hidrogénio.

Tabela 9. Tabela de ANOVA preenchida a partir dos resultados obtidos para o hidrogénio 7 da

furosemida.
Variacao Soma Quadratica (SQ) gl Média Quadratica (MQ)
Regressiao SQr = 17095944 1 MQg = 170959,44
Residuos SQ, =598,57 13 MQ, =46,04
Falta de
SQraj = 215,55 3 MQg,j = 71,85
Ajuste
Erro Puro SQgp = 383,02 10 MQgp = 38,30
Total SQr=171558,01 14 —

Em seguida foram calculados os valores de F.y para avaliacdo da relacdo linear
entre a concentracio e a area integrada do sinal, e F., para indicacdo de evidéncias de
falta de ajuste do modelo. Os valores de F., e Fi,, para os dados do hidrogénio 6 sdo:
4445,19 e 4,67; respectivamente. Para o hidrogénio 7, os valores de F., e Fyp sdo:
3712,98 e 4,67, respectivamente. Com F.,>F,, para ambos os sinais, temos evidéncias
estatisticas de que a relacdo linear entre x e y é significativa no nivel de confianca de
95% e a regressdo € util para previsdes, pois Fea € 10 vezes maior que o Feab.”

Entretanto, os testes F acima somente sdo vélidos quando nao ha evidéncias de

anormalidade nos graficos de residuos. Observando o gréifico de residuos dos dados
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obtidos para o hidrogénio 6 e 7 por RMNq (Figura 21) ndo é possivel constatar a
heteroscedasticidade dos dados ou anormalidade. Por este motivo os resultados

apresentados acima sdo validos.
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Figura 21. Grafico de residuos dos dados obtidos por RMNq para furosemida. Os pontos
representam os residuos do hidrogénio 6 (azul) e hidrogénio 7 (vermelho).

Para constatar evidéncias de falta de ajuste, foram calculados o F., para ambos
os sinais, hidrogénios 6 e 7. Assim, os valores de F., para os hidrogénios 6 e 7 sdo: 1,37
e 1,87, respectivamente. O valor de Fi,, € o0 mesmo para ambos os casos: 3,71. O valor
de F.q obtido a partir dos dados néo € maior que Fip, portanto ndo ha evidéncias de falta
de ajuste para ambos os métodos propostos utilizando os hidrogé€nios aromadticos da
furosemida.

Através dos dados obtidos para os hidrogénios aromdticos da furosemida é
possivel definir os valores da inclinagdo (b;) e intercepto (by) da reta, bem como seus
intervalos de confianga através das Equagdes 7-10.* Na Tabela 10 temos a inclinacdo e
o intercepto calculados para ambos os hidrogénios, 6 e 7. Os seus intervalos de
confianca também estdo indicados. A equacgdo da reta obtida para o hidrogénio 6 foi

utilizada para os célculos de concentracdo das amostras de validacdo e aplicacao.
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Tabela 10. Inclinacio e intercepto para ambos os hidrogénios aromaticos da furosemida.

Hidrogénio | Inclinacao | Intercepto
6 17,936+0,58 | 14,242+10,31
7 18,391+0,30 | 12,74745,36

4.5 VALIDACAO DO METODO PROPOSTO

Das diversas figuras de mérito que devem ser testadas na validagdo, a
especificidade e a seletividade foram testadas antes do desenvolvimento do método uma
vez que a RMNq exige que o sinal de interesse esteja livre de interferentes para ser
considerado nas quantificagdes. Neste topico trataremos de outras figuras de mérito
como: robustez, precisdo, exatiddo e os limites de deteccdo e quantificacdo. Sendo que
todas serdo avaliadas com base nos resultados obtidos para o hidrogénio 6 da
furosemida.

A robustez foi testada através da substitui¢do do solvente utilizado para acetona
ou dimetilsulféxido deuterado como descrito na literatura.” A proporcio de solventes
deuterado (90%) e nao-deuterado (10%) foi mantida. Na Figura 22 temos os espectros

da furosemida nos trés solventes utilizados, com os hidrogénios e sinais numerados.
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Figura 22. Espectros de RMN de 'H da furosemida pura em dimetilsulféxido (vermelho), acetona
(preto) e solucdo NaOH 0,1 mol L™ (azul). s = sinal saturado do solvente.
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As amostras foram preparadas em triplicata contendo 10 mg de furosemida pura.
Para avaliar somente a mudanca do solvente, foram mantidos constantes todos os
pardmetros de aquisicio definidos para a curva analitica. Apesar da mistura de
solventes, os espectros obtidos nos trés solventes apresentaram valores de deslocamento
quimico e constantes de acoplamento semelhantes aos valores encontrados na literatura,

como indicado na Tabela 11.%7°%%°

Tabela 11. Deslocamentos quimicos obtidos para avaliacao de robustez (3.,) € valores descritos na
literatura (6ref)-575859

N°. | Acetona-ds | Dimetilsulf6xido-ds | D2O-NaOD
H | Oexp | Orer Oexp Oref Oexp | Oret
11752753 7,63 7,60 7,46 | 7,48
6,54 | 6,41 6,42 6,41 6,40
6,39 | 6,50 6,37 6,36 6,34
4,57 | 4,63 4,59 4,57 4,43 | 4,38
6,99 | 7.10 7,07 7,05 6,94 | 6,92
8,61 | 8,61 8,39 8,39 8,34 | 843
9,17 | 8,72 8,63 8,61 877 | -
6,54 | 7,52 7,36 7,30 - -

6,38

0| | | O B W

Utilizando a acetona ou dimetilsulféxido como solvente, o sinal referente ao
hidrogénio 6 foi identificado, integrado e a concentracdo calculada a partir da equacdo
da reta definida pela ANOVA, citado anteriormente: y = 17,936x + 14,242, Os
resultados indicaram que a substituicdo da solu¢do aquosa por acetona niao apresentou
diferencas significativas entre a massa esperada de 10,3 mg (17,17 mg mL") e a massa
obtida 10,1 +0,4 mg. Entretanto, o mesmo nido é observado quando o solvente é
substituido por dimetilsulfé6xido, que nos espectros obtidos neste solvente apresentou

picos ndo simétricos. Os resultados indicaram que as amostras de furosemida pura
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continham aproximadamente 13,3 +1,6 mg, ou seja, 3,1 mg acima do valor esperado
10,2 mg (17 mg mL™).

Sabe-se que uma mesma substancia apresenta valores de tempo de pulso de 90°
e tempos de relaxagdo longitudinal (T;) diferentes para cada solvente utilizado. Por este
motivo, estes pardmetros de aquisicdo foram determinados novamente e dois espectros
de cada amostra foram obtidos, um com os pardmetros definidos para o solvente
utilizado e outro com os parametros definidos para a curva analitica. Os resultados
obtidos ndo apontaram influéncias significativas da mudanca dos valores nos
parametros de aquisicao.

Em seguida foi testada a precisdo do método. Para isso, foram utilizadas trés
solugdes padrdoes em concentracdes distintas (5 mg, 10 mg e 15 mg) em triplicata,
totalizando nove determinacdes, conforme descrito na literatura.’’ Para cada
concentracdo foi calculado o seu coeficiente de variacdo, caso o valor obtido fosse igual
ou abaixo de 5% considera-se que os dados apresentaram boa precisio.”’ Desta forma, a
Tabela 12 foi construida com os dados obtidos para estas novas amostras de furosemida
em concentracdes dentro da faixa linear em que foi construida a curva analitica. Os

valores de coeficiente de variagdo (CV) indicam que o método € preciso.

Tabela 12. Coeficientes de variacio para avaliacio da precisdo do método.

Massas (mg) | CV (%)

5.1 0,83
10,3 2,51
15,2 1,03

Outra figura de mérito testada foi a exatiddo. Para isso, foram utilizadas 6
amostras preparadas contendo 10,5 mg de furosemida pura cada uma. A média foi
calculada a partir dos resultados obtidos para as seis amostras e em seguida seu valor foi
comparado utilizando a Equagdo 12. O resultado de tal cdlculo indicou uma exatiddo de
99,54%.

Utilizando as equag¢des indicadas na literatura para o célculo dos limites de
detec¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ), aqui indicada como Equacdes 13 e 14, foram
encontrados os seguintes valores de concentracdo considerando a curva analitica
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construida: 0,91 e 2,77 mg mL ".™ Estes cdlculos indicam que ao preparar solucdes

nestas concentragdes, teremos condicdes de detectar 0,5 mg do fairmaco e quantificar

57



com um limite de confianca de 95% apenas acima de 1,7 mg de furosemida. Isto porque

as amostras preparadas para andlise por RMN possuem volume constante de 0,6 mL.

4.6 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

Através do método desenvolvido, espera-se quantificar furosemida em
formulacdes farmacéuticas na presenga dos excipientes. Assim foram adquiridos
medicamentos de cinco marcas contendo 40 mg do firmaco. As amostras foram
submetidas a duas andlises: o método oficial da FB 5 e o novo método por RMNgq.

Na Tabela 13 temos os excipientes presentes em cada uma das cinco marcas das
formulacdes farmacéuticas indicados pela bula e através destes dados e dos espectros de
RMN de 'H foi possivel inferir quais os provaveis excipientes solubilizados e alguns

dos seus respectivos sinais no espectro de RMN.

Tabela 13. Resumo dos excipientes contidos em cada formulac¢io farmacéutica, indicados pela bula.
Marecas

A/B|C|D|E

Excipientes

Lactose ° ™

Estereato de magnésio | e (e | e | @ | @

Celulose microcristalina | @ | @ | @

Povidona ° ° °

Amidoglicolato de sédio | @

Amido ° oo
Manitol °
Talco ° oo
Agua de osmose reversa °
Crospovidona )
Diéxido de silicio °
Etanol °
Lactose monohidratada oo

Na Figura 23 temos os espectros obtidos para cada uma das cinco marcas
analisadas por RMNg. Em todos os espectros € possivel perceber que os excipientes que

solubilizaram apresentam somente sinais abaixo de 6 ppm. As marcas C-E

58



apresentaram espectros muito semelhantes e podemos atribuir os sinais adicionais aos
excipientes comuns a estas marcas: lactose e estereato de magnésio. Todas as marcas,
com exce¢do da marca B contém lactose como excipiente. O sinal referente a este
componente pode ser indicado em 5,2 ppm, afinal apenas o espectro da marca B ndo
apresenta sinais nesta regido. A Unica marca a apresentar amidoglicolato de sédio é
também a Unica que apresentou um espectro com mais sinais sobrepostos na regiao

atribuida aos excipientes.
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Figura 23. Espectros de RMN - 'H da furosemida em cinco formulacées farmacéuticas com as
letras indicando as marcas.

Os espectros de UV obtidos para a furosemida pura e para as cinco marcas
diferentes estdo representados na Figura 24. Este € o método indicado pela Farmacopéia
Brasileira e através destes espectros é possivel constatar que todas as amostras
apresentaram méaximos de absorbancia em dois dos trés comprimentos de onda descritos
na literatura (228, 271 e 333 nm) para a furosemida.'” Utilizando as absorbancias
obtidas em 271 nm para todas as amostras foi possivel calcular a quantidade de

furosemida presente nos medicamentos.
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Figura 24. Espectros de absor¢io molecular no UV da furosemida pura e das cinco formulacgoes
farmacéuticas diferentes.

Os resultados obtidos utilizando ambas as técnicas, RMNq e UV, estdo descritos
na Tabela 14, onde os resultados sdo apresentados na forma de porcentagem. A faixa de
valores exigida pela FB 5 € entre 90 e 110%. Todas as marcas apresentaram resultados
de acordo com a Farmacopéia Brasileira, com exce¢do da marca C que apresentou
porcentagem acima da permitida quando quantificada utilizando o método desenvolvido

por RMNg.

Tabela 14. Porcentagens de furosemida em cinco marcas de formulacoes farmacéuticas obtidas por
duas técnicas: UV e RMNgq.

Marca UV RMNq d
A 101,87 +3,8 | 104,73 £1,0 | 2,86
9430+1,5 | 105,70 +3,3 | 11,40
9480+44 | 117,26 £3,7 | 22,46
100,28+ 17,1 | 102,38 £6,9 | 2,10
95,19+0,3 | 10420+ 1,8 | 9,01

= O Q W

Utilizando os dados descritos na Tabela 14, foram calculados os desvios-padrdes
de ambos os métodos, UV e RMNq. Assim foi possivel realizar o teste F para

determinacdo se os desvios sdo significativamente diferentes. Dividindo a variancia do
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método por RMNq pela varidncia do método por UV, encontra-se o valor 2,85. Este
valor ndo € maior que o valor de Fyy, (9,605), assim conclui-se que os desvios-padroes
dos métodos ndo diferem significativamente no nivel de confianca de 95%.

Sabendo que os desvios ndo diferem significativamente, as médias obtidas por
RMNq e UV foram comparadas utilizando a Equacio 16.”° No caso dos dados descritos
acima, tey € menor (2,60) que tup (2,78), assim ndo hd evidéncia estatistica de que as

médias sdo significativamente diferentes, também no nivel de confianca de 95%.

- =
tcal — dvn
Sq
Equacao 16
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5 CONCLUSOES

Para a aquisicdo de espectros quantitativos de RMN, € necessario definir uma
série de parametros de aquisi¢cdo. Dentre eles podemos citar o pulso de 90° e o tempo de
relaxacdo longitudinal como os mais importantes. Para o presente trabalho em que foi
proposto o desenvolvimento de um novo método de quantificacdo de furosemida por
RMNq, foi possivel determinar tais pardmetros mesmo com a utilizag¢do de solvente ndo
deuterado no preparo de amostra. A partir destes, outros parametros também
importantes como o ganho do receptor, o niimero de transientes e o tempo de espera da
relaxacdo também foram definidos para a furosemida.

Na construcdo da curva analitica, fez-se necessirio encontrar um sinal da
furosemida que estivesse livre de sinais de excipientes que solubilizaram no solvente
escolhido, ou seja, livre de interferentes. Assim, a pureza dos sinais, definida antes do
desenvolvimento do método foi possivel através da obtencdo de um espectro COSY
com pré-saturacdo do sinal intenso do solvente ndo deuterado utilizado no preparo de
amostra proposto. A partir dos dois sinais da furosemida, hidrogénios 6 e 7, que ndo
apresentaram interferéncias dos excipientes foi possivel construir duas curvas analiticas
com a integracdo de seus sinais.

Apds a construcdo da curva analitica, obtida mantendo-se constante os
pardmetros de aquisi¢do. Foram avaliadas as figuras de méritos indicadas na literatura
para RMN: robustez, exatiddo, precisdo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. Os
valores encontrados para exatiddo, precisdo, limite de deteccdo e limite de quantificagdo
encontram-se em concordancia com os valores descritos na literatura para
quantificagdes de analitos nos mais diversos tipos de matriz. Apenas para a robustez, o
método indicou ndo ser robusto para a troca de solventes de D,O-NaOH para DMSO-db.
Entretanto, outras pequenas variacdes nao controladas durante a aquisicdo dos espectros
ndo acarretaram em diferencas de quantificagdo significativas.

Ao comparar os resultados obtidos por RMNq e pelo método descrito na
Farmacopéia Brasileira, ultravioleta (UV), foi necessdrio definir se os desvios padrdes
eram significativamente diferentes. Somente entdo, seria possivel definir
estatisticamente se as médias eram diferentes. Apds aplicar o teste F para os desvios, as

médias foram comparadas e ndo foram encontradas evidéncias de que as mesmas sao
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significativamente diferentes. Assim, o método proposto pode ser utilizado para
quantificar furosemida em formula¢Ses farmacéuticas.

Os resultados obtidos por ambas as técnicas, RMNq e UV, indicam que todos os
medicamentos estdo dentro da faixa permitida pela Farmacopéia. Com excecdo do
resultado obtido para a marca C por RMNq. Apesar dos resultados promissores, a
substitui¢do do método descrito na FB5 deve ser feito com cautela. Afinal foram
comparados apenas os resultados médios para medicamentos de cinco marcas
diferentes.

A utilizag@o de solvente comum no preparo de amostra resultou na decisdo em
utilizar uma sequéncia de pulsos de pré-saturacdo do sinal intenso do solvente utilizado.
Considerando que foi possivel desenvolver, validar e aplicar o método, conclui-se que
uma das vantagens em ndo utilizar apenas solvente deuterado no preparo de amostra
seja reduzir o custo final da andlise por RMNgq.

Quanto aos excipientes presentes no medicamento, o solvente utilizado (D,0)
propicia uma quantidade maior de excipientes solubilizados na solucdo final quando
comparado a outros solventes organicos em que a furosemida possui uma solubilidade
alta. Essa quantidade maior de excipientes solubilizados ndo foi problemaética para a
quantificagdo, pois os sinais referentes a estes compostos estavam distantes da maioria

dos sinais de interesse da furosemida.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Uma proposta para a melhoria dos resultados obtidos por RMNq para as
formulacdes farmac€uticas seria utilizar uma calibragdo com adicdo de padrdo, assim o
efeito de matriz que pode estar presente nas andlises seria minimizado ou eliminado.
Outra proposta para melhora do método desenvolvido seria utilizar um padrio interno.
Inicialmente foi proposto utilizar acetato de sédio como padrdo interno, entretanto o
sinal referente ao hidrogénio do grupo metila estd sobreposto com os sinais de
excipientes presentes na formulacdo farmacéutica. Por este motivo, acredita-se que
utilizar 4cido maleico como padrio interno seja mais adequado, pois seu sinal encontra-
se préximo aos sinais do anel aromético da furosemida e distante dos sinais referentes
aos excipientes que solubilizaram, bem como o sinal do solvente saturado.

Além das propostas acima, hd a possibilidade do método desenvolvido por
RMNq ndo apresentar problemas e a quantidade encontrada de furosemida nas
formulacdes farmacéuticas por este método ser o valor verdadeiro, enquanto que os
resultados obtidos pelo método descrito pela Farmacopéia Brasileira apresentam valores
distantes deste valor. Para constatar tal possibilidade, uma comparacdo entre os métodos
se faz necessdria. Desta forma, seriam comparados além dos resultados, as curvas
analiticas e as figuras de mérito do método proposto (RMNq) e do método da

Farmacopéia (UV).
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