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DETERMINATION OF DIURETIC DRUGS BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY AND SPECTROPHOTOMETRY. A rapid,
sensitive and reliable thin-layer chromatography/spectrophotometry screening procedure was developed for quantitative
determination of diuretics associated in pharmaceutical dosage forms. The chromatographic method employed microcrystalline
cellulose and butanol : acetic acid : water (4:1:1) or amilic alcohol : ammonium hydroxide 25% (9:1) as mobile phases and detection
by U.V. light. The drugs were extracted using a simple procedure and were quantified by U.V. spectrophotometry. Results varied

from 97.5 to 102.5% and are similar to those obtained by conventional methods. This method of quantification of diuretics is

promising for quality control of drugs.
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INTRODUCAO

Diuréticos s@o farmacos que aumentam a eliminagdo de
eletrdlitos (especialmente sédio e fons cloreto) e dgua. Esses
farmacos sdo utilizados no tratamento de edemas resultantes de
uma variedade de causas, como por exemplo insuficiéncia cardia-
ca congestiva, sindrome nefrética, doencas cronicas do figado, em
associacd@o a hipertenséo, hipercalcemia, diabetes, glaucoma etc'.

Os diuréticos comercialmente disponiveis sdo as tiazidas, os
de alca e poupadores de potdssio. Os diuréticos poupadores de po-
tassio sdo considerados com fraco poder diurético, apresentando-
se normalmente associados a outros diuréticos, com a finalidade
de diminuir a deplecdo de potassio'.

A identifica¢do e quantificacdo desses compostos apresenta
grande importancia na inddstria farmacéutica.

A associac@o de diuréticos em formas farmacéuticas tem sido
analisada por vérios métodos, incluindo espectroscopia de absor-
¢do na regido do ultravioleta e visivel, amperometria, titulometria,
todos envolvendo longo tempo de extra¢do®®.

Existem muitos métodos cromatograficos descritos para separa-
¢do, deteccdo e medida quantitativa para agentes diuréticos individu-
ais, apenas para fluidos biolégicos. Estes métodos incluem a
cromatografia gasosa, cromatografia gas-liquido’, cromatografia ga-
sosa — espectrometria de massa® e cromatografia liquida de alta efici-
éncia, sendo essa a que apresenta maior interesse na determinagdo de
preparagdes farmac@uticas®!’. Publicagdes envolvendo a cromatografia
em camada delgada restringem-se a testes qualitativos!'.

Considerando a dificuldade de andlise de farmacos diuréticos
em associacdo em preparagdes farmacéuticas e o alto custo que
envolve as andlises, este trabalho objetivou estabelecer uma
metodologia simples, eficiente e de baixo custo para a quantificagdo
de farmacos diuréticos combinados, utilizando-se a cromatografia
em camada delgada e a espectrofotometria.
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PARTE EXPERIMENTAL
Solucdes padriao

As solugdes padrdo de furosemida, hidroclorotiazida, espiro-
nolactona e cloridrato de amilorida foram preparadas em metanol
em vdrias concentragdes e entdo construidas suas curvas de calibracio
usando a espectrofotometria na regido do ultra-violeta, com
Espectrofotdmetro Carlzeiss — Jena, Modelo Specord M 40.

Amostras: comprimidos diuréticos obtidos no comércio
Furosemida — Espironolactona (Amostra A): furosemida - 20 mg;
espironolactona - 100 mg; excipiente - 380 mg.

Furosemida — Cloridrato de Amilorida (Amostra B): furosemida -
40 mg; cloridrato de amilorida - 10 mg; excipiente - 210 mg.

Hidroclorotiazida — Espironolactona (Amostra C): hidro-
clorotiazida - 50 mg; espironolactona - 50 mg; excipiente - 170
mg.

Hidroclorotiazida — Cloridrato de Amilorida (Amostra D): hidro-
clorotiazida - 50 mg; espironolactona - 5 mg; excipiente - 195 mg.

Condicoes cromatograficas

Adsorvente

A fase estaciondria utilizada foi a de celulose microcristalina
(Merck) preparada pela suspensdo de 25 g para 90 mL de dgua
destilada. As placas foram preparadas com auxilio de um espalhador
reguldvel 0-2 mm (Desaga), sobre placas de vidro 20 x 20 cm. Uma
vez preparadas foram secas ao ar por cerca de 2 h e entdo ativadas
em estufa regulada entre 105 e 110 °C por um periodo de 10 min.

Desenvolvimento
As cromatoplacas foram desenvolvidas em cubas de vidro 22 x
22 x 10 cm, que continham as fases méveis adequadas ao experi-
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mento, num percurso de 10 cm, em um desenvolvimento uni-
dimensional ascendente simples, em camara saturada.

Fases moveis

As fases moveis foram escolhidas baseadas na melhor separa-
¢do dos farmacos', onde:
Fase Movel I: butanol: dcido acético glacial: dgua (4:1:1) v/v, uti-
lizada para a andlise das amostras B, C e D.
Fase Movel 2: alcool amilico e hidroxido de amdnio 25%, (9:1) v/v,
utilizada para a andlise da amostra A.

Agente revelador
A revelacio foi feita pelo método fisico da luz ultravioleta (onda
curta e longa).

Preparo da amostra

Foi feita uma amostragem dos comprimidos, de maneira a ob-
ter o peso médio dos mesmos'?; em seguida, as amostras foram
pulverizadas e homogeneizadas e, entdo, tratadas com metanol,
sob agitagdo por 15 min. Seguiu-se ainda, uma filtragdo.

Aplicacao das amostras e padroes

As solugdes padrdo e as amostras foram aplicadas na linha de
partida, localizada a 1,5 cm da borda inferior da cromatoplaca e
distanciadas 1,5 cm entre si. As aplicagdes foram realizadas com
auxilio de micropipetas de volume fixo.

Padronizaciao

Foram elaboradas duas curvas de calibragdo: uma direta, a qual
ndo passou pelo processo cromatografico, e outra cromatografada, com
solugdes padrdo dos farmacos em diversas concentragdes, variando de
0-20 ug mL"". Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Quantificaciao

Para a determina¢do dos farmacos, as concentra¢des usadas

foram:
Amostra A : furosemida 4 pg mL"' — espironolactona 10 pg mL";
Amostra B : furosemida 8 g mL"' — cloridrato de amilorida 2 pug
mL"'; Amostra C : hidroclorotiazida 4 g mL"' — espironolactona 4
ng mL'; Amostra D : hidroclorotiazida 10 pg mL"' — cloridrato de
amilorida 2 pg mL"; Solucdo padrdo de furosemida : 4 ¢ 8 ug mL";
Solugdo padrdo de hidroclorotiazida: 4 e 10 pg mL"; Solucéo pa-
drdo de espironolactona: 4 ¢ 10 ug mL"'; Solugdo padrdo de
cloridrato de amilorida: 2 pug mL™".

A localizagdo, realizada através da luz UV, e retirada do farmaco
isolado pela cromatografia foi a base para a quantificagdo. Trans-
feriu-se a parte da camada contendo o farmaco diretamente para
tubos de centrifuga com tampa, com capacidade para 15 mL, adi-
cionadas de 10 mL de metanol e entdo centrifugados a 1000 rpm
por 2 min. O liquido sobrenadante foi transferido para cubeta de 1
cm e procedeu-se a leitura espectrofotométrica em comprimento
de onda de 271 nm para furosemida, 273 nm para hidroclorotiazida,
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238nm para a espironolactona e 286 nm para o cloridrato de
amilorida, que sd3o os comprimentos de onda aonde a absorbancia
¢ maxima'>. A Figura 1 mostra o esquema utilizado para a
quantificacdo dos farmacos.

Ainda foi realizada a determinag¢do dos farmacos padrdo, nas
mesmas concentragdes das amostras, utilizando-se apenas a
espectrofotometria (UV) para efeito de comparacgio dos resultados
com aqueles obtidos pelo método proposto (cromatografia-
espectrofotometria).

Figura 1. Esquema de quantificacdo dos fdarmacos diuréticos em associagdo

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para definicdo do sistema cromatografico, o principal quesito
foi o estabelecimento do adsorvente a ser utilizado, uma vez que a
recuperagdo dos farmacos para posterior quantificacio era de pri-
mordial importancia. Optou-se pela celulose microcristalina, pois
foi o adsorvente que atendeu as exigéncias da metodologia proposta.

Com relacdo as solucdes padrdo dos farmacos puro, foi cons-
truida uma curva de calibragdo (usando somente a espectro-
fotometria), e outra cromatografada (utilizando a cromatografia-
espectrofotometria), que apresentou uma correlagdo linear entre
absorbéncia e concentragio do farmaco na faixa de 2 a 20 ug mL",
de acordo com a Lei de Lambert-Beer. Os dados destas curvas en-
contram-se na Tabela 1. As concentragdes usadas para as andlises
dos farmacos associados foram baseadas na linearidade da curva
de calibragéo e no tamanho das manchas''. Na Tabela 2, verificam-
se os valores de R, x100 para os farmacos estudados nas condigdes
realizadas para o experimento.

A Tabela 3 apresenta os valores de absorbancia das solucdes pa-
drdo dos farmacos estudados utilizando-se apenas a espectrofotometria
(UV) e os valores obtidos pelo método proposto (cromatografia-
espectrofotometria), onde se verifica que os dados sdo concordantes,
demonstrando que o método pode ser utilizado.

Os ingredientes ativos das amostras foram calculados como
uma fungdo da curva de calibragdes e da férmula C, = C, X A, /A,
respectivamente, correspondendo as concentragdo da amostra e do
padrdo, absorbancias da amostra e do padrio, apés subtracido da
absorbancia do branco™.

A Tabela 4 apresenta os resultados de concentracdo dos farmacos
obtidos nas preparagdes farmacéuticas que se apresentam em associa-
¢do (amostras), verificando-se que os valores concordam com os das

Tabela 1. Valores de R, x 100 dos farmacos estudados utilizando a celulose microcristalina e suas fases méveis

Farmacos/ Furosemida Hidroclorotiazida Espironolactona Cloridrato de amilorida
Fases Mdveis

1 89 58 97 37

2 5 Ponto de partida 93 Ponto de partida
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Tabela 2. Dados experimentais obtidos das curvas de calibracdo das solugdes padrio, utilizando a espectrofotometria na regido do UV

Furosemida Hidroclorotiazida Espironolactona Cloridrato de amilorida
Faixa de 0-20 ugmL"! 0-20 ug mL"! 0-12 pg mL"! 0-10 pg mL"!
concentragao
A (nm) de leitura 271 273 238 286
Equacdes de regressdo: y = a + bx
(a) -0,01239 0,00431 0,00121 -0,00179
(-0,01886)* (0,00561)* (0,00160)* (-0,00198)*
(b) 0,06068 0,04826 0,05087 0,05360
(0,06001)* (0,04436)* (0,05063)* (0,05033)*
Coeficiente de 0,9997 0,9994 0,9986 0,9998
regressao (0,9986)* (0,9980)* (0,9967)* (0,09986)*

* os valores entre parénteses referem-se as curvas de calibragdo cromatografadas

Tabela 3. Valores de absorbancia de solucdes padrdo de farmacos
diuréticos utilizando-se o método da espectrofotometria e da
cromatografia-espectrofotometria

dade de ingrediente ativo nos medicamentos, verificou-se através
da Tabela 4 que as formulagdes se encontram dentro dos padrdes
oficiais.

A principal vantagem da quantificagdo desses farmacos asso-

Farmaco Concentragdo Valor de Valor de ciados, pela cromatografia — espectrofotometria € o baixo custo e a
(g mL™) Absorbéncia Absorbancia possibilidade de analisar preparacdes farmacéuticas que apresen-
Espectro- Cromatografia- tam mais de um componente ativo, num tempo relativamente cur-
fotometria Espectro- to, comparado com outras técnicas.
fotometria
Furosemida 4 0,2392 0,2362 CONCLUSAO
8 0,4710 0,4708
Hidroclorotiazida 4 0.1900 0.1880 O método proposto € aplicdvel para a determinacdo de fdrmacos
10 0,5245 0.5183 diuréticos em associagdo e nenhuma interferéncia foi observada
Espironolactona 4 0.2075 0.2060 com relacdo aos excipientes utilizados pelas inddstrias farmacéu-
10 0,5292 0,5243 ticas.
Cloridrato de ) 0.1194 0.1146 O método cromatografia - espectrofotometria apresenta vanta-
amilorida gens em relacdo a outras técnicas, uma vez que permite a quan-

Tabela 4. Concentracido encontrada nos firmacos em associa¢ao

tificacdo de multiplos ingredientes ativos com precisdo adequada,
num curto periodo de tempo, além do seu baixo custo.

A metodologia apresenta resultados satisfatérios e promisso-
res no que se refere a sua aplicacdo no controle de qualidade de

Farmacos Cfn?centragﬁo . Concentragio medicamentos.
Tedrica (ug mL') - % Obtida (ug mL™") - %
AMOSTRA A 4 100 3,99 99,7 AGRADECIMENTOS
Furosemida 10 100 9,99 99,9
Espironolactona Ao CNPq pelo apoio financeiro.
AMOSTRA B
Furosemida 8 100 7,98 99,8 REFERENCIAS
espironolactona 2 100 2,05 102,5
AMOSTRA C 1. Goodman, L. S.; Gilman, A.; As bases farmacologicas da terapéutica, 10*
. - ed., Guanabara Koogan : Rio de Janeiro, 2003.
Hld?OIOrOtlaZIda 4 100 4,06 101.5 2. Belal, F; Ibrahim, F.; El Brashy, A.; Analyst 1988, 113, 637.
Espironolactona 4 100 3.91 97.8 3. Erk, N.; J. Pharm. Biomed. Anal. 2001, 24, 603.
AMOSTRA D 4. Gotardo, M. A.; Pezza, L.; Pezza, H. R.; Eclet. Quim. 2005, 30, 17.
Hidroclorotiazida 10 100 10,1 101,0 5. Magalhaes, J. F; Piros, M. G.; Rev. Bras. Cienc. Farm. 1971, 8, 273.
Cloridrato de 2 100 2.00 100 6. Carda-Broch, S.; Esteve-Romero, J.; Ruiz, A. M. J.; Garcia, A. C. M. C.;
amilorida ’ Analyst 2002, 127, 29.

solugdes padrdo (tanto os obtidos diretamente pela espectrofotometria,
como os obtido pela cromatografia-espectrofotometria), o que torna o
método promissor quanto a sua aplica¢do.

De maneira geral, as monografias oficiais estabelecem uma
faixa compreendida entre 95-105% para produtos acabados'’ e,
considerando que os ensaios foram obtidos em fun¢do da quanti-
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