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STRESS DEGRADATION STUDIES ON INPUT HYDROCHLOROTHIAZIDE ACTIVE
PHARMACEUTICAL AND PHARMACEUTICAL FORM TABLET FOR DEVELOPMENT
AND VALIDATION OF METHOD FOR STABILITY OF INDICATIVE HIGH-
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Thiazide diuretic is a first-line class of antihypertensive drug that has been used in treatments of
arterial hypertension for 40 years. In this work, a study of imposed degradation of
hydrochlorothiazide was performed in order to evaluate the specificity of the analytical method
applied for its identification and quantification. Hydrochlorothiazide active pharmaceutical
ingredient and the hydrochlorothiazide tablet LAFEPE (25 mg) were undergo the following
degrading stress conditions: thermolysis, hydrolysis (acidic, neutral and alkaline), oxidation,
photolysis and exposure to metal ions. The protocol applied to quantify the hydrochlorothiazide
content in pills and raw material is described in the 5™ edition of Brazilian Pharmacopoeia by using
high performance liquid chromatography (HPLC). It was observed seven degradation products
eluted in different retention times in the chromatogram and none of them overlapped the peak of the
active product. The drug and IFA were stable during thermolysis and also photolysis. The degrading
agents: oxidation and alkaline hydrolysis, were the ones which generated higher number of
products, on the other hand the neutral hydrolysis produced higher percentage of degradation.
Indeed, this analytical methodology presented specificity towards hydrochlorothiazide analysis. In
addition, the method can indicate product stability and is able to be validated.

Key words: Hydrochlorothiazide. Stress test. Stability. High performance liquid chromatography.



INTRODUCAO

A hidroclorotiazida, protétipo dos diuréticos tiazidicos, é indicada, em baixas doses orais, como
primeira escolha no tratamento de hipertensdo arterial sistémica. E usado como adjuvante no
tratamento de insuficiéncia cardiaca cronica controlada, tendo a vantagem de efeito diurético
moderado e possibilidade de uma administracdo diaria. Pode também ser empregada em
hipercalcitria e em diabetes ndo insulino dependente (diabetes tipo 11)t. Compde o elenco de
medicamentos gratuitos para hipertensdo, do Programa Farmacia Popular do Brasil e Programa
"Salide N4o Tem Prego"?2,

A hidroclorotiazida ¢ um farmaco que possui formula estrutural conforme descrito na Farmacopéia
Brasileira (Figura 01) e formula quimica C7HsCIN304S> - 1,1-Dioxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-
1,2,4benzotiadiazina-7-sulfonamida®. Possui aspecto fisico de po cristalino branco ou quase branco,
inodoro e pouca solubilidade em agua, soltvel em etanol e solivel em acetona e em solugbes de
hidroxidos alcalinoss. A USP 374 cita as impurezas que podem aparecer e determina os limites
aceitaveis para cada uma destas, no caso da benzotiadiazina e clorotiazida e os limites preconizados
sdo 1 e 0,5% respectivamente. A benzotiadiazina é formada junto ao formadeido por hidrélise®, que
junto a clorotiazida séo as mais conhecidas impurezas de processo, sendo ja conhecida uma terceira,
o0 dimero HCTZ-CH,-HCTZ5".
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Figura 1. Férmula Estrutural da Hidroclorotiazida®

Além dos efeitos adversos causados pelo insumo farmacéutico ativo (IFA), devemos acompanhar
suas caracteristicas fisicas e quimicas na forma farmacéutica, através da estabilidade do
medicamento. A estabilidade de insumos e produtos farmacéuticos depende de fatores extrinsecos
como temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao préprio produto como propriedades
fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composicdo, processo de fabricagdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem®. A
estabilidade é definida como o tempo durante o qual a especialidade farmacéutica ou a matéria-
prima isoladamente, mantém dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de

3



estocagem e uso, as mesmas condi¢cdes e caracteristicas que possuia quando da época de sua
fabricacéo®.

No Brasil, os estudos de estabilidade de medicamentos devem ser conduzidos de acordo com a RE
n°1/2005 da ANVISA®, na qual esta prevista, dentre outros testes, a quantificagdo de produtos de
degradacdo e o método analitico correspondente. Em consonancia com esta resolugdo, a RDC
n°53/2015%, estabelece pardmetros para a notificagdo, identificacdo e qualificagdo de produtos de
degradacdo em medicamentos com substancias ativas sintéticas e semissintéticas.

De acordo com a RDC n° 53 da ANVISA? e a International Conference on Harmonization (ICH)
através de seu guia ‘Stability Testing of New Drug Substances and Products’ (Q1A), ambos
tratam sobre o delineamento de estudos de estresse referente a insumo farmacéutico ativo. Eles
sugerem que os produtos de degradacdo sdo submetidos a variacfes de condicbes e que estas
situacBes sugerem a formacdo de produtos de degradacdo ou passos que aceleram o aparecimento
da degradagdo®?.

Nos ensaios de degradacdo forgada, o insumo e 0 medicamento devem ser submetidos as condicdes
de estresse: termdlise, hidrélise (&cida, basica e neutra), oxidacdo, fotolise e exposicdo a ions
metéalicos, a fim de gerar produtos de degradacdo em quantidade suficiente para se desenvolver e
validar a metodologia analitica utilizada para a quantificacdo do teor do farmaco e dos produtos de
degradacdo. Os resultados destes ensaios sdo utilizados pelas inddstrias farmacéuticas,
principalmente, para avaliacdo da especificidade do método analitico, conforme estabelecido na RE
n° 899/2003%3,

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permite a analise quantitativa de misturas
e possibilita verificar possiveis produtos de degradacdo, sendo, portanto, amplamente utilizado no
controle de qualidade de farmaco e medicamentos. O uso do detector de arranjo de fotodiodos
(DAD) permite calcular a pureza dos picos cromatogréaficos, fator importante a ser considerado,
pois um pico cromatogréafico, aparentemente de apenas um componente, pode ser correspondente a
mais de um composto. Assim, o0 uso do DAD, é de fundamental importancia na validacdo de
métodos por CLAE, pois permite inferir que um determinado pico cromatografico refere-se aquela
substancia, sem interferentes*.

O teste de estresse mostra-se como uma tendéncia dentro do planejamento para o desenvolvimento
de uma forma farmacéutica, pois a investigacdo da estabilidade intrinseca do farmaco fornece
abordagens de formulacdo, processos de producao e indica tipos de adjuvantes, aditivos de protecao
especificos e de acondicionamento primario e condigdes de armazenagem, que provavelmente

melhorardo a integridade do farmaco e do produto. Demonstrando-se assim, que o conhecimento do
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comportamento quimico pode ser usado para garantir a estabilidade da forma farmacéutica
desejada®®.

Desta forma, o objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de um metodo indicativo de
estabilidade para o medicamento hidroclorotiazida 25 mg comprimido, contemplado no

planejamento do Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco LAFEPE®.



PARTE EXPERIMENTAL

Amostras

As amostras utilizadas foram LAFEPE Hidroclorotiazida 25 mg comprimido, lote 15050268 e
Hidroclorotiazida matéria-prima (IFA), lote SUZHOU LIXIN 20151109 e o placebo LAFEPE
1604LBSO01.

As substancias quimicas de referéncia (SQR) foram: Hidroclorotiazida USP Lote JOF070,
Clorotiazida USP Lote 10L188 e Benzotiadiazina componente relacionado A USP JOL279.

Reagentes

Foram utilizados acetonitrila grau HPLC Merck®, fosfato de potassio Merck®, acido cloridrico
Quimex®, hidroxido de sodio e peréxido de hidrogénio Synth®, sulfato de cobre Neon®, &cido

fosforico Synth® e agua ultrapurificada (Milli Q®).

Condigdes Cromatogréficas

A metodologia empregada nas analises, € descrita na Farmacopéia Brasileira 5% edi¢do para
Hidroclorotiazida comprimidos. Utilizou-se um cromatografo liquido de alta eficéncia Hitach® Elite
LaChrom composto por bomba L-2130, amostrador L-2200, forno 2300 e detector Diode Array
(DAD) 2455 gerenciado pelo software Ezchrom Elite®. Os demais parametros cromatograficos

estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Condigbes cromatograficas do método analitico

Caracteristicas Descricdo

Fase Estacionaria Phenomenex® Modelo Gemini 250 x 4,6 mm; C18; 5um

Fase Movel Solucéo de Fosfato de Potassio 0,1 M e Acetonitrila pH 3,0 (9:1)
Fluxo 2 mL/min.
Comprimento de onda 254 nm, empregando DAD

Volume de injecdo 20 uL

Tempo de corrida 30 min.
Temperatura 25°C




Solucéo padrao primario

Para o preparo do padrdo pesou-se analiticamente 15 mg e transferiu-se para um baldo volumétrico
de capacidade de 10 mL com auxilio de 1 mL de acetonitrila, esse baldo foi submetido a sonicacéo
por 10 minutos e o volume foi completado com a fase moével (Solucédo P1).

Para preparacdo da amostra transferiu-se 5 mL da Solugdo P1 para baldes volumétricos de 50 mL,
completando o volume com fase mdvel (solucdo de tampdo fosfato pH 3 :acetonitrila — 9:1). As
solucgdes foram filtradas em unidades filtrantes de PVDF de 0,45 pum e analisadas por CLAE, para a
quantificacdo do teor de hidroclorotiazida e dos produtos de degradacdo. A concentracdo final da
solucéo foi de 0,15 mg/mL. Todas as solucGes foram preparadas em triplicatas auténticas.

Solucéo padréo trabalho

Para o preparo do padrdo pesou-se analiticamente 75 mg e transferiu-se para um baldo volumétrico
de capacidade de 100 mL com auxilio de 10 mL de acetonitrila, esse baldo foi submetido a
sonicacao por 10 minutos e o volume foi completado com a fase movel (Solucéo PT1).

Para preparacdo da amostra transferiu-se 5 mL da Solucéo PT1 para bal6es volumétricos de 25 mL,
completando o volume com fase mével (solucdo de tampdo fosfato pH 3 :acetonitrila — 9:1). As
solucgdes foram filtradas em unidades filtrantes de PVDF de 0,45 um e analisadas por CLAE, para a
quantificacdo do teor de hidroclorotiazida e dos produtos de degradacdo. A concentracdo final da

solucéo foi de 0,15 mg/mL. Todas as solucBes foram preparadas em triplicatas auténticas.

Degradacao hidrolitica, oxidativa e por ions metalicos

Para o estudo de degradacdo pesou-se analiticamente o equivalente a 75 mg de hidroclorotiazida,
transferiu-se para um baldo volumétrico de capacidade de 100 mL com auxilio de 10 mL de
acetonitrila, esse baldo foi submetido a sonicagdo por 10 minutos e o volume foi completado com as
respectivas solucdes de degradagdo (hidrolise neutra: agua ultrapura, hidrdlise acida: HCI 5M,
hidrolise basica: NaOH 0,2M, oxidagdo: H202 30% e ions metélicos: CuSO4 0,01M), para a amostra
controle foi utilizado fase movel. Essas solugbes foram armazenadas em frasco ambar e mantidas
em temperatura ambiente durante os tempos de estudo Oh, 24h, 48h, 72h, 7 dias, 15 dias e 30 dias
(Solugdes Al).



Degradacdo térmica e fotolitica

Para o estudo de degradagdo térmica as amostras foram acondicionadas em estufa FANEM® (calor
seco) a 60 °C, durante 15 dias. As amostras em quantidade suficiente foram distribuidas em placa de
Petri, de modo que nédo ultrapassassem espessura de 1 mm de pd, durante o tempo de 15 dias, do
qual foram retiradas amostras para teste nos tempo 0, 1, 2, 3, 7 e 15 dias.

O estudo fotolitico procedeu com a distribuicdo em uma placa de Petri de aproximadamente 1 mm
de po de IFA, submetido a exposicdo de 1,2 milhdes de lux.horas + 200 watt.horas/m? (UV) em
camara de fotoestabilidade CARON® modelo 60402. As amostras e os controles (amostra em placa
de petri coberta com papel aluminio) foram submetidas ao teste no mesmo momento. Também
foram realizados testes dos comprimidos, placebos e comprimidos em sua embalagem primaria,
verificando assim a efetividade da protecdo da embalagem.

Para estes estudos de degradacdo pesou-se analiticamente o equivalente a 75 mg de
hidroclorotiazida, transferiu-se para um baldo volumétrico de capacidade de 100 mL com auxilio de
10 mL de acetonitrila, esse baldo foi submetido a sonicacdo por 10 minutos e o volume foi

completado com fase mével (Solucdo Al).

Solucao de Injecdo (Amostras)

Para preparacdo da amostra de injecdo transferiu-se 5 mL das Solucdo Al para 0s respectivos
balGes volumétricos de 25 mL, completando o volume com fase mdvel (solucdo de tampéo fosfato
pH 3:acetonitrila — 9:1). As solucdes foram filtradas em unidades filtrantes de PVDF de 0,45 um e
analisadas por CLAE, para a quantificacdo do teor de hidroclorotiazida e dos produtos de
degradacdo. A concentracdo final da solucdo foi de 0,15 mg/mL. Todas as solugdes foram

preparadas em triplicatas auténticas.

Solucao diluente controle

O diluente utilizado para as amostras na condicdo controle foi a fase movel, portanto injetou-se fase

movel como solucdo diluente controle.



Solucédo branco de degradacgéo

As solucdes de degradacdo foram utilizados como amostras branco para cada condicdo de

degradacéo.



RESULTADOS E DISCUSSAO

A metologia analitica foi avaliada para adequabilidade do sistema conforme indica a Farmacopeia

Brasileira em sua 52 edicdo® e USP 374 Os parametros avaliados foram: resolucéo, desvio padrio

relativo (DPR) de area e tempo de retencdo, fator de cauda, pratos tedricos e assimetria. Para isso

foi preparada solucdo de resolucdo conforme descrito na farmacopéia e realizadas cinco replicatas

de injecdo. Na tabela 2, observa-se que o sistema estava adequado. Na figura 2 pode ser observado

0s picos referentes ao padrdo Hidroclorotiazida-HCTZ na concentracdo de 0,075 mg/mL, e as

substancias Clorotiazida-CTZ (TRR 0,821) na concentragdo de 0,075 mg/mL, e Benzotiadiazina-

BTDZ componente relacionado A (TRR 0,687) na concentracdo de 0,03 mg/mL, essas

concentrages foram baseadas na USP 374,
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Figura 2. Cromatograma dos padrdes primarios Hidroclorotiazida (HCTZ), benzotiadiazina e clorotiazida com
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Tabela 2. Resultados do teste de adequabilidade do sistema

Critério de aceitacéo Resultado
- DPR &rea: no maximo 2% 0,53
'1% DPR tempo de retencdo: <2 % 0,21
g Pratos teéricos: > 5000 9607
8  Resolugdo: >2 7,41
'-% Assimetria: 0,8 - 2,0 1,15
DPR &rea: no maximo 2% 0,52
DPR tempo de retencdo: <2 % 0,19
.“; Pratos teoricos: > 5000 8612
g Resolugéo: > 2 4,08
8 Assimetria: 0,8 2,0 1,23
DPR &rea: no maximo 2% 0,52
% DPR tempo de retengdo: <2 % 0,16
'(% Pratos teoricos: > 5000 8121
S Resolugdo: > 2 3,82
§ Assimetria: 0,8 - 2,0 1,22
[
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A anélise de pureza de picos foi realizada pelo detector de arranjo de diodos (DAD), o qual pode

indicar a especificidade e seletividade do método através da identificacdo ou ndo de outros

componentes no mesmo pico. Assim, pode-se observar nas Figuras 3 e 4 que as amostras de

hidroclorotiazida, clorotiazida e benzotiadiazina componente relacionado A apresentaram pureza

total e similaridade, igual a 1,000.
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Peak ret. time: 5,39 Min
Peak name: Benzotiadiazina
Total purity: 1,000000

Peak ret. time: 6,44 Min
Peak name: Clorotiazida
Total purity: 1,000000

Peak ret. time: 7,85 Min
Peak name: HCTZ
Total purity: 1,000000

Sim. Index

Figura 3. Graficos de pureza da Benzotiadiazina, Clorotiazida e Hidroclorotiazida. A linha de base é representada

em vermelho, e o pico em verde

11



ooy —— — L 500 Hit #: 1
Library: C'EZChrom Elite'\Enterprise'Biblicteca
geral HCTZ Mét Farm Bras 5. Col . Phenomenex
Gemini 250x4,6; C18; Sum 1ib
o T T 7 e Source: C:EZChrom
250 00 80 00 Elite'Enterprise Projects' Hidroclorotiazida Data\201
" 6-05-17:27-06-16
HCTZ Clorotiazida Benzotiadiazina Mix-Rep3.dat
Component: Benzotiadiazina
Retention Time: 53,4067 Min
Similarity: 1,0000

maLl
Ll

250 4 250

i E A — - 750 Hit # 1
Library: C\EZChrom Elite\Enterprise'Biblioteca
geral HCTZ Mét Farm Braz 5. Col . Phenomenex
Gemini 250x4,6; C18; Sum lib
o T r T o Source: C:\EZChrom
250 00 30 00 Elite Enterprise'Projects'Hidroclorotiazida'Data\201
" 6-05-17127-06-16
HCTZ Clorotiazida Benzotiadiazina Mix-Repl dat
Component: Clorotiazida
Retention Time: 6,4400 Min
Similarity: 1,0000

500 = 500
250 4 250

mal
Ll

oy — — k750 Hit#: 1
Library: C:\EZChrom Elite'Enterprise'Biblioteca
geral HCTZ Mét Farm Bras 5. Col . Phenomenex
Gemini 230x4.6; C18; Sum.lib
o T T 7 0 Source: C\EZChrom
250 00 0 400 EliteEnterprise'Projects'Hidroclorotiazida'Data'201
" 6-05-17:27-06-16
HCTZ Clorotiazida Benzotiadiazina Mix-Fepl.dat
Component: HCTZ
FRetention Time: 7 467 Min
Similarity: 1,0000

500 - 500
250 F 250

Ll
il

Figura 4. Graficos de similaridade da Benzotiadiazina, Clorotiazida e Hidroclorotiazida. Padrao representado em

verde, amostra em azul

Os resultados mostrados nas figuras 2, 3 e 4 evidenciam que o método foi eficaz e verifica ainda
que compostos mesmo em concentracBes baixas podem ser analisados, e ainda que 0s compostos
ficaram com boa resolucdo e que o método foi considerado confidvel.

No estudo de degradacédo forcada utilizou-se as condi¢des de estresse: térmica, fotolitica, hidrolise
neutra, acida e basica, oxidacdo e ions metalicos. Nem todas as condi¢fes apresentaram degradacéao
relevante, ao todo foram obtidos 7 produtos de degradacdo que foram nomeados de acordo com o
tempo de retencgéo relativo (TRR). Nos testes de degradacgéo forcada, os cromatogramas obtidos das
solugdes do insumo farmacéutico ativo (IFA) hidroclorotiazida, produto acabado e placebo
submetidos a diferentes condicOes de estresse, foram comparados aos cromatogramas das mesmas
solucBes ndo submetidas & degradacdo e preparadas no momento do teste. Nas condicOes de
controle ndo houve aparecimento de picos no tempo de retencéo da hidroclorotiazida, demonstrando
especificidade do metodo (Tabelas 3 e 4). Todos os estudos foram testados com placebos que nao
também ndo apresentaram picos nas areas relacionadas ao padrdo ou a picos de degradagdo da IFA

ou comprimido.
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Tabela 3. Produtos de degradacéo da hidroclorotiazida nas condicdes: hidrolise neutra, acida e basica, oxidagao e ions

metalicos (IFA) no tempo 30 dias

Percentual de

L Produto de Tempo de retencéo Teor dos picos ] o
Condicéo . ) Hidroclorotiazida
degradacéo relativo (TRR) (%)
(%)
Hdrolise neutra Produto 1 0,675 18,17 86,99
Hidrolise acida Produto 1 0,676 6,08 91,70
Produto 1 0,677 9,79
Produto 2 0,508 0,48
S ) Produto 3 0,407 0,41
Hidrolise basica 94,02
Produto 4 0,822 0,21
Produto 12 0,382 0,35
Produto 6 0,786 0,20
Produto 1 0,677 0,98
Produto 11 0,932 0,31
) Produto 9 0,294 0,90
Oxidacdo 78,59
Produto 4 0,821 3,30
Produto 2 0,467 0,15
Produto 10 2,987 0,35
jons metalicos Produto 1 0,676 11,77 93,25

O produto 1 pode corresponder a benzotiadiazina componente relacionado A com TRR de 0,5, este

foi o produto de degradacdo que apareceu em todos os tempos e todas as condicdes, inclusive estava

presente no padrdo primario e secundario (Figura 5). Entretanto, o aparecimento da benzotiadiazina

nos padrdes estavam dentro dos limites descritos na USP 374, ja que se trata de uma substancia

relacionada, o que ndo ocorreu no estudo de degradacdo que o mesmo teve seu percentual

aumentado em contato com os agentes degradantes. Diante disto, todos os resultados tiveram a area

desse pico 1 diminuida nos célculos de degradacdo. Apenas nas condi¢Ges de hidrdlise bésica e

oxidacdo apareceu o produto 4 que pode corresponder a clorotiazida com TRR de 0,8, compativel

com a USP 374,
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Figura 5. Cromatograma do padrdo Hidroclorotiazida (HCTZ), demonstrando a presenca do pico 1, com
similaridade e pureza em 1,000 para Benzotiadiazina

Na hidrdlise neutra (Figura 6A), acida (Figura 6B) e ions metalicos (Figura 6C) s6 houve a
ocorréncia do produto 1, que teve sua area aumentada com o passar do tempo.

Figura 6. Overlay dos cromatogramas na condicao de hidrdlise acida 5,0 M (A), hidrdlise neutra (H-0) (B) e

fons metalicos CuSO4 0,01 M (C) nos tempos zero (azul), 30 dias (verde) e branco (preto) para IFA
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Na condicdo contendo hidroxido de sdédio 0,2 M, no tempo zero ja foi possivel verificar a

presenca de um pico com tempo de retencdo relativa (TRR) de 0,668 que permaneceu unico até 72

horas. Outros produtos apareceram a partir do tempo 7 dias, com 0 maximo de 6 picos no ultimo

tempo do estudo — 30 dias (figura 7).
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Figura 7. Overlay dos cromatogramas de IFA na condicdo de NaOH 0,2 M nos tempos zero (azul), 30 dias (verde) e

branco (preto)

Na condicdo oxidativa, o produto 1, tem seu aparecimento desde o tempo zero, como ocorre

em todas as degradacdes e o produto 9 tem seu aparecimento a partir do tempo 48 horas, o produto

4 comega a ocorrer no tempo 72 horas, o produto 11 se inicia com 7 dias e os produtos 2 e 10 s

ocorrem no ultimo tempo do estudo — 30 dias (Figura 8).
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Figura 8. Overlay dos cromatogramas de IFA na condic¢éo de H>O2 30% nos tempos zero (azul), 30 dias (verde) e

branco (preto)

A hidrolise bésica e a oxidacdo conforme pode ser observado nas Figuras 9 e 10, nos
cromatogramas destas condi¢fes no produto acabado (comprimido), foram as condi¢bes que
apresentaram maior quantidade de picos tanto na condicdo do insumo farmacéutico como no
produto acabado. Todavia, a maioria dos produtos com exce¢do do produto 1 apresentaram

porcentagem menor que 0,5%.
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Na tabela 4 estdo descritas as degradacdes obtidas utilizando o produto acabado (comprimido).

Tabela 4. Produtos de degradacdo do comprimido LAFEPE hidroclorotiazida 25 mg nas condic@es: hidrélise neutra,

acida e bésica, oxidacdo e ions metalicos no tempo 30 dias

Percentual da

) Produto de Tempo de retencéo Teor dos picos ) o
Condicéo B . Hidroclorotiazida
degradacao relativo (TRR) (%)
(%)
Hdrolise neutra Produto 1 0,692 21,05 94,00
Hidrolise acida Produto 1 0,692 7,23 98,89
Produto 1 0,692 11,78
Produto 2 0,422 0,12
Produto 3 0,401 0,44
Hidrdlise bésica Produto 4 0,828 0,28 85,91
Produto 5 0,521 0,72
Produto 6 0,753 0,14
Produto 7 1,653 0,21
Produto 1 0,691 6,15
Produto 8 0,511 0,34
. Produto 9 0,313 0,31
Oxidagéo 81,98
Produto 4 0,824 0,30
Produto 10 2,958 1,47
Produto 6 0,934 0,23
; Produto 1 0,693 7,83
lons metalicos 99,17
Produto 8 0,497 0,91

Na condicdo acida o percentual de hidroclorotiazida no estudo utilizando IFA foi de 91,70%, na

mesma condicdo utilizando o comprimido o percentual de hidroclorotiazida praticamente nao se

alterou (98,89 %), foi possivel observar a presenca de um pico que se refere ao produto 1 também

presente no padrdo (Figura 11A), todavia é importante ressaltar que o percentual do produto 1

aumenta com o passar do tempo e no tempo 30 dias chega a 7,23%, mesmo ndo ocorrendo a

diminuicdo da hidroclorotiazida na mesma amostra.
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Figura 11. Overlay dos cromatogramas na condigdo de hidrélise acida 5,0 M (A) e hidrolise neutra (H,0) (B)

nos tempos zero (azul), 30 dias (verde) e branco (preto) para comprimido

O principal agente degradante na apari¢do desse produto foi a 4gua, que apresentou pico de até
21,95% na condicédo do produto acabado (Figura 11B).

Na condicdo de ions metalicos, o percentual de hidroclorotiazida no estudo utilizando IFA foi de
93,25%, na mesma condicdo utilizando o comprimido o percentual de hidroclorotiazida
praticamente ndo se alterou (99,17%), todavia apareceu um produto que ndo estava presente no

IFA, o produto 8 com o percentual de 0,91% (Figura 12).
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Figura 12. Overlay dos cromatogramas na condi¢do de ions metalicos CuSO4 0,01 M nos tempos zero (azul), 30

dias (verde) e branco (preto) para comprimido

19



Todas as condigOes de estresse demonstraram algum percentual de degradagdo, e quando
comparado a degradacédo entre a matéria-prima (IFA) e o comprimido (produto acabado), observou-
se que o percentual de degradacdo diminuia quando se tratava do produto acabado, exceto para a
condicdo de degradacdo NaOH, na qual o comprimido apresentou 14,09% de degradacdo e
degradou mais que o IFA que apresentou uma degradacao de 5,33%. Isso pode ser devido alguma
interacdo entre 0s excipientes e 0 ativo potencializando essa degradacdo. Em todas as outras
condicbes 0s excipientes pareceram proteger o ativo, diminuindo sua exposicdo ao agente e
diminuindo essa degradacéo.

N&o foi observada degradacdo térmica no IFA (Figura 13) e no produto acabado (Figura 13),
mostrando certa estabilidade para esse parametro, esses dados sdo corroborados pelo estudo de
Bhagwate e Gaikwad'®, que utilizaram um tempo de 3 dias com temperatura de 70 °C e também

n&o encontraram nenhuma degradacéo.
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Figura 13. Overlay dos cromatogramas na Degradagéo térmica da IFA (tempo zero: verde e tempo 15 dias:rosa) e

do comprimido (tempo zero: azul e tempo 15 dias: marrom)

Na condicdo fotolitica ndo foi observada degradacdo do IFA e do produto acabado. O produto 1

aparece em todas as amostras na condicdo do padrdo e portanto ndo houve aumento, como um

20



produto da degradacdo da condigdo. As amostras controle ndo tiveram o aparecimento de nenhum
pico de degradacéo.

Esses resultados sdo importantes porque apontam para estabilidade do produto em condigdes de
armazenamento como umidade e direcionam as condi¢des de estabilidade ideais para
armazenamento a fim de manter a qualidade do farmaco até sua validade. Ainda foi possivel
verificar a estabilidade em condicGes de armazenamento como luz e calor.

A andlise de pureza de picos é facilitada pelo detector de arranjo de diodos (DAD), o qual pode
indicar a especificidade e seletividade do método através da identificacdo ou ndo de outros
componentes no mesmo pico. Assim, observa-se que as amostras de hidroclorotiazida no tempo 30
dias em todas as condic¢des apresentou pureza total e similaridade, igual a 1,000 e, portanto, mesmo
a hidroclorotiazida apresentando um decaimento com 30 dias, a pureza do seu pico ndo €
modificada durante o estudo, conforme artigo 7 da RDC 53°. Comparando o produto 1 com a

benzotiadiazina a similaridade foi acima de 0,995 para todas as condi¢fesn(Figura 14).
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Figura 14. Graficos de similaridade da Benzotiadiazina nas amostras de degradacdo. Padrdo representado em

verde, amostra em azul.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados dos testes de estresse por hidrélise (basica, &cida e neutra), oxidagdo e
térmica e fotolitica verificou-se que o método baseado na metodologia da Farmacopéia Brasileira 52
edicdo consegue detectar produtos de degradacdo do produto acabado Hidroclorotiazida 25 mg,
além de demonstrar especificidade e seletividade a partir da analise de pureza e similaridade de
pico.

A identificagdo dos produtos de degradacdo foi possivel através do uso de padrdes conhecidos, para
comparagdo com os picos de degradacao visualizados nos diferentes cromatogramas e quantificagao
dos limites de aceitacéo.

E necessario que a metodologia seja validada, e este sera o proximo passo do estudo.
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