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Evaluacion de un método de cuantificacion de la concentracion
de furosemida por cromatografia en fase liquida de alta
resolucion*

MD. Blanco', A. Bennani’, A. Alcaraz®, P. Martinez”, I. Tovar®, F. Cafiizares®

Resumen

La furosemida es un diurético empleado en el tratamiento de estados edematosos asociados a fallo cardiaco, muy utilizado
en pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos, tanto de adultos como pedidtrica. Nuestro objetivo es evaluar un
método de cromatografia liquida de alta resolucion, para monitorizar los valores de furosemida en muestras pedidtricas.
Hemos utilizado como fase mévil una mezcla de tampon fosfato dihidrégeno sédico (5 mmol/L) con acetonitrilo (30:70, v/v)
ajustada a pH 3, ¢ impulsada a un flujo de 1,5 mL/min y como fase estacionaria una columna C-18. La deteccion se realiza
con un detector fluorimétrico (em: 270 nm; ex: 470 nm). La linealidad de las curvas de calibracion ha sido verificada de 0,03 a 150
umol/L. El limite de deteccion es 0,005 pmol/L. El coeficiente de variacion (CV) intraensayo oscila entre 3,21% (0,03 umol/
L)y 0,79% (30 umol/L) en plasma, mientras que en orina es de 2,07% (0,15 umol/L) a 0,53% (150 umol/L). EI1 CV interensayo
oscila entre el 8,33% (0,03 umol/L) y 3,40% (30 pmol/L) para el plasma y de 4,65% (0,15 pumol/L) a 1,81% (150 pmol/L)
para la orina. No encontramos interferencias con otros farmacos habitualmente utilizados en unidades de cuidados intensivos
pediatricas. El método descrito de cuantificacion de furosemida es sensible, reproducible, especifico y requiere poca muestra,
por tanto muy recomendable en pediatria.
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Summary. Evaluation of a method for the measurement of furosemide by high-performance liquid chromatography

Furosemide is a diuretic agent for the treatment of oedema related to heart failure. It is widely used in both adult and paediatric
intensive care units. Our aim was to evaluate a high-pressure liquid chromatography method for monitoring furosemide levels
in paediatric samples. A mixture containing 5 mmol dihydrogenphosphate buffer and acetonitrile 30:70 (v/v) pH 3 was used as
mobile phase with 1,5 mL/min flow rate. The reverse phase is C-18 a column. Detection is carried out by a fluorimetric device
(em; 270 nm; ex: 470 nm). Calibration curves were shown to be linear in the range from 0,03 to 150 imol/L. The detection
threshold found is 0,005 imol/L. Intra-assay coefficient of variation ranges between 3,21% (0,03 umol/L) and 0,79% (30 pmol/L) in
plasma, whereas in urine is 2,07% (0,15 pmol/L) to 0,53% (150 umol/L). Inter-assay CV is between 8,33% (0,03 pmol/L) and
3,40% (30 pmol/L) in plasma, and 4,65% (0,15 pmol/L) to 1,81% (150 umol/L) in urine. No interference is found with other
drugs commonly used in paediatric intensive care when using this protocol. The described method for furosemide measurement
is sensitive, reliable, specific and requires just a small sample, thus being very suitable for paediatric care.

Keywords: Furosemide. Drug Monitoring

INTRODUCCION

Diversos métodos analiticos para la cuantificacion de la concen-
tracion de furosemida, incluyendo técnicas espectrométricas (2),
fluorimétricas (3) o polarograficas (4) han sido utilizadas, carecien-
do de la adecuada sensibilidad y especificidad para ser empleadas
en el laboratorio clinico. Para salvar este inconveniente, se han
desarrollado métodos cromatograficos, siendo mas empleada la
cromatografia en fase liquida de alta resolucion (HPLC) que la cro-

La furosemida, un derivado del acido antranilico, es un potente
y eficaz diurético que inhibe activamente la reabsorcion del i6n
cloruro en el segmento ascendente del asa de Henle, muy empleado
clinicamente en el tratamiento de estados edematosos, asociados a
fallo cardiaco, renal e hipertension, incluidos pacientes ingresados

en las unidades de cuidados intensivos, tanto de adultos como
pediatricos (1).
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matografia en fase de gases (CG), debido a que esta ultima requiere
un pretratamiento laborioso de extraccion y derivatizacion de la
muestra antes de su analisis (3).

Una amplia variedad de procedimientos de HPLC han sido
descritos, tanto en plasma como en orina para la cuantificacion de

Abreviaturas no estandarizadas:
HPLC, Cromatografia en Fase Liquida de Alta Resolucion.
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la concentracion de furosemida (6-12). Las principales caracteris-
ticas que los diferencian se basan en:

1) Metodica de preparacion de la muestra, inyeccion directa
(6,7), precipitacion de proteinas y posterior extraccion en fase
organica (8) o extraccion mediante columna abierta en fase solida
(9,10)

2) Detector utilizado tras la separacion cromatografica,
ultravioleta-visible (11), electroquimico (12), fluorimétrico (13) o
por espectrofotometria de masas (714-15).

Nuestro objetivo es evaluar un método de HPLC para monitorizar
las concentraciones de la furosemida en muestras pediatricas.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos y soluciones

Furosemida, 4-cloro-5-sulfamoilantranilico e imipramina han
sido obtenidas de Sigma (St. Louis, MO, USA). Fosfato dihidrogeno
sodico, acido perclorico, acido fosforico e hidroxido sodico son
grado analitico (E. Merck, Darmstadt, Alemania). Los solventes
etanol, metanol y acetonitrilo de grado HPLC (Panreac, Barcelona,
Espafia).

Preparamos una solucion patron (madre) de una concentracion
de furosemida (3 mmol/L), disolviendo 99,3 mg en 100 mL de
etanol. Preparamos los calibradores de concentraciones entre 0,01,
1, 5, 50 y 150 umol/L, realizando diluciones sucesivas de la
solucion madre con una mezcla de plasma fresco y orina centrifugada
libre de droga. Todas las soluciones fueron almacenadas protegidas
de la Iuz a -20 °C hasta su uso.

La solucion madre del estandar interno es preparada disolviendo
31,7 mg de imipramina en 100 mL de etanol (1 mmol/L). Posterior-
mente se preparo la solucion de trabajo diluyendo con agua hasta
una concentracion de 10 pmol/L.

Método

La preparacion de la muestra consiste en la precipitacion de las
proteinas con un disolvente organico en medio acido. En un
eppendorf opaco, con 25 UL de la solucion problema (plasma u
orina) se afiade 25 uL. de estandar interno (imipramina, 10 pmol/L)
y 450 pL. de una solucion de acetonitrilo: acido perclorico al 65%
(80:20, v/v). Agitar en el vortex durante 30 segundos, y dejar
reposar 30 minutos a 4 °C. Centrifugar a 10.000 x g (5 minutos),
recoger el sobrenadante e inyectar 10 uL. en un sistema de HPLC
Series HP 1100 (Agilent, Palo Alto, CA, USA).

El sistema cromatografico consta de una bomba isocratica (mo-
delo G1310A420, Agilent, Palo Alto, CA, USA), un autoinyector
(modelo G1313A, Agilent, Palo Alto, CA, USA), equipado con un
“loop” de inyeccion de 100 pL, un detector de fluorescencia
(modelo FP-2020, Jasco Corp, Tokio, Japon) y un sistema de
adquisicion de datos con integrador (Software CDM, Biorad, CA,
USA).

Como fase reversa estacionaria utilizamos una columna de
octadecilsilano (Inersil RP-18, Teknochroma, Barcelona, Espafia)
de 5-um de diametro de particula y 15 cm x 0,46 cm (i.d.),
precedida de una precolumna de 2 cm (Supelguard L.C-18, Supelco,
Bellafonte, PA, EEUU). La fase movil fue preparada con una
mezcla de tampon fosfato dihidrogeno sodico (5 mmol/LL) con
acetonitrilo (30:70, v/v) ajustada a pH 3 con acido fosforico,
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desgasificada y filtrada con una membrana de nylon de 0,45 um de
poro y 47 mm de didmetro (Micron Separations, Westboro, MA,
USA). El flujo es de 1.5 mL/min.

La deteccion se realiza mediante un detector fluorimétrico, con
una longitud de onda de excitacion de 270 nm y de emision 470 nm.
La cuantificacion se realiza valorando el cociente de area de los
picos.

Linealidad

La linealidad del método ha sido determinada realizando cinco
diluciones (1:2, 1:10, 1:100, 1:1000) del patron de maxima concen-
tracion de furosemida de la mezcla de plasma (30,0 pmol/L) y orina
(150,0 pmol/L).

Imprecision

La imprecision se estim6 analizando tres patrones de diferentes
concentraciones de una mezcla de plasma y orina recién preparada
por duplicado, durante diez dias, ademas de diez veces en la

primera serie, siguiendo las normas del Nacional Comittee for the
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (16).

Limite de deteccion y cuantificacion

Se preparo una solucion blanco tanto de la mezcla de plasma
como de orina y se cuantifica la sefial. A esta solucion se afiade
concentraciones crecientes del constituyente (furosemida) y se
mide la sefial correspondiente, estableciendo el limite de deteccion
y cuantificacion segtin la proporcion de sefial/ruido de 3:1 y 10:1,
respectivamente.

Recuperacion

Se analizaron tres patrones de diferente concentracion de
furosemida en plasma y orina, asi como uno de imipramina, en
diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8).

Interferencias

Se analizaron como muestras los controles de calidad (Bio-Rad
TDM nivel 3), testando los tiempos de retencion de otras drogas en
las mismas condiciones cromatograficas.

RESULTADOS

El tiempo de retencion de la furosemida es de 3,6 minutos y del
estandar interno (imipramina) de 4,5 minutos. La linealidad de la
curva de calibracion ha sido verificadas de 0,03 a 30,0 umol/L en
plasma (y = 1,06 x — 5,90, »=0,99; S=12,60)yde 0,15 a 150,0
umol/L en orina ((y = 0,99x + 2,70, » = 0,999; S = 13,01). El
coeficiente de correlacion entre la razon pico-area de la furosemida
a la imipramina y la concentracion es >0,999.

El limite de deteccion encontrado es de 0,005 umol/LL en el
plasmay 0,01 pmol/L en la orina para un volumen de inyeccion de
10 pL.

E1CV intraensayo oscila entre el 3,21% (0,03 pmol/L) y 0,79% (30
umol/L) en el plasma, mientras que en la orina oscila entre 2,07%
(0,15 umol/L)) y 0,53% (150 umol/L). EI CV interensayo oscila entre
el 8,33% (0,03 umol/L)y 3,40% (30 umol/L) en el plasmay en la orina
entre 4,65% (0,15 umol/L) y 1,81% (150 umol/L) (tabla I).

La recuperacion de la furosemida en plasma es del 96,1, 98.8 y
98.,4% a una concentracion de 0,03, 6 y 30 pmol/L respectivamen-



Cuantificacién de furosemida por HPLC

Tabla 1. Estudio de imprecision.

Concentracion media
Intra-dia Inter-dia
Concentracion X s (umol/L) CV (%) X £ 5 (umol/L) CV (%)

adicionada (umol/L)

Plasma 0,3 0,28 £ 0,001 3,21 0,36 +£0,03 8,33

6,0 5,88+0,11 1,88 6,35+0,32 5,12

30,0 29,76 £0,23 0,79 30,82 + 1,05 3,40

Orina 1.5 1,59+ 0,03 2,07 1,85 +0,09 4,65

15,0 14,79 £0,22 4,70 17,19 £ 0,60 3,51

150,0 148,77 £ 0,79 0,53 51,73+ 1,93 1,81

X : Media; s: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion

te; mientras que en la orina a idénticas concentraciones es 95,2,
99.9 v 99,9%. La recuperacion del estandar interno es del 95,8 y
92.5% a una concentracion de 10 pmol/L. en plasma y orina
respectivamente (tabla II).

En la tabla III, se muestran los tiempos de retencion de algunos
farmacos que podrian causar interferencias. El principal producto
de la fotodegradacion de la furosemida, acido 4-cloro-5-
sulfamoilantranilico aparece a un tiempo de retencion de 6.3
minutos.

DISCUSION

En el postoperatorio de cirugia cardiaca abierta pediatrica,
muchos nifios presentan inestabilidad hemodinamica, con altera-
ciones de la funcion renal, oliguria y sobrecarga de liquidos debido
a un soporte ionotropico sustancial, requiriendo en su tratamiento
diuréticos, principalmente furosemida (77). Son escasos los traba-
jos cientificos monitorizando las concentraciones del farmaco con
las dosis empleadas tanto al inicio del tratamiento como los
ascensos y maximas concentraciones alcanzadas (1,18,19), al no
existir en el mercado equipos de reactivos con metodologia auto-
matizada.

Tabla II. Recuperacion analitica de la concentracion de
furosemida en plasma y orina

% recuperacion £ s (n=15)
Furosemida Plasma Orina
1,5 (mmol/L) 96,1 £33 953451
6,0 (mmol/L) 98.8+2.4 999+13
30,0 (mmol/L) 98.4+26 999+1,2
Imipramina (10 mmol/L) 95,8+ 3.3 92,5+27

Tabla III. Tiempos de retencion de otros farmacos
comunmente usados en la clinica

Farmaco Tiempo retencion Farmaco Tiempo retencion
Carbamacepina NSD Digoxina NSD
Propanolol 6.9 Quinidina 1.8
Teofilina NSD Primidona NSD
Salicilato 6,1 Lidocaina 5,2
Paracetamol 1.8 Gentamicina NSD
Fenobarbital NSD Vancomicina NSD

NSD: No se detecta

El presente estudio describe un procedimiento muy sensible,
preciso, reproducible y especifico mediante HPLC para la determi-
nacion de la concentracion de furosemida tanto en plasma como en
orina.

Para optimizar las condiciones metodologicas, investigamos el
efecto del pH, composicion de la fase movil y la eleccion de
estandar interno.

La fase movil fue preparada con diversas proporciones de
tampon fosfato, metanol y acetonitrilo, ajustando el pH en un
intervalo entre 2,5-5,5; hasta alcanzar la mejor resolucion de la
furosemida. La alta concentracion de tampon es necesaria para
asegurar una buena separacion de la droga respecto del estandar
interno. A menor concentracion (1 mmol/L), la resolucion de los
compuestos y elucion variaba notablemente, llegando a invertirse
su orden de aparicion. FEl incremento del pH produce un acorta-
miento de los tiempos de retencion, hecho compresible debido a la
ionizacion del acido carboxilico de la furosemida que tiene un pKa
de 3.6 (20) El uso de metanol en la fase movil produce una elevada
linea de base y empeora la resolucion de la droga.

De los diversos constituyentes ensayados como estandar interno,
la imipramina fue eluida con un optimo factor de resolucion,
superior a 99%.

El método descrito provee diversas ventajas sobre los métodos
previamente descritos (6-15), que comiinmente emplean procedi-
mientos con columnas de extraccion en fase solida para purificar
la muestra (9,10). En nuestro método basta con precipitar las
proteinas mediante acidificacion con lo que se acorta el tiempo y
se reducen los costes, presentando una gran eficiencia, que lo hace
particularmente util en estudios farmacocinéticos.

Como contraposicion, la fase estacionaria se ensucia mas rapi-
damente, acortandose su vida media, por lo que es necesario
utilizar una pre-columna, asi como una pequefia carga de inyeccion
(10 uL) y una gran dilucion de la matriz (1:20).

La acidificacion de la muestra es necesaria, tanto para separar la
furosemida de las proteinas a las que se une fuertemente (mas del
98%, sobre todo a la albumina), como para minimizar la fluores-
cencia debida a sustancias endogenas de la orina. El uso de
acetonitrilo es preferible sobre otros compuestos precipitantes de
proteinas, que produce una decoloracion de color marron, debido
a la desestabilizacion de la droga en un medio muy acido (21).

Otras ventajas del método descrito es el uso de una fase movil muy
simple de preparacion y la deteccion fluorimétrica aprovechando la
fluorescencia natural de la furosemida. De ahi el bajo limite de
deteccion obtenido (concentracion de nmol/L) muy inferior a otros
detectores de UV-visible (8,11) o electroquimico (12).
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El bajo coeficiente de variacion tanto intradia como interdia,
evidencia su reproducibilidad. El método presenta un amplio
intervalo de linealidad lo que evita tener que realizar diluciones en
la mayoria de casos, lo que representa una ventaja a la hora de
realizar estudios farmacocinéticos.

La especificidad del método es muy alta, no hemos encontrado
interferencias analiticas con otras drogas comunmente utilizadas
en pacientes de cuidados intensivos. Se producen menos
interferencias debido a la capacidad fluorescente del constituyente
no teniendo que derivatizar la muestra, lo que representa una
ventaja afladida en la preparacion de la muestra.

No observamos interferencias con los principales derivados de la
fotodegradacion de la droga. La intensidad de fluorescencia del
acido 4-cloro-5-sulfamoil-antranilico disminuye al disminuir el
pH., contrariamente a lo que sucede con la furosemida. La no
presencia de estos compuestos proporciona un control de la
fotodegradacion, asegurandonos la adecuada manipulacion tanto
de los calibradores como de las muestras.

Podemos concluir que el método descrito de cuantificacion de la
concentracion de furosemida en plasma y orina por HPLC es
sensible, reproducible, selectivo y eficiente, requiriendo una can-
tidad de plasma muy pequeiia, lo cual lo hace muy recomendable
en pediatria.
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