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Doengas cardiovasculares sGo as maiores responsaveis pelas causas de morte no mundo, onde estas
poderiam ser evitadas com medidas preventivas e medicamentosas. A hipertensdo arterial sistémica faz parte
do grupo destas doengas, sendo considerada como grande fator de risco para complicacBes cardiacas e
cerebrovasculares. A hidroclorotiazida € um anti-hipertensivo classificado como diurético tiazidico utilizado
na terapéutica possuindo bastante eficacia. A qualidade dos medicamentos pode interferir diretamente na
eficacia e seguranca devido alteracdes da estabilidade. O estudo de degradacéo forcada (EDF) é formado
através de experimentos, promovendo exposicdo do farmaco a condicbes extremas de estresse como:
hidrdlise acida/bésica, oxidacdo, umidade, cdor, luz e temperatura. A estabilidade do medicamento é
avaliada para fins de estudos e acompanhamento da qualidade de produtos acabados. Portanto, esse trabalho
tem por objetivo realizar um estudo comparativo do perfil do Rf (Fator de retengéo), por cromatografia em
camada delgada (CCD), entre comprimidos de hidroclorotiazida genérico e similar antes e apds ser
submetida a condi¢des. fotoliticas expondo-as a uma combinacdo de luz UV e fluorescente, térmicas
expondo-as diretamente entre 30-60°C em estufa e oxidativa utilizando uma solucdo de perdxido de
hidrogénio 3% a 25°C e 60°C, posteriormente preparada a CCD para EDF. O uso de CCD torna-se uma
ferramenta de f&cil aplicagdo, baixo custo e boa sensibilidade. Apés andlise, conclui-se que diante dessa
condicdo experimental, a hidroclorotiazida no comparativo dos medicamentos genérico e similar
permaneceram estaveis durante o estresse fotolitico e térmico. Entretanto, foi susceptivel a oxidagdo,
obtendo aformac&o de dois produtos de degradacéo.
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Introducéo

A hipertensdo arteria sistémica (HAS)
faz parte de um grupo de doencas e é
considerada como grande fator de risco para
complicacOes cardiacas e cerebrovasculares,
considerado um grave problema de salde
publica. Com o objetivo de controlar a
pressdo arterial sdo utilizados medicamentos
anti-hipertensivos, sendo representados, entre
outros, pela hidroclorotiazida (Figura 1).
Pertencente a classe de diuréticos tiazidicos,
atua diretamente nos rins, promovendo uma
reabsorcao de sodio tubular distal aumentando
a osmolaridade e ocasionando que menos
agua sgja reabsorvida pelos dutos coletores, 0
que leva, consequentemente, a um aumento
do volume urin&rio. (MARTINS, 2011).
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Figura 1. Estrutura da Hidroclorotiazida.

Em 1958 a hidroclorotiazida foi a
primeira droga realmente eficaz no tratamento
da hipertensdo arteria leve, moderada e
edemas, e nos ultimos anos, tem sido a mais
utilizada na terapéutica anti-hipertensiva
(MARTINS, 2011).

Devido a grande diversidade de
medicamentos genéricos e similares no

mercado, levantou-se 0 questionamento se
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estes teriam a mesma qualidade, apresentando
0s resultados equivaentes aos medicamentos
de referéncia Para isso, a industria
farmacéutica utiliza diferentes ferramentas
analiticas voltadas ao controle da qualidade de
insumos e medicamentos, em cumprimento a
legislacdo e a necessidade dos pacientes.
(MALUF, 2008).

A farmacoterapia pode ser pregudicada
devido a qualidade dos medicamentos, desta
forma interferindo diretamente na eficacia e
seguranca, pois o farmaco pode ter a
estabilidade alterada. (GUIDOLIN, [ano
desconhecido]).

A estabilidade dos

farmacéuticos depende de fatores ambientais

produtos

como temperatura, umidade, luz e de outros
fatores relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas, de
substancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composi¢cao, processo de fabricagdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagens
(BRASIL, 2005).

Estudos de degradacéo forcada fornecem
dados e é formado através de experimentos
tendo como principal caracteristica a
exposicao do farmaco a condigdes extremas
de estresse como: hidrélise acido-bésica e
oxidagdo, umidade, calor, luz e temperatura.
Portanto, € avaiada a estabilidade do

medicamento para fins de estudos e
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acompanhamento da qualidade de produtos
acabados. (ANVISA, 2014)

O uso da cromatografia em camada
delgada torna-se uma ferramenta de facil
aplicacdo, baixo custo e boa sensibilidade,
facilitando o entendimento dos estudos,
avaliando fatores que possam interferir em
sua capacidade de se manter estavel no
produto acabado e dentro do prazo de
validade. (MALUF, 2008).

Diante do exposto, esse trabalho tem por
objetivo realizar um estudo comparativo do
perfil do Rf (Fator de retengdo), por
cromatografia em camada delgada analitica,
entre os medicamentos genérico e similar da
hidroclorotiazida antes e ap0s serem
submetidos a condigdes fotoaliticas, térmicas e
oxidativa para estudo de degradacéo forgcada.

Metodologia
Estudos de degradacéo for cada

Para redlizacdo de estudos de degradacéo
forcada (EDF) o Ministério da saide (MS)
juntamente com a Agéncia naciona de
vigilancia sanitaria (ANVISA) preconiza que
segjam realizados de acordo com a RDC N° 58,
de 20 de dezembro de 2013, estabelecendo
parametros para a verificagdo de produtos de
degradacdo em medicamentos, avaliando seu

comportamento, perfil e sua qualidade diante
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do prazo de vaidade determinado pelo
fabricante. Para efeito desta resolucéo, sdo
adotados estudos de degradacéo forcada, onde
0 medicamento acabado é exposto, induzindo-
0 a formacdo de produtos de degradacéo
através de condicbes de estresse como:
hidrélise &cido-basica e oxidacdo, umidade,
luz e temperatura (Tabela 1). Desta forma é
avaliada a estabilidade do medicamento,
fornecendo informagdes para possivels rotas
de degradacdo de um determinado produto.
(ANVISA, 2013).

A formac&o dos produtos de degradacéo
Se caracterizam como impurezas, geralmente
organicas, obtidas através do resultado de
alteragdes quimicas que acontecem durante o
periodo de armazenamento do medicamento,
devido a alguns fatores como pH, umidade,
efeitos da luz, temperatura e das
caracteristicas inerentes ao farmaco, dareacéo
com 0s excipientes ou até devido ao contato
com a embalagem primaria. O processo de
decomposi¢do do principio ativo geralmente
ocorre devido a sua interacdo com 0sS
excipientes da formulacdo, material de
embalagem, devido ao envelhecimento da
formulagdo, ou das condicbes de
armazenamento inadequadas e transporte
incorreto que podem provocar estresse do
principio ativo e iniciar sua degradacdo. O
produto de degradacdo do fé&maco pode

provocar ineficacia terapéutica e até mesmo
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eventos adversos nos pacientes a depender de
sua atividade toxicol6gica. (MELO, 2014).

Tabela 1. Condicles de estresse para realizagdo

de degradacéo forgcada

Aqguecimento 60 °C

Umidade 75% UR ou maior
Solucéo &cida 0,1 M HCI
Solucéo bésica 0,1 M NaOH
Solugdo oxidativa 3% H,0,
Fotolitica UV-B fluorescente

Fonte: ANVISA, 2013.

Testedefotdlise

Para realizacdo do estudo de fotdlise €
necessario que hgja a exposicdo a exposi¢cao
da luz. E redizado com o objetivo de
demonstrar ou esclarecer que a exposicao a
luz resulta em alteracfes significantes ou ndo
na molécula do farmaco. Este teste deve ser
congtituido de duas etapas. degradacdo
forcada e teste confirmatério, podendo ser
realizado apenas com um lote do farmaco.
Quando ndo redizado este teste deve-se
apresentar uma judtificativa técnica com
evidéncia cientifica de que o farmaco néo
sofre degradacdo na presenca de luz
(ANVISA, 2012).
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A reacdo de fotdlise € iniciada apds
absorcéo de radiacdo eletromagnética, onde a
maioria dos farmacos ativos empregados na
preparacdo de medicamentos apresenta
maximos de absorcdo na regido do
ultravioleta do espectro eletromagnético. A
radiacdo ultravioleta € muito energética e
pode propiciar a clivagem de muitas ligagdes
guimicas, ocorrendo degradacdo da molécula
Desta forma, € importante conhecer a
fotoestabilidade das drogas utilizadas como
medicamentos e os produtos formados devido
afotdlise, dém de avaliar a toxicidade destes
dltimos. (MORIWAKI, 2001).

Os famacos sd0 submetidos a
eXposicao a comprimentos de onda curtas ou
longas dentro da faixa de UV, ou luz
fluorescente de iluminacdo, sob temperatura
ambiente. O periodo de exposi¢éo pode variar
de algumas horas a varios meses, dependendo
da intensidade da fonte luminosa. Para saber
se um farmaco é sensivel a fotdlise ou ndo,
depende da variagdo do comportamento de
decomposicdo observado. Os estudos de
fotoestabilidade sdo feitos em farmacos na
forma sOlida ou em solugdo (SINGH &
BAKSHI, 2000).

Preparo da amostra

Para os estudos de estresse fotolitico
foram pesadas 0,050g do padrdo, dois

comprimidos genéricos e dois comprimidos
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similares de hidroclorotiazida,
correspondendo a aproximadamente 0,050g
do principio ativo. As amostras foram
espa hadas em uma fina camada em vidros de
rel0gio a 25°C, expondo-as diretamente a uma
combinagdo de luz UV e fluorescente em uma
camara escura de luz UV, com coletas em
tempos determinados, em triplicata (ICH,
1996). Posteriormente preparada a CCD com
fase movel contendo acetato de etila e

cloroformio (8:2 v/v).

Teste de Oxidacgao

Uma das principais causas de
instabilidade dos farmacos € a degradacéo
oxidativa. O seu mecanismo envolve a
remocdo de um atomo eletropositivo, radical
ou elétron, ou a adicdo de um &omo
eletronegativo ou radical. Muitas oxidacOes
s80 reag0es em cadeia, que procedem
lentamente sob a influencia do oxigénio
molecular. Tal processo de reacéo é referido
como uma auto-oxidagcdo. A substancia
utilizada para o teste de estudo de oxidagéo €
0 perdxido de hidrogénio, sendo a substancia
mais simples, de facil obtencdo, baixo custo
em relacdo a outros agentes oxidantes. A
concentracdo de perdxido utilizada varia entre
1% a 30%. (SILVA, et d., 2009).

Preparo da amostra
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Para os estudos de estresse oxidativo
foram pesadas 0,050 do padréo, dois
comprimidos genéricos e dois comprimidos
similares de hidroclorotiazida,
correspondendo a aproximadamente 0,050g
do principio ativo. As amostras foram
solubilizadas em 1mL do solvente acetona,
obtendo-se uma solucdo padréo de Smg/ml,
posteriormente foram transferidas para um
bal& volumeétrico de 100mL contendo 50mL
da solucdo de H,O, a 3%, e em seguida
avolumadas a 100mL. Feito isso, o baéo foi
devidamente tampado, vedados com papel
aluminio e reservados a temperatura ambiente
e a60°C durante 24 horas. As amostras foram
preparadas em triplicata. Posteriormente
preparada a CCD com fase mével contendo
acetato de etila e clorofrmio (8:2 v/v).

Testedetemperatura

As técnicas termo-analiticas embora ndo
substituam os estudos convencionais, tem-se
mostrado extremamente Gtil em estudos de
estabilidade, facilitando a escolha das
formulagbes mais estdveis com extrema
rapidez, fator desgavel especiamente para a
indastria farmacéutica (BAZZO & SILVA,
2005).

A andlise térmica fornece dados que
possibilitam uma ampla faixa de aplicacéo
para medidas de propriedades fisicas, como:

estudo de reagbes quimicas, avaliacdo da
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estabilidade térmica, determinagdo da
composicdo de materiais e desenvolvimento
de metodologia analitica. Essas analises séo
de grande importancia e tem sido utilizada na
industria farmacéutica como ferramenta Util
para avaiar rapidamente uma possivel
interacdo entre 0s componentes ativos e 0s
excipientes em estudos de compatibilidade na
pré-formulagdo, aém de avaliar a existéncia
de polimorfismo, compostos de incluséo e
dispersdes solidas, determinacdo de pureza
guimica, estudos de reagdes no estado sdlido,
andlise de formas farmacéuticas solidas e
controle de qualidade. (TOMASSETTI,
2005).

Preparo da amostra

Para os estudos de estresse térmico
foram pesadas 0,050g do padrdo, dois
comprimidos genéricos e dois comprimidos
similares de hidroclorotiazida,
correspondendo a aproximadamente 0,050g
do principio ativo. As amostras foram
espalhadas em uma fina camada do farmaco
em vidros de relégio, expondo-as diretamente
a 30°C em estufa As amostras foram
mantidas em estufa, cuja temperatura foi
monitorada durante todo o periodo de andlise.
Durante o periodo de exposi¢do, as amostras
foram coletadas a 40, 50 e 60°C e uma coleta
apos 24 horas de exposicdo a 60°C. As

amostras foram solubilizadas em 1mL do
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solvente acetona, foram preparadas em
triplicata. Posteriormente preparada a CCD
com fase mével contendo acetato de etila e

cloroformio (8:2 v/v).

Resultados e Discussao

Para redlizacGo de estudos de
degradacdo da hidroclorotiazida é necessario
a preparacdo de uma CCD com fase moével
contendo acetato de etila e cloroférmio
(8:2v/v) e a aplicagdo das amostras padréo
(G), dgmilar (S de
hidroclorotiazida antes de serem submetidas a

(P), genérico

testes de estresse (Figura 2), onde atraves
desta, serdo realizados comparativos, obtendo
dados.

Figura 2. Pefil cromatogréfico (CCD) das
amostras padréo (P), genérico (G), similar (S) de
hidroclorotiazida antes de serem submetidas a
testes de estresse; ambos visualizados através da
camara de UV a 254 nm. Fase movel contendo
acetato de etilae cloroformio (8:2 v/v).
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A droga foi submetida a diferentes
condigdes de estresse tais como fotolise,
aguecimento e oxidagéo.

Apbs a andlise dos dados obtidos,
foi possivel observar por CCD, que a solugdo
da amostra de hidroclorotiazida n&o
apresentou degradacdo quando exposto a

condicles fotoliticas (fluorescente e UV) e
térmicas (30, 40, 50 e 60°C), (Figuras 3, 4 e
5), corroborando com Mahgjan et al., 2012.

Figura 3: Perfil cromatogréfico (CCD) das
amostras padréo (P), genérico (G), similar (S) de
hidroclorotiazida, submetidas a degradacéo
fotolitica (Luz UV) em temperatura ambiente,
com coletas nos tempos 5, 10, 30 minutos, 24 e 48

horas, respectivamente.

Figura 4. Perfil cromatografico (CCD) das
amostras padréo (P), genérico (G), similar (S) de
hidroclorotiazida, submetidas a degradacédo
fotolitica (Luz Fluorescente) em temperatura
ambiente, com coletas nos tempos 5, 10, 30

minutos, 24 e 48 horas, respectivamente.
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Figura 5. Pefil cromatografico (CCD) das
amostras padréo (P), genérico (G), similar (S) de
hidroclorotiazida, submetidas a degradacéo
térmica, com coletas nas temperaturas 30, 40, 50 e

60°C, respectivamente.

Apos a andlise dos dados obtidos, foi
possivel observar por CCD, que a solucéo da
amostra de hidroclorotiazida apresentou
degradacdo quando exposto a condicbes
oxidativas (Figura 6), corroborando com
Carvalho et al., 2005, onde explica que em
vérias reagdes quimicas podem resultar na
degradacao de principios ativos e excipientes.
Qualquer ateracdo na estrutura do principio
ativo e excipientes podem reduzir a atividade
terapéutica e levar a efeitos indesgados,
devido aformacao de produtos toxicos.

Figura 6. Pefil cromatografico (CCD) das
amostras padréo (P), genérico (G), similar (S) de
hidroclorotiazida, submetidas a degradacéo
oxidativa (H,O, 3%) em temperatura ambiente
(esguerda) e a 60°C (direita) por 24 horas.
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Em condic¢des de degradac&o oxidativa
pode-se gerar um ou dois produtos de
degradacdo, onde em oxidagdo em
temperatura 25°C ocorre a formagdo do
produto de degradacéo A e em oxidagdo com
aquecimento (60-80°C) (MAHAJAN et d.,

2012).
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Figura 7. Produto de degradacéo oxidativa em
25°C.
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Figura 8. Produto de degradac@o oxidativa com
aguecimento (60-80°C).

Conclusao

De acordo com os resultados, conclui-
se que diante dessa condicdo experimental, a
hidroclorotiazida no comparativo dos
medicamentos padrdo, genérico e similar

permaneceram estdveis durante o0 estresse
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fotolitico e térmico. Entretanto, foi
susceptivel aoxidacao, obtendo-se aformacéo
de dois produtos de degradacéo.

Logo, 0 método de cromatografia em
camada delgada (CCD) proposto para
determinacéo da hidroclorotiazida
demonstrou ser um método simples, rapido e
de baixo custo, podendo ser aplicado para
andlise qualitativa de hidroclorotiazida forma
farmacéutica de comprimido em ensaios de
rotina do Controle de Quaidade deste
farmaco para garantir a seguranca e eficacia.
Para obtencdo de identificagdo dos produtos
de degradacdo da hidroclorotiazida é
necessario utilizar técnicas mais sensivels
como a cromatografia liguida de ata
eficiéncia (CLAE).
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