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A adulteracdo de formulagbes fitoterapicas tem  aumentado
consideravelmente nos ultimos anos em alguns paises, pelo fato de que ainda néo
ha uma fiscalizagdo eficiente estabelecida para o controle da manipulagdo e
comercializagdo dos chamados “medicamentos naturais”. Como a possibilidade de
adulteragao é relativamente ampla em termos de classes de compostos, surge
assim, a necessidade de métodos analiticos de boa seletividade e sensibilidade,
capazes de identificar e quantificar simultaneamente mais de um farmaco na mesma
formulagéo fitoterapica.

Sabendo-se dos efeitos indesejados que esses adulterantes podem causar,
além da necessidade de alertar a sociedade sobre os perigos do uso e abuso
desses adulterantes nas formulagbes para emagrecimento, desenvolveu-se neste
trabalho dois métodos de separacdo, para possibilitar o estudo da presenca dos
benzodiazepinicos alprazolam, clonazepam, clordiazepéxido, diazepam, flurazepam,
lorazepam, medazepam e midazolam como possiveis adulterantes em produtos
fitoterapicos: eletroforese capilar de zona (CZE) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia por fase reversa (RP-HPLC). Para o método eletroforético as condi¢des
otimizadas foram: eletrolito de trabalho tampéo fosfato 100 mM, 15% acetonitrila (pH
2,0); capilar de silica fundida revestido de poliimida de 60 cm de comprimento (com
9,5 cm da janela do detector) com didmetro interno de 75 ym, operando a 25°C;
voltagem aplicada de 15 kV; deteccdo UV em 200 nm e injegdo hidrodinamica

anodica durante 2 segundos com pressédo de 30 mBar. O método cromatografico foi



otimizado na seguinte condigdo: eluente acetonitrila:zagua 40:60 (v/v) (pH 4,0) em
fluxo 0,5 mL/min; detecgdo UV em 230 nm e inje¢ao de 20 pL.

As adulteragdes nestas formulagdes fitoterapicas ocorrem, geralmente, com o
uso de somente uma classe de farmacos: um benzodiazepinico, um anorexigeno e
um antidepressivo. Ndo se espera encontrar em uma mesma amostra mais de um
benzodiazepinico, portanto, os métodos eletroforéticos e cromatograficos propostos
nao tém como objetivo detectar todos os benzodiazepinicos juntos em uma mesma
amostra e sim, promover a identificagédo individual de todos em uma amostra.

O método de RP-HPLC foi validado para a determinagdo desses
benzodiazepinicos e empregado na analise de formulagdes fitoterapicas utilizadas
no tratamento da obesidade, as quais sdo comercializadas como medicamentos
naturais por farmacias de manipulagao brasileiras. Os ensaios de recuperagao
realizados promoveram recuperag¢des acima de 84,25 % para todas as espécies de
adulterantes analisadas.

Os métodos desenvolvidos apresentaram alta sensibilidade, precisao
analitica, baixo custo e analises rapidas, comprovando a aplicabilidade dos mesmos
como uma alternativa para o controle e fiscalizagdo do uso abusivo destes farmacos

presentes em formulagdes fitoterapicas passiveis de adulteracao.

Palavras chave: benzodiazepinicos; cromatografia liquida por fase reversa;
eletroforese capilar por zona; adulteracdo de formulagdes fitoterapicas; validagéao

analitica.
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The adulteration of phytotherapic formulations has been increasing
considerably in the recent years in several countries, by the fact that there is not an
established efficient monitoring for the control of the manipulation and
commercialization of the so called “natural medicines”. As the possibility of
adulteration is relatively wide in terms of compound classes, the need of analytical
methods with good sensitivity and selectivity, which are able to identify and quantify
simultaneously more than one pharmaceutical in the same phytotherapic formulation,
is very important.

Considering the well known effects of these adulterants and its use and abuse
in the formulations for weigh loss, two separations methods were developed in this
study to enable the study of benzodiazepines alprazolam, clonazepam,
chlordiazepoxide, diazepam, flurazepam, lorazepam, medazepam and midazolam as
possible adulterants in phytotherapic formulations. For the electrophoretic method
the optimized conditions were: buffer phosphate 100 mM, 15% acetonitrile (pH 2,0)
as an electrolyte; fused silica capillary coated with a 60 cm layer of polymida (9,5 cm
to the detector window) with 75 um of internal diameter, operating at 25 °C; 15 kV of
applied voltage, UV detection at 200 nm and anodic hydrodynamic injection for ~
seconds with a pressure of 30 mbar. The chromatographic method was optimized as
the following conditions: eluent acetonitrile: water 40:60 (v / v) (pH 4,0) at flow 0,5
mL/min, UV detection at 230 nm and injection of 20 pL.

The adulteration in these phytotherapic formulations occurs usually with the

use of only one pharmaceutical class: a benzodiazepine, a anorexic and a



antidepressant. It is not expected to find in the same sample more than one
benzodiazepine. Therefore, the eletroforetic and chromatography proposed methods
do not have the objective to detect all of benzodiazepines together in a same sample,
but rather to promote the individual identification of all in a sample.

The RP-HPLC method was validated for the determination of these
benzodiazepines and applied for the determination of the adulterants in phytotherapic
formulations used in the treatment of obesity, which have been commercialized as
natural medicines by Brazilian pharmacies. The recovery experiments promoted
recoveries values higher than 84,25 % for all the analyzed adulterants.

The developed methods introduced high sensitivity, analytical precision, low
cost and rapid analysis, confirming the applicability of the methods as an alternative
for the control and monitoring of abuse use of these pharmaceuticals in phytotherapic

formulations passible of adulteration.

Keywords: Dbenzodiazepines; reverse phase high performance liquid
chromatography; capillary zone electrophoresis; phytotherapic formulations

adulteration; analytical validation.
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Efeito do solvente metanol nos tempos de migracdo dos
benzodiazepinicos em concentracdo de 20 mg L™, para concentracdes
se solvente de 5,10 e 15%. Condigdes: eletrdlito de trabalho tampéo
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poliimida de 60 cm de comprimento (com 9,5 cm da janela do detector)
e diametro interno de 75 uym, operando a 25°C; voltagem aplicada de
15 kV, deteccao UV em 200 nm e injegado hidrodindmica anddica

durante 2 segundos, com pressao de 30

Efeito do solvente acetonitrila nos tempos de migragcdo dos
benzodiazepinicos em concentracdo de 20 mg L para concentracdes
de solvente de 2, 5, 10 e 15%. Condigbes: eletrdlito de trabalho
tampao fosfato 100 mM (pH 2,0); Capilar de silica fundida revestido de
poliimida de 60 cm de comprimento (com 9,5 cm da janela do detector)
e diametro interno de 75 um, operando a 25°C; voltagem aplicada de
15 kV, deteccao UV em 200 nm e inje¢ado hidrodindmica anddica

durante 2 segundos, com presséo de 30

Efeito da voltagem aplicada sobre os tempos de migragdo dos
benzodiazepinicos na concentragdo de 20 mg L. Condicdes: eletrdlito
de trabalho tampao fosfato 100 mM, 15% acetonitrila (pH 2,0); capilar
de silica fundida revestido de poliimida de 60 cm de comprimento (com
9,5 cm da janela do detector) e diametro interno de 75 ym, operando a
25°C, detecgdo UV em 200 nm e injegao hidrodinamica durante 2

segundos aplicando-se pressao de 30
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Eletroferograma da separagcdo dos benzodiazepinicos em
concentragdo de 20 mg L™ (1) Medazepam, (2) Midazolam, (3)
Flurazepam, 4) Diazepam/Clonazepam/Lorazepam e (5)
Clordiazepoxido. Condigoes: eletrélito de trabalho tampao fosfato 100
mM, 15% acetonitrila (pH 2,0); capilar de silica fundida revestido de
poliimida de 60 cm de comprimento (com 9,5 cm da janela do detector)
e diametro interno de 75 um, operando a 25°C; voltagem aplicada de
15 kV; deteccao UV em 200 nm e injegdo hidrodindmica anddica

durante 2 segundos com presséo de 30

Eletroferograma da separagcdo dos benzodiazepinicos em
concentragdo de 20 mg L™ (1) Medazepam, (2) Midazolam, (3)
Flurazepam, (4) Lorazepam e (5) Clordiazepoxido. Condigbes:
eletrélito de trabalho tampé&o fosfato 100 mM, 15% acetonitrila (pH
2,0); capilar de silica fundida revestido de poliimida de 60 cm de
comprimento (com 9,5 cm da janela do detector) e didametro interno de
75 ym, operando a 25°C; voltagem aplicada de 15 kV; detecgdo UV
em 200 nm e injecao hidrodinamica anddica durante 2 segundos com
Press@o de 30 MBAr........ooo i
Eletroferograma da separagdo dos benzodiazepinicos em
concentragdo de 20 mg L™ (1) Medazepam, (2) Midazolam, (3)
Flurazepam, (4) Clonazepam e (5) Clordiazepoxido. Condigoes:
eletrélito de trabalho tampé&o fosfato 100 mM, 15% acetonitrila (pH
2,0); capilar de silica fundida revestido de poliimida de 60 cm de
comprimento (com 9,5 cm da janela do detector) e didametro interno de
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Eletroferograma otimizado na separagao dos benzodiazepinicos em
concentragdo de 20 mg L™ (1) Medazepam, (2) Midazolam, (3)
Flurazepam, (4) Diazepam e (5) Clordiazepéxido. Condigdes: eletrdlito
de trabalho tampéo fosfato 100 mM, 15% acetonitrila (pH 2,0); capilar
de silica fundida revestido de poliimida de 60 cm de comprimento (com
9,5 cm da janela do detector) e diametro interno de 75 ym, operando a
25°C; voltagem aplicada de 15 kV; detecgcao UV em 200 nm e injecéo

hidrodindmica anddica durante 2 segundos com pressdo de 30
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e injecao de 20
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e injecao de 20

Efeito do fluxo (0,5; 0,7 e 1,0 mL/min) de eluente nos tempos de
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Figura 22:
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Cromatograma otimizado da separacdo de sete benzodiazepinicos na
concentragdo de 20 mg L™: (1) Clordiazepéxido, (2) Alprazolam, (3)
Lorazepam, (4) Midazolam, (5) Clonazepam, (6) Medazepam, (7)
Diazepam. Condicbes: eluente acetonitrila:agua 40:60 (v/v) (pH 4,0)

em fluxo 0,5 mL/min; deteccdo UV em 230 nm e injecdo de 20

Cromatograma otimizado da separagao de sete benzodiazepinicos (20
mg L") com a mistura dos interferentes anfepramona, femproporex e
siburamina (anorexigenos) e fluoxetina (antidepressivo) (20 mg L™): (1)
Clordiazepoxido, (2) Alprazolam, (3) Lorazepam, (4) Midazolam, (5)
Clonazepam, (6) Medazepam, (7) Diazepam. Condi¢des: eluente
acetonitrila:agua 40:60 (v/v) (pH 4,0) em fluxo 0,5 mL/min; deteccao
uv em 230 nm e injecao de 20

Cromatogramas de determinagdo simultdnea dos benzodiazepinicos
(20 mg L") adicionados nas amostras de formulacdes fitoterapicas de
emagrecimento: (1) Clordiazepoxido, (2) Alprazolam, (3) Lorazepam,
(4) Midazolam, (5) Clonazepam, (6) Medazepam, (7) Diazepam. (A)
amostra 01, (B) amostra 02, (C) amostra 03, (D) amostra 04, (E)
amostra 05, (F) amostra 06, (G) amostra 07, (H) amostra 08, (I)
amostra 09, (J) amostra 010, (L) amostra 011, (M) amostra 012, (N)
amostra 013. No detalhe de cada cromatograma € mostrado o perfil de
cada amostra fitoterapica sem a adicdo dos farmacos. Condigdes:
eluente acetonitrila:zagua 40:60 (v/v) (pH4,0) em fluxo 0,5 mL/min;
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1. INTRODUGCAO

A obesidade emergiu como epidemia no final do século XX, nos paises
desenvolvidos, e atualmente atinge qualquer nivel socioeconémico sem distingao de
regido, pais ou grupo étnico. A obesidade consiste no aumento das reservas
lipidicas armazenadas sob a forma de triglicerideos no tecido adiposo. Estima-se
que 40 milhdes de brasileiros sdo obesos, o que constitui um problema de saude
publica. Além disto, ha uma cobranga social por uma silhueta perfeita, que deixa o
individuo obeso com disposicao a fazer de tudo para perder peso. Dentre os varios
tratamentos disponiveis, esta o uso de farmacos sintéticos e produtos naturais
(BERNARDI; CICHELERO; VITOLO, 2005).

A automedicagdo com produtos naturais emagrecedores tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, devido a crenga da populacdo em que estes
medicamentos nado trardo danos a saude, muitas vezes reforcada pelas industrias
farmacéuticas de que estes medicamentos nao trazem danos aos usuarios (YANO
et al., 2008). Conforme demonstrado por pesquisas recentes, muitos produtos
vendidos como naturais mostram a adicdo, ndo declarada nas formulagdes, de
substancias anorexigenas, ansioliticas e antidepressivas (ZUCCOLOTTO et al.,
1999; CHOI et al., 2002; ERNST, 2002a; ERNST, 2002b; YEE et al., 2005; YANO et
al., 2008).

Dentre os grupos de farmacos antiobesidade comercializados no Brasil, os
anorexigenos s&o os farmacos de escolha mais frequentemente usados e, além de
serem responsaveis pelos efeitos anorexigenos das formulagdes para emagrecer,
possuem restricbes e contra-indicagdes de uso, podendo levar a tolerancia,
dependéncia quimica e sindrome de abstinéncia (ALMEIDA; RIBEIRO, 1998). O uso
em abundancia destes farmacos antiobesidade, causa a preocupacdo e a
desconfianga de que substancias anorexigenas e benzodiazepinicas possam ser
utilizadas de maneira indiscriminada e por isso perigosa, uma vez que ambas sao
substancias de uso controlado e com notificagao especial e retencéo de receitas,
como recomendado pelo SVS/MS N° 344/98 (BRASIL, 1998).

Ha varias técnicas analiticas para identificagdo de farmacos, as quais séo
escolhidas avaliando desde fatores referentes a substancia (propriedades quimicas,
fisicas e biolégicas) como também do método (disponibilidade, simplicidade,

viabilidade financeira, adequagéao técnica, entre outros). A associagao dos farmacos
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traz vantagens terapéuticas, mas gera novos desafios para a industria farmacéutica,
como a estabilidade dos farmacos na associacéo e a dificuldade analitica para sua
quantificagdo. Surge assim a necessidade de métodos capazes de identificar e
quantificar simultaneamente mais de um farmaco na mesma formulacéo fitoterapica
(associagdes) (AZEREDO et al., 2004). Segundo o Artigo 47 da Portaria SVS/MS
N°344/98 (BRASIL, 1998), a RES. CFM N° 1.477/97 (BRASIL, 1997) e a RES. CFF
N° 273/95 (BRASIL, 1995), é proibida a associagao de drogas em medicamentos e
preparagdes magistrais que contenham anorexigenos associados entre si, ou com
substancias ansioliticas, diuréticas, hormonais, extratos hormonais, laxantes, bem
como qualquer outra substancia medicamentosa.

Sabendo dos efeitos indesejados citados que esses adulterantes podem
causar (KATZUNG, 2006; KOROLKOVAS, 1998; SILVA, 2006), além da
necessidade de alertar a sociedade sobre os perigos do uso e abuso desses
adulterantes nas formulagbes para emagrecimento, este trabalho propde o
desenvolvimento de métodos de separagbes comparativas, empregando
eletroforese capilar (CE) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), para isto,
utilizando as técnicas de eletroforese capilar de zona (CZE) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia por fase reversa (RP-HPLC), para possibilitar o estudo da presenga
de benzodiazepinicos (alprazolam, clonazepam, clordiazepoxido, diazepam,
flurazepam, lorazepam, medazepam e midazolam) como possiveis adulterantes em
produtos fitoterapicos emagrecedores comercializados no Brasil.

Sabe-se que as adulteragcbes nestas formulacdes fitoterapicas ocorrem,
geralmente com o uso de somente uma classe de farmacos: um benzodiazepinico,
um anorexigeno e um antidepressivo. Nado se espera encontrar em uma mesma
amostra mais de um benzodiazepinico, portanto, os métodos eletroforéticos e
cromatograficos propostos ndo tém como objetivo detectar todos os
benzodiazepinicos juntos em uma mesma amostra e sim, promover a identificagao
individual de todos em uma amostra possivelmente adulterada por um destes

farmacos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Obesidade

Nas ultimas décadas a obesidade tem alcangado proporcdes epidémicas, na
maioria dos paises industrializados, em funcao do estilo de vida moderno que expde
os individuos a alimentos altamente caldricos, além do comportamento sedentario
decorrente das comodidades criadas pelos avangos tecnolégicos, diminuindo, assim,
a atividade fisica. Também é possivel que a moda e a opinido publica influenciem
numa parcela pequena da populagdo; portanto, a obesidade é resultante de uma
complexa interacdo de fatores culturais, genéticos, fisioldgicos e psicologicos
(BERNARDI; CICHELERO; VITOLO, 2005).

A obesidade é uma condicdo do organismo caracterizado pelo depdsito
excessivo de gordura no tecido adiposo, podendo ser leve (excesso de peso) ou
grave (obesidade). Enquanto que o sobrepeso nao esta diretamente ligado ao
excesso de gordura e, sim ao aumento excessivo do peso corporal total, podendo
resultar de alteragbes em apenas um dos seus constituintes: gordura, musculo, osso
e agua (ANDREOLLI; CASTRO; MENDES, 2000).

A situacdo da obesidade no Brasil é vista de forma cada vez mais evidente e
eminente, segundo a Associagcao Brasileira para Estudos da Obesidade e da
Sindrome Metabdlica (ABESO), chegando a ser considerada uma epidemia
nacional.

Dados fornecidos pela ABESO, relativos a 2008, indicaram que 43,3% da
populacéo brasileira tém excesso de peso (sobrepeso), e 13% do total é obesa. Do
total, 47,3% dos homens e 39,5% das mulheres tém excesso de peso (ABESO,
2009).

O tratamento ideal da obesidade € a diminuicdo da ingestdo calorica e
aumento da atividade fisica, induzido por alteragdes comportamentais (COSTA et
al., 2005). Porém existem pessoas que ndao conseguem atingir um peso adequado
utilizando apenas esses dois recursos e, acabam utilizando medicamentos que
auxiliam no controle da obesidade, muitas vezes sem prescricdo ou orientagao
médica, representando, dessa forma, um grande problema de Saude Publica devido

aos riscos diretos e indiretos envolvidos (ABESO, 2000).
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O uso de farmacos para combater a obesidade e/ou sobrepeso deve ser
revisto cuidadosamente, uma vez que para alguns obesos a terapia farmacolégica &
essencial para que seu objetivo de perder peso seja alcangado e mantido, visto que
0 sobrepeso e a obesidade ndo sado causados somente pela ma conduta pessoal,
excesso de alimento e inatividade fisica, podendo ser um caso patolégico, havendo
necessidade de tratamento clinico com o uso de farmacos (ANDREOLLI; CASTRO;
MENDES, 2000).

Num programa de perda de peso o médico pode indicar dieta equilibrada e
exercicios, mas normalmente nao serao prescritos farmacos para perder peso, pois
estes podem produzir a dependéncia e efeitos colaterais perigosos. A indicagcéo de
qualquer farmaco ao paciente obeso deve obedecer critérios clinicos objetivos e
antes da prescricdo, deve-se avaliar se a relagao risco/beneficio é favoravel, uma
vez que o uso indiscriminado desses farmacos pode ser um fator inibidor as
condutas preventivas, sabendo que a midia informa que a pessoa pode comer, o
que e quanto quiser, se fizer uso de determinado medicamento (ABESO, 2000).

Os farmacos mais usados atualmente no tratamento da obesidade sé&o
chamados de anorexigenos ou supressores do apetite e podem agir de trés
diferentes formas: provocando a redugdo ou perda do apetite; estimulando a
saciedade, o que ocasiona a diminuigdo da ingestao de alimentos e, reduzindo a
absorgéo intestinal de gorduras, o que aumenta o gasto energético e diminui o peso
corporal. Apesar da conduta médica classica de administrar moderadores de apetite,
ainda nao se sabe até que ponto eles podem reduzir ou minimizar o quadro da
obesidade por gerar varios efeitos colaterais (ALMEIDA; RIBEIRO, 1998).

O Brasil, segundo a Organizagao Mundial da Saude, consome 23,6 toneladas
de anorexigenos por ano. Os anorexigenos sao na maioria derivados da anfetamina,
sendo a amfepramona, o femproporex e 0 mazindol os mais utilizados no Brasil
(ALMEIDA et al., 1997).

Alguns estudos mostram a eficiéncia do uso de farmacos no emagrecimento.
Porém séo relatados efeitos pouco duradouros e reversiveis assim que € suspensa
a administragdo do farmaco, gerando o retorno ao peso inicial, pelo fato de que os
inibidores do apetite reduzem a ingestdo dos alimentos como um todo, podendo
alterar a degradacédo de proteinas estruturais, comprometendo, assim, o bom
funcionamento do organismo, ndao modificando o desequilibrio nutricional e nao
enfatizando a pratica da atividade fisica (ALMEIDA; RIBEIRO, 1998). Desta forma, o
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farmaco deve ser usado apenas quando o quadro clinico for de obesidade mérbida,
por periodo de tempo limitado e apds os demais recursos terem sido esgotados.
Portanto, qualquer que seja o mecanismo de agdo dos medicamentos para
emagrecer, ja esta comprovado que os resultados do tratamento sdo mais eficazes
quando se da a devida énfase a pratica de atividades fisicas e a melhoria no habito
alimentar (ANDREOLLI; CASTRO; MENDES, 2000).

2.2 Formulagodes Fitoterapicas

Como a obesidade tem sido alvo da difusdo de crencgas, condutas, dietas e
remédios “milagrosos”, ineficazes e até mesmo perigosos, considera-se, como
método alternativo, aquele que ndo esta diretamente atribuido a prevencédo e
tratamento do excesso de peso. Neste caso, podemos citar a fitoterapia, uma das
maneiras “milagrosas” de se atingir este objetivo, que esta se tornando cada vez
mais popular em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (EISENBERG et al.,
1998).

A origem da palavra fitoterapia vem do grego “phyton”, que significa planta, e
“therapeuein’, cuidar, curar alguém. Desta forma temos fitoterapia como o
tratamento feito com produtos vegetais. A palavra fitoterapia foi criada para designar
tradigbes populares de tratamento, nas quais as plantas medicinais s&o usadas
como medicamento. Atualmente, os conhecimentos sobre as plantas e suas
propriedades curativas continuam sendo usados pela populagdo (TESKE;
TRENTINI, 1995; BOOHREM, 1997).

As plantas medicinais podem ser vistas como precursoras da farmacologia
convencional. O tratamento fitoterapico trata o sintoma, com efeitos organicos mais
lentos, pois s&o menos concentrados do que 0s convencionais, principalmente em
doencas crénicas. No passado, eram o unico recurso terapéutico conhecido, sendo
que, a partir de plantas descritas e usadas pelo conhecimento popular, descobriram-
se diversos medicamentos usados até hoje (BOOHREM, 1997).

O interesse pelas plantas medicinais foi aumentando gradualmente,
principalmente nos ultimos 20 anos, a medida que as pessoas questionaram o0 uso
de medicamentos sintéticos e de seus efeitos colaterais no organismo (AZEREDO et
al., 2004).
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A fitoterapia questiona a pesquisa dos componentes ativos das plantas para
elaboracdo de medicamentos, uma vez que a planta toda oferece um tratamento
mais seguro e eficaz do que os ingredientes isolados misturados com outros
produtos (BOOHREM, 1997).

O objetivo da fitoterapia vai além de curar uma doenga especifica, ela busca
desenvolver a saude e vitalidade das pessoas; e se interessa pela importancia da
prevencao da doencga. O tratamento pode ser feito com bebidas como: cha3, tinturas,
infusdo e decoccgédo; curativos em compressas e cataplasmas e 6leos na forma de
pomadas e 6leos (BOOHREM, 1997).

A perda de peso, visando reduzir problemas decorrentes da obesidade ou,
simplesmente, para "manter a forma" € um objetivo estético extremamente desejado
mundialmente. Por isto, pessoas obesas ou com leve excesso de peso, buscam
cada vez mais, métodos miraculosos e rapidos de emagrecimento, através do uso
de produtos fitoterapicos, por serem de facil aquisi¢ao e, pela crenga popular de que
estes produtos ndo tém contra-indicagao, por serem naturais e, acabam abusando
do uso de fitoterapicos. Deve-se enfatizar que, apesar de serem produtos naturais,
nao significa que eles ndo causem efeitos colaterais, os quais podem ser causados,
principalmente devido a adulteragdo, contaminagédo, rotulagem e/ou anuncio
inadequado (EISENBERG et al., 1998). Os fitoterapicos podem interagir com outras
substancias, aumentando ou diminuindo seus efeitos ou até mesmo provocando
reagoes toxicas ao organismo (TESKE; TRENTINI, 1995).

No tratamento da obesidade, os seguintes produtos fitoterapicos tém sido

empregados consideravelmente, conforme apresentado na Tabela 1.



Tabela 1 — Principais produtos fitoterapicos consumidos no Brasil.

Alcachofra
Affinato
Algas Regi
Bio-Redux
Bioslim Quitosana
Caralluma Fimbriata
Cascara sagrada
Centella asiatica
Cha branco
Cha verde
Chitosan Plus
Chitosana 600
Chlorella
Easy Form
Garcinia Camboja
Faseolamina
Fat Block
Fat Blocker
Fibrithin
Fina Forma

Fybersan Gold

Fybersan Plus
Fybersense
Hoodia Gordonii
Imagressim
Laranja amarga
Leptix
Lipofim
Lipoline
Phynus
Porangaba
Quitoplex Plus
Quitosana Plus
Quitosana
Redufim Quitosana
Redumix
Redux Way
Slim Max
Slim Prime Plus
Spirulina
Tak 500

Adaptado de: http://www.corpoperfeito.com.br/subcategoria/fitoterapicos
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2.3 Adulterantes em Formulagoes Fitoterapicas para Emagrecimento

Tendo em vista o uso generalizado de benzodiazepinicos, o uso
indiscriminado voluntario desses farmacos vendidos sob prescricdo médica tornou-
se relativamente raro (GOODMAN; GILMANN, 2006). Assim, os benzodiazepinicos
sdao muito usados como adulterantes em formulagdes fitoterapicas para
emagrecimento, com o principal objetivo de reduzir os efeitos dos anorexigenos,

como estados de excitabilidade, insbnia e nervosismo.

2.3.1 Benzodiazepinicos

O primeiro farmaco da classe dos benzodiazepinicos, o clordiazepdxido, foi
descoberto como um produto inesperado da sintese planejada por Sternbach, e
1961. Testes preliminares em animais mostraram efeitos miorrelaxantes e
calmantes, em doses baixas. Esses resultados incentivaram estudos clinicos feitos
em voluntarios humanos para comprovar os efeitos tranquilizantes. Atualmente mais
de dois mil derivados benzodiazepinicos ja foram sintetizados (SILVA, 2006).

Os benzodiazepinicos sdo os farmacos hipnéticos mais importantes e de
maior uso, devido as suas atividades fundamentais de atuarem no Sistema Nervoso
Central (SNC) como ansioliticos, hipnéticos, anticonvulsivante e relaxante muscular
(KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988; GOODMAN; GILMANN, 2006).
Ansioliticos, conhecidos como tranquilizantes, sdo drogas sintéticas usadas com a
finalidade de diminuir a ansiedade e a tensdo. Em pequenas doses recomendadas
por médicos ndo causam danos fisicos ou mentais. Estes farmacos afetam areas do
cérebro que controlam a ansiedade e o estado de alerta, ocasionando um
relaxamento muscular. Os ansioliticos foram descobertos em 1950 e tiveram um
crescimento entre 1960 e 1980. Nesse periodo, mais de 10% da populagao
consumia ansioliticos de maneira regular ou esporadica (SILVA, 2006).

A facilidade com que é possivel conseguir estes medicamentos em farmacias
faz com que o uso dos benzodiazepinicos seja muito comum.

Para uma maior atividade ansiolitica, os benzodiazepinicos devem ter as
seguintes caracteristicas estruturais, conforme a figura 1:

(a) grupo metila ligado ao atomo de nitrogénio na posigao 1;

(b) grupo retirador de elétrons, como Cl, NO ou CF , na posigéo 7;
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Figura 1: Estrutura principal dos benzodiazepinicos (KOROLKOVAS;
BURCKHALTER, 1988).

- Usos Terapéuticos:

Os benzodiazepinicos sao considerados farmacos versateis de primeira
escolha, e muito prescritos no tratamento da ansiedade, bem como hipnéticos e
sedativos. Sao relativamente seguros e mais eficazes do que outros farmacos
disponiveis (SILVA, 2006).

S30 usados como sedativos-hipnéticos, o que requer uma meia-vida de
eliminacao curta para exercer efeitos calmantes, com redugdo concomitante da
ansiedade em doses relativamente baixas. Em doses suficientemente altas induzem
ao sono. Também sao usados como anestésicos, quando administrados em altas
doses, como o diazepam, o midazolam e o lorazepam, que sédo utilizados por via
intravenosa na anestesia em associacdo com outros farmacos; assim como sao
usados como relaxantes musculares e anticonvulsivantes, inibindo o
desenvolvimento e a propagacédo da atividade epileptifome no SNC, como o
lorazepam, clonazepam e diazepam (GOODMAN; GILMANN, 2006; SILVA, 2006).

Ultimamente, devido a sua alta eficacia e a seguranga de seu indice
terapéutico, efeitos colaterais adversos minimos e baixo potencial de dependéncia
fisica como ansioliticos, ganharam uma grande popularidade entre os médicos por
serem capazes de substituir os barbituricos em varios tratamentos neurologicos e
psiquiatricos, devido a isto, vem aumentando o numero de casos relacionados com o
seu uso abusivo, com sua consequente dependéncia e os problemas relacionados
(KATZUNG, 2006).
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- Efeitos Adversos:

O uso de benzodiazepinicos pode causar dependéncia fisica e psicologica. O
risco de dependéncia aumenta com doses mais altas e com o uso por periodos
prolongados, e aumenta ainda mais em pacientes com histérico de alcoolismo ou
abuso de drogas/medicamentos ou em pacientes com transtornos de personalidade
significantes. Quando administrados sozinhos, mesmo em doses elevadas, nao
causam depressao grave e prolongada no SNC (SILVA, 2006).

O efeito adverso mais comum, que pode ocorrer no dia seguinte ou até
algumas horas apos administracdo, € a sedagao, que varia conforme o paciente,
idade e condi¢des gerais, sendo mais comuns em pacientes idosos e debilitados.
Também pode ocorrer lassidao, incoordenagao motora, diminui¢do da velocidade de
raciocinio, ataxia, redugao das fungdes fisicas e mentais, confusio, disartria, boca
seca e gosto amargo. A atividade mental € menos afetada do que a atividade fisica.
Pode ocorrer aumento de peso corporal, devido ao aumento do apetite. Por isto as
associagdes medicamentosas empregadas para o emagrecimento, que os contém
em sua formulagdo com a finalidade de reduzirem os efeitos dos estimulantes
anfetaminicos também presentes na formulagdo, sdo consideradas irracionais
(SILVA, 2006).

Outros efeitos mais raros sdo fraqueza, cefaléia, visdo turva, nauseas e
voémitos, desconforto epigastrico e diarréia. Também pode ocorrer ainda dores nas
articulacoes e torax, e euforia e alucinagdo (GOODMAN; GILMANN, 2006).z Alguns
pacientes podem apresentar comportamento bizarros, hostilidade e agressividade.
Casos mais raros sdo parandia, depressao e tendéncia o suicidio, motivos pelo qual
o farmaco triazolam teve seu uso proibido em 1922 no Brasil pelo Ministério da
Saude. O mesmo fendmeno ocorreu na maioria dos paises europeus e nos Estados
Unidos (SILVA, 2006).

- Precaucgées:

A interacdo com alcool deve ser levada em consideragdo, podendo ser
extremamente grave.
Como alguns benzodiazepinicos atravessam a barreira placentéaria, deve-se

evitar o seu uso em gestantes durante a fase embrionaria (até o quarto més de
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gestacdo), e recém nascidos de maes dependentes dos mesmos podem
desenvolver crises de abstinéncia. Assim, m&es que precisam utilizar algum destes
farmacos durante a amamentagdo, devem ter seus filhos observados quanto a
possiveis efeitos relacionados aos farmacos. Pacientes epilépticos, devem ser
avaliados rigorosamente e continuamente, principalmente se empregarem outros
farmacos depressores ao mesmo tempo (GOODMAN; GILMANN, 2006; SILVA,
2006).

- Toxicidade:

Atualmente, os benzodiazepinicos sdo considerados como farmacos com boa
margem de seguranga. Mesmo em doses macigas, raramente se tornam fatais, com
excegao de serem administrados com outros depressores do SNC. Embora né&o
causem problemas circulatérios ou respiratérios profundos, mesmo em doses
téxicas, doses terapéuticas podem comprometer a respiragdo de pacientes com
doenca respiratéria obstrutiva. Neste caso, usa-se um antagonista seletivo contra os
benzodiazepinicos, o flumazenil, que é eficaz no tratamento de intoxicagbes
causadas pelos benzodiazepinicos. (GOODMAN; GILMANN, 2006; SILVA, 2006).

- Farmacocinética:

Apds a ingestdo, os benzodiazepinicos s&o absorvidos, metabolizados e
excretados pela urina a diferentes velocidades e com uma variedade de metabdlitos
estruturalmente relacionados.

As taxas de absorgdo e distribuicdo oral dos benzodiazepinicos diferem,
dependendo de varios fatores, como a sua lipofilicidade, que desempenha um
importante papel na determinagdo com que o farmaco sedativo-hipnético especifico
penetra no SNC. Por exemplo, o diazepam €& mais lipossoluvel do que o
clordiazepdxido e o lorazepam, portanto, sua agdo sobre o SNC inicia-se mais
rapidamente (KATZUNG, 2006).

A biotransformacgado dos benzodiazepinicos (figura 2) em metabdlitos ativos
ocorre no figado, através de enzimas microssdmicas (SILVA, 2006), e pode ser
decisivo na escolha do farmaco empregado. Os padrdes e as taxas de metabolismo

dependem de cada farmaco em particular. A maioria dos benzodiazepinicos sofrem



32

oxidagdo microssdbmica (reagbes de fase |[), incluindo N-desalquilacbes e
hidroxilagbes alifaticas, sendo completamente absorvidos sem antes sofrerem
biotransformacao. Subsequentemente, os metabdlitos sdo conjugados (reagbes de
fase IlI) formando glicuronidios, que séo excretados pela urina, ndo exercendo efeito
pronunciado sobre a eliminagdo dos farmacos originais, na maioria dos casos de
alteragbes na funcdo renal. Porém, muitos metabdlitos de fase | s&o
farmacologicamente ativos, com meias-vidas prolongadas (GOODMAN; GILMANN,
2006; KATZUNG, 2006).

Clordiazepoéxido Diazepam Prazepam Clorazepato (inativo)

Desmetilclordiazepdxido*

l

Demoxepam* Desmetildiazepam
l Alprazolam
Oxazepam” _ l _
l a —hidroxialprazolam™
Flurazepam . _ > / L
aldeidico” > (_ Conjugacéo ‘\7 orazépam
Desalquilflurazepam* l a —hidroximidazolam®

| |
Hidroxietilflurazepam™* inang Midazolam

Flurazepam

Figura 2: Biotransformagdo dos benzodiazepinicos. (Em negrito, farmacos
disponiveis para uso clinico; *, metabdlito ativo) (Adaptado de KATZUNG, 2006;
SILVA, 2006).

Como mostrado na figura 2, o desmetildiazepam, com meia-vida de
eliminag&o longa, de mais de 40 horas, € um metabdlito ativo do clordiazepdxido,

diazepam, prazepam e clorazepato. Conseguinte, o0 desmetildiazepam ¢&
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biotransformado no composto ativo oxazepam. Outros metabdlitos ativos do
clordizepéxido sado o desmetilclordiazepéxido e demozepam; o diazepam é
metabolizado principalmente a desmetildiazepam e, em parte a oxazepam. O
flurazepam ¢€é oxidado por enzimas hepaticas a trés metabdlitos ativos —
desalquilflurazepam, hidroxietilflurazepam e flurazepam aldeidico, cujas meias-vidas
de eliminacdo variam de 30 a 100 horas. O alprazolam e o midazolam sofrem a-
hidroxilagdo e os metabdlitos resultantes exercem efeitos farmacoldgicos de curta
duracdo. A meia-vida de eliminagdo dos benzodiazepinicos é prolongada

principalmente em idosos e pacientes com doenga hepatica (KATZUNG, 2006).

- Mecanismo de Agéo:

O efeito hipnético sedativo dos benzodiazepinicos € devido ao seu efeito
depressivo na atividade elétrica na formacao reticular, o que também diminui o nivel
de alerta cortical. De modo mais eficaz, essas substancias deprimem o sistema
limbico, notadamente o nucleo amigdaldide, o que explica o efeito ansiolitico e a
acao antagonista dessas drogas para convulsbes produzidas pelos anestésicos
locais, uma vez que se sabe que essas convulsdes sdo determinadas por ativacao
da amigdala e do hipocampo (SILVA, 2006).

O que ocorre em nivel celular € que os benzodiazepinicos atuam fazendo
parte de um complexo existente nas membranas celulares, dos neurdnios,
envolvendo o receptor dos benzodiazepinicos, o receptor acido gama-aminobutirico
(GABA), alguns peptidios com fungdo moduladora e o canal de cloro, dessa forma,
facilitam a transmissao inibitéria do SNC. Os benzodiazepinicos ndo substituem o
GABA, mas sim, potencializam seus efeitos, sem ativar diretamente os receptores de
GABA ou abrir os canais de cloreto associados. O aumento da condutancia dos ions
de cloreto, induzido pela interagdo dos benzodiazepinicos com o GABA, assume a
forma de um aumento na frequéncia de eventos de abertura de canais (SILVA,
2006).

Varias hipoteses ja foram propostas para explicar a facilitagédo inibitoria pelo
GABA induzida pelos benzodiazepinicos e, concluiu-se que nao se tratava de
interferéncia sobre o metabolismo do GABA nem de uma simples ligagao
droga/receptor, mas de um mecanismo mais complexo (SILVA, 2006), caracterizado

a segquir:
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(a) os benzodiazepinicos se ligam a receptores existentes ao nivel dos neurdnios,
receptores esses que, a semelhanga daqueles existentes para hipnoanalgésicos,
deveriam existir no organismo, nao para se ligarem aos benzodiazepinicos, que séo
substéncias exogenas, mas sim, a substadncias endogenas com propriedades
semelhantes as dos benzodiazepinicos. Algumas dessas substancias sé&o
conhecidas, como os derivados das purinas (iosina e hipoxantina) e ainda

tromboxano;

(b) esse receptor do benzodiazepinico determina modificagbes na configuragdo do
receptor do GABA, e essa mudanga na configuragao faz com que haja um aumento
ou uma diminuigao da afinidade do GABA com o seu receptor. A afinidade aumenta
quando o benzodiazepinico se liga ao seu receptor, fazendo com que uma pequena
molécula protéica chamada GABAmodulina, seja deslocada do seu local, que é
diferente daquele dos benzodiazepinicos, ocasionando uma mudanga na
conformacao do receptor do GABA e, consequentemente, uma maior afinidade entre
ambos (GABA+receptor). Essa maior afinidade € que determina abertura dos canais
de cloro ao nivel do terminal excitatorio, aumentando a conduténcia ao cloro,

produzindo hiperpolarizagdo da membrana e determinando um efeito inibitorio.

- Abuso e Dependéncia:

A dependéncia fisica e psiquica com o uso dos benzodiazepinicos, apesar de
nao ser tdo frequente como se observa com os barbituricos e morfinicos, pode
desenvolver-se muito lentamente, principalmente quando o uso é feito em
associagao com outros farmacos de forma regular e por tempo prolongado (SILVA,
2006). As propriedades desejaveis como alivio da ansiedade, euforia, desinibicdo e
promogao do sono, levaram ao uso compulsivo incorreto e sem uma prescricao
correta de praticamente todos os benzodiazepinicos (GOODMAN; GILMANN, 2006).
Assim, para fins de prescricdo, os benzodiazepinicos foram classificados como
farmacos de notificagcdo de receita B1 e B2 (psicotropicos) (BRASIL, 2003a). As
consequéncias do abuso desses farmacos podem ser definidas em termos
psicoldgicos e fisioldgicos. O componente psicoldgico pode, incialmente, equivaler a

padroes simples de comportamento neurdtico, dificeis de diferenciar daqueles
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observados no consumidor de café ou no fumante. Quando o padrao de uso dos
benzodiazepinicos torna-se compulsivo, surgem complicagbes mais graves,
incluindo dependéncia fisiologica e tolerancia. A dependéncia fisiolégica pode ser
descrita como um estado fisiolégico que exige a administragdo continua do farmaco
para impedir o aparecimento de uma sindrome de abstinéncia, que se caracteriza
por estados de grande ansiedade, insbnia e excitabilidade do SNC, que pode
progredir até para convulsdes (KATZUNG, 2006).

Quando utilizados de modo crénico, os benzodiazepinicos sdo capazes de
produzir dependéncia fisioldgica, porém, a gravidade dos sintomas de abstinéncia
difere para cada farmaco e também depende da magnitude da dose administrada
imediatamente antes da interrupgao do uso. Quando utilizadas doses mais elevadas,
a interrupgao abrupta do farmaco resulta em sinais de abstinéncia mais graves. As
diferencas na gravidade dos sintomas de abstinéncia estdo relacionadas, em parte,
a meia-vida, visto que farmacos com meias-vidas longas sao eliminadas mais
lentamente, o0 que pode levar a uma abstinéncia gradual, com poucos sintomas
fisicos. O uso de farmacos com meias-vidas muito curtas pode levar a sinais de
abstinéncia, e até mesmo entre as doses. Assim, por exemplo, foi relatado que o
triazolam, com meia-vida de cerca de 4 horas, provoca ansiedade diurna quando
usado no tratamento de disturbios do sono, causando graves efeitos nocivos a
saude (KATZUNG, 2006).

Neste estudo verificou-se os seguintes benzodiazepinicos como possiveis
adulterantes: alprazolam, clordiazepoxido, clonazepam, diazepam, flurazepam,
lorazepam, medazepam e midazolam, para os quais apresenta-se a seguir, algumas

informacdes de cada farmaco.
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2.3.1.1 Alprazolam
4
A

O alprazolam, de férmula molecular C47H43CIN4, peso molecular 308, 76
g/mol, nomenclatura oficial 8-cloro-1metil-6 fenil-4H [1,2,4] Triazolo [4,3-a] [1,4]
benzodiazepinico e valor de pKa 2,40 é comercializado mundialmente como Xanax e
no Brasil especialmente como Frontal. E um sélido branco opaco cristalino, solavel
em alcool e insoluvel e agua. Indicado em perturbagcbées da ansiedade e ataques do
panico (FDA, 2009). Em alguns casos o alprazolam é responsavel por efeitos
antidepressivos. Sua dose diara usual € de 0,75 a 1,5 mg com meia vida de
eliminacao de cerca de 12 a 15 horas (GOODMAN; GILMANN, 2006; KATZUNG,
2006).

2.3.1.2 Clonazepam
H ‘{
N
=

O |

O clonazepam, de formula molecular C15H1oN3CIO3, peso molecular 315, 71

O,N

g/mol, de nomenclatura oficial 5-(2-clorofenil)-1,3-diidro-7-nitro-2H-1,4-benzodiapina-
2-ona e valor de pKa 1,50 é comercializado no Brasil com o nome de Rivotril, € um
pé cristalino branco, insolivel em agua (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988). E
um benzodiazepinico derivado do nitrazepam, pois através do processo de
halogenacado desse farmaco € possivel obter-se além do préprio clonazepam, o
flunitrazepam. O clonazepam é considerado um "benzodiazepinico classico", pois

além de apresentar uma estrutura molecular mais simples, também foi um dos
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primeiros a serem sintetizados em laboratério, juntamente com o clordiazepoxido,
diazepam, lorazepam, oxazepam, nitrazepam, flurazepam, bromazepam e
clorazepato. Sua dose diaria usual é de 1,5 a 10 mg (GOODMAN; GILMANN, 2006).

O clonazepam é normalmente indicado como ansiolitico geral e também para
sindrome do panico, disturbio bipolar, agorafobia, depresséo (como coadjuvante de
antidepressivos, pois estes geralmente causam insénia), crises epiléticas (como
coadjuvante, pois impede o surgimento da crise epiléptica, mas ndo € uma droga
anti-epiléptica) (SILVA, 2006).

2.3.1.3 Clordiazepéxido

Fee]

O

O clordiazepéxido, de férmula molecular C1H14CIN3O, peso molecular 299,
75 g/mol, de nome oficial 4-6xido -7-cloro-2-(metilamino)-5-fenil-3H-1,4-
benzodiazepina, com valor de pKa 4,60, comercializado no Brasil como Librium e
Psicosedin, foi o primeiro benzodiazepinico a ser sintetizado em 1959 (GOODMAN,;
GILMANN, 2006; KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988). E um p¢ cristalino branco
ou quase branco, inodoro, fotossensivel, higroscopico e altamente hidrossoluvel.
Devido ao seu efeito ansiolitico, é indicado no tratamento da ansiedade, tratamento
do alcoolismo agudo e como pré-medicacao anestésica. Sua dose diaria usual
recomendada é de 15 a 40 mg (GOODMAN; GILMANN, 2006). Pode causar reagbes
adversas como: sonoléncia, confusdo continua, agitagdo, bradicardia, tonturas e
debilidade (SILVA, 2006).

O clordiazepoxido pode causar dependéncia, por isso deve ser retirado aos
poucos, para nao causar sindrome de abstinéncia, principalmente em pacientes com
historico de dependéncia quimica. Com outros depressores do SNC, tem-se um
aumento de seu efeito, o uso de antiacidos pode retardar, porém n&o diminuir seu
efeito (KATZUNG, 2006).
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2.3.1.4 Diazepam
HiC

o

=N

O

O diazepam, de formula molecular C4sH13N2CIO, peso molecular de 284, 74

cl

g/mol, nomenclatura oficial 7-cloro-1,3-diidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepina-
2-ona, valor de pka 3,30 e, comercializado no Brasil, principalmente como Valium, é
um poé cristalino esbranquicado a amarelo, quase inodoro, pouco soluvel em agua
(KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988; SILVA, 2006). Atualmente é o mais
conhecido e, provavelmente, o benzodiazepinico mais usado mundialmente. Sua
comercializagdo iniciou em 1963, apos 8 anos de pesquisas.

E absorvido rapidamente por via oral, irregularmente por via intramuscular e o
seu uso intravenoso pode produzir muita dor, flebite e até trombose, principalmente
quando administrado em veias de pequeno calibre. Em comparagdo ao
clordiazepoxido, o diazepam é duas vezes mais potente e tem uma meia-vida de
eliminacdo mais longa, de 20 a 80 horas, devido ao seu principal metabdlito, N-
desmetil-diazepam, que tém propriedades depressoras do SNC, semelhantes as do
diazepam, por isto, permite que seus efeitos terapéuticos sejam alcangados com
doses menores. Sua dose diaria usual € de 4 a 40 mg (GOODMAN; GILMANN,
2006; SILVA, 2006). E usado principalmente como ansiolitico, anticonvulsivante,
relaxante muscular e hipnético (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988). Também
€ indicado no tratamento da abstinéncia alcoolica e para reduzir nauseas e vomitos
antecipados ou causados por ansiedade asociados com a quimioterapia
(GOODMAN; GILMANN, 2006; KATZUNG, 2006).
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2.3.1.5 Flurazepam

O flurazepam de férmula molecular C,1H23CIFN3O peso molecular 387, 87
g/mol, nomenclatura oficial 7-cloro-1-[2-(dietilamino)etil]-5-(o-fluorfenil)-1,3-diidro-2H-
1,4-benzodiazepin-2-ona, e valor de pKa 2,41 é comercializado no Brasil como
Insonium, Lunipax, Dalmadorm ou Dalmane (KOROLKOVAS; BURCKHALTER,
1988; SILVA, 2006). Solido amarelo cristalino, soluvel em alcool e agua (FDA, 2009).
E um farmaco hipnético, usado principalmente em tratamentos a curto prazo contra
a insbnia e, empregado também como anticonvulsivante. Os efeitos hipnéticos tém
inicio, em média, 15 a 20 minutos apds administragao oral, e se mantém por 7 a 8
horas, devido a sua longa meia-vida de eliminagdo de 40 a 100 horas e também por
possuir metabdlitos ativos com meias-vidas longas. Ocasionalmente pode causar

ansiedade, irritabilidade, taquicardia e sudorese (SILVA, 2006).

2.3.1.6 Lorazepam

O lorazepam, de férmula molecular C15H1oN2Cl,O2, peso molecular 321, 15
g/mol, nomenclatura oficial 7-cloro-5-(o-clorofenil)-1,3-diidro-3-hidroxi-2H-1,4-
benzodiazepin-2-ona, valor de pKa 1,30 e, comercializado no Brasil, principalmente
como Lorax ou Ativan (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988). E um pé branco,
pouco soltvel em agua (FDA, 2009). E eficaz como ansiolitico e hipnético, podendo

ainda produzir amnésia quando usado parentalmente, por isto é utilizado também
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como medicagdo pré-anestésica ou para manter pacientes em coma induzido
(GOODMAN; GILMANN, 2006; SILVA, 2006). Também é utilizado como
coadjuvante em tratamentos quimioterapicos devido a suas propriedades
antieméticas (KATZUNG, 2006). Sua dose diaria usual é de 2 a 6 mg (GOODMAN,;
GILMANN, 2006). Em estudos recentes, foi comprovado que o lorazepam possui
maior potencial de dependéncia em relagcdo a outros benzodiazepinicos, devido a
sua meia-vida de 10 a 20 horas, por ndo produzir metabdlitos ativos. Porém, seu
indice de dependéncia € relativamente menor em comparagdo a outros
benzodiazepinicos hipnoticos, tais como: temazepam, triazolam, flunitrazepam,
pivoxazepam, entre outros. Seu uso para o tratamento da sindrome do panico, em
geral, ndo é recomendado.

O lorazepam, também é amplamente indicado para o tratamento de: disturbio
bipolar, agorafobia, claustrofobia, depressao (como coadjuvante de antidepressivos,
pois estes, geralmente causam insbnia), tratamento de epilepsia. Seus principais
efeitos colaterais sdo vertigens, fraqueza e sonoléncia apds uso prolongado ou

quando usado via parenteral (SILVA, 2006).

2.3.1.7 Medazepam

Cl

O medazepam, de formula quimica C4sH15N2Cl, peso molecular de 270, 75
g/mol, nomenclatura quimica 7-cloro-2,3-diidro-1-metil-5-fenil-1H-1,4-
benzodiazepina, com valor de pKa 6,20, € comercializado no Brasil como Serenium,
sendo utilizado, principalmente, no tratamento da ansiedade. Atua como sedativo,
relaxante muscular e anticonvulsivante. Um dos seus metabdlitos € o diazepam, e

um dos seus produtos de excregéo é o oxazepam (FDA, 2009; SILVA, 2006).
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2.3.1.8 Midazolam

HC
N

e
9

O midazolam, de formula quimica C4gH13CIFN3, peso molecular de 325, 76

Cl

g/mol, nome oficial 8-cloro-6-(2-fluorefenol)-1-metil-4H imidazol(1,5-
a)(1,4)benzodiazepam, e valor de pKa 1,70 é comercializado como Versed e
Dormonid. E um pé branco a amarelo, cristalino, insolivel e agua (FDA, 2009;
GOODMAN; GILMANN, 2006)

Seu principal mecanismo de agao € nos receptores gabarérgicos aumentando
a permeabilidade neuronal aos ions cloretos, colocando a célula em um estado de
hiperpolarizagédo. Seus principais efeitos s&o como ansiolitcos, relaxantes muscular,
amnésicos e em altas doses pode causar hipnose. Também pode ser administrado
em combinagdo com outros antieméticos, a fim de reduzir nauseas e vOmitos
causados pelo tratamento quimioterapico. As principais vias de administracéo séo a
oral, intramuscular e endovenosa. E muito utilizado como pré-anestésico, agindo
como um agente hipnotico em anestesia geral (GOODMAN; GILMANN, 2006;
SILVA, 2006).

2.3.2 Adulteragoes em Formulagoes Fitoterapicas no Brasil e no Mundo

Embora cada pais possua um conjunto de parametros especificos para a
producao e comercializagdo de fitoterapicos (CALIXTO, 2000), a fraude e a ma
qualidade tém preocupado profissionais da area de saude, e a comunidade
cientifica. A auséncia de qualidade, a adulteracéo e a incorreta utilizagao, interferem
na eficacia e até mesmo na seguranga do produto, somando-se a isto um servigo de
fiscalizacdo nao muito eficiente. Consequentemente, diversos trabalhos tém sido

realizados para alertar sobre a situacdo atual em que se encontram os fitoterapicos
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no mundo (ZUCCOLOTTO et al., 1999; ELVIN-LEWIS, 2001; CHOI et al., 2002;
ERNST, 2002a; ERNST, 2002b; STEINHOFF, 2002; YEE et al., 2005; YANO et al.,
2008).

No Brasil, a regulamentagcédo para a comercializagao de fitoterapicos é regida
por legislagao especifica, como as portarias da Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2000).

A adicdo ilegal de farmacos sintéticos em formulagdes fitoterapicas para
emagrecimento caracteriza-se como um problema sério de adulteracéo e de saude
publica na sociedade moderna atual, devido ao crescimento abusivo de farmacos
anorexigenos, benzodiazepinicos, antidepressivos, entre outros, utilizados no
tratamento da obesidade. As formulacdes fitoterapicas apresentam, com frequéncia,
adulterantes como benzodiazepinicos, antidepressivos e hipoglicémicos (ALMEIDA
et al., 2000).

Em 2006, relatou-se que o Brasil, juntamente com Argentina e Estados
Unidos, caracterizaram-se como os maiores consumidores mundiais de farmacos
anorexigenos (UNODC, 2008). Relatou-se que, cerca de 60% da producao mundial
do farmaco anorexigeno femproporex € utilizada por laboratérios farmacéuticos e
farmacias de manipulagao no Brasil na produgado de medicamentos (ALMEIDA et al.,
2000).

A adulteragao, que se refere a presenca nao declarada de farmacos sintéticos
em formulacbes fitoterapicas, é relatada mundialmente pelo uso de anorexigenos
(anfepramona, femproporex, mazindol e sibutramina), benzodiazepinicos
(alprazolam, clonazepam, clordiazepdxido, diazepam, flurazepam, lorazepam,
medazepam e midazolam), antidepressivos (fluoxetina), hipoglicémicos
(acetohexamida, clorpropamida, fenformina, glibenclamida, metformina e
tolbutamida) e a cafeina como estimulante (PARODI et al., 1993; GERTNER et al,
1995; HUANG et al, 1997; ALMEIDA et al, 1999; KU et al., 1999; ALMEIDA et al.,
2000; CHEN et al. 2000; ERNEST, 2002; KU et al., 2003; LAU et al., 2003; LIANG,
2005; MIKAMI et al, 2005; SOMBRA et al., 2005; YEE et al., 2005).

Foi relatado no Brasil um estudo de analise e avaliagdo de farmacos
anorexigenos sintéticos (dietilpropiona, fluoxetina, benzocaina) como adulterantes
em produtos fitoterapicos (CUNHA et al., 2002).

A Tabela 2 mostra os principais adulterantes utilizados em formulagdes
fitoterapicas que podem ser encontrados em farmacos chineses tradicionais
(ERNEST, 2002; LIANG et al., 2005).
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A presenca de adulterantes em formulagdes fitoterapicas deve ser
amplamente investigada, pelo fato de que as possibilidades de adulteragdées s&o
muitas. Incluindo varias associagdes entre compostos anorexigenos,
benzodiazepinicos, antidepressivos e hipoglicémicos. Diversos laboratérios
farmacéuticos e farmacias de manipulacdo comercializam estes fitoterapicos
indicando que estes contém somente componentes de plantas medicinais e omitindo
que, essas formulagdes contém adulterantes, os quais sdao os verdadeiros
responsaveis pelo efeito emagrecedor destas formulacées (ALMEIDA et al., 2000).

Portanto, os métodos analiticos adquirem um papel cada vez mais importante
na avaliacdo destes adulterantes e devem ser capazes de determinar, de maneira
seletiva e quantitativa, a sua presenga nas formulagdes fitoterapicas, assim como a
presenca de interferentes, os quais pertencem normalmente a outra classe de
medicamento combinada na formulacdo; como por exemplo, a associacdo entre
anorexigeno e benzodiazepinico. Porém, pela Resolugdo RDC n° 58, de 05 de
setembro de 2003 (BRASIL, 2003b), foi expressamente vedada a associagao de
substancias ansioliticas, antidepressivas, diuréticas e anorexigenas utilizadas na
mesma formulagdo para emagrecimento. Esta resolugdo também dispde sobre o
aperfeicoamento do controle e fiscalizagdo de substancias psicotropicas

anorexigenas e da outras providéncias.
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Tabela 2 - Principais adulterantes ilegais encontrados em produtos naturais

chineses.
Acetaminofeno (Paracetamol) Fenilbutazona
Acido Mefenamico Fenitoina
Aminopirina Glibenclamida
Amoxicilina Hidroclorotiazida
Cafeina Hidrocortisona
Captopril Ibuprofeno
Carbamazepina Indometacina
Clorzoxazona Metilsalicilato
Dexametasona Nifedipina
Diazepam Prometazina
Diclofenaco Propionato de Clobetasol
Etoxibenzamida Sildenafil (viagra)
Famotidina Valproato
Fenacetina

Fonte: ERNST, 2002b; LIANG et al., 2005.

Ha alguns métodos de analises de adulterantes ilegais descritos na literatura
em diversas matrizes biologicas (cabelo, plasma, fluido oral e urina), como a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (CIRIMELE et
al., 1997; LIU et al, 2001; CORDERO et al, 2007; KUMAZAWA et al., 2007),
cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria de massas (HPLC-MS)
(KLEINSCHNITZ et al., 1996; Mc CLEAN et al., 1999; Mc CLEAN et al., 2000;
SMINK et al., 2004; KINTZ et al., 2005; QUINTELA et al., 2005; LEE et al., 2006; de
CASTRO et al., 2008; MARCHI et al., 2008), cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccao UV (HPLC-UV) (ABU-QARE et al.,, 2001; BORGES et al., 2009) e
eletroforese capilar (CE) (TOMITA et al., 1996; McClean et al, 1999;
VANHOENACKER et al.,, 2004). Ha também estudos desses adulterantes em
comprimidos comerciais, através das técnicas de CE (ALTRIA, 1996; ALTRIA, 1998;
McClean et al., 2000; HANSEN et al., 2005; PRADO et al., 2005; HANCU et al.,
2006) e HPLC-UV (ALMEIDA et al., 1999; LIU et al., 2000; PRADO et al., 2005).
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Atualmente a CE (KU et al., 1999; CHEN et al., 2000; CHENG et al., 2001; KU
et al., 2003; SOMBRA et al., 2005), a HPLC (PARODI et al., 1993; ALMEIDA et al.,
2000; LIU et al., 2000; LIU et al., 2001; MIKAMI et al., 2005; SOMBRA et al., 2005) e
a HPLC-MS (LIU et al., 2000; LAU et al., 2003; LIANG et al., 2005; BOGUSZ et al.,
2006; SMYTH et al., 2006) constituem os métodos de separagao mais utilizados na
determinacdo de possiveis adulterantes em formulagdes fitoterapicas. CUNHA e
colaboradores (2002) analisaram pela técnica de cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC) a presengca de farmacos anorexigenos sintéticos,
dietilpropiona, femproporex, fluoxetina e benzocaina, como adulterantes em
formulagdes fitoterapicas comercializadas na cidade de Goiéania-GO-Brasil (CUNHA
et al., 2002). Também por CCDC, YANO e colaboradores (2008) analisaram a
presenca de anorexigenos e benzodiazepinicos (clordiazepdxido, clonazepam,
diazepam, bromazepam e lorazepam) como adulterantes em 22 amostras
fitoterapicas, no periodo de junho de 2004 a margo de 2007.

Entre os métodos eletroforéticos publicados recentemente, a eletroforese
capilar de zona (CZE) e a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) sao de
especial interesse, juntamente com os métodos de separagao cromatograficos (RP-
HPLC), devido a alta eficiéncia obtida na separagdo simultdnea de misturas
complexas de possiveis adulterantes em formulacdes fitoterapicas. Porém, ainda
nao foi descrito na literatura a separagéo de misturas complexas com anorexigenos
e benzodiazepinicos como adulterantes, empregando métodos eletroforéticos (CZE)

e cromatograficos (RP-HPLC).
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2.4 Eletroforese Capilar (CE)

O processo de eletroforese, que se refere ao transporte de espécies
eletricamente carregadas quando dissolvidas ou suspensas em um eletrélito através
da influéncia de um campo elétrico, tem sido muito utilizado, desde a década de 30
(TAVARES, 1996). Sua modernizagao através do uso de capilares, de diametro
interno de 25 a 75 pm e comprimento de 50 a 100 cm, como canais de migragao em
eletroforese, preenchidos com solugdo tampao, introduziu inumeras vantagens no
que diz respeito a injecado e detecgdo em linha, melhoria na resolugéo e eficiéncia,
aumentando, assim, o desempenho da separagao eletroforética, se comparada a
cromatografia liquida (TAVARES, 1997). Este método analitico de separagédo de
misturas é conhecido como eletroforese capilar. Por ser ecologicamente mais correta
€ mais econdmica, € a técnica de separacdo de mais rapida expansao em analises
farmacéuticas, devido a simplificacdo da aparelhagem utilizada e disponibilidade de
meios de suporte altamente purificados, o que diminui muito o tempo de separagao
das analises (VEUTHEY, 2005). Sendo assim, a CE se estabelece como uma
técnica alternativa e de suporte para a HPLC, pois ja € utilizada na rotina em
analises farmacéuticas, forenses, clinicas e ambientais (ALTRIA, 2004).

Os primeiros trabalhos publicados sobre CE iniciaram-se em 1967 com a
publicagdo de um artigo sobre separacéo de cations em CE por Hjertén (HJERTEN,
1967). Porém, a primeira analise desenvolvida com sucesso foi publicada por
Mikkers e seus colaboradores em 1979 (MIKKERS et al.; 1979), seguido por
Jorgenson e Lukacs em 1981 (JORGENSON; LUKACS, 1981).

A partir de entdo, vem sendo utilizada por um numero cada vez maior de
pesquisadores na area da quimica, bioquimica, ciéncia forense, laboratérios clinicos,
industrias farmacéuticas, etc. (TAVARES, 1996), devido as suas principais
vantagens como: baixo custo dos capilares, facilidade operacional, analise de
amostras aquosas e nao aquosas, separagcbes de alta eficiéncia, de alta
sensibilidade, tempos de analise apreciavelmente curtos e gasto minimo de solvente
e amostra (VEUTHEY, 2005).

Nas ultimas décadas a eletroforese capilar surgiu como uma técnica analitica
de separacdo alternativa para a andlise de farmacos e uma série de outros
compostos, principalmente em associacées de farmacos. A associagdo dos

farmacos traz vantagens terapéuticas, mas gera novos desafios para a industria
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farmacéutica, como avaliar a estabilidade dos farmacos na associagdo e a
dificuldade analitica para sua quantificacdo. Surge assim a necessidade de métodos
capazes de quantificar os farmacos, em formas farmacéuticas compostas
(associagado de dois ou mais farmacos). Alguns autores, ao comparar métodos
analiticos, apontam a CE, como uma alternativa viavel para a substituicdo da HPLC,
pois quando comparadas, apresenta vantagens como diminuigdo no consumo de
solventes, no pré-tratamento da amostra e no tempo de analise, apresentando ainda
maior simetria de picos, eficiéncia e seletividade, mantendo a preciséo e a exatidao
(ALTRIA, 2004).

Uma das maiores vantagens da CE consiste na simplicidade de sua
instrumentacao, mostrada na figura 3. O sistema, totalmente isolado, devido as altas
tensdes aplicadas, consiste, basicamente, de uma fonte de alta tensdo, um capilar
(geralmente de silica fundida), dois eletrodos de platina e um detector.

A fonte de alta tensdo é a responsavel por criar 0 campo elétrico necessario
ao longo do capilar, com uma voltagem em torno de 0 a 50 kV e uma corrente de 0 a
200 pA e, essa fonte € conectada a dois reservatorios (vial) preenchidos com a
solucdo de trabalho, através dos eletrodos de platina. Os capilares séo imersos na
solucdo tampao e, assim ficam preenchidos com esta solugdo, o que completa,
entdo, o contato elétrico no sistema (TAVARES, 1996).
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Figura 3: Representagdo esquematica de um sistema de CE. F - Fonte de energia;
€1 e e, - eletrodos de platina; Ry e R; - reservatérios contendo eletrdlito; v - lampada
de emissdo; D — detector; C - computador ou analisador; EF - forga eletroforética
(Adaptado de QUEIROZ; JARDIM, 2008).

Existem cinco formas de operacao de CE: Eletroforese capilar de zona (CZE)
também chamada de CE em solugdo livre, eletroforese capilar em gel (CGE),
eletrocromatografia capilar micelar (MEKC), eletroforese capilar com focalizag&o
isoelétrica (IEF) e isotacoforese capilar (CITP). As separagbes por CZE e MEKC,
sao as mais utilizadas nas analises de adulterantes, especialmente em formulacoes

fitoterapicas, e serdo a seguir abordadas.

2.4.1 Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

A eletroforese capilar de zona (CZE) € uma das técnicas de separagdo em
eletroforese mais usada na pratica, provavelmente em razao da facilidade de sua
implementagao e otimizagao das condigdes experimentais (TAVARES, 1997).

A CZE, em principio, € também uma técnica de fronteira movel, onde a

amostra € introduzida através de um capilar, que € preenchido com um eletrdlito,
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geralmente um tamp&o e, quando o potencial é aplicado, os componentes dessa
amostra separam-se em zonas, que vao se deslocando separadamente pelo
eletrélito, do mesmo tipo de carga, presente na solugdo, com velocidades de
migragdo diferentes, porém constantes, caracteristica essa de sua prépria
mobilidade (TAVARES, 1996).

A separagcdo se fundamenta na mobilidade eletroforética (u;), conforme
equacao (1) (TAVARES, 1996). Se a parede do capilar € negativa, o fluxo
eletroosmatico (EOF) é na diregao do catodo, como mostrado na figura 4, e a ordem
de eluicdo é: cations (primeiro o que tiver maior mobilidade), todas as espécies
neutras (que ndo se separam) e anions (por ultimo o que tiver maior mobilidade)
(HARRIS, 2001).

B= VvV, = Z; . e, (1)

Onde V; é a velocidade de migragao, E € o campo elétrico (V/cm), Z; é a carga
da particula, ey € a carga elementar (1,602x107"° C), n é a viscosidade e r; o raio

idnico.

A eficiéncia da separacgao €, porém, contrariada pelos efeitos da conveccéo,
0s quais podem ser minimizados recorrendo ao efeito anticonvectivo de “parede” ou
a um meio-suporte sélido.

O “efeito de parede” é aproveitado diminuindo a razao entre a secao reta da
camara de separacgao e a sua area superficial, o que pode ser realizavel pelo uso de
tubos capilares, feitos de material quimica e eletricamente inerte. O uso de capilares
ja tem sido muito aplicado, principalmente em isotacoforese e também em
eletroforese de fronteira movel e, mais recentemente, em eletroforese de zona
(TAVARES, 1997).
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Figura 4: (a) Dupla camada elétrica criada pela superficie de silica carregada
negativamente e pelos cations que se encontram proximos. (b) A predominancia de
cations na parte difusa da dupla camada produz um EOF resultante na direcdo do

catodo quando aplicado um campo elétrico externo (HARRIS, 2001).

2.4.2 Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC)

A principal limitagdo dos métodos eletroforéticos de separagao por zona € a
impossibilidade de separar compostos neutros, a menos que existam diferengas
significativas de massa molecular. Em geral, compostos neutros migram no capilar
por acao exclusiva do fluxo eletroosmatico, ndo havendo discriminagao espacial e/ou
temporal dos solutos na chegada ao detector (TAVARES, 1997).

Em 1984, Terabe e colaboradores (TERABE et al.; 1984) introduziram uma
versao modificada da CE, a Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC), que
separa moléculas neutras e ions. Se a carga da parede do capilar for invertida pelo
revestimento com um surfactante catidnico, como na figura 5, e a polaridade do
instrumento for invertida, a ordem de eluigdo é contraria a separagdo por zona:
anions, espécies neutras e cations. A parte difusa da camada dupla contém excesso
de anions e, o EOF é na direcdo oposta a da figura 4, mostrada anteriormente. O
surfactante é o ion cetiltrimetilamonio, n-C1gH33N(CH3)3", representado por AAANED)
na ilustracdo (TAVARES, 1997).
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Figura 5: Inversdo de carga produzida por uma camada dupla de surfactante

cationico revestindo a parede do capilar. (HARRIS, 2001).

Neste tipo de separagdo, agentes tensoativos idnicos em condicoes
apropriadas a formacdo de micelas sao adicionados ao eletrélito de corrida,
formando, assim, um sistema cromatografico de duas fases. A MEKC é uma forma
de cromatografia porque as micelas se comportam como uma fase pseudo-
estacionaria. A separagao das moléculas neutras se fundamenta na particdo entre a
solugdo e a “fase estacionaria”. O eletrdlito representa a fase primaria, a qual é
transportada eletroosmoticamente sob agdo do campo elétrico, enquanto que as
micelas representam a fase secundaria, ou pseudo-estacionaria, a qual é
transportada por uma combinagdo de eletroforese e eletroosmose. A particéo
diferenciada de solutos neutros entre estas duas fases €& responsavel pela
seletividade da separagdo (TAVARES, 1997).

Na figura 6 o EOF é para a direita. A migragao eletroforética das micelas de
dodecil sulfato de sodio (SDS) carregadas negativamente é para a esquerda, mas o
movimento resultante € para a direita, pois o EOF é dominante. As moléculas
neutras (escuras) estdo em quilibrio dindmico entre a solug&o livre e o interior da
micela. Quanto maior for o tempo que uma molécula neutra permanece na micela,
maior dificuldade ela terd em acompanhar o EOF (HARRIS, 2001).
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Figura 6: Micelas de SDS negativamente carregadas migram contra a corrente do
EOF (HARRIS, 2001).

Na auséncia de micelas, todas as moléculas neutras alcangam o detector no
tempo tp. As micelas injetadas com a amostra alcangam o detector no tempo tmc, 0
qual é maior do que o tempo tp, pois elas migram contra a corrente. Se uma
molécula neutra esta em equilibrio entre a solucéo livre e o interior das micelas, seu
tempo de migragdo aumenta, pois parte do tempo ela migra com a velocidade mais
lenta da micela. A molécula neutra atinge o detector em um tempo entre ty e tn.
Quanto maior for o tempo que uma molécula neutra permanece no interior de uma
micela, maior sera o seu tempo de migragao. Os tempos de migragao dos cations e
dos anions também sao afetados pelas micelas, pois os anions se distribuem entre a
solugcdo e as micelas e interagem eletrostaticamente com as micelas (HARRIS,
2001).

Problemas de co-eluicdo em MEKC podem ser solucionados pela adigao de
uma fase complexante auxiliar. Toda uma classe de separagdes que faz uso de
ciclodextrinas de diferentes tamanhos pertence a esta categoria, e vem sendo
referida como MEKC-CD. Como as ciclodextrinas sado neutras, elas migram com a
velocidade eletroosmotica. A particao diferenciada de solutos entre a micela e a
cavidade da ciclodextrina produz a seletividade extra requerida. A figura 7
esquematiza os principais mecanismos de transporte da MEKC na presenca de
ciclodextrinas. Muito embora a MEKC tenha sido idealizada para separar solutos
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neutros, ela pode também auxiliar a separacdo de compostos idnicos, e tem sido
amplamente empregada como tal (TAVARES, 1997).
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Figura 7: Representagdo da migragdo de solutos neutros por eletrocromatografia
em fase micelar anibnica (A) na presengca de uma fase auxiliar (B), mostrando
monémeros e micelas de SDS, ciclodextrinas e a interagdo de diversos solutos
neutros com ambas as fases (TAVARES, 1997).
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2.4.3 Determinacgao de Adulterantes empregando Eletroforese Capilar (CE)

Sao descritos na literatura casos de adulteragbes com determinagao por
eletroforese capilar (CE) em formulagdes fitoterapicas, porém ainda nao foram
publicados métodos de determinacdo simultdnea de benzodiazepinicos em
formulagdes fitoterapicas. Medicamentos tradicionais chineses foram analisados por
CZE, confirmando a presenga de anorexigenos sintéticos como clobenzorex,
dietilpropiona, fenfluramina, metamfetamina, fenilpropanolamina e fentermina,
utilizando tampao fosfato 120 mM (pH 2,00) e 15% de acetonitrila. A voltagem
aplicada foi 16 kV, com deteccao UV em 200 nm (KU et al., 1999).

CHEN e colaboradores (2000) analisaram por CZE-UV, os farmacos
hipoglicémicos coptisina, berberina e palmatina em formulagbes fitoterapicas,
utilizando tampéo acetato de amdnio 50 mM em pH 3,8, voltagem aplicada de 20 kV
e detecgdo em 230 nm, e compararam o resultado da analise com a técnica de CE-
MS. Outros farmacos hipoglicémicos (acetohexamida, clorpropamida, glibenclamida
e tolbutamida) foram avaliados por CZE em tampao fosfato 100 mM (pH 7,5) como
eletrélito de trabalho, voltagem aplicada de 15 kV e detecgdo UV em 200 nm (KU et
al., 2003).

Sombra e colaboradores (2005) fizeram um estudo comparativo entre as
técnicas de CZE e RP-HPLC na andlise de sementes de guarana utilizadas em
produtos fitoterapicos e comprimidos comerciais. Para o sistema de CZE utilizaram
tampao tetraborato de sédio 20 mM (pH 9,2), voltagem aplicada de 25 kV e detecgéo
UV em 212 nm.
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2.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma técnica de separagao
que, em menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos. As razbes para este crescimento
estao relacionadas a sua adaptabilidade para determinagcdes quantitativas com boa
sensibilidade, a possibilidade de separar espécies nao volateis e termicamente
instaveis, com destaque para a industria farmacéutica, bem como as suas
aplicacbes em determinagdes ambientais e em muitos outros campos da ciéncia,
como o da medicina (TONHI, 2002).

A HPLC é um método fisico-quimico de separagédo de misturas e identificagao
de seus componentes. Esta separacdo depende da diferengca entre o
comportamento dos analitos entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase
estacionaria. A grande variedade de combinagbes entre fases moveis e
estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicagéo
(COLLINS; GUIMARAES, 1988).

A cromatografia pode ser utilizada para a identificagdo de substadncias em
analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em varios
tipos de amostras, em escalas de tempo de pouco minutos, com alta resolugao,
eficiéncia e sensiblidade, por comparacdo com padrdes previamente existentes. E
utilizada também para a purificagcdo de compostos, separando-se as substancias
indesejaveis e para a separagao dos componentes de uma mistura.

A cromatografia liquida apresenta uma importante subdivisdo: a cromatografia
liquida classica (CLC), na qual a fase mdvel é arrastada através da coluna apenas
pela forca da gravidade, e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), na qual
se utilizam fases estacionarias de particulas menores, sendo necessario o uso de
uma bomba de alta pressdo para a eluicdo da fase mével. A HPLC foi inicialmente
denominada cromatografia liquida de alta pressdo, mas sua atual designacao
mostra-se mais adequada (HARRIS, 2001).

2.5.1 Cromatografia de Fase Reversa (RP-HPLC)

Os sistemas por cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) sao constituidos

por uma fase estacionaria de menor polaridade e uma fase moével de maior
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polaridade, enquanto a fase normal estas polaridades s&o invertidas, por isso sua
maior aplicagdo se da na separagao de solutos com polaridades, massas molares e
funcionalidades quimicas diferentes (TONHI, 2002).

As fases utilizadas em RP-HPLC apresentam inumeras vantagens, como:
diferentes tipos de fases estacionarias estaveis que podem ser empregadas; uso de
fases mdveis menos toxicas e menor custo, como metanol e agua; rapido equilibrio
da coluna ap6s mudanca de fase movel; facilidade de empregar eluicdo por
gradiente; menor tempo de analises e boa reprodutibilidade dos tempos de retencéo
(TONHI, 2002).

A separacado se da de acordo com a polaridade do analito: analitos mais
polares interagem mais com a fase mével e sdo eluidos mais rapidamente; ja
analitos menos polares interagem mais com a fase estacionaria e demoram mais
tempo para serem arrastados pela fase movel. A elui¢do isocratica é feita mantendo-
se constante a composi¢ao da fase movel do inicio ao fim da analise (TONHI, 2002).

2.5.2 Determinagao de adulterantes empregando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

A analise por HPLC de formulacbes fitoterapicas adulteradas tem sido
descrita na literatura. PARODI e colaboradores (1993) determinaram a adigao ilegal
de clobenzorex, dietilpropiona, fenfluramina, fluoxetina, flurazepam, metformina e
fenformina em formulagdes fitoterapicas pelo método de RP-HPLC, utilizando como
fase mével, acetonitrila e agua (70:30, v/v) (pH 7,00), em elui¢ao isocratica, fluxo de
1,0 mL/min e deteccdo UV em 246 nm.

Anfepramona, femproporex e diazepam foram determinados por RP-HPLC
em farmacos fitoterapicos utilizados no tratamento da obesidade comercializados no
Brasil (ALMEIDA et al., 2000). A fase moével utilizada foi constituida de acetonitrila,
metanol, agua e 0,1% de carbonato de aménio (50:10:40, v/v) em elui¢do isocratica
e fluxo de 1,0 mL/min e detecgao UV em 230 nm.

A analise simultanea dos benzodiazepinicos clotiazepam, diazepam,
oxazolam, nitrazepam, oxazepam, tofisopam e triazolam em suplementos
alimentares foi realizada pelo método de HPLC (MIKAMI et al., 2004). A fase mével

consistiu de 1-heptanosulfoanto de sodio (HSA) 5 mM dissolvido em 1000 mL de
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agua, acetonitrila (30:70, v/v) (pH 2,4), em eluigdo isocratica, com fluxo de 1,0
mL/min e deteccdo UV em 220-340 nm.

SOMBRA e colaboradores (2005) fizeram um estudo comparativo de analise
de sementes de guarana utilizadas em farmacos fitoterapicos e em comprimidos
comerciais, pelas técnicas de CZE e RP-HPLC. A fase movel utilizada foi metanal,
agua (70:30, v/v) pH 3,5 com eluigéo isocratica, fluxo de 0,9 mL/min e detec¢do UV
em 254 nm.

LIU e colaboradores (2000) fizeram um estudo comparativo dos métodos de
HPLC-UV e HPLC-MS na analise de codeina em farmacos fitoterapicos chineses.
Utilizaram eluicdo por gradiente, com acetonitrila e tampé&o fosfato (solvente A:
tampéao fosfato 25 mM pH 3,0; solvente B: acetonitrila, fase gradiente de 5 a 30 % de
B por 45 minutos e entdo de 50% de B por 5 minutos e mantido por mais 5 minutos).
O fluxo aplicado foi de 1,0 mL/min e detec¢do UV em 200-400 nm. Farmacos
fitoterapicos chineses também foram analisados por LIU e colaboradores (2001)
para determinacdo de diversas substancias terapéuticas nao-declaradas nas
formulacbes pelas técnicas de RP-HPLC e GC-MS. No sistema de RP-HPLC
utilizaram eluicdo por gradiente de acetonitrila, tampéao fosfato (solvente A: tampao
fosfato 25 mM pH 3,2; solvente B: acetonitrila, fase gradiente de 10 a 30 % de B por
10 minutos, depois de 50% de B por mais 10 minutos e entdo de 70% de B por mais
10 minutos e mantido por mais 5 minutos). O fluxo aplicado foi de 1,0 mL/min e a
deteccao UV em 220, 254 e 280 nm.

BOGUSZ e colaboradores (2006) publicaram a detec¢do de varios farmacos
sintéticos usados como adulterantes em formulacdes fitoterapicos, através da
técnica de HPLC-MS, com eluigdo por gradiente e fase mével constituida de tampao
fosfato 10 mM pH 3,0 (solvente A) e acetonitrila (solvente B).

Outros farmacos menos comuns, como a cafeina, a fenilbutazona e
oxifenbutazona tém sido determinadas por HPLC-MS como adulterantes em
formulacdes fitoterapicas comercializadas na Indonésia (LAU et al., 2003). Citrato de
sildenafil, famotidina, nifedipina, captopril, diazepam, ibuprofeno e amoxicilina foram
analisados também em farmacos fitoterapicos e suplementos alimentares chineses
por HPLC-MS (LIANG et al., 2006).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao

As analises por CE foram realizadas em um equipamento Knauer Capline
system 2010 com detecgao por UV/VIS.

As analises por HPLC foram realizadas em um Cromatégrafo a Liquido
Dionex P 680 com sistema de separagéao isocratica, acoplado com detector UV/VIS
UVD-780 (Dionex).

Todos os reagentes solidos utilizados foram pesados em balanga analitica
Sartorius (Goettingen, Alemanha) com quatro casas de precisao.

Medidas de pH foram realizadas em um pHmetro digital Digimed DM 20 (Sao
Paulo, Brasil) que utiliza eletrodo de vidro combinado.

As solugdes foram preparadas com agua ultra-pura, a qual é primeiramente
destilada e deionizada, para posterior purificagdo em um sistema de agua Milli - Q
Millipore (Bedford, USA), com resistividade de 18,2 MQ. Apds a devida preparagao
das solugdes tampéo utilizadas em CE, dos eluentes utilizados em RP-HPLC e da
preparacdo das amostras, realizou-se o0 processo de filtracdo em um sistema de
filtracdo a vacuo Sartorius (Alemanha) utilizando acetato de celulose de membrana
0,45 um e sonicadas em lavadora ultrasénica Ultrasonic Cleaner Unique USC2800
(Sao Paulo, Brasil).

Utilizou-se também agua destilada, obtida pelo processo de osmose reversa
RO/0320 Permution.

As medidas de absorgdo molecular foram realizadas em Espectrofotdmetro
UV-Visivel com arranjo de diodos HP 8453 (Hewlett Pachard), utilizando cubeta de

quartzo.
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3.2 Reagentes e Solugoes

Todos os reagentes empregados no presente trabalho foram produtos de grau
analitico, sendo que suas especificagdes e respectivos fabricantes estdo descritos
na Tabela 3.

Os farmacos utilizados como substancias quimicas de referancia foram
obtidos de farmacias de manipulacdo da cidade de Santa Maria-RS, conforme
apresentados na Tabela 4.

Para garantir superficies livres de contaminacdo, fez-se o uso de material
plastico para armazenar as solugdes utilizadas neste estudo. Os recipientes
plasticos foram deixados em contato com uma solu¢do 10% de HNO3 em etanol 96°
INPM (v/v) por, no minimo, 48 horas, sendo posteriormente lavados com agua
ultrapura.

Os recipientes de vidro foram deixados em contato com uma solugao de
HNO3 1% em agua (v/v) por, no minimo, 24 horas, sendo posteriormente lavadas

com agua ultrapura em abundancia.

Tabela 3 - Reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Reagentes Fabricantes
Acetonitrila grau HPLC J. T. Barker
Metanol grau HPLC Vetec
Fosfato dibasico de sodio Merck
Acido Fosférico 85% (m/v) Merck

Acido Cloridrico P.A. Vetec

Hidréxido de sédio P.A. Vetec
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Tabela 4 - Farmacos utilizados como susbtancias quimicas de referéncia.

Farmacos Fornecedores
Alprazolam Sul Farma
Anfepramona Labovid
Clonazepam Sul Farma
Clordiazepo6xido Sul Farma
Diazepam Sul Farma
Femproporex Labovid
Fluoxetina Sul Farma
Flurazepam Labovid
Lorazepam Sul Farma
Medazepam Pharma Nostra
Midazolam Pharma Nostra
Sibutramina Labovid

3.2.1 Eletroélito utilizado em CE

O eletrdlito de trabalho utilizado foi Tampao fosfato 100 mmol/L: foram
pesados 1,20 g de fosfato dibasico de sddio e dissolvidos em aproximadamente 80
mL de agua ultra-pura, este volume foi transferido para um baldo volumétrico de
100 mL e o volume aferido com agua ultra-pura.

Apos o ajuste do pH, todas as solugbes tampao foram filtradas com
membranas de acetato de celulose de 45 ym e desgaseificadas em ultrasom por 1

hora apds preparadas e por 15 minutos antes do comec¢o das medidas do dia.
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3.2.2 Eluentes utilizados em HPLC

Foram testados como eluentes, solugdes de acetonitrila e agua ACN:H,0 (v/v)
em valores de pH de 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5.

- Eluente ACN:H,O (v/v) - as concentragbes dos eluentes utilizados foram: 30:70
(v/v), 40:60 (v/v), 50:50 (v/v) e 60:40 (v/v). Foram medidos em uma proveta,
primeiramente o volume de acetonitrila desejado e apdés completando-se o volume
com agua ultra-pura e apos, realizado o ajuste de pH com solug&o de acido fosforico
0,1 M.

- Eluente ACN:H,O:THF (40:50:10 v/v): foram medidos em uma proveta, 40 mL de
acetonitrila, 50 mL de agua ultra-pura e 10 mL de tetrahidrometilfurano (THF),
respectivamente e, apos realizado o ajuste de pH com solugéo de acido fosforico 0,1
M.

Apoés o ajuste do pH, todos os eluentes foram filtrados com membranas de
acetato de celulose de 45 ym e desgaseificados em ultrasom por 2 horas apos
prepadados e por 15 minutos antes do come¢o das medidas do dia.

3.2.3 Solugodes dos farmacos

As solugbes dos farmacos alprazolam, clonazepam, clordiazepéxido,
diazepam, flurazepam, lorazepam, midazolam, medazepam, foram preparadas em
metanol para uma concentragéo final de 100 mg/mL, as quais foram chamadas de
solugdes estoque. Pesou-se 0,025 g de cada farmaco, transferiu-se para balédo
volumétrico de 25 mL, dissolveu-se em aproximadamente 15 mL de metanol e, apds
completa dissolugdo em ultrasom, confirmada por fundo escuro, foram levados a
volume final novamente com metanol. As solu¢des foram mantidas em refrigerador
até o momento de uso, sendo refeitas novamente a cada trés meses. As solucdes

de trabalho foram preparadas a partir destas solucdes, a temperatura ambiente.
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3.3 Procedimentos Analiticos

3.3.1 Determinagoes por Eletroforese Capilar

Todas as determinacgdes eletroforéticas foram realizadas em um aparelho de
eletroforese Capline system 2010 Knauer com detecgédo UV, operando em 200 nm e
os dados foram registrados através do software Chrom Elite versao 1.3.5.

Utilizou-se capilar de silica fundida recoberto por poliimida, com 60 cm de
comprimento (com 9,5 cm da janela do detector) e didmetro interno de 75 pm.

As inje¢cdes anodicas foram realizadas por presséo, aplicando-se 30 mBar
durante 2 segundos.

As andlises foram realizadas em uma temperatura de 25 °C, a qual era
controlada pelo aparelho, através de um sistema de resfriamento interno que utiliza
agua.

O valor de pH foi estabelecido em 2,0 devido aos valores de pKa (entre 1,30 e
6,20) de cada farmaco obtidos na literatura.

Para o pH selecionado, utilizou-se o eletrdlito tampéao fosfato na concentracéo
100 mM.

Os sete benzodiazepinicos (clonazepam, clordiazepoxido, diazepam,
flurazepam, lorazepam, medazepam e midazolam) estudados no presente trabalho

foram determinados pelo método de eletroforese capilar de zona (CZE).

3.3.1.2 Estudos de otimizagao das medidas eletroforéticas por CZE

Os estudos realizados para a otimizagédo do método envolveram o estudo da
voltagem, onde avaliou-se o efeito da voltagem aplicada no sinal eletroforético dos
benzodiazepinicos. As voltagens escolhidas para estudo foram 15, 16, 18 e 20 kV. A
fonte de alta tenséo utilizada foi para a detec¢ao de cations, com inje¢cao anddica e
deteccao catddica.

A influéncia de solventes orgéanicos foi estudada através do sinal eletroforético
de cada benzodiazepinico no eletrdlito de trabalho (tamp&o fosfato) utilizando
solventes em diferentes concentragdes: Acetonitrila (concentragdo de 2, 5, 10 e
15%) e Metanol (concentracédo de 5, 10 e 15%), a fim de se obter uma melhor

resolucao dos picos e um melhor tempo de migragao.
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3.3.2 Determinagdes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Todas as determinagbes cromatograficas foram realizadas em um
cromatégrafo liquido Dionex P 680 com sistema de separagao isocratica e detector
UV/VIS (UVD 170U), operando em 230 nm. Os dados foram registrados através do
software Chromeleon versao 6.70. Utilizou-se Coluna analitica de separagdo C4g de
dimensdes 4,6 mm x 150 mm x 5 ym (Dionex).

Os sete benzodiazepinicos (alprazolam, clonazepam, clordiazepdxido,
diazepam, lorazepam, medazepam e midazolam) estudados no presente trabalho
foram determinados pelo método cromatografico por fase reversa (RP-HPLC),
eluicao isocratica e com detecgao UV.

Diariamente, a coluna cromatografica (C1g) era condicionada com a fase
movel a ser utilizada nos experimentos por aproximadamente 30 minutos, tempo
este suficiente para que a oscilagdo de absorvancia da linha base fosse inferior a
3%.

Apos esse tempo de condicionamento, os padrdes foram injetados de forma

manual, utilizando-se alga de injecdo de 20 pL.

3.3.2.1 Estudos de otimizagao das medidas cromatograficas

A solubilidade dos farmacos em sistemas polares de fase organica-aquosa
definiu a utilizagcdo do método cromatografico de fase reversa, desenvolvido por
HPLC, no qual analitos de caracteristica pouco polares sao analisados.

A fase movel foi preparada medindo-se quantidades de volumes nas
proporgdes indicadas de acetonitrila grau HPLC e de agua Milli-Q, acidificada com
solugdo aquosa de acido fosforico (1:1, v/v) e desaerada em banho de ultra-som
durante 2 horas, a temperatura ambiente.

Para a escolha da composicdo da fase movel para a separacao
cromatografica testaram-se as seguintes composigdes de acetonitrila:agua (v/v):
40:60, 50:50, 60:40 e, também utilizou-se o modificador orgénico THF na condigéo
ACN:H,O:THF 40:50:10.

A escolha da vazao foi feita apds testes em valores de vazao de fase movel
de 0,5;0,7 e 1,0 mL min™".
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Devido as caracteristicas polares da maioria dos benzodiazepinicos, foi
necessaria a acidificagdo da fase mével e da amostra, a fim de garantir uma maior
interacdo dos benzodiazepinicos com a fase estacionaria. Em RP-HPLC quanto
mais hidrofébico o analito, mais ele é retido. Quando o analito se torna ionizado, fica
menos hidrofébico, e sua retencdo diminui. Para esse fim, foi testado o acido
fosforico, com ajustes de pH em 3,5; 4,0 e 4,5.

3.3.2.2 Estudo dos interferentes na determinagao dos benzodiazepinicos

A influéncia dos interferentes na determinagdo dos benzodiazepincos foi
avaliada com base na diminuicdo ou aumento da area de cada pico, nas condi¢des
otimizadas.

Os interferentes estudados foram o0s anorexigenos anfepramona,
femproporex e sibutramina, e o anti-depressivo fluoxetina.

Adicionou-se na mistura de benzodiazepinicos 20 mg L (alprazolam,
clonazepam, clordiazepéxido, clonazepam, diazepam, lorazepam, medazepam e
midazolam) os quatro interferentes estudados na mesma concentragdo dos
benzodiazepinicos e injetou-se no sistema cromatografico, nas condigbes otimzadas
do item 4.2.

3.3.2.3 Amostras reais de formulagoes fitoterapicas

O método de separacao proposto no item 3.3.2 foi aplicado na determinagao
sequencial de sete benzodiazepinicos em 13 amostras de formulacdes fitoterapicas
para emagrecimento, adquiridas em diferentes farmacias de manipulagcédo na cidade
de Santa Maria — RS.

Para a analise das treze amostras de fitoterapicos, cujas composicbes estdo
descritas na Tabela 5, adotou-se o seguinte procedimento experimental: dissolveu-
se o conteudo (pd) de uma capsula do fitoterapico em metanol em um bal&o
volumétrico de 25 mL (extrato metandlico). Posteriormente, estes extratos
metandlicos foram filtrados em algodao e, antes de cada injegao, os extratos foram
novamente filtrados em membrana de filtracdo de acetato de celulose de 45 um. O

procedimento experimental utilizado neste estudo para a determinagédo simultanea
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dos benzodiazepinicos estudados nas amostras fitoterapicas para emagrecimento,

encontra-se na figura 8.

Tabela 5 - Composi¢cado das amostras fitoterapicas para emagrecimento, estudadas
neste trabalho.

Amostra Composicao Quantidade de

pé/capsulas (mg)

- Carboidratos, proteinas,
gorduras, fibra alimentar,
01 sédio; 350
- Quitosana

- Carboidratos, proteinas,
gorduras, fibra alimentar,
02 sédio; 350
- Quitosana

- Carboidratos, proteinas,
gorduras, fibra alimentar,

03 sodio, vitamina C; 500
- Quitosana

04 - Fibra alimentar; 50
- Quitosana

05 - Garcinia camboja 300

06 - Quitosana 325

o7 - Porangaba 250

08 - Caralluma fibrata 500

09 - Hoodia gordonii 500

010 - Chlorella 250

- Carboidratos, proteinas,
gorduras, fibra alimentar,
011 sédio; 450
- Cha verde

- Spirulina, Maracuja,
Centella Asiatica, Cascara
012 Sagrada, Goma Guar, 570
-Guarcinia

013 - Alcachofra 500
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Preparacao das Amostras

Baldo volumétrico de 25 mL: p6 (capsula) + metanol = (extrato metandlico)

Filtracdo do extrato metandlico em algodao

Filtracdo do extrato metandlico em membrana de filtragdo de

acetato de celulose de 45 um

Injecédo de 20 uL do extrato metandlico no sistema cromatografico

Analise simultanea dos sete benzodiazepinicos por RP - HPLC

Condigoes: eluente acetonitrila:agua 40:60 (v/v)
(pH 4,0); fluxo 0,5 mL/min; detec¢dao UV em 230 nm
e inje¢ao de 20 pL

Figura 8: Resumo do procedimento experimental de extracdo das formulagdes
fitoterapicas analisadas para a determinagdo simultdnea dos benzodiazepinicos

estudados.

Com base nos resultados obtidos nas analises das 13 amostras fitoterapicas,
coforme a figura 8, ensaios de recuperagao para avaliar a eficiéncia do método nas
amostras reais foram realizados na amostra 02 (Quitosana), a qual foi escolhida por
apresentar uma melhor porcentagem de recuperagdo entre as treze amostras
analisadas. Para este estudo foram adicionadas concentracbes conhecidas na
amostra 02 (Quitosana), conforme procedimento descrito a seguir, com a intengao
de simular uma amostra real adulterada contendo cada um dos benzodiazepinicos
estudados. A figura 9 apresenta os procedimentos experimentais realizados para a

composi¢cdo da amostra adicionada utilizada nos ensaios de recuperagao.
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3.3.2.3.1 Amostra a: O conteudo de cada capsula da amostra 02 (Quitosana) de
formulacéo fitoterapica da foi colocado em cada um dos sete baldes volumétricos de
25 mL. Em cada balao foi adicionado 1,0 mg de apenas um unico benzodiazepinico,
de forma que, cada baldo continha um benzodiazepinico diferente. A dissolugéo
dessa mistura foi realizada com metanol. Apds dissolugdo completa, esses extratos
metandlicos com a adicdo de cada um dos benzodiazepinicos, foram filtrados em
algodao, e antes de cada injegcdo, foram novamente filtrados em membrana de
fitracdo de acetato de celulose de 45 pm. Posteriormente, seguiu-se o0s

procedimentos cromatograficos para analise simultanea dos benzodiazepinicos.

3.3.2.3.2 Amostra b: O conteudo de cada capsula da amostra 02 (Quitosana) de
formulacéo fitoterapica foi colocado em cada um dos sete baldes volumétricos de 25
mL. Em cada baldo foi adicionado 10,0 mg de apenas um unico benzodiazepinico,
de forma que, cada baldo continha um benzodiazepinico diferente. A dissolugao
dessa mistura foi realizada com metanol. Apds dissolugdo completa, esses extratos
metandlicos com a adi¢gdo de cada um dos benzodiazepinicos, foram filtrados em
algodéo, e antes de cada injegdo, foram novamente filtrados em membrana de
fitracdo de acetato de celulose de 45 pm. Posteriormente, seguiu-se o0s

procedimentos cromatograficos para analise simultanea dos benzodiazepinicos.



Preparagcao da Amostra 02 (Quitosana)

Adicionou-se o conteudo
de uma capsula do
fitoterapico em cada balédo
volumeétrico de 25 mL
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Amostra a

Adicionou-se o conteudo
de uma capsula do
fitoterapico em cada baldo
volumeétrico de 25 mL

Adigao de 1,0 mg de cada
benzodiazepinico
individualmente em cada
baldo volumétrico de 25 mL

Amostra b

Adigao de 10,0 mg de cada
benzodiazepinico
individualmente em cada
baldo volumétrico de 25 mL

Filtracdo dos extratos metandlicos adicionados em algodéo

Filtracdo dos extratos metandlicos adicionados em membrana de filtragao
de acetato de celulose de 45 uym

Injecdo de 20 uL da amostra com adicionada no sistema cromatografico

Determinacgao individual dos benzodiazepinicos em amostra de
fitoterapico

Figura 9: Procedimento experimental utilizado para adigao conhecida na amostra 02
(Quitosana) de fitoterapicos com benzodiazepinicos (alprazolam, clonazepam,
clordiazepoxido, diazepam, lorazepam, medazepam e midazolam) para ensaios de

recuperacgao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 Separagcdao de benzodiazepinicos como adulterantes empregando

eletroforese capilar de zona (CZE)

Todos os parametros capazes de influenciar a separacao eletroforética dos
sete benzodiazepinicos (clonazepam, clordiazepoxido, diazepam, flurazepam,
lorazepam, medazepam e midazolam) por CZE foram otimizados durante o
desenvolvimento do método. Os principais e mais comumente considerados sao:
selegcao do eletrolito de trabalho, determinagdo da voltagem a ser aplicada, escolha
do capilar, temperatura de analise, comprimento de onda ideal, selecédo de ciclos de
rinsagem e de tempos de inje¢cdo (BAKER, 1995). Em todos os estudos realizados
procurou-se atingir uma melhor resposta entre os analitos analisados e o
equipamento, assim como uma melhor definigdo na forma do pico.

As dimensdes dos capilares mais utilizados atualmente variam entre 25 e 100
cm de comprimento e entre 25 a 100 um de didmetro interno. Quanto a composicéo,
os materiais mais comuns sio: os de vidro tipo Pirex, os de teflon e os de silica
fundida, cada um com suas vantagens. Os capilares de vidro tipo Pirex s&o
resistentes e ndo requerem revestimento externo para dissipar o calor, mas nao sao
oticamente transparentes para comprimentos de onda abaixo de 280 nm. Os
capilares de teflon sdo oticamente transparentes e sdo mais flexiveis, mas possuem
uma baixa taxa de dissipacdo do calor quando submetidos a altas diferencas de
potencial (ddp). Os de silica fundida, em geral mais utilizados, s&o oticamente
transparentes, mas pouco resistentes e para aumentar sua resisténcia sao
comumente recobertos por uma fina camada de poliimida (BAKER, 1995).

Ao realizar a escolha do capilar deve se considerar o didametro interno do
mesmo, pois quanto maior, mais calor sera gerado e maior sera a diferenca de
temperatura entre o centro e as paredes do capilar e, portanto, maior o EOF; e
quanto maior o comprimento, maior sera o tempo de analise (BAKER, 1995). Assim,
justifica-se a escolha do uso de capilar de silica fundida recoberto por poliimida, com
60 cm de comprimento (com 9,5 cm da janela do detector) e didmetro interno de 75
Mm.

A composigéo, concentragdo e pH do eletrdlito de trabalho sao importantes

para ajuste dos parametros de migracgéo, seletividade e simetria dos picos (BAKER,
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1995). A primeira avaliagédo realizada foi para definir o melhor pH para separagéo
dos farmacos, pois este influencia significativamente o EOF, alterando tempo de
migracgao e seletividade. Teoricamente para a melhor resolu¢ao o pH ideal é aquele
préximo ao pka dos analitos em questdo, pois as diferengas de ionizagdo sao
maximas levando a migragdes diferenciadas (BAKER, 1995), assim utilizou-se pH
2,0 para o eletrolito de trabalho, conforme os valores de pKa de cada um dos
farmacos (entre 1,3 € 6,2).

A composicao do tampé&o pode alterar o tempo de retencao e a seletividade,
pois diferentes ions interagem de forma diferente com a parede do capilar e podem
alterar o EOF (BAKER, 1995). Para o pH selecionado, utilizou-se o eletrdlito tampao
fosfato na concentracdo 100 mM.

A adicado de solventes organicos altera o EOF, pois altera a viscosidade do
eletrélito de trabalho; assim solventes organicos sao capazes de alterar a
viscosidade do eletrdlito de trabalho, promovendo alteragdo no EOF (ALTRIA, 1996).

Nos estudos que evolveram solvente organico no eletrdlito de trabalho e
voltagem aplicada sobre o sistema, observa-se que os farmacos diazepam,
clonazepam e lorazepam co-eluem quando analisados em uma mesma mistura.

A influéncia de solventes orgénicos no eletrolito de trabalho sobre o tempo de
migragdo dos benzodiazepinicos, foi estudada através do uso de metanol e
acetonitrila. O metanol (figura 10) foi utilizado em concentragdes de 5, 10 e 15%,
enquanto a acetonitrila (figura 11) foi utilizada em concentragdes de 2, 5, 10 e 15%.

A escolha destes solventes organicos foi baseada na solubilidade dos
benzodiazepinicos, ja que estes sdo pouco soluveis em agua e muito soluvel nos
solventes escolhidos.

Através das figuras 10 e 11 verifica-se uma maior eficiéncia de separagao
com o uso do solvente acetonitrila, onde em todas as concentragdes testadas
obteve-se uma separacio dos analitos, enquanto que com o solvente metanol houve
uma perda da resolugcdo dos picos, 0 que pode ser explicado pelo aumento da
viscosidade e, consequente, decréscimo do EOF, o que comprometeu a resolugao e
separagao dos picos, aumentando assim o tempo de migracédo (ALTRIA, 1996).
Assim, otimizou-se a concentragao de acetonitrila no eletrdlito de trabalho em 15%,
a qual proporcionou separagao dos analitos com boa resolugdo dos picos, em um

tempo consideravel de analise.
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Figura 10: Efeito do solvente metanol nos tempos de migragdo dos
benzodiazepinicos em concentragao de 20 mg L para concentracoes se solvente
de 5,10 e 15%. Condigbes: eletrdlito de trabalho tampéo fosfato 100 mM (pH 2,0);
capilar de silica fundida revestido de poliimida de 60 cm de comprimento (com 9,5
cm da janela do detector) e didmetro interno de 75 ym, operando a 25°C; voltagem
aplicada de 15 kV, deteccédo UV em 200 nm e inje¢ao hidrodindmica anddica durante

2 segundos, com pressao de 30 mBar.
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Figura 11: Efeito do solvente acetonitrila nos tempos de migracdo dos
benzodiazepinicos em concentragdo de 20 mg L para concentracdoes de solvente
de 2, 5, 10 e 15%. Condicbes: eletrdlito de trabalho tampé&o fosfato 100 mM (pH 2,0);
Capilar de silica fundida revestido de poliimida de 60 cm de comprimento (com 9,5
cm da janela do detector) e didmetro interno de 75 ym, operando a 25°C; voltagem
aplicada de 15 kV, deteccédo UV em 200 nm e injegao hidrodindmica anddica durante

2 segundos, com pressao de 30 mBar.
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A alta voltagem em CE é empregada para movimentar o eletrdlito através do
capilar pela agado do EOF. O efeito da voltagem aplicada sobre o tempo de migragéo
de cada farmaco foi estudado mediante a aplicagao de voltagens em valores de 15,
16, 18 e 20 kV. Em voltagens de 20 kV nao foi possivel obtermos um
eletroferograma, pois a corrente nesta voltagem excedeu o valor limite. Através da
figura 12 verifica-se que a separagado dos benzodiazepinicos também ocorre em
voltagens de 16 e 18 kV, porém obteve-se uma melhor separacdo dos analitos e

resolugao dos picos quando as corridas foram conduzidas na voltagem de 15 kV.
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Figura 12: Efeito da voltagem aplicada sobre os tempos de migracédo dos
benzodiazepinicos na concentragdo de 20 mg L. Condigdes: eletrdlito de trabalho
tampao fosfato 100 mM, 15% acetonitrila (pH 2,0); capilar de silica fundida revestido
de poliimida de 60 cm de comprimento (com 9,5 cm da janela do detector) e
diametro interno de 75 um, operando a 25°C, deteccdo UV em 200 nm e injegéo

hidrodinAmica durante 2 segundos, aplicando-se pressao de 30 mBar.
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Através dos estudos de otimizagdo da influéncia de solventes organicos e
voltagem aplicada, chegou-se a conclusdo que a melhor condigado experimental para
a separagao de benzodiazepinicos por CZE, foi utilizar tampao fosfato 100 mM
contendo 15% de acetonitrila em pH 2,00 como eletrdlito de trabalho, aplicando-se
uma voltagem de 15 kV.

A figura 13 mostra a analise dos sete benzodiazepinicos por CZE
(clonazepam, clordiazepoxido, diazepam, flurazepam, lorazepam, medazepam e
midazolam), onde podemos observar que os farmacos diazepam, lorazepam e
clonazepam (pico 4) co-eluiram em uma mesma analise. Esta co-eluicdo destes trés
farmacos se deve as suas mobilidades eletroforéticas aparente (uj) serem muito
parecidas entre si. Os calculos da mobilidade eletroforética aparente de cada
benzodiazepinico, mostrados na Tabela 6, foram realizados conforme a equacéo (1)
(TAVARES, 1996) mostrada anteriormente.

Tabela 6 — Valores de mobilidade eletroforética aparente (u;) calculados para os

benzodiazepinicos?.

Benzodiazepinico Mobilidade eletroforética aparente (u;)

(cm?Vv'sT)

Clonazepam 1,3713 x10
Clordiazepoéxido 1,39 x10

Diazepam 1,3676 x10°
Flurazepam 1,34 x10

Lorazepam 1,3735 x107°
Medazepam 1,16 x107
Midazolam 1,29 x10°°

@ Eletrdlito de trabalho: Tamp&o Fosfato 100 mM 15% ACN (pH 2,0).
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Figura 13: Eletroferograma da separagao dos benzodiazepinicos em concentragao
de 20 mg L' (1) Medazepam, (2) Midazolam, (3) Flurazepam, (4)
Diazepam/Clonazepam/Lorazepam e (5) Clordiazepdxido. Condi¢des: eletrdlito de
trabalho tampao fosfato 100 mM, 15% acetonitrila (pH 2,0); capilar de silica fundida
revestido de poliimida de 60 cm de comprimento (com 9,5 cm da janela do detector)
e didmetro interno de 75 pym, operando a 25°C; voltagem aplicada de 15 kV;
detecgdo UV em 200 nm e inje¢cdo hidrodinamica anddica durante 2 segundos com

pressao de 30 mBar.
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Através do eletroferograma da figura 13, o qual mostra as co-eluigbes dos
farmacos diazepam, clonazepam e lorazepam, realizou-se uma analise individual
desses trés farmacos com os outros benzodiazepinicos, a fim de se obter uma
melhor separagao de todos os farmacos em estudo.

Na figura 14 observa-se a analise dos benzodiazepinicos clordiazepéxido,
flurazepam, lorazepam, medazepam e midazolam, sem a presenca dos farmacos
diazepam e clonazepam que co-eluem com o lorazepam. Verifica-se que ocorre a
separagao de todos os farmacos, porém a resolugao dos picos do flurazepam,

lorazepam e clordiazepéxido n&o € a ideal.
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Figura 14: Eletroferograma da separagao dos benzodiazepinicos em concentragao
de 20 mg L™ (1) Medazepam, (2) Midazolam, (3) Flurazepam, (4) Lorazepam e (5)
Clordiazepoxido. Condigdes: eletrolito de trabalho tampéo fosfato 100 mM, 15%
acetonitrila (pH 2,0); capilar de silica fundida revestido de poliimida de 60 cm de
comprimento (com 9,5 cm da janela do detector) e didmetro interno de 75 um,
operando a 25°C; voltagem aplicada de 15 kV; detecgdo UV em 200 nm e injec&o

hidrodinamica anddica durante 2 segundos com pressao de 30 mBar.
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A figura 15 mostra a analise dos benzodiazepinicos clonazepam,
clordiazepoxido, flurazepam, medazepam e midazolam, sem a presenca dos
farmacos diazepam e lorazepam que co-eluem com o clonazepam. Verifica-se que
ocorre a separagao de todos os farmacos, porém os picos do clonazepam e do
clordiazepoxido co-eluem, mostrando que esta condi¢do também néao € a ideal para

a separacgao dos farmacos.
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Figura 15: Eletroferograma da separagdo dos benzodiazepinicos em
concentragdo de 20 mg L™: (1) Medazepam, (2) Midazolam, (3) Flurazepam, (4)
Clonazepam e (5) Clordiazepdxido. Condigdes: eletrélito de trabalho tampéao fosfato
100 mM, 15% acetonitrila (pH 2,0); capilar de silica fundida revestido de poliimida de
60 cm de comprimento (com 9,5 cm da janela do detector) e didmetro interno de 75
pm, operando a 25°C; voltagem aplicada de 15 kV; deteccdo UV em 200 nm e

injecao hidrodindmica anddica durante 2 segundos com pressao de 30 mBar.
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Na figura 16, observa-se a separagéo ideal nas condigdes otimizadas dos
benzodiazepinicos clordiazepéxido, diazepam, flurazepam, medazepam e
midazolam, sem a presenga dos farmacos lorazepam e clonazepam que co-eluem
com o diazepam. Verifica-se que o farmaco diazepam nas condigbes ideais
otimizadas, em comparagdao com os farmacos lorazepam e clonazepam, os quais co-
eluem quando juntos numa mesma analise, teve uma melhor e completa separagéo
dos farmacos em estudo, assim como uma melhor resolugdo dos picos. Porém,
deve-se ressaltar que os farmacos lorazepam (figura 14) e clonazepam (figura 15),

também podem ser detectados por CZE em uma amostra adulterada.
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Figura 16: Eletroferograma otimizado na separagdo dos benzodiazepinicos em
concentragdo de 20 mg L™: (1) Medazepam, (2) Midazolam, (3) Flurazepam, (4)
Diazepam e (5) Clordiazepdxido. Condigcdes: eletrdlito de trabalho tampao fosfato
100 mM, 15% acetonitrila (pH 2,0); capilar de silica fundida revestido de poliimida de
60 cm de comprimento (com 9,5 cm da janela do detector) e didmetro interno de 75
Mm, operando a 25°C; voltagem aplicada de 15 kV; deteccdo UV em 200 nm e

injecao hidrodindmica anddica durante 2 segundos com pressao de 30 mBar.
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4.2 Separacgao de adulterantes empregando cromatografia liquida de alta

eficiéncia por fase reversa (RP-HPLC)

Foram analisados sete benzodiazepinicos por RP-HPLC: alprazolam,
clonazepam, clordiazepoxido, diazepam, lorazepam, medazepam e midazolam.

A otimizagdo para a separagdo desses farmacos envolveram estudos de
comprimento de onda de detecgao, efeito da concentracdo so solvente acetonitrila
na composic¢ao do eluente, efeito do pH do eluente e o efeito do fluxo do eluente.

O comprimento de onda ideal para leitura ndo € necessariamente aquele no
qual o composto apresenta absorcdo maxima e sim aquele no qual o composto
absorve livre de interferentes, assim, analisou-se o espectro de absor¢ado molecular
de cada farmaco para a escolha de um comprimento de onda que fosse capaz de
detectar satisfatoriamente os sete benzodiazepinicos em estudo, a partir de
solugdes metandlicas dos padrbes a uma concentracdo de 10 mg L™, conforme
mostrado na figura 17.

Apb6s o estudo do comprimento de onda de detecgcao de cada analito pelo
espectrofotbmetro HP, no qual selecionou-se trés comprimentos de onda de maior
absorvancia (208, 230 e 315 nm), usou-se o proprio detector do sistema
cromatografico, o qual possui uma lampada de deutério e um monocromador, que
permitiu a escolha do um comprimento de onda de 230 nm, o qual mostrou-se o

mais adequado para a separacgao dos analitos em questao.
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Figura 17: Espectros de absor¢do molecular dos sete benzodiazepinicos em

concentragéo de 10 mg L.

Para as determinacdes por RP-HPLC usou-se o0 modo de eluigado isocratica, a
qual é feita mantendo-se constante a composi¢cao da fase mével do inicio ao fim da
analise. O solvente de eluicdo deve eluir de forma eficiente os analitos de interesse
e permitir que os interferentes contidos na amostra permanegam retidos no cartucho.
O ideal é eluir os analitos de interesse em um pequeno volume de eluente, de forma
que os analitos estejam em uma concentracdo adequada para ser injetada no
cromatégrafo (VOGEL et al., 1992).

A escolha do solvente de eluicdo depende da polaridade relativa do solvente
e da sua capacidade em remover os analitos da fase soélida adsorvente. Para
adsorventes menos polares como o C4g e Cg, 0 solvente de eluicdo precisa ter
caracteristicas bem polares, como por exemplo, o metanol, a acetonitrila e o acetato
de etila (VOGEL et al., 1992).

O efeito da concentracdo de acetonitrila na composicdo do eluente na

separagao dos benzodiazepinicos foi estudado através de diferentes concentracoes
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de acetonitrila adicionadas no eluente de trabalho, a fim de se obter uma melhor
separacéo dos benzodiazepinicos analisados (figura 18).

Utilizou-se o solvente acetonitrila no eluente nas seguintes concentragdes:
ACN:H,O (v/v): 40:60, 50:50, 60:40 e, também utilizou-se o solvente orgéanico
tetrahidrometilfurano (THF) na condigdo ACN:H>O:THF 40:50:10 (v/v).

Verificou-se que o eluente ACN:H,O:THF 40:50:10 (v/v) e os eluentes
ACN:H,0 60:40 e 50:50 (v/v) possuiram perfis semelhantes, com menores tempos
de retencdo, porém nao se conseguiu uma separagao eficiente dos analitos. Ja o
eluente ACN:H,O 40:60 (v/v), apresentou um maior tempo de retencdo, porém
conseguiu-se a separagao completa de todos os analitos.
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Figura 18: Tempo de retengédo dos benzodiazepinicos na concentragdo de 20 mg L
em funcdo da concentragdo de acetonitrila no eluente ACN:H,O (v/v), em
concentragdes de 40:60, 50:50, 60:40 e 40:50:10 de ACN:H,O:THF; (pH 4,0) em
fluxo 0,5 mL/min; detecgdo UV em 230 nm e injegao de 20 pL.
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Um dos parametros de separagdao mais importantes em HPLC é o pH do
eluente de trabalho, o qual pode influenciar na seletividade do método, por isso
realizou-se um estudo sobre o efeito do pH do eluente ACN:H,O 40:60 (v/v) na
separagao dos benzodiazepinicos.

Observa-se na figura 19, que a variagao de pH teve relagcdo direta com os
tempos de retencdo dos analitos, assim como a detec¢cdo dos sinais obtidos. Em
valores de pH 3,5 os tempos de retencdo dos analitos foram menores, porém os
picos ficaram mais préximos um do outro, ocorrendo uma co-eluicdo entre os
analitos e, em valores de pH 4,0, apesar dos tempos de retencdo serem maiores,
verificou-se que a separagao dos analitos foi mais eficiente, diminuindo a co-eluigéo
entre os picos.

Dessa forma o pH da fase modvel foi ajustado para pH 4,0 com solugéo
aquosa de acido fosférico (1:1, v/v) para garantir uma adsorgao reprodutivel dos
analitos na fase solida e uma menor retencdo dos compostos interferentes na
mesma, permitindo assim que os sitios ativos da Cig retivéssem com mais

seletividade os analitos.
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Figura 19: Tempo de retengédo dos benzodiazepinicos na concentragdo de 20 mg L

em funcdo do pH de eluente. Condigdes: eluente acetonitrila:zagua 40:60 (v/v), pH

3,5 € 4,0 em fluxo 0,5 ml/min; detecgdo UV em 230 nm e inje¢ao de 20 pL.




84

O efeito do fluxo de eluente ACN:H,0 40:60 (v/v) na separagao foi estudado
através de testes com velocidades de fluxos de fase mével em 0,5; 0,7 e 1,0 mL/min,
para verificar a separagdo dos benzodiazepinicos em estudo. Conforme a figura 20,
verifica-se que em um fluxo menor, maior o tempo de retengao dos analitos, porém a

eficiéncia de separacgao torna-se maior, assim como a separag¢ao dos farmacos.
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Figura 20: Efeito do fluxo (0,5; 0,7 e 1,0 mL/min) de eluente nos tempos de retengao
dos benzodiazepinicos na concentragdo de 20 mg L. Condicbes: eluente

acetonitrila:agua 40:60 (v/v) (pH 4,0); detecgdo UV em 230 nm e inje¢ao de 20 pL.
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Para a identificacdo dos benzodiazepinicos estudados, alprazolam,
clonazepam, clordiazepéxido, diazepam, flurazepam, lorazepam, medazepam e
midazolam, optou-se pelo uso de cromatografia de fase reversa, de eluigao
isocratica e com detecgao UV em 230 nm.

Como apresentado na figura 21, a separagao dos analitos nao foi completa,
visto que o farmaco flurazepam co-eluiu com o midazolam, e também n&o se obteve

uma boa resolugéo dos picos e separagao eficiente do clonazepam e lorazepam.
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Figura 21: Cromatograma da separagdo de sete benzodiazepinicos na
concentragdo de 20 mg L™: (1) Clordiazepdxido, (2) Alprazolam, (3) Lorazepam, (4)
Flurazepam, (5) Clonazepam, (6) Medazepam, (7) Diazepam. Condic¢des: eluente
acetonitrila:agua 40:60 (v/v) (pH 4,0) em fluxo 0,5 mL/min; detecgdo UV em 230 nm
e injegao de 20 pL.

Podemos observar no cromatograma da figura 22 que o tempo de retengao
do diazepam ocorreu em 36 minutos e que a separagao completa de todos os outros
farmacos foi em menos de 20 minutos, enquanto que na figura 21, além de nao ter-
se obtido uma completa separagdo dos farmacos lorazepam, flurazepam e

clonazepam, o tempo de retencédo do farmaco diazepam foi maior (em 39 minutos).
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Porém, deve-se ressaltar que o farmaco flurazepam (figura 21) também pode ser
detectado por RP-HPLC em uma amostra adulterada.

Com os estudos envolvendo o fluxo, o pH e a concentragcado de solvente na
fase movel, determinou-se que a melhor condicdo de separagao para os
benzodiazepinicos em estudo, conforme figura 22, foram em fluxo 0,5 mL/min, onde
obteve-se uma melhor separacéo e resolugdo dos picos, assim como para valores
de pH 4,0 e uma concentracdo de eluente 40:60 ACN:H,O (v/v). Portanto, a

otimizagao e a validacdo do método, foi realizada nestas condigdes.
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Figura 22: Cromatograma otimizado da separagdo de sete benzodiazepinicos na
concentragdo de 20 mg L™: (1) Clordiazepdxido, (2) Alprazolam, (3) Lorazepam, (4)
Midazolam, (5) Clonazepam, (6) Medazepam, (7) Diazepam. Condigbes: eluente
acetonitrila:agua 40:60 (v/v) (pH 4,0) em fluxo 0,5 mL/min; detecgdo UV em 230 nm
e injecéo de 20 pL.
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4.3 Estudo dos interferentes na determinagao dos benzodiazepinicos

Neste estudo investigou-se a possivel interferéncia de trés anorexigenos
(anfepramona, femproporex e sibutramina) e de um antidepressivo (fluoxetina),
através da adigdo de quantidades conhecidas de cada farmaco interferente (20 mg
L™"), na presenca de uma concentragdo fixa dos benzodiazepinicos estudados (20
mg L7). Os interferentes estudados foram escolhidos de forma que representassem
duas classes de adulterantes (anorexigenos e antidepressivo), 0s quais s&o mais
comumente usados nas adulteragdes de farmacos fitoterapicos.

Conforme o cromatograma mostrado na figura 23, observa-se que o0s
anorexigenos e o antidepressivo testados néao interferiram de forma significativa no
sinal cromatografico dos benzodiazepinicos, isto €, mesmo com a presenca dos
interferentes, e mesmo com uma pequena alteracdo no tempo de retengao, ainda se
consegue identificar no cromatograma todos os benzodiazepinicos estudados. Os
sinais dos interferentes ndo aparecem no cromatograma, devido ao fato dos
benzodiazepinicos absorverem em comprimentos de onda diferentes dos
interferentes. Os benzodiazepinicos foram analisados em comprimentos de onde de
208, 230 e 315 nm, enquanto os interferentes absorvem no comprimento de onda de
204 nm.

Conclui-se entdo, que a determinagao cromatografica dos benzodiazepinicos
pode ser realizada na presenga dos interferentes estudados sem nenhuma

interferéncia.
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Figura 23: Cromatograma otimizado da separagdo de sete benzodiazepinicos (20
mg L'1) com a mistura dos interferentes anfepramona, femproporex e siburamina
(anorexigenos) e fluoxetina (antidepressivo) (20 mg L™): (1) Clordiazepéxido, (2)
Alprazolam, (3) Lorazepam, (4) Midazolam, (5) Clonazepam, (6) Medazepam, (7)
Diazepam. Condi¢des: eluente acetonitrila:agua 40:60 (v/v) (pH 4,0) em fluxo 0,5

mL/min; detecgdo UV em 230 nm e injecao de 20 pL.

4.4 Validagao do Método Cromatografico

Definidas as melhores condi¢cbes de separagao para os farmacos estudados,
conforme Tabela 7, o passo seguinte foi a validagado do método analitico.

O desenvolvimento de um método analitico € um processo de avaliacdo que
estima sua eficiéncia. E de fundamental importancia dispor-se de meios e critérios
objetivos para demonstrar que o método que se esta executando conduz a
resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida (INMETRO, 2003). Essa

avaliagcdo normalmente é realizada através do processo de validagdo. A validagao
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de um procedimento analitico objetiva demonstrar que o0 mesmo € adequado para a
analise pretendida (ICH, 2005).

A validacao deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Os parametros analiticos devem ser baseados na finalidade de uso do
meétodo, desta forma, os experimentos podem ser limitados ao que realmente é
necessario (RIBANI et al., 2004).

Optou-se pela validacdo apenas do método por RP-HPLC devido a melhor
eficiéncia de separacao obtida entre os benzodiazepinicos em estudo, quando
comparada ao método de CZE.

Tabela 7 - Condigbes cromatograficas otimizadas para a separagdao dos

benzodiazepinicos.

Fase movel acetonitrila:agua 40:60 (v,v) (pH 4,0)
Modo de eluigéao Isocratico
Comprimento de onda (A) 230 nm
Volume de injecao dos farmacos 20 yL

4.4.1 Processo de validagao

A necessidade de mostrar a qualidade de medi¢cbes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estda sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Para garantir que um novo método analitico gere informagdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagao
denominada validagao (RIBANI et al., 2004).

A validagcdo de um meétodo analitico assegura a credibilidade deste durante a
rotina laboratorial (ICH, 2005). E um processo pelo qual se estabelece, por estudos
de laboratério, que as caracteristicas de desempenho do método satisfazem as
exigéncias para avaliagao analitica pretendida (USP 28, 2005). A validagdo n&o
infere que o método ¢é livre de erros, somente confirma que ele é adequado para a
proposta (MEHTA, 1997). Segundo a Resolugéo n°899 de maio de 2003 (BRASIL,
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2003b), a qual dispbe uma guia para a validagdo de métodos analiticos e
bioanaliticos, a validagdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atende as exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. A resolugdo também ressalta que todos os
equipamentos e materiais devem apresentar-se devidamente calibrados e os
analistas devem ser qualificados e adequadamente treinados.

Os parametros analiticos que devem ser determinados durante a validagao
dos métodos de analise incluem a linearidade, a exatiddo, a precisdo, a
especificidade, a robustez e os limites de detecgéo e quantificagao (ICH, 2005; USP
28, 2005). Apesar de esforgos realizados para uma harmonizagao das definicbes em
torno da validacédo, a literatura disponivel demonstra diferengcas, o que acaba
ocasionando discordancias entre os profissionais de controle de qualidade no que
diz respeito a definicdo e execucdo dos parametros analiticos de validagdo. E de
responsabilidade do analista, identificar quais deles devem ser avaliados durante o
desenvolvimento do método analitico (ERMER, 2001). O tipo de método e seu
respectivo uso determinam quais os parametros que devem ser investigados
(RIBANI et al., 2004).

O desenvolvimento do trabalho foi realizado de acordo com protocolos e
resolugcdes das agéncias reguladoras brasileiras e internacionais, como a Agéncia
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Resolugdo n°899 de maio de 2003 (BRASIL,
2003b) e o Protocolo Harmonizado Internacional (ICH, 2005).

4.4.1.1 Linearidade

Corresponde a capacidade que um método analitico tem de fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra (ICH,
2005), em uma faixa de concentragao especifica e, pode ser observada pelo grafico
dos resultados dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito, pelo coeficiente
de correlagcdo (r) do grafico. Recomenda-se que sua determinacao seja realizada
através de, no minimo, cinco concentragdes diferentes, e que seja repetida em
diferentes dias. Os resultados devem ser analisados por métodos apropriados como,
por exemplo, o calculo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados
(BRASIL, 2003b).
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No método validado neste trabalho, a linearidade foi avaliada através da
construgdo de trés curvas de calibragdo desenvolvidas em dias diferentes e
contendo cinco niveis de concentragao cada uma delas, avaliando-se a correlagao
linear.

A Tabela 8 apresenta as equagdes das curvas analiticas para os

benzodiazepinicos estudados, assim como suas faixas de concentragao linear.

Tabela 8 - Resultados obtidos para calibragdo dos benzodiazepinicos.

Benzodiazepinico Equacgao da reta* r Faixa linear
(y=ax+b) (mg L")
Alprazolam y=0,43 x+0,72 0,99 1,16 - 75,00
Clonazepam y=0,30x+1,77 0,99 1,68 - 75,00
Clordiazepo6xido y=0,36 x+ 1,39 0,99 1,39 - 75,00
Diazepam y =0,69 x + 3,26 0,99 0,72 -100,00
Lorazepam y=0,75x+0,58 0,99 0,67 - 50,00
Medazepam y =0,577 x + 3,40 0,99 0,87 - 40,00
Midazolam y=0,43 x+1,26 0,99 1,15 -50,00

* onde: x=concentragdo (mg L") e y=area

Através da faixa linear obtida de cada benzodiazepinico, pode-se perceber
que o lorazepam e o diazepam apresentam a maior sensibilidade dentre os
benzodiazepinicos.

Analisando-se as equagdes das curvas obtidas pode-se concluir que o
método foi linear para todos os farmacos, ja que os coeficientes de correlagéo (r)
foram todos maiores que 0,99; o que segundo a literatura é satisfatério (BRASIL,
2003b; INMETRO, 2003).
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4.4.1.2 Precisao

A precisao é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrées, em condi¢des definidas. E normalmente determinada para
circunstancias especificas de medicdo e pode ser expressa por meio da
repetitividade e da precisao intermediaria (ICH, 2005).

A precisdo é geralmente expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou
coeficiente de variagdo percentual (CV%), e é dependente da concentragdo do
analito, devendo ser determinada para um diferente numero de concentracdes
(BRASIL, 2003b; INMETRO, 2003; ICH, 2005).

Para o método validado neste trabalho a precisédo foi determinada a partir de
sete determinagdes em um mesmo dia e sob as mesmas condicbes da amostra,
contendo os sete padrdes dos farmacos em concentragdo igual de 15 mg L. As
areas dos picos foram determinadas e entdo calculou-se o desvio padrao relativo
entre as areas obtidas.

A Tabela 9 apresenta os resultados da precisdo para cada benzodiazepinico
estudado.
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Tabela 9 - Valores de DPR obtidos para os benzodiazepinicos em estudo durante os

ensaios de precisao.

Benzodiazepinico DPR (%)

Alprazolam 6,89
Clonazepam 8,73
Clordiazepoxido 7,85
Diazepam 7,74
Lorazepam 7,86
Medazepam 5,35
Midazolam 7,14

Para validacdo de métodos cromatograficos, na analise de tragos ou
impurezas, aceita-se que a precisdo apresente RSD de até 20% (RIBANI et al.,

2004). Portanto, todos os resultados obtidos estao dentro dos limites sugeridos.

4.4.1.3 Limite de Deteccgao (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)

O limite de detecdo (LD) de um método € a menor concentragdo do analito
presente em uma amostra que pode ser detectada e o limite de quantificagdo (LQ) &
a menor concentracdo do analito em uma amostra que pode ser quantificada com
precisdo e exatidao aceitaveis, nas condi¢gdes experimentais estabelecidas.

No método que foi validado neste trabalho, os limites de deteccédo e
quantificacdo foram calculados a partir das formulas (2) e (3), respectivamente,
descritas conforme o International Conference on Harmonisation (ICH) de 2005.
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LD =3,30/IC (2)

Onde:

o = desvio padrao do intercepto da curva padrao

IC = inclinacéo da curva padrao

Onde:

LQ=100/1C

0 = desvio padrao do intercepto da curva padrao

IC = inclinagcéo da curva padrao

A Tabela 10 apresenta os resultados de LDs e LQs para os

benzodiazepinicos em estudo.
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Tabela 10 - Resultados obtidos para LD e LQ dos benzodiazepinicos.

Benzodiazepinico LD LQ
(mg L") (mg L")
Alprazolam 0,38 1,16
Clonazepam 0,55 1,68
Clordiazepoxido 0,45 1,39
Diazepam 0,24 0,72
Lorazepam 0,22 0,67
Medazepam 0,29 0,88
Midazolam 0,38 1,15

4.4.1.4 Exatidao

Representa a proximidade dos resultados obtidos pelo método com os valores
aceitos como referéncia (ICH, 2005). A exatidao pode ser expressa como percentual
de resposta obtido através de ensaio de uma quantidade da substancia de pureza
conhecida SQR (substancia quimica de referéncia) incorporada em um meio de
composicao definida. Pode ser determinada através do teste de recuperacdo, em
que quantidades conhecidas da substancia quimica de referéncia sdo adicionadas a
amostra, e entado recuperadas.

A exatidado foi determinada através do teste de recuperacdo, sendo expressa
como percentual de recuperacido, analisando-se dez amostras contendo os sete

padrées de benzodiazepinicos em concentragdo conhecida de 15 mg L.



96

A partir das areas dos picos dos analitos, calculou-se as concentragdes dos
farmacos, utilizando as curvas de calibracdo. Os resultados foram expressos como
percentual de recuperacao da concentragdo medida em relagdo a concentracéao real

percentagem de recuperacao (R%) foi calculada pela equacéo (4) (BRASIL, 2003b).

R (%) = massa obtida <100 )
massa real

A Tabela 11 apresenta os resultados de recuperacdo de cada

benzodiazepinico.

Tabela 11 - Resultados obtidos nos testes de recuperacdo dos benzodiazepinicos

em estudo.
Benzodiazepinico Recuperagao (%)

Alprazolam 100,01
Clonazepam 117,81
Clordiazepoxido 88,12
Diazepam 109,12

Lorazepam 99,92

Medazepam 98,85

Midazolam 115,86
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Para formulacbes fitoterapicas seguiu-se a recomendacdo de que, para
validagao de métodos cromatograficos e eletroforéticos, as recuperagcbes devem
estar entre 70 e 120% (RIBANI et al, 2004). Todos os valores obtidos
apresentaram-se dentro desse intervalo e, portanto, o método esta de acordo com

0s parametros exigidos.

4.5 Aplicagao analitica do método desenvolvido e validado

A aplicacgdo do método cromatografico para a determinacido dos
benzodiazepinicos (alprazolam, clonazepam, clordiazepdxido, diazepam, lorazepam,
medazepam e midazolam) foi realizada em treze amostras de formulagbes
fitoterapicas para emagrecimento obtidas em diferentes farmacias de manipulagéo
na cidade de Santa Maria-RS.

Este estudo teve como objetivo investigar uma possivel adulteragdo destas
formulagdes fitoterapicas com os benzodiazepinicos estudados neste trabalho.
Assim, treze amostras de formulagdes fitoterapicas foram analisadas nas mesmas
condi¢cbes experimentais cromatograficas otimizadas para os benzodiazepinicos,
conforme descrito anteriormente.

Com o objetivo de tornar a determinagao dos farmacos mais simples e rapida,
optou-se pela determinacdo simultanea dos benzodiazepinicos nas treze amostras
de fitoterapicas utilizadas para este estudo. A determinagdo simultdnea dos
benzodiazepinicos nas amostras fitoterapicas foi realizada de acordo com os
procedimentos cromatograficos otimizados descritos no item 4.2.

As determinacgdes simultaneas dos benzodiazepinicos nas treze formulagdes
fitoterapicas para emagrecimento por RP-HPLC podem ser observadas nos
cromatogramas apresentados nas figuras 24A a 24N, onde é mostrado no detalhe
de cada cromatograma, o perfil de cada amostra dos fitoterapicos.

Verifica-se um perfil semelhante em todas as amostras analisadas, para
tempo de retengcdo entre zero e sete minutos, o que comprova a auséncia de
interferéncia mutua da matriz da amostra e das espécies com relagao aos tempos de
retencdo de cada farmaco, mostrando que um farmaco nao interfere na
determinacdo do outro, possibilitando um “screening” da amostra com relagado a

adulteragao por benzodiazepinicos.
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Como se pode observar nos cromatogramas das figuras 24A a 24 N,
comparando-se com o perfil de cada amostra dos fitoterapicos mostrados no detalhe
de cada cromatograma, conclui-se que nenhum dos treze fitoterapicos analisados

apresentou adulteracao pelas substancias estudadas neste trabalho.
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Figura 24: Cromatogramas de determinac&o simultanea dos benzodiazepinicos (20
mg L'1) adicionados nas amostras de formulagdes fitoterapicas de emagrecimento:
(1) Clordiazepoéxido, (2) Alprazolam, (3) Lorazepam, (4) Midazolam, (5) Clonazepam,
(6) Medazepam, (7) Diazepam. (A) amostra 01, (B) amostra 02, (C) amostra 03, (D)
amostra 04, (E) amostra 05, (F) amostra 06, (G) amostra 07, (H) amostra 08, (l)
amostra 09, (J) amostra 010, (L) amostra 011, (M) amostra 012, (N) amostra 013. No
detalhe de cada cromatograma é mostrado o perfil de cada amostra fitoterapica sem
a adicao dos farmacos. Condic¢des: eluente acetonitrila:agua 40:60 (v/v) (pH4,0) em

fluxo 0,5 mL/min; detecgdo UV em 230 nm e injecdo de 20 pL.
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4.5.1 Determinacdao de benzodiazepinicos em amostras de formulagdes

fitoterapicas para emagrecimento por RP-HPLC

Foram realizados ensaios de recuperagdo com o objetivo de avaliar a
eficiéncia do método cromatografico nas amostras reais de fitoterapicos. Para este
estudo foram elaboradas adicbes conhecidas na amostra 02 (Quitosana), com a
intencdo de simular uma amostra real adulterada com os sete benzodiazepinicos
estudados (alprazolam, clonazepam, clordiazepoxido, diazepam, lorazepam,
medazepam e midazolam).

Os ensaios de recuperagao dos benzodiazepinicos na amostra sdo mostrados

nas Tabelas 12 e 13. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Tabela 12 — Resultado dos ensaios de recuperagdo na amostra 02 (Quitosana)

adicionada com 1,0 mg dos benzodiazepinicos empregando RP-HPLC.

Benzodiazepinico Determinado Recuperagao (%)

(mgl/capsulas)

Alprazolam 0,90 90,71 £1,53
Clonazepam 1,00 100,03 £ 1,15
Clordiazepoxido 0,96 96,17 £ 4,64
Diazepam 1,10 110,5+£ 0,71
Lorazepam 0,84 84,25 £ 0,56
Medazepam 1,02 102,00 + 5,96

Midazolam 1,09 109,55 + 2,70
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Tabela 13 — Resultado dos ensaios de recuperagdo na amostra 02 (Quitosana)

adicionada com 10,0 mg dos benzodiazepinicos empregando RP-HPLC.

Benzodiazepinico Determinado Recuperagao (%)

(mgl/capsulas)

Alprazolam 8,62 86,21 £ 1,05
Clonazepam 10,00 100,00 £ 0,99
Clordiazepoxido 9,77 97,72 £ 6,82
Diazepam 10,40 104,06 £ 0,44
Lorazepam 8,43 84,36 £ 1,13
Medazepam 10,31 103,16 + 2,26
Midazolam 11,23 112,32 £ 3,04

A recuperacao depende da matriz da amostra, do procedimento de extracao e
da concentracdo do analito. Os intervalos aceitaveis de recuperagao para analises
de residuos geralmente estdo entre 70 e 120 %, com precisédo de até + 20%. Porém,
dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a
120%, com precisao de até +15% (RIBANI et al., 2004). Portanto, os valores
encontrados para as recuperagbes das amostras estdo dentro da faixa aceitavel,

sendo assim, o método adequado.
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5. CONCLUSOES

Através do método de CZE com deteccdo UV pode-se identificar todos os
benzodiazepinicos (clonazepam, clordiazepoxido, diazepam, flurazepam, lorazepam,
medazepam e midazolam) em estudo com eficiéncia. Porém, a técnica de separagao
CZE foi eficiente somente na separagdo de cinco benzodiazepinicos (diazepam,
clordiazepoxido, flurazepam, medazepam e midazolam) estudados, pois os
farmacos clonazepam e lorazepam co-eluem com o diazepam numa mesma analise,
mas também podem ser identificados numa amostra, desde que as analises sejam
feitas separadamente, escolhendo-se um dos farmacos para analisar.

Assim, faz-se necessario citar o uso da cromatografia eletrocinética micelar
(MEKC), a qual faz uso de agentes tensoativos adicionados ao eletrdlito de trabalho,
como uma técnica mais adequada e de maior eficiéncia na separagcdo de todos
estes farmacos em estudo.

Neste trabalho também desenvolveu-se um método por RP-HPLC com
deteccdo UV para a determinagdo simultdnea de benzodiazepinicos como
adulterantes em formulagdes fitoterapicas para emagrecimento.

Este método mostrou-se adequado na analise dos benzodiazepinicos,
apresentando as seguintes vantagens: linearidade, alta sensibilidade, seletividade,
precisdo analitica, simplicidade e baixo custo. A fase mobvel constituida de
acetonitrila:agua (40:60, v/v) separou adequadamente os compostos entre si. A
deteccao UV foi adequada, atingindo-se bons limites de deteccao e possibilitando,
também, a confirmacéao da identidade dos compostos.

Na validagdo do método cromatografico obteve-se resultados satisfatorios. As
curvas analiticas apresentaram valores de coeficientes de correlagao (r) maiores que
0,99 para as faixas de concentracdo necessarias as aplicagdes. Os valores de limite
de deteccdo e de quantificagdo foram adequados para a analise dos
benzodiazepinicos em estudo.

Analisou-se 13 amostras fitoterapicas para emagrecimento e nenhuma
apresentou adulteragdo pelos benzodiazepinicos estudados. O método proposto
para a determinacédo simultdnea dos benzodiazepinicos mostrou-se util e aplicavel
em amostras reais, visto que, se alguma das amostras fosse realmente adulterada, o

método poderia identificar esta adulteracao.
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E importante ressaltar que a adulteragdo desses fitoterapicos, geralmente
ocorre pelo uso de somente um benzodiazepinico, assim, 0 método cromatografico
proposto neste trabalho apresenta a vantagem de que pode identificar uma
adulteragao individual de cada um dos sete benzodiazepinicos (alprazolam,
clonazepam, clordiazepéxido, diazepam, lorazepam, medazepam e midazolam)
estudados ou entdo fazer uma determinagéo simultanea.

Outra vantagem do método é a diminuicdo da quantidade de amostra
necessaria para as analises simultdneas. No caso de amostras de dificil obtencéo,
em uma pequena aliquota de amostra varias espécies podem ser facilimente
determinadas simultaneamente.

Os ensaios de recuperacgao realizados nas amostras fitoterapicas a partir da
adicdo de concentragbes conhecidas dos benzodiazepinicos (alprazolam,
clonazepam, clordiazepéxido, diazepam, lorazepam, medazepam e midazolam)
mostraram-se satisfatorios e dentro do recomendado: entre 84,25 e 112,32 %.
Comprovando, assim, a aplicabilidade do método na determinagdo de
benzodiazepinicos como adulterantes em formulacbes fitoterapicas para
emagrecimento.

Dentre os métodos cromatograficos publicados para a determinagdo de
benzodiazepinicos, o método desenvolvido e validado neste trabalho é o primeiro a
descrever a determinacdo simultdnea de benzodiazepinicos como adulterantes em
formulacbes fitoterapicas para emagrecimento. Assim, o método é vantajoso em
relacdo aos outros existentes e abre uma nova possibilidade dentro do contexto da
analise cromatografica de farmacos, proporcionando um “screening” rapido da
amostra quanto a presenca de benzodiazepinicos como adulterantes.

Apesar de ainda nao haver legislacdo estabelecida pela ANVISA para o
controle da adulteracdo de formulacgdes fitoterapicas, a adulteracdo em si € uma
pratica recorrente em varios paises. Os adulterantes escolhidos neste trabalho estédo
entre os mais freqiientemente encontrados em casos de adulteragao.

Comparando-se a analise por CZE e RP-HPLC, pode-se dizer que ambas
apresentaram resultados satisfatérios, permitindo a adequada separagcdo dos
compostos em um baixo tempo de analise. Além disso, os dois métodos podem ser
uma alternativa para o controle e fiscalizagdo (analise forense) do uso abusivo

destes farmacos presentes em formulagdes fitoterapicas passiveis de adulteracao.
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