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Mensagem de Boas Vindas
Welcome Message

Os estudantes do 42 ano do Curso de Farmacia da Escola Superior de
Saude do Instituto Politécnico da Guarda, em colaboracdao com a Direcao
de Curso e a Unidade Técnico Cientifica de Tecnologias da Saude

organizam o IV SIMPOSIO SOBRE FARMACIA.

Na era atual, o Profissional de Saude constitui uma pedra basilar na
sociedade centrada na prestacao de varios servicos e cuidados de saude,
abrangendo uma multidisciplinaridade de papéis, onde o ramo do
desenvolvimento farmacéutico e a investigacdao assume cada vez mais
um papel de maior preponderancia. Sob o tema “BIOTECNOLOGIA E
FARMACIA” propomos discutir os novos desafios colocados pelo avanco
cientifico-tecnolégico em todas as suas interseccdes com o papel do

Profissional de Saude, no ambito da Farmdcia e Tecnologia.

Tirando partido da referida natureza interdisciplinar do Profissional de
Saude, organizamos um encontro que esperamos pleno de atualidade,
baseado num programa dinamico que inclui painéis de conferéncias e
apresentacdao de posters, onde investigadores, professores e
profissionais notabilizados nas respetivas d&reas de intervencao
apresentam, analisam e discutem os temas de Biotecnologia, Novos

sistemas terapéuticos e Startups e Empreendedorismo em Biotecnologia.

Comissao Organizadora
The Organizing Committee
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Programa
Program

9.30h - Abertura do Secretariado
9.30 am - Opening of the secretariat

10.00 — Sessao de abertura

10.00 am - Opening Session
Prof. Doutor Gongalo Poeta (Vice-Presidente do Instituto Politécnico
da Guarda)
Prof. Fatima Roque (Diretora do Curso de Farmacia da Escola
Superior de Saude- Instituto Politécnico da Guarda)

10.30 - Painel | “Novos sistemas Terapéuticos”
10.30 am — Session 1 “New therapeutic approaches”

“Cell Internalizing and pH-responsive Nanoparticles for Improved
Delivery of DNA Biopharmaceuticals”; VM Gasparl, F Sousal, RO Louroz,
JA Queirozl, 1J Correial; ! CIcS-Universidade da Beira Interior, ’ITQB-
Universidade Nova.

“Design and Production of New Nanodevices for Future Application in
Cancer Therapy”; Silva, Ana S Ml, Bonifacio, Vasco D.B. 2, Ricardo, Ana
Aguiarz, Mendonca AJl, Correia, llidio Jl; 'CICS-Universidade da Beira
Interior, ’REQUIMTE-Universidade Nova.

“Production of electrospun nanofibers for tissue engineering and other
biotechnologic applications”; T Correia’, P Coutinho™?, 1) Correia®; ' CICS-
Universidade da Beira Interior, 2 UDI-Instituto Politécnico da Guarda.

11.30 - Coffee break

12.00 — Sessao de Posters
12.00 pm — Poster Session
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12.30 - Almogo
12.30 pm — Lunch

14.00 - Painel Il “Biotecnologia”
2.00 pm — Session 2 “Biotechnology”

“Production of antimicrobial bacteriocin by Lactobacillus acidophilus
from Gynoflor®”; Gaspar C. 1, Martinez-de-Oliveira J. 1, Gouveia P. 1,
Palmeira-de-Oliveira R 1, Palmeira-de-Oliveira A.l; 'cIcs-Universidade da
Beira Interior.

“Propriedades antimicrobianas e citotoxicas de extractos metandlicos
de Hakea sericea Schrader”; Angelo Luisl, Luiza Breitenfeldl, Susana
Ferreiral, Ana Paula Duartel, Fernanda Dominguesl; ! CICS-Universidade
da Beira Interior.

“Avaliacio do papel de inibidores da reparagio do DNA na
citotoxicidade induzida pela glicidamida em células mamarias nao
tumorais”; Maria Ines Antao Magrol, ' FF-Universidade de Lisboa.

“Determinag¢dao de acido ascdérbico e 4acido acetilsalicilico em
formulagGes comerciais através de uma Lingua Electronica”; Claudia
Gomesl, Cristina Gongalvesz, Diana Borlidos, Marta Batista4, Tatiana
Teixeira55, Luis G.Diasﬁ, Olivia R. Pereira7; ! Farmacia Avenida- Lamego, 2
Farmdcia Macinhata- Macinhata do Vouga, > Farmécia Beirdo Rendeiro-
Caminha, * Farmacia S3o Jo3o0-Sdo Jodo da Ribeira, *Pembury Hospital
Wells-UK, °CIMO- Instituto Politécnico de Braganca, 'DTDT- Instituto
Politécnico de Braganca.

15.45 — Coffee break
03.45 pm Coffee break
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16.20 - Painel Il “Startups e Empreendedorismo em
Biotecnologia”
04.20 pm — Session 3 “Startups and Entrepreneurship in Biotechnology”

s . . 1
“Aqualgae — uma empresa de base Tecnoldgica”; Pedro Seixas’;
1
Aqualgae

“The role of EQ-5D In the Economic Evaluation of dermatological
Conditions and Therapies”; Flavia Pereira’ and Rui Cruzl; 'ESTeSC-
Instituto Politécnico de Coimbra.

“Empreendorismo no Ensino Superior - a Experiéncia do IPG”; Pedro
Tadeu' e Teresa Paival; 'UDI-Instituto Politécnico da Guarda.

17.45- Sessao de Encerramento

05.45 pm - Conference closing
Prof. Doutora Paula Coutinho (Diretora da Escola Superior de Saude-
Instituto Politécnico da Guarda)
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Sessﬁo De Posters

Posters Session

22



1% International
Symposium of Pharmacy IV Simpdsio de Farmacia

VALIDACAO DE UM METODO ESPECTROFOTOMETRICO UV PARA
DETERMINAGAO DE FUROSEMIDA EM MEDICAMENTOS GENERICOS E
COMERCIAL

Correia Bl, Ferreira MZ, Gomes A3, Marcal L4, Dias L5, Pinto 1°

L Farmdcia Pacheco de Medeiros, Ponta Delgada; beatriz 713 8@hotmail.com
% _ Farmdcia Chaves Ferreira, Vila Real; marta mccf@hotmail.com

* _ Farmdcia Cacola, Lousada; ana_gomes@hotmail.com

* _ Farmdcia Pinheiro, Loulé; lylifarm@hotmail.com

® . CIMO, Escola Superior Agrdria, Instituto Politécnico de Braganga; Idias@ipb.pt
°. Departamento de Tecnologias de Diagndstico e Terapéutica, Escola Superior
de Saude, Instituto Politécnico de Braganga; isabel.pinto@ipb.pt

Resumo

O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um método analitico por
espectrofotometria UV para determinacao de furosemida em farmacos.
A furosemida foi doseada em comprimidos Lasix®, Cinfa, Ratiopharm,
Sandoz e Winthrop. Foi utilizado um modelo de calibracao por padroes
externos e avaliaram-se critérios internacionalmente aceites para
validacdo metodoldgica. O estudo da linearidade foi efetuado em
concentragdes de 0,8mg/L-15,1mg/L. Obteve-se uma relacdo linear entre
os sinais de absorvancia medidos a 238nm e as concentragdes dos
padrdes de furosemida, com coeficientes de correlacio >0,995. A
exatidao, precisao intermédia do método e repetibilidade foram
aceitaveis para solugdes de controlo de qualidade e amostras.

Palavras-chave: furosemida, espectrofotometria UV, validacao, farmacos
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1. Introdugao

O doseamento do farmaco é um dos testes realizados no controlo de
gualidade de um medicamento, sendo importante desenvolver e validar
métodos de doseamento alternativos, mais rapidos, baratos e com a
mesma fiabilidade dos convencionais .

Os métodos analiticos usados para a determinacdao de furosemida
podem ser: titulacdo em meio aquoso, espectrofotometria no
ultravioleta e colorimetria, métodos cromatograficos e métodos
potenciométricos 2,

A furosemida é um farmaco que atua no aparelho cardiovascular,
estando incluida no grupo dos anti-hipertensores e sub-grupo dos
diuréticos da ansa de Henle >. Este principio activo encontra-se na
formulacdo comercial de marca: Lasix® e nos genéricos dos laboratdrios
Cinfa, Ratiopharm, Sandoz, Winthrop.

A cromatografia de camada fina, TLC (“Thin-Layer Cromatography”), é
um dos métodos cromatograficos de rotina usados na quimica analitica.
Esta técnica pode ser aplicada na industria farmacéutica, quimica clinica
forense, bioguimica, cosmética, analises alimentares, ambientais e de
substancias inorganicas e noutras areas como a tecnologia eletrolitica g
A espectrofotometria é uma das técnicas analiticas mais utilizadas, em
funcao de robustez, tendo como vantagens o custo relativamente baixo
e grande numero de aplicagbes desenvolvidas. Os procedimentos
envolvem medidas diretas de espécies que absorvem radiacao, medidas
apos derivacdao quimica e acoplamento a diversas técnicas ou processos,
como cromatografia, eletroforese e analises em fluxo >, Esta técnica é
fundamentada na lei de Lambert-Beer, que é a base matematica para
medidas de absorc¢ao de radiacao por amostras no estado sélido, liquido
ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético ° A furosemida absorve na regiao ultravioleta do
espectro eletromagnético (190 a 340 nm), sendo a absorvancia maxima
ao comprimento de onda de 238 nm 7
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A gquantificacdo de furosemida carece do desenvolvimento e validacao
de um método analitico. O objetivo deste estudo é validar um método
analitico utilizando espectroscopia UV para controlo de qualidade, o qual
possa ser perfeitamente adaptado a rotina de analises de matéria-prima
e produto acabado, nomeadamente no doseamento da furosemida em
comprimidos comerciais e genéricos.

2. Material e Métodos

No que concerne o material, o metanol (qualidade HPLC) foi adquirido
pela Fisher Scientific, o propan-2-ol, o acetato de etilo e o éter de
petréleo foram adquiridos pela LAB-SCAN, o éter dietitilico e o etanol
absoluto foram adquiridos pela Panreac Quimica SAU. No ambito da
técnica TLC foram utilizadas placas TLC silica gel 60 F254, folhas de
aluminio 20x20 cm adquiridas pela MERCK. Na espectrofotometria UV
utilizou-se o espectrofotometro Specord 200 UV/VIS/NIR da Analytik
Jena e cuvettes de quartzo. Todos os reagentes usados neste estudo
(metanol, propan-2-ol, éter dietilico, éter de petrdleo, acetato de etilo e
etanol) foram de qualidade analitica.

As amostras (4 farmacos genéricos dos laboratérios Winthrop, Cinfa,
Ratiopharm e Sandoz e 1 farmaco comercial de marca Lasix®) foram
cedidas por profissionais de saude que trabalham no sector farmacéutico
e a furosemida padrao foi adquirida a Sigma Aldrich Quimica S.A. (Sintra,
Portugal).

As solugcdes foram preparadas, pesando 0,1 g do comprimido total,
previamente pulverizado em almofariz de porcelana, para um baldo
volumétrico de 25 ml aferido com metanol (solu¢do mae para cada
amostra). Seguiu-se uma filtracdo da suspensdo, uma vez que as
amostras possuem excipientes que sao insoluveis em metanol. Depois de
filtrado, transferiu-se 1ml das amostras Lasix®, Winthrop, Ratiopharm e
2 ml das amostras Cinfa e Sandoz para um baldao volumétrico de 100 ml.
A solucao padrao mae foi obtida medindo a massa 0,1g de furosemida
pura que foi transferida para um baldo volumétrico de 100 ml e
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solubilizada em metanol. A partir desta fez-se a solucao mae diluida
(25ml de solugcao-mae em 100 ml de metanol) e foram efetuadas
diluicbes apropriadas da solugcao padrao para preparar 5 solu¢des padrao
para a execucao do estudo de validacdo (tabela 2). Os volumes foram
completados com metanol, obtendo-se solugdes com concentracdes a
variar entre 5 e 15 mg/L. Para obter niveis mais baixos de concentracao,
prepararam-se 2 novas solucdes a partir da solucao padrao de
concentracdo 10 mg/I.

A solugao de controlo de qualidade mae foi preparada dissolvendo 0,1g
furosemida padrao em100 ml metanol. A partir desta, preparou-se uma
SCQ mae diluida (10 ml de SCQ m3e/100 ml metanol) que permitiu
preparar 3 solucdes de controlo de qualidade com diferentes niveis de
concentracao de furosemida.

Relativamente aos procedimentos experimentais, cada experiéncia de
TLC envolve a realizacdo de 4 etapas: a preparacao das placas, a
aplicacao da amostra, o desenvolvimento do cromatograma e a
visualizagcdo. A preparacao das placas envolve o corte das mesmas de
forma a terem o tamanho conveniente, seguindo-se a marcagao muito
leve do ponto de aplicacdo da amostra (linha de origem) que deve estar
cerca de 1,5 cm acima da margem de apoio da placa. Apds dissolvidas
nos diferentes solventes, as amostras e padrdes foram aplicadas na
placa, com o auxilio de um capilar, no ponto de origem, seguindo-se um
periodo de espera para secagem dos mesmos. No desenvolvimento do
cromatograma as placas foram colocadas numa camara cromatografica
de vidro, contendo o solvente. Esta foi devidamente tapada de modo a
promover a estabilizacdo e controlo de varios parametros experimentais
(composicao, grau de saturacdao da atmosfera, evaporacao do eluente e
temperatura). Apds terminada a “corrida”, as placas foram retiradas da
camara, marcando a frente do solvente com um lapis e posteriormente
colocada na estufa para evaporacao do solvente. A visualizagao consistiu
em expor as placas a luz UV observando-se o aparecimento de manchas
referente a absorcao de radiacao pelas amostras.
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As analises usando espectrofotometria UV foram efetuadas em 3 etapas:
preparacdo das solucbes/filtracdo, calibracdo do aparelho e recolha dos
resultados. Na preparacdo das solugdes/filtracdo utilizaram-se dois tipos
de solucdes: amostras e padrao. Ambas as solucdes foram preparadas
usando o metanol como solvente. No caso das amostras foi feito uma
filtracdo antes da medicdo no espectrofotometro, com o intuito de se
medir a absorvancia sem a interferéncia de particulas em suspensao
(excipientes nao dissolvidos). A calibracdo do aparelho consistiu na
obtencao da relagdao entre os valores das absorvancia e a concentragao
de um determinado numero de padrdes de calibracdo. Em todas as
calibracoes efetuava-se a leitura do branco, antes das leituras das
amostras e solucdes padrao. Na recolha de resultados, apds a obtencao
das absorvancias, obtinha-se uma reta de calibracdao que foi utilizada
para determinar as concentracdes de solucdes de controlo de qualidade
e de amostras, medidas nas mesmas condigdes experimentais.

Para a validacdo do método experimental, o comprimento de onda de
maior  absorvancia da  furosemida foi determinado em
espectrofotometria UV, entre os comprimentos de onda de 200 a 320
nm, usando uma solucdao de furosemida de concentra¢dao adequada. O
comprimento de onda selecionado (confirmacao do que estava referido
na bibliografia) para a anadlise da furosemida foi 238 nm.

3. Resultados

Na analise por TLC foi possivel visualizar que nos extratos metandlicos
das amostras foi extraido o principio ativo, a furosemida, ndao havendo
gualquer evidéncia de contaminacdes por outras substancias que fazem
parte dos medicamentos (excipientes). Assim, esta técnica permitiu
confirmar que existe furosemida em todas as formulagdes em estudo,
uma vez que esta foi arrastada pela fase mével (metanol), obtendo-se
uma mancha equivalente ao padrao.
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Deste modo, ndao havendo interferéncia nos extratos metandlicos,
considerou-se efetuar a analise da furosemida em farmacos pelo método
expectofotométrico UV.

A validacdo do método espectrofotométrico para a analise da
furosemida em farmacos, implica o estudo da linearidade, LD e LQ,
precisao intermédia e repetibilidade, exatidao e robustez.

Na selecido do comprimento de onda o espectro mostra que a
furosemida tem um pico maximo de absor¢cdo no intervalo de
comprimento de onda de 237 a 238 nm. Assim sendo, foi selecionado o
comprimento de onda de 238 nm que corresponde ao valor indicado na
farmacopeia portuguesa 7

Nos espectros da furosemida dissolvida nos solventes metanol e agua,
observa-se que os dois perfis sao diferentes, isto €, em metanol os
espectros das amostras possuem um especto visual semelhante, ao
contrario do que acontece em agua, em que 0s espectros apresentam
maior variacao, talvez, resultante da dissolucdao parcial de compostos
excipientes dos farmacos.

A linearidade foi estudada através de calibracdes usando solucdes de
concentragdo a variar entre 0,80 mg/L a 15,1 mg/L. Foi estudada através
de nove retas de calibragdo com nove niveis de concentracdo e
efetuadas em 6 dias diferentes.

Os resultados dos declives (m), ordenada na origem (b) e coeficiente de
correlacao (R) obtidos da regressao linear referente a relacao entre os
sinais (absorvancias) e os valores de concentracdo (mg/L) das solugGes
padrao de calibracdo de furosemida preparadas, mostram que os
declives variam entre os valores 0,0627 e 0,0742, tendo um valor médio
de 0,070 (+/-0,003), correspondendo a uma variacdo de 1,2%. Obteve-se
um valor médio de -0,030 (+/-0,009) para a ordenada na origem. Os
valores dos coeficientes de correlacdo variam entre 0,9955 e 0,9998,
mostrando que a curva de calibracdo segue uma tendéncia linear.
Globalmente estes resultados refletem uma variabilidade consideravel.
Como foram os primeiros resultados obtidos serda aconselhdvel, num
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trabalho futuro, estabelecer graficos de controlo de qualidade para
controlar e diminuir a variabilidade dos dados experimentais, o que
permitira otimizar o método experimental.

Os limites de detecdo e de quantificacdo para a furosemida foram
estabelecidos a partir dos dados do desvio padrao (s) e do declive (m),
obtidos a partir de 9 rectas de calibra¢ao, de acordo com as equagdes 1 e
2, respetivamente. Os resultados mostram que o LD varia entre 0,24 e
1,21 mg/L e o LQ entre 0,74 e 3,67 mg/L, sendo o valor médio de 0,4 (+/-
0,3) e 1,3 (+/-0,9) mg/L, respetivamente. Pode-se constatar que existe
uma grande amplitude entre valores de LD e entre valores de LQ,
resultado da execucao das calibracdes em varios dias.

Para o estudo da exatidao e da precisao, analisaram-se 3 solugdes de
controlo de qualidade de furosemida com 3 niveis de concentracao
diferentes (2, 8 e 15 mg/L correspondendo a SCQ3, SCQ2 e SCAQ1,
relativamente). Como critério de classificacdo, calcularam-se os valores
de Er% e sr%, respetivamente.

No que respeita os valores médios da concentracao, do desvio padrao e
do desvio padrao relativo para cada uma das SCQ, para o estudo da
precisao intermédia, obtiveram-se para a SCQ1 e SCQ2 valores de sr%
inferiores a 5% pelo que se pode afirmar que a precisao é aceitavel. Na
SCQ3 chegou-se a um valor de sr% de 18%, pelo que se pode dizer que
tem uma ma precisdo. Para o estudo da repetibilidade (calibragdes
realizadas no mesmo dia), tal como nos resultados anteriores, a precisao
das analises as solugcdes SCQ 1 e SCQ 2 foi aceitavel e para a SCQ 3 foi
ma.

No estudo da exatiddao das analises usaram-se os valores das
concentracdes obtidas para as trés SCQ. Os erros relativos percentuais
obtidos nas determinagdes de furosemida nas solugdes SCQ1l e SCQ2
foram inferiores a 2% e na SCQ3, inferiores a 5%. Globalmente, a
exatidao foi aceitavel. Estes resultados mostram que, embora para niveis
baixos de furosemida a precisdao nao seja razoavel, na exatidao
conseguiu-se nos trés niveis de concentracao, resultados aceitaveis. No
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gue respeita a robustez o método utilizado nao sofreu oscilagdes ou
interferéncias secundarias pelo que se pode considerar o método
utilizado, robusto.

As andlises as amostras dos farmacos foram efetuadas em varios dias, de
forma a avaliar a sua precisao intermédia. Globalmente verifica-se que a
precisdo na andlise do farmaco Sandoz é Aceitdvel (sr%=2,38), Razoavel
para os farmacos Winthrop, Cinfa e Ratiopharm (sr% inferior 7,20) e ma
para as analises no farmaco Lasix® (sr%=11,20). Os resultados obtidos
para a concentragao de furosemida nos farmacos foram comparados
com os descritos no folheto informativo (40 mg de furosemida no
comprimido). De um modo geral, verifica-se que a massa total
determinada para as amostras em estudo, aproxima-se do valor descrito
no folheto informativo das mesmas. Verifica-se uma maior variacao
entre o valor esperado e o valor medido experimental na amostra do
laboratério Cinfa, resultando uma exatiddao ma (Er%=17,1%).
Globalmente, a exatiddao das anadlises é razoavel, demonstrando que o
método instrumental UV usado permite a analise da furosemida em
farmacos.

4. Discussao e Conclusao

Os métodos de separagdao sdao essenciais para aplicacdes especificas,
tanto a nivel industrial como laboratorial. Esta técnica TLC permitiu
confirmar que existe furosemida nos comprimidos, por comparacao do
cromatograma com o padrao de furosemida pura.

Através da analise dos espectros, utilizando como solventes a agua e o
metanol, verificou-se que a furosemida se dissolve em metanol e ndo em
agua. Pode-se afirmar que os excipientes presentes nos comprimidos
nao interferiram na analise, ao contrario do resultado obtido para a
agua.

Apesar das vantagens da utilizacdao de TLC, esta nao se revelou
necessaria, uma vez que apenas a furosemida se dissolve em
guantidades significativas e quantificaveis. Deste modo, abandonou-se a
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técnica de TLC, pois esta apresenta alto custo, passando-se a utilizar a
técnica Espectrofotometria na regidao UV do espectro eletromagnético.

O método analitico espectrofotométrico foi proposto e validado para
doseamento da furosemida a 238 nm, demonstrando ser simples,
rapido, preciso, exato e reprodutivel.

O método foi aplicado para quantificar a furosemida em comprimidos,
apos pulverizacdo dos mesmos, sem interferéncia dos constituintes da
formulacdo, constituindo, portanto, uma ferramenta alternativa util, de
baixo custo e facil execugdao na rotina de controlo de qualidade da
furosemida como matéria-prima e em formas farmacéuticas solidas orais
(comprimidos).

Para determinar o intervalo de concentracdes utilizou-se como critérios
de selecao a proximidade dos pontos, com a recta de calibragao e com
os valores de LD e LQ, calculados com parametros da reta de calibracao.
O intervalo dinamico de concentracao de furosemida usado foi de 0,804
mg/L a 15,08 mg/L. A equacdo da reta global, obtida da relacdo entre as
absorvancias e as concentracdes das solucdes padrao de furosemida, é
Abs=0,0701C-0,0303. O limite de detecdo calculado é de 0,4 mg/L e o de
quantificacdo de 1,3 mg/L. Nas solug¢Ges controlo de qualidade, as
analises de furosemida tinha precisdo e exatiddao razoaveis, embora a
niveis baixos de concentracdo de furosemida (préximo do valor de LQ), a
precisao seja ma.

Nas amostras, os resultados das andlises foram aceitdveis (precisdao e
exatiddao) exceto no farmaco do laboratério Cinfa, onde se obtiveram
valores de concentracgao de furosemida de exatidao ma.

A reta de calibracdo determinada para a furosemida, obteve-se por
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, representando a
absorvancia vs concentragao.

No que diz respeito a andlise quantitativa de furosemida nos farmacos,
pode-se concluir que regra geral os resultados obtidos foram préximos
dos esperados. O ligeiro défice nas formulagdes genéricas e o ligeiro
aumento da formulagcao comercial Lasix ® pode ser explicado por erros
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durante a execucao da técnica como por exemplo erros de pipetagem,
uma vez que foram utilizadas pipetas volumétricas, em vez de
micropipetas, devido ao facto de nao ser possivel utiliza-las com o
metanol.
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