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A adulteracéo de formulagdes farmacéuticas naturais com farmacos sintéticos tem
aumentado muito nos Udltimos anos. Os casos de adulteracdo tém sido relatados na
literatura, comprovando que existe uma maior preocupagao com relacéo a este problema, o
gue implica no desenvolvimento de meétodos analiticos capazes de detecta-los. Este
trabalho descreve o desenvolvimento de trés metodos para a determinagcdo de farmacos
sintéticos da classe dos anorexigenos, antidepressivos, ansioliticos, diuréticos e laxantes
em formulagdes naturais. Foram desenvolvidos dois métodos para os screening de
amostras, usando voltametria de microparticulas imobilizadas (VIM) e voltametria de
redissolucdo catdédica (AdCSV). E um método de separacdo para identificacdo a
guantificacdo de 16 farmacos de cinco classes diferentes, anorexigenos (anfepramona e
sibutramina e femproporex), antidepressivos (bupropiona, fluoxetina, paroxetina e
sertralina), ansioliticos (alprazolam, bromazepam, flurazepam, lorazepam, clordiazepdxido,
diazepam, midazolam e clonazepam), diurético (furosemida) e laxantes (fenolftaleina e
bisacodil), usando cromatografia de par i6nico (IPC). As condicdes otimizadas para a
separacdo, eluente: tetrahidrofurano/acetonitrila/agua, (5/10/85), contendo 0,14 mol L™ de
dodecil sulfato de sodio, em pH 4,0, fluxo incial de 1,2 mL/minuto, usando coluna C18. A
concentracdo do eluente e o fluxo variaram durante a aplicagdo do gradiente. O método VIM
foi aplicado no screening de 49 amostras de formulagdes farmacéuticas e dentre estas, 15
apresentaram adulteracdo por farmacos da classe dos anorexigenos, ansiolitios e diuréticos.
O método ADCSV foi aplicado no screening de 99 amostras e destas, 5 apresentaram
adulteracdo por farmacos da classe dos ansioliticos e laxantes. O método de separacéo foi
aplicado em 18 amostras e destas, 3 apresentaram adulteragcdo pela fenolftaleina da classe
dos laxantes. Os dois métodos de screening desenvolvidos mostram-se eficientes para o
rastreio de amostras, apresentando vantagens como, rapidez e baixo consumo de
reagentes. O método de separacdo foi validado nos pardmetros de linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, seletividade, precisdo e exatiddo analitica, podendo ser
empregado na determinacdo destas substancias como adulterantes em formulagdes
farmacéuticas naturais.

Palavras-chaves: Adulterantes, formulagdes farmacéuticas, eletroquimica, cromatografia
liquida.
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The adulteration of natural pharmaceutical formulations using synthetic drugs has
increased in the last years.Adulterations have been reported in the literature, which proves
the increasing concern regarding this issue, and thus raising the development of analytic
methodologies that are able to detect adulterations. This study describes the development of
three methodologies for the determination of five synthetic drugs classes (anorexics,
antidepressants, anxiolytics, diuretic, and laxatives) in natural formulations.Two methods
were developed for screening samples using voltammetry of immobilized microparticles
(VIM), and cathodic stripping voltammetry (AdCSV). Another method wasdeveloped for the
separation and identification of 16 drugs of 5 different classes - anorexics (amfepramone,
sibutramine, and femproporex), antidepressants (bupropion, fluoxetine, paroxetine, and
sertraline), anxiolytics (alprazolam, bromazepam, flurazepam, lorazepam, chlordiaz epoxide,
diazepam, midazolam, and clonazepam), diuretic (furosemide), and laxatives
(phenolphthalein and bisacodyl) - using ion-pair chromatography (IPC). The optimized
conditions for the separation were as follows, eluent: tetrahydrofuran/acetronitrile/water
(5/10/85) with 0.14 mol L of dodecyl sodium sulfate, in pH 4, initial flow of 1.2 mL min™,
using a C18 column. The eluent’s concentration and flow varied during the application of the
gradient. The IMV method was applied in the screening of 49 pharmaceutical formulation
samples, and 15 presented adulterations with anorectic, anxiolytic, and diuretic drugs. The
CSV method was used in the screening of 99 samples, and 5 presented adulterations with
anxiolytic and laxative drugs. The separation method was applied in 18 samples, and 3
presented adulterations with phenolphthalein (laxative).Both screening methods developed
here were efficient in tracking samples, presenting advantages, such as speed and low
reagent consumption. The separation method was validated according to linearity, detection
limit, quantification limit, selectivity, precision, and analytic accuracy. Therefore, this method
can be used to determine the adulterations presented here in natural pharmaceutical
formulations.

Keywords: Adulterants, pharmaceutical formulations, electrochemical, liquid chromatography
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1 INTRODUCAO

A obesidade é reconhecida como uma doenca mundial, que afeta
milhdes de pessoas, e constitui-se ja em um problema de saude publica (CORREIA,
2008). Em virtude disso, a populacdo tem buscado, cada vez mais, tratamentos
alternativos para esse problema, sobretudo a base de formulacdes farmacéuticas
manipuladas a partir de extratos de plantas medicinais. Nesse sentido, a crescente
procura por produtos naturais se deve principalmente a falsa imagem de que, por
serem naturais, ndo causam efeitos adversos nem danos a saude. A grande
disponibilidade e variedade desses produtos no mercado, além do facil acesso,
possibilitam o maior consumo dos mesmos. No entanto, estudos cientificos
realizados tém revelado a presenca de substancias sintéticas ndo declaradas
adicionadas aos produtos chamados “naturais” (CARVALHO et al, 2010 (b);
ALMEIDA et al., 2000; SOMBRA et al., 2005), conferindo a estes um maior efeito, a
exemplo de anorexigenos em formulagbes para emagrecimento.

As possibilidades de adulteracdo para formulacbes emagrecedoras sao
vastas uma vez que existem diferentes classes de medicamentos que podem ser
empregadas para esse fim, sejam elas especfificas para perder peso ou com acgao
coadjuvante como é o caso de diuréticos e laxantes. Estes, apesar de ndo serem tdo
efetivos na reducdo de peso, merecem atencdo especial em virtude dos riscos que
podem causar a saude.

E relevante destacar que os casos de adulteracdo infringem a lei de muitos
paises, uma vez que as formulacbes séo registradas em desacordo com a sua real
composicdo, o que pode levar ao aparecimento de efeitos imprevisiveis, causados
por essas substancias a saude do usuario, tanto por seus efeitos isolados como pela
ocorréncia da interacdo com as demais substancias presentes (LIANG et al., 2006;
CIANCHINO et al., 2008).

Os adulterantes mais encontrados nas formulagdes farmacéuticas para fins
emagrecedores sdo o0s anorexigenos derivados das anfetaminas. Dessa forma
estima-se que 80% dos anfetaminicos produzidos legalmente destinam-se as
terapias de reducédo de peso, e 25% dos casos relatados de abuso de anfetaminicos

resultam do consumo excessivo de prescricdes meédicas (OGA et al.,, 2008). Além
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dos anorexigenos, os ansioliticos e antidepressivos sdo também identificados como
adulterantes isolados ou associados a estes nessas formulagdes (AZEREDO et al.,
2005).

Os anorexigenos femproporex, anfepramona e mazindol sdo as principais
substancias identificadas como adulterantes em formulagcbes “naturais”
emagrecedoras até o momento, por apresentarem a capacidade de induzir a falta ou
a perda de apetite, aumentar a sensacado de saciedade e reduzir a absorcao
intestinal de gordura. Porém, apresentam varios efeitos colaterais como humor
instavel, dor de cabeca, depressdo nervosa, irritabilidade e até dependéncia quimica
(NAPPO et al, 1993). JA os ansiolticos como o diazepam, bromazepam,
flurazepam, midazolam, entre outros, sdo frequentemente associados as
formulagbes como adulterantes por minimizarem os efeitos colaterais apresentados
pelos anorexigenos, sendo assim capazes de mascarar a presenca destes. Seu
efeito ansiolitico auxilia também na diminuicdo da ansiedade, caracteristica em
certos casos de pacientes obesos (NAPPO et al, 1993; CHAVES et al., 1994;
PIRNAY et al., 2002; GUNNAR et al, 2005). Assim como o0s antidepressivos
destacando-se a fluoxetina, que além de eficazes na depressao podem ser utilizados
no tratamento de desordens alimentares como transtorno obsessivo compulsivo e
bulimia (SILVA, 2006). Outra classe comumente identificada nos casos de
adulteracdo sao os laxantes, os quais promovem a defecacdo e melhoram a
obstipacdo (SILVA, 2006). O bisacodil, produto analogo a fenolftaleina, € atualmente
o principal laxante comercializado no Brasil e apresenta acao laxativa estimulante ou
irritativa da mucosa. J& os diuréticos, muito utilizados em casos de adulteracdo de
formulagGes naturais com fins emagrecedores, sdo farmacos que tem a propriedade
de causar aumento do volume urindrio e cujo mecanismo basico é a inibicdo da
reabsorcao tubular de sédio e agua (SILVA, 2006).

Dentro do contexto da contaminacdo de medicamentos a base de plantas
medicinais, a existéncia de métodos analiticos capazes de identificar de maneira
seletiva e de quantificar possiveis ou provaveis adulterantes organicos é de grande
relevancia tanto do ponto de vista clinico como toxicolégico. Sendo assim, o0s
métodos analiticos devem ser capazes de determinar de maneira seletiva e

guantitativa a presenca de adulterantes organicos na presenca de outros como
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interferentes, 0os quais pertencem normalmente a outra classe de droga combinada
na formulagao.

Esse trabalho apresenta uma contribuicho para o conhecimento da
adulteracédo de formulacGes naturais comercializadas no Brasil para tratamento da
obesidade a partir do desenvolvimento de novos métodos para a analise dos
principais adulterantes pertencentes a cinco classes farmacologicas. Os métodos
desenvolvidos foram aplicados no estudo da adulteracdo de 102 amostras

adquiridas em diferentes farmacias de manipulacdo em nove estados brasileiros.

21



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Tendo em vista a crescente procura por produtos naturais com fins
emagrecedores e a necessidade de métodos analiticos eficientes para a
identificacdo e quantificacdo de possiveis adulterantes, esse trabalho tem como
objetivo principal o desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de
farmacos de diferentes classes (anorexigenos, ansioliticos, antidepressivos, laxantes
e diuréticos) em formulagcbes farmacéuticas manipuladas a partir de plantas

medicinais.

2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolvimento de um método para screening de amostras de formulacdes
farmacéuticas naturais em estado solido, usando Voltametria de Microparticulas
Imobilizadas (VIM), para a determinacdo de anorexigenos, ansioliticos,

antidepressivos e diuréticos.

- Desenvolvimento de um método para screening de amostras de formulagcfes
farmacéuticas naturais solubilizadas, usando Voltametria de Redissolucdo Catddica

(AdCSV), para a determinacéo de anorexigenos antidepressivos e ansioliticos.

- Desenvolvimento de um método de separacdo para identficacdo e
quantificacdo de possiveis adulterantes em formulagbes farmacéuticas naturais
usando Cromatografia de Par Iénico (IPC), com deteccdo por arranjo de diodos
(DAD), para a determinacdo de anorexigenos, antidepressivos, ansioliticos,

diuréticos e laxantes.
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- Estudar a interferéncia da matriz vegetal e de outras classes farmacolégicas
que podem estar presentes como adulterantes em formulagbes emagrecedoras a

base de plantas medicinais.

- Aplicar os métodos analiticos desenvolvidos na determinacdo de
adulterantes em formulacdes farmacéuticas naturais com fins emagrecedores, sendo
que, estas foram adquiridas em diferentes estados brasileiros (RS, SC, PR, SP, RJ,
MG, CE, GO DF).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A obesidade é considerada, pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) um
dos dez principais problemas de saude publica do mundo. A situacdo € téo
alarmante que a doenca passou a ser vista como epidémica. Considerada por
muitos autores, como uma doenga multifatorial, a obesidade possui interacdo com
fatores sociais, ambientais, genéticos, psicologicos e habitos de vida. (FRANCISCHI
et al,, 2000). O estilo de vida pouco ativo, decorrente da industrializagdo, pode ser
considerado outro fator contribuinte para o desenvolvimento da obesidade, pois, a
medida que se diminui o gasto energético nas atividades diarias e nas atividades de
lazer, aumenta-se o consumo alimentar, a tendéncia é o aumento do peso corporal
(FRANCISCHI etal., 2000).

Por razbes estéticas e para melhorar a qualidade de vida, as pessoas buscam
tratamentos de reducdo de peso que devem ter como base a reeducacdo alimentar
e mudangas no estilo de vida. Porém, o insucesso com esse tipo de tratamento ou
mesmo o desejo em obter rapidos resultados leva a populacdo a recorrer ao uso de
medicamentos emagrecedores, como 0s anorexigenos (CUNHA et al., 2002). O uso
destes medicamentos, no entanto, tem sido cuidadosamente revisto devido aos
riscos a que expde a saude do usuario, como graves problemas cardiopuimonares e
no sistema nervoso central, causando inclusive dependéncia (MANCINI; HALPERN,
2006).

Com isso, muitos pacientes procuram meios alternativos para perder peso.
Como é o caso dos tratamentos naturais, como a fitoterapia, que tem crescido
consideravelmente nos Ultimos tempos, principalmente, sob o forte apelo de que por
se tratar de produtos de origem natural ndo oferecem risco a salude do usuério
(SOMBRA et al., 2005). Estima-se que o Brasil movimenta anualmente 160 milh6es
de dolares com a venda de produtos a base de formulacdes naturais (CARVALHO et
al., 2008).

No Brasil o 6rgao responsavel pela regulamentacédo de produtos fitoterapicos
€ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e, segundo ANVISA,

fitoterapico é “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado empregando-se
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exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para
fins de diagndsticos, com beneficio para o usuario” (JUNIOR et al., 2005).

A Resolucdo RDC n° 48 de 16 de marco de 2004 da ANVISA, visa a
normatizagdo para registro de medicamentos fitoterapicos e determina os aspectos
essenciais ao registro, como identificacdo botanica das espécies vegetais utilizadas,
padrdo de qualidade, identidade, provas de eficacia e segurangca que validem as

indicacdes terapéuticas propostas (BRASIL, 2004).

3.1 Plantas medicinais usadas como emagrecedoras

O uso de plantas medicinais na terapéutica € muito antigo, e esta intimamente
relacionado com a propria evolugdo do homem. Para utilizarem as plantas como
medicamentos, o0s homens antigos valiam-se de suas préprias experiéncias
empiricas de acerto e erro, e da observacdo do uso de plantas pelos animais
(FETROW, 2000). A fitoterapia é caracterizada pelo tratamento de estados
patologicos através da utilizacdo de substratos naturais de origem botanica.

De acordo com a OMS cerca de 80% da populacdo mundial faz uso de algum
tipo de erva ou planta para tratar doencga ou aliviar sintomas. Outros dados da OMS
constatam que a populagdo mundial vem aumentando o consumo de plantas
medicinais significativamente, sendo que este uso tem sido incentivado pela prépria
entidade, quando submetidos a pesquisas que comprovem sua eficacia, posologia e
outros (BRASIL, 2006).

O uso de produtos derivado de plantas vegetais tem se tornando crescente,
inclusive como adjuvantes no tratamento da obesidade. Geralmente, as plantas
utiizadas para perda de peso agem de duas formas, ou como estimulantes do
metabolismo ou como moderadores do apetite, reduzindo a ingestdo calérica. Séo
muitas as plantas medicinais indicadas para este fim. Algumas delas seréo
enfatizadas aqui, sendo as mais frequentemente citadas na literatura como
emagrecedoras.

O Fucus vesiculosus ou fucus como € conhecido popularmente é uma alga

com alto conteudo em iodo, possuindo um efeito estimulador da tiroide que pode
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levar a um aumento da taxa metabdlica basal. Provoca uma sensac¢éo de saciedade
e diminui a absorcéo de gorduras, acucares e sais biliares (SANTOS, 2007).

A Porangaba (Cordia ecalyculata Vell) € amplamente utilizada no Brasil como
inibidor do apetite e perda de peso. Atualmente tem sido utilizada devido aos seus
beneficios na perda da gordura abdominal, sendo denominada “erva anti-barriga”.
Entre os constituintes quimicos presentes em sua composi¢cdo, destacam-se
alcaldides como a cafeina, a alantoina e &cido elantdico; glicosideos como
consolidina; taninos e pigmentos, além de compostos inorganicos como o potassio
(ASSONUMA, 20009).

A Cascara Sagrada (Rhamnus purshiana) € uma erva medicinal utilizada
pelos nativos norte-americanos desde a antiguidade cujo efeito esperado é o
laxativo. Ela age provocando uma irritagdo intestinal que ocasiona o aumento dos
movimentos peristalticos, promovendo assim a evacuacdo (LOBO, 2012).

A Caralluma (Caralluma fimbriata) € um cacto comestivel, é utilizado como
alimento h4 mais de 2000 anos. E um alimento considerado revigorante e supressor
do apetite. Consumida in natura, em saladas, refogados e caldos ou desidratada, a
Caralluma era utilizada na antiga Iindia nas peregrinacdes por sua suposta
propriedade de reduzir o cansaco e a fome (KURIAN et al., 2007).

A Garcinia (Garcinia Cambogia) é uma planta nativa do sudeste da Asia. A
casca seca tem sido amplamente utilizada ha séculos por todo o Sudeste Asiatico
como conservante de alimentos, aromatizante e de agdao carminativa. Atualmente,
esta sendo utilizado como ingrediente em suplementos dietéticos para perda de
peso em diversos produtos fitoterapicos. Seu principal componente ativo é o acido
hidroxicitrico (HCA), provavel atuante na perda de peso corporal (SAITO etal., 2005)

A laranja amarga (Citrus aurantium) de origem oriental € um fitoterapico
conhecido por ser substituto da efedrina e auxiliar na perda de peso dos praticantes
de atividades fisicas, entretanto, sem os efeitos colaterais da efedrina (GOUGEON
et al., 2005).

O feijdao branco (Phaseolus vulgaris) € amplamente consumido pela
populacdo brasileira como alimento. Recentemente a variedade branca, crua, devido
ao componente ativo da faseolamina, inibidor da atividade da enzima alfa-amilase

(responsavel pela hidrolise de carboidratos) e, consequentemente, reduzindo a
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biodisponibilidade intestinal de carboidratos, vem sendo consumido como produto
emagrecedor (CELLENO et al., 2007).

A principal alegacdo das propriedades terapéuticas da Gymnema sylvestre
(Gimena) esta relacionada ao “glucomarim”, um peptideo isolado, que parece
bloqguear o estimulo ao sabor doce da glicose e da sacarose, ligando-se
temporariemente aos receptores linguais que sinalizam o sabor doce amargo,
inibindo o desejo de ingerir doces (PREUSS et al., 2004).

O cha verde, ou chd preto ou chd da china, sdo apresentacbes
comercialmente diferentes das folhas de Camellia sinensis L.. Esta espécie € uma
arvore muito ramosa, originaria da Asia Continental e da Indonésia e é cultivada em
mais de 30 paises. O uso do cha verde teve origem ha mais de 5000 anos, em ritos
cerimoniais, refei¢cbes diarias e para fins medicinais (Cooper et al., 2005). A planta foi
introduzida no mercado farmacéutico europeu como auxiliar em regimes dietéticos,
pela sua acdo lipoltica e diurética e, externamente, como antipruriginoso e
emoliente em afec¢des dermatologicas (SIMOES et al., 2004)

S&o varias as opcdes de plantas medicinais para o tratamento da obesidade,
mas o tratamento geralmente é longo e nem sempre o usuario obtém o resultado
esperado. A fim de potencializar o efeito destes produtos naturais e de satisfazer o
publico alvo, sustancias sintéticas sdo adicionadas a estas formulacbes

comercializadas como naturais.

3.2 Farmacos sintéticos usados em formula¢gdes emagrecedoras

3.2.1 Anorexigenos

Os anorexigenos ou supressores do apetite promovem perdas de peso
reduzindo o apetite e aumentando a sensagdo de plenitude. Os anorexigenos
derivados das anfetaminas sdo os mais utilizados, os quais reduzem o apetite por
aumento da serotonina ou das catecolaminas, neurotransmissores, que afetam o
estado emocional e o apetite (NAPPO et al., 1993; CUNHA et al., 2002).
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Os anorexigenos anfepramona, femproporex e mazindol tiveram a sua venda,
comeércio, manipulagdo e uso proibido no final de 2011, por apresentam graves
riscos cardiopulmonares e do sistema nervoso central (BRASIL, 2011).

Os anorexigenos estudados neste trabalho estdo listados na Tabela 1, com
suas respectivas doses diarias, homes comercialmente disponiveis, pKa, além da

sua estrutura quimica.

Tabela 1 - Anorexigenos pesquisados, com seus respectivos nomes comerciais,
doses diarias, estruturas e pKa.

Farmaco Nome Doses Estrutura pPKa
Sintético comercial diarias
(mg)*
Anfepramona - 25-75 -

Femproporex - 25 -
\I\QN
Sibutramina Sibutran® 10 | 9,69
Reductil® N Kornhuber,
. ® 2008
Meridia

“ Dose diaria recomendada por médicos (DEF, 2007/2008)

3.2.2 Ansioliticos

Os ansioliticos estdo entre os farmacos mais prescritos e utilizados em todo o

mundo. Apresentam efeitos sedativos, ansioliticos e hipnoticos. S&o, ainda,
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relaxantes musculares, anticonvulsivantes, produzem dependéncia e reacdes de
abstinéncia. Os mesmos sdo associados a substancias emagrecedoras, a fim de
diminuir seus efeitos colaterais (CUNHA et al., 2002).

Os ansioliticos estudados se encontram na Tabela 2, com suas respectivas
doses diarias, nomes comercialmente disponiveis, pKa, além da sua estrutura

guimica.

Tabela 2 - Ansioliticos pesquisados, com suas respectivas doses diarias, nhomes

comerciais, estruturas e pKa.

Farmaco Nome Doses Estrutura pPKa
Sintético comercial diarias
(mg)
Alprazolan Frontal® 0,75-1,5 HsC _N 2,4
N Y/ N NeWton,
O “S 1978
Cl =N
Clonazepam Rivotril® 0,5-2,0 1,50
Newton,
1978
Clordiazep6xido Librium® 15 - 40 4,80
Newton,
1978
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Diazepam Valium® 4 - 40 HaC 3,33

\ @]

N Newton,

O 1978

Cl =N
Flurazepam Dalmadorm® 40 - 100 HBC/\N/\CH 8,2
3

Newton,

0, 1978

Medazepam Serenium® 10 CHs 6,20

Newton,

. w 1978
Cl —N

Midazolam Dormonid® 7,5 -15 YN 1,70

N / Newton,
O 1978
Cl —N

Bromazepam Lexotam® 1,5- 15 H 0 2,9
‘ﬁ Newton,
1978
Br =N
~ N




Lorazepam Lorax® 2-3 H 0 1,3

ﬁ Newton,
OH 1978
Cl =N

% Dose diaria recomendada por médicos (DEF, 2007/2008)

3.2.3 Antidepressivos

Os antidepressivos foram descobertos no final da década de 50 e, desde |4,
novas classes de antidepressivos estdo sendo estudadas. Eles séo classificados de
acordo com sua estrutura quimica ou suas propriedades farmacolégicas. As classes
de antidepressivos mais conhecidas séo triciclicos (ADT) e os inibidores seletivos de
recaptacdo da serotonina (ISRS), entretanto, existe uma variedade de substancias
com diferentes mecanismos de acdo que sao utilizadas no tratamento da depressao
e eventualmente em outros transtornos psiquiatricos (MORENO et al, 1999;
PEIXOTO etal., 2008).

Triciclicos (ADTSs)

Os antidepressivos triciclicos estdo entre 0s primeiros antidepressivos
descobertos, os quais foram descobertos a partir de observacdes clinicas. Os ADT
blogueiam as bombas de recaptacdo da serotonina, noradrenalina e dopamina. Sao
considerados farmacos de escolha em depressdes graves e em pacientes
hospitalizados. Os efeitos colaterais mais comuns causados pelos ADT s&o: boca
seca, Visdo turva, retencao urinaria, aumento da frequéncia cardiaca, tremores das
maos e sedacdo (MORENO et al., 1999; PEIXOTO et al., 2008). Sdo exemplos

conhecidos como amitriptilina, clomipramina, imipramina dentre outros.
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Inibidores seletivos de recaptacao da serotonina (ISRS)

Os ISRS comecaram a ser utlizados no inicio da década de 80 para
tratamento da depressao, e vem ocupando o lugar dos ADT em razdo do seu melhor
perfil de efeitos colaterais. Os ISRS inibem de forma potente e seletiva a recaptagao
da serotonina. Seus efeitos colaterais mais frequentemente relatados sao: nauseas,
vomitos, diarreia, ansiedade, insénia, nervosismo, alteragcdo do sono, fadiga, perda
ou ganho de peso, tremores e disfuncbes sexuais (MORENO et al., 1999; PEIXOTO
et al., 2008).

As doses diarias recomendadas, nomes comercias, estruturas e o pKa dos

antidepressivos estudados estao na Tabela 3.

Tabela 3 - Antidepressivos pesquisados, com suas respectivas doses diarias, nomes

comerciais, estruturas e pKa.

Farmaco Nome Doses Estrutura pKa
Sintético comercial diarias
(mg)
Fluoxetina Prozac® 20-60 9,50
Kornhuber,
2008
Sertralina Zoloft® 50-200 9,16
Kornhuber,
2008
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Paroxetina Aropax® 20-60 9,51
Kornhuber,

2008

Bupropiona Wellbutrin® 200 - 450 0O H 7,16

Kornhuber,

N7< 2008

Cl

% Dose diaria recomendada por médicos (DEF, 2007/2008)

3.2.4 Laxantes

Os laxantes sdo medicamentos que promovem a defecacdo e melhoram a
obstipacdo. S&o classificados de acordo com o mecanismo de acéo e propriedades
guimicas dos farmacos. A importancia desses farmacos deve-se mais a difusdo do
seu uso na automedicacdo do que pelo seu papel no tratamento médico da
constipacgao (SILVA, 2006).

A fenolitaleina, bastante utilizada como laxante, foi retirada do mercado em
2002 por apresentar propriedades cancerigenas (BRASIL, 2002). O bisacodil,
produto analogo a fenolftaleina, é atualmente o principal laxante comercializado no
Brasil e apresenta acéo laxativa estimulante ou irritativa da mucosa (SILVA, 2006).
O abuso no uso de laxativos ocorre quando sdo administrados sem indicacao
médica ou em sobredoses, frequentemente em casos em que se deseja perder peso

ou em pacientes com anorexia/bulimia nervosa.
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3.2.5 Diuréticos

Os diuréticos sao farmacos que tem a propriedade de causar aumento do
volume urinario e cujo mecanismo béasico € a inibicdo da reabsor¢do tubular de sodio
e agua. Os diuréticos podem ser classificados de acordo com suas estruturas
quimicas, eficacia, mecanismos e/ou local de acao (SILVA, 2006). Os farmacos mais
comumente utilizados pertencem a classe dos tiazidicos (hidroclorotiazida,
clortalidona), diuréticos de alca (furosemida) e poupadores de potassio (amilorida)
(SILVA, 2006).

Os laxantes e o diurético que serdo avaliados neste trabalho estdo mostrados
na Tabela 4, com as suas respectivas doses diarias, nomes comercias, estruturas e

pKa.

Tabela 4 - Laxantes e diurético pesquisados, com suas respectivas doses diarias,

nomes comerciais, estruturas e pKa.

Farmaco Nome Doses Estrutura pKa
Sintético comercial diarias
(mg)
Fenolftaleina - 50-200 HO 9,7
O OH Newton,
‘ 1978
(P
o)
Bisacodil Dulcolax ® 5-10 | = 4,69
AN Newton,
1978
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Furosemida Lasix® 20-40 o) Cl 4,7
| @]
D_\ e Newton,
/ HN s7 1978
NH,

OH

% Dose diaria recomendada por médicos (DEF, 2007/2008)

3.3 Casos de adulteracao de formula¢cdes naturais

A origem da adulteragéo foi iniciada nos EUA, com a mudanca cultural da
imagem corporal no final do século 19 e inicio do século 20, levando ao aumento da
demanda da prescricdo de medicamentos para perda de peso. Neste contexto,
médicos passaram a prescrever uma ampla variedade de combinagdes para perda
de peso por mais de um século. O uso moderno de dietas para reducdo de peso
pode ser atribuida a década de 1890, quando os médicos comecaram a utilizar
remédios para tratamento da tiredide combinado com outros farmacos (COHEN et
al., 2012).

Por volta de 1940, os efeitos dos anorexigenos recém-descobertos das
anfetaminas gerou um enorme interesse em combinacdo com médicos e empresas
farmacéuticas. As anfetaminas produziam efeitos adversos, de modo que as pilulas
eram produzidas em combinagdo com outros farmacos, a fim de minimizar seus
efeitos. As capsulas e comprimidos eram coloridos, comumente sendo referidos
como pilulas da dieta do arco-iris, combinando entdo anfetaminas, diuréticos,
laxantes, e hormoénios da tiredide para a perda de peso. Além disso, ansioliticos,
barbitiricos, potéassio, corticosteréides e antidepressivos eram utilizados para
suprimir a insénia, palpitacdes, ansiedade e outros efeitos colaterais comuns que 0s
medicamentos para perda de peso causam. O marketing das empresas
farmacéuticas com as pilulas do arco-iris era grande, usando uma variedade de
promogdo e técnicas ndo convencionais para convencer milhares de médicos a
prescreverem as pilulas para perda de peso. Ao longo dos anos, mortes e lesdes

foram ligadas ao uso destas pilulas, sendo que o orgdo responsavel pelo controle de
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medicamentos nos EUA, Food and Drug Administration (FDA), retirou as pilulas do
arco-iris do mercado no final dos anos 1960 (COHEN et al., 2012).

Subsequentemente, esta combinacdo de pilulas dietéticas se popularizou na
Espanha e no Brasil em 1980 e 1990. As pilulas do arco-iris mais uma vez
retornaram aos Estados Unidos, agora sob o disfarce de suplementos dietéticos
para perda de peso, expondo a fragil fronteira entre o desejo do publico que tém
acesso a auto- medicacao e a necessidade de proteger e promover a saude publica
(COHEN et al., 2012). Neste contexto, acompanham este crescimento 0s casos de
adulteracdo das formulagcdes naturais com farmacos sintéticos ndo declarados,
promovendo a estes efeitos milagrosos e satisfazendo as expectativas do publico
alvo através de um tratamento eficaz a curto prazo e “sem danos a saude”.

Com o propoésito de investigar possiveis adulteracdes, estudos no Brasil
(Almeida et al., 2000) envolveram o desenvolvimento de um método analitico para a
determinacdo de anfepramona, femproporex e diazepam em capsulas rotuladas
como produtos naturais utilizadas para o tratamento da obesidade. O trabalho foi
aplicado na analise de vinte amostras, das quais 40% apresentaram diazepam,
anfepramona ou femproporex como adulterantes.

Com o mesmo intuito de analisar a presenca de benzodiazepinicos e
anorexigenos em formulagbes naturais destinadas a regimes de emagrecimento,
Auricchio, em 1991 empregaram técnicas de cromatografia em camada delgada e
espectrofotometria na regido do ultravioleta na analise de setenta e quatro amostras.
Apesar de estarem identificadas como medicamento natural ou homeopatico, 50%
das amostras encontravam-se associadas a anorexigenos e benzodiazepinicos. A
mesma técnica de cromatografia em camada delgada foi empregada também por
Cunha, (2002), na analise de 40 amostras, para avaliar a incidéncia de farmacos
anorexigenos sintéticos em “produtos naturais” para emagrecimento. Neste estudo,
18% das amostras apresentaram adulteracdo com farmacos sintéticos néo
declarados na formulagcdo, como anfepramona, femproporex, fluoxetina e
benzocaina, um anestésico local.

A determinacdo de benzodiazepinicos e anfepramona por voltametria foi
realizada por Correia, (2008), possibilitando o desenvolvimento de um método

alternativo para o controle e fiscalizacdo da adulteracdo em formulacdes
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fitoterapicas. Em trabalho recente publicado por Doménech-Carbd, (2013), foi
desenvolvido um método usando voltametria de microparticulas imobilizadas para
um screening rapido em amostras solidas de formulacdes farmacéuticas naturais, o
método foi desenvolvido para a determinacdo de cinco classes de farmacos
sintéticos (anorexigenos, ansioliticos, antidepressivos, diuréticos e hipoglicémicos),
0S quais sdo 0s mais provaveis em casos de adulteracdo em formulagdes com fins
emagrecedores. O método foi aplicado em 18 amostras, das quais 16 apresentaram
provavel adulteragédo, por ansioliticos, anorexigenos e diuréticos.

A Tabela 5 mostra alguns casos de adulteracdo com farmacos sintéticos de
diferentes classes, comumente encontrados em formulagbes farmacéuticas naturais,
os quais foram relatados em duas revisdes realizadas por CARVALHO, em 2011 (a)
e (b). Essas revisdes descrevem o0s casos de adulteracdo até o presente momento,

assim como os métodos analiticos utilizados para esses estudos.

Tabela 5 — Farmacos de diferentes classes farmacoldgicas comumente encontradas
em formulagBes a base de plantas medicinais.

Adulterantes encontrados Formulagdo  Origemda Ocorréncia Ref.
farmacéutica formulagdo /Registro

Acetaminofen, aminofilina, Medicina China USA Au, 2000
borneol, canfor, clorfeniramina, Chinesa

diazepam, efedrina, 5-

florouracil, furazolidona, acido

mefenamico, 4-metyl-5-

tiazoletanol, fenacetina,

pulegone, resibufogenina

Acetaminofen, amitriptilina, Preparagéo a - Arabia Bogusz,
acido benzoico, betametasona,  base de ervas Saudita 2002
cafeina, clordiazepoxido,

clorfeniramina, clomipramina,

diazepam, dipirona, efedrina,

fenfluramina, ibuprofeno,

nordazepam,fentermina,

fenilbutazona

Acetaminofen, antihistamines e Remédio a Africa - Snyman,
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nonsteroidal, diazepam,
diclofenaco, hidroclorotiazida,
indometacin, propofol,
trimetadione

Acetaminofen, berberina,
clofeniramina, cyproheptadina,
dexametasona, diclofenaco,
diazepam, dipirona, efedrina,
fluocinonida, hidroclorotiazida,
ibuprofeno, indometacin,
phenformin, prednisolona,
prometazina,
tetrahydropalmatina, teofilina

Acetaminofen, clorfeniramina,
codeina, ciproeptadina
dexametasona, diazepam,
diclofenaco, dipirona,
fluocinonida, guaifenesin,
hidroclorotiazida, ibuprofeno,
indometacin, fenformina,
prednisolona, prometazina,
sildenafil, teofilina

Acetaminofen, clorzoxazona,
diazepam, cloridrato, etaverina,
tiamina

Alprazolam, estazolam,
cloridrato fenfluramina,
glibenclamida, gliclazida,
glipizida, cloridrato metformin,
metiltestosterona, fenolftaleina,
cloridrato sibutramina, sidenafil,
tadalafil, triazolam

Altiazida, anfetamina,
desmetilsibutramina,
dexametazone-21-acetate,
efedrina, fenfluramina,
furosemida, hidroclorotiazida,
fenobarbital, fenolftaleina,
fentermina, fentoin, acido
salicilico, sibutramina,

base de ervas

Medicina
Chinesa

Produto da
Medicina
Chinesa

Yi Chung Tai
Medical
Manufactory
Co.

Suplemento
dietético a
base de ervas

Produto para
perda de peso

2005

China Singapura  Koh, 2000

Yee, 2005

Offerhaus,
1979

Taiwan -

Chen,
2010

— Holanda RIVM,

2011
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spironolactona, sinefrina,
triamterene, yohimbine

Aminopirina, clordiazepoéxido,
corticosteroids, diazepam,
hidroclorotiazida, indometacina,
fenilbutazona

N-bisdesmetil-sibutramina, N-
desmetil-sibutramina,
espironolactona, fenolftaleina,
sibutramina

Bumetanida, clordiazepoxido,
femproporex, fluoxetina,
furosemida, sibutramina,
sildenafil, tadalafil, vardenafil

Bumetanide, fenitoina,
fenolftaleina, rimonaban,
sibutramina

Clorzoxazona, diazepam,
etoxibenzamida, indometacina

Efedrina, furosemida,
norefedrina

Clordiazepodxido, clormetiazol,
clorfeniramina, diclofenaco,
difenidramina, hidroclorotiazida,
prometazina, sildenafil,
triamterene

Clordiazepoéxido, clorfeniramina,
hidrolorotiazida, maleate,
prednisolona, tiamine disulfide

Clordiazepdxido, femproporex
Clordiazepdxido,
hidroclorotiazida, indometacina

Clobenzorex, diazepam

Produto a
base de ervas

Produto a
base de ervas

Suplemento
dietético

Medicina
Tradicional
Chinesa

Produto a
base de ervas

Medicina
Tradicional
Chinesa

Nan Lien
Pharmaceutica
| Co.

Pilula dietética
Sun Wuen
Trading Co.

Céapsula a
base de ervas

USA

China

China

Singapura

Brasil

Hong Kong

China

- Vander,
1994

Hong Kong Chen,

1995

- Cohen,
2002

USA Manera,

2009

- Tsene,
1997

Argentina  Cianchino,

2008

USA Miller,

2007

- Offerhaus,
1979

USA Cohen,

2009

- Cairns,
1987

- Ku, 1996
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Dexametasona, diazepam,
diclofenaco, hidroclorotiazida,
indometacina, acido
mefenamico

Dexamethasone, diazepam,
hidroclorotiazida, indometacina,

Diazepam

Diazepam, dexametasona,
hidroclorotiazida, indometacina,

Diazepam, dexametasona,
hidroclorotiazida, indometacina,
acido mefenamico

Diazepam, diclofenaco,
hidroclorotiazida, indometacin,
acido mefenamico

Diazepam, diclofenaco,
indometacin, acido mefenamico

Diazepam, hidroclorotiazida,
indometacina, acido
mefenamico
Diazepam,acido mefenamico

Diazepam, acido mefenamico

Diazepam, acido mefenamico

Diazepam, acido mefenamico

Femproporex, fluoxetina

Nan Kien
Pharmaceutica
[

Chuei-Fong-
Tou-Geu-Wan

Nan Lien
Pharmaceutica
| Co.

Nan Lien
Pharmaceutica
| Co.

Nan Ling
Pharmaceutica
| Co.

Black Pearl

Cow’s Head
Brand

Supherb or
Black Pearl

Ta Ang
Pharmaceutica
| Co.

Ta Ang
Pharmaceutica
| Co.

Pilulas
dietéticas

Hong Kong

Hong Kong

Hong Kong

Hong Kong

China

Taiwan

Taiwan

Brasil

USA

USA

Ku, 1996

Offerhaus,
1979

Tay, 1989

Offerhaus,
1979

Anonymou
s, 1989

Fraser,
1997

Anderson,
1996

By, 1989

Gertner,
1995

Arthritis,
1991

Abt, 1995

Nelson,
1995

Cohen,
2009
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Glibenclamida, lidocaina,
piperidenafil, sibutramina,
sildenafil, tadalafil,
tiohomosildenafil, tiosildenafil,
vardenafil

Fenolftaleina, sibutramina,
sinefrina

Rimonabant, sibutramina

Sibutramina

Sibutramina

Sibutramina analogo: N-1-[1-(4-
clorofenil) ciclobutil]-3-
methylbutyl-N-metilamina

Produto saude

Suplemento
dietético

Remédio de
ervas

Cépsula para
emagrecer
Chinesa

LiDa Dai Dai
Hua Jiao Nang

Alimento
saudavel para
perda de peso

Singapura

China

China

Taiwan

Alemanha

Alemanha

Taiwan

Low, 2009

Vaysse,
2010

Kanan,
2009

Moritz,
2008

Jung,
2006

Lai, 2007

Com o objetivo de verificar o crescimento nos casos de adulteragéo, realizou-

se uma revisdo desde as primeiras publicagbes (1974 a 2013), como mostrado na

Figura 1. Pode-se observar um aumento consideravel nos casos de adulteracéo a

partir de 2009, comprovando uma maior preocupac¢ao com relagéo a este problema.
Segundo o trabalho publicado por Pieter Cohen (COHEN et al., 2012), o Brasil

parece ser uma nova porta de entrada de formulagdes emagrecedoras nos EUA,

principalmente se considerarmos as vendas facilitadas de formulacbes pela internet.

Além disso, a facilidade de registro de formulagbes na ANVISA como suplemento

alimentar torna a comercializacdo mais facil no Brasil e, portanto, a livre exportacao

de produtos naturais e a consequente adicao de sintéticos (declarados ou nao).
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Figura 1 — Casos de adulteracdo de formulagdes farmacéuticas naturais de 1974 a 2013. Fonte:
Scopus.

Ainda com o mesmo objetivo de verificar os casos de adulteracdo, mas agora
com o proposito de identificar quais as classes e os farmacos mais citados na
literatura nos casos de adulteracdo de formulagBes farmacéuticas naturais, pode-se
visualizar na Figura 2 como sao grandes e graves as possibilidades de adulteragéo,
contando com uma infinidade de farmacos de diferentes classes (antiinflamatérios,
anorexigenos, ansioliticos, analgésicos, laxantes entre outros). Além disso, alguns
destes farmacos s6 poderiam ser vendidos com prescricdo médica e outros tiveram
a sua venda proibida por causar danos a saude do usuario. Mesmo assim, esses
farmacos estdo sendo comercializados e adicionados de forma ilegal nas
formulagbes naturais, principalmente pelo fato de ndo haver uma fiscalizacdo e um

controle efetivo desses produtos.
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Produtos farmacéuticos sintéticos relatados como adulterantes

y v v ] y
Antiinflamatorios Anorexigenos Diuréticos Ansioliticos Analgésicos Laxantes
--------------- Yo, l [, S— remsrensee Mo, l JSRRRRROOTIOR. AT

 Fenilbutazona " Fenfluramina Furosemida % Diazepam % Dipirona | Fenolftaleina
Propionato Clobetaso Fentermina i Hidroclorotiazida ; Clﬁlrdlgzepomdo Acetaminofen
Dexametasona Sibutramina Bumetanida Igsrtaizoelgﬁnm Aminopirina
Diclofenaco Rimonabant Triamterena Medazepam Fenacetina Metil- :
Acetonida Femproporex Indapamida Clonazepam | salicilato
Hidrocortisona Clobenzorex Altiazida Alprazolam i Etenzamida  :
_ Indometacina Sinefrina %, Spironolactona  / Triazolam ¢ Etoxibenzamida
Acido M efenamico Desmetil- ........................................................................... . ACidO Salicilico .
FlUOCinolona Slbutramlna ; .................................
Prednisolona Anfepramona i
Corticosteroide Mazindol
Betametasona N-bisdesmetil v
Acetato cortisona .. sibutramina ¢ | Outros $ Estimulantes
Cetoprofen ................................. v
Piroxicam Hipoglicemiantes > .
Fluocinonida PO Antidepressivos
Prednisona _ ]
Cetorolac ¢ Efedrina 4 l
..................................................................... Norefedrina
T Glibenclamida Caffeina {  Fluoxetina
Carbemazepina, Clorzoxazona, - - ; Tadalafil i e :
- L : Rosiglitazona i : , Amitriptilina i
Metilsalicilato, Fenitoina, Valproato, Glimepirida Sildenafil Clomi Lo
Prometazina, Clorfeniramina, Difenidramina, Fenformina Vardenafil ;i ™ omlpramlna
Amlodipina, Fenobarbital, Propil disulfida, M etformina Teofilina
Nicotinamida, Furazolidona, Resibufogenin, Hidroclorida A{E{ﬁqtgmg‘a
Metil Aminofilina, Trimetadiona, Propofol, Glipizida Sinefrina
Acido Benzoico, Ciproeptadina, Berberina, T(glltl)cul?azufi?ia Piperidenafil
Tetraidropalmatina, Tiamina, Ethaverine, Clorpropamida Tiosildenafil
Bromexina, Horménio do crescimento Gliquidona Tiohom_osilder_1afi|
humano, Fenobarbital, Fenitoina, Pioglitazona Acetildenafil
Benzocaina, Codeina, Metiltestosterona, Nateglinida Hidroxihomosildenafil:,-
% Ciproeptadina, Guaifenesina, Lidocaina. Mitiglinida 43
el .. Repaglinida

Figura 2 - Adulterantes sintéticos de diferentes classes farmacolégicas comumente

encontrados em formulagdes a base de plantas medicinais (CARVALHO et al, 2011(b)).



3.4 Métodos analiticos para determinacdo de adulterantes em formulacdes
farmacéuticas

Considera-se alto o risco que as substancias sintéticas adicionadas
ilegalmente em formulagcdes naturais podem vir a ocasionar a saude do individuo
que as utiliza, uma vez que, por desconhecer a sua real composicdo, 0 paciente
pode associar a outros medicamentos de forma errbnea ou ingeri-las em altas doses
para obter melhores resultados. Portanto, o desenvolvimento de metodologias
analiticas capazes de identificar de maneira seletiva e quantitativa as substancias
sintéticas que possam estar presentes como adulterantes nestas formulacdes € de
extrema relevancia, tanto do ponto de vista clinico como toxicoldgico.

Nesse contexto, a pesquisa envolvida com o desenvolvimento de
metodologias analiticas capazes de identificar possiveis espécies adulterantes deve,
primeiramente, eleger as provaveis classes de compostos que podem aparecer
nessas formulacdes. Depois de identificadas as provaveis classes, segue-se entdo
para o estudo individualizado dos farmacos mais utilizados em cada classe (p.ex.
anorexigeno) na presenca de outros possiveis farmacos que podem estar
associados (p.ex. ansioliticos, antidepressivos). O esquema mostra algumas
possibilidades de adulteracdo envolvendo diferentes classes de farmacos. A
classificacdo desenvolvida na Figura 3 baseia-se nos casos de adulteracdo ja
relatados na literatura, envolvendo as mais provaveis classes de adulterantes em
formulacbes emagrecedoras. Como se pode observar, um estudo sistematico com
relacdo as possiveis classes de adulterantes pode restringir os analitos a serem
estudados por um determinado método analitico. No entanto, os principais requisitos
a serem preenchidos por um método de escolha sdo seletividade e sensibilidade,
uma vez que a possibilidade de adulteracdo é bastante ampla considerando as
provaveis classes. Uma vez selecionada a classe de adulterante a ser estudada,
todos os demais provaveis adulterantes passam a ser possiveis interferentes na
medida do método analitico escolhido. Essas interferéncias devem ser investigadas
de maneira sistematica, para garantir a aplicabilidade do método a amostras reais,
em que existe certa imprevisibilidade quanto ao tipo e classe de adulterante a ser
encontrado (CARVALHO et al., 2011 (a)).
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Figura 3 - Fluxograma com as possiveis classes de farmacos sintéticos encontrados como
adulterantes em formulag6es farmacéuticas naturais emagrecedoras e o0s métodos analiticos
disponiveis para a sua determinagdo (CARVALHO et al.,

2011 (a)).
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A maioria dos estudos de adulteracdo em formulacdes farmacéuticas utiliza
métodos cromatograficos para a determinacdo e identificacdo de adulterantes.
Esses métodos podem ser aplicados a misturas complexas por apresentarem
grande poder de separacdo, o que é importante na andlise de destas formulaces,
que apresentam grande numero de substancias quimicas. Além disso, a
cromatografia € o método mais conhecido e difundido em todo o mundo, sendo uma
realidade quando se trata de analises de rotina.

Dentre as técnicas cromatogréaficas, a que mais se destaca na identificacédo e
quantificacdo de adulterantes em formulacbes farmacéuticas naturais é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), por ser uma técnica relativamente
simples com realizacdo da andlise em tempo satisfatorio e apresentando resultados
sensiveis o0 suficiente para detectar adulterantes que normalmente séo adicionados
em baixas concentracdes (PARODI et al., 1993; ALMEIDA et al., 1999; KU et al.,
1999; ALMEIDA et al., 2000; MIKAMI et al., 2005; LIANG et al., 2006; WANG et al.,
2008;).

Apesar de ser tecnicamente semelhante a HPLC, a cromatografia gasosa
(GC) ndo é amplamente empregada na analise de adulterantes principalmente por
impossibilitar a determinacdo de compostos nao volateis, termicamente labeis ou
altamente polares (MCAVOY et al., 1999; LURIE, 1998). Por essas razbes, é
praticamente invidvel empregar GC como método de quantificagéo e identificagdo de
adulterantes nessas formulagcdes (MCAVOY etal., 1999).

A eletroforese capilar (CE) € uma técnica que vem ganhando espaco entre as
técnicas de andlise convencionais para a determinacdo de adulterantes em
formulagbes farmacéuticas naturais para emagrecimento. As vantagens oferecidas
como o alto poder de separacdo e eficiéncia, o rapido tempo de andlise, o baixo
consumo de reagentes e amostras fazem da eletroforese capilar uma metodologia
atrativa neste tipo de investigacdo (TAGLIARO et al., 1996; TAVARES, 1997,
JAGER et al., 2001; SILVA, 2003; ANASTOS et al, 2005; SILVA et al., 2006;
HANCU et al., 2007).

Por ser uma técnica relativamente nova, a CE tem incentivado o
desenvolvimento de metodologias em busca do seu aperfeicoamento, bem como

tem permitido a expansédo da sua aplicacdo através de uma instrumentacdo simples
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e robusta (TAGLIARO et al., 1996). Assim, a versatilidade da eletroforese capilar é
derivada da existéncia de diferentes modos de separacdo, sendo 0s mais
empregados nas andlises de adulteracdo a eletroforese capilar de zona (CZE) e a
cromatografia capilar eletrocinética micelar (MEKC).

Dentre os métodos eletroquimicos, os voltamétricos sdo os mais estudados
em se tratando de analises de adulteracdo em formulacBes naturais. Os métodos
voltamétricos apresentam uma determinacdo sensivel e seletiva para alguns
compostos organicos, de acordo com o comportamento eletroquimico variado das
espécies no eletrodo de trabalho (CORREIA, 2008). Os métodos voltamétricos
diferenciam-se de outros métodos como HPLC e CE por possibilitarem a medicdo
em amostras complexas sem a necessidade da total solubilizacdo e de exaustivas
etapas de filtracdes até a completa separacao dos excipientes insollveis, como é o
caso de comprimidos ou capsulas, formas em que geralmente estdo apresentadas
as formulacdo farmacéuticas (CARVALHO et al., 2007). Além disso, os métodos
voltamétricos sdo vantajosos com relacdo ao custo da analise, quanto a aquisi¢ao e
manutencdo e ao tempo reduzido de analise (CORREIA, 2008; CARVALHO et al.,
2007).

Dentre os meétodos eletroquimicos temos a voltametria de microparticulas
imobilizadas que tem se tornado um método bastante utilizado para ensaios diretos
de solidos devido a facilidade de preparacao do eletrodo, evitando a dissolugdo da
amostra, além de possibilitar uma analise rapida e de baixo custo. Além disso, tem
sido estudada para uma variedade de compostos, como minerais, compostos
organicos, pigmentos e farmacos em p6é (CARVALHO et al., 2010(b)). A analise de
farmacos por VIM tem sido pouco descrita na literatura. Neste contexto, Komorsky-
Lovric e colaboradores utilizaram a VIM para a determinacdo de cocaina em papéis
de cédulas de moedas contaminadas (KOMORSKY-LOVRIC et al.,1999) e
ciprofloxacina, azitromicina (antibiéticos) e 5-aminossalicilico (antiinflamatérios) em
formulacbes farmacéuticas (KOMORSKY-LOVRIC et al.,2004). Em outro trabalho, a
determinacdo de sinvastatina (qualitativa e quantitativa) foi investigada por Nigovic e
colaboradores em formulacbes farmacéuticas (NIGOVIC, et al.,2008). Ainda no
contexto da andlise de compostos organicos, Doménech-Carbé e colaboradores
aplicaram a VIM na identificacdo de corantes e pigmentos (DOMENECH-CARBO et
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al.,2010 (a,b,c) DOMENECH-CARBO et al, 2011) e de compostos flavonoides
(DOMENECH-CARBO et al., 2005).

Dentre as metodologias aplicadas em analises para a determinacdo de
adulterantes em formulagdes farmacéuticas naturais, os métodos espectroscopicos
sdo 0os menos empregados. Por ser uma técnica relativamente simples, rapida e
eficaz em termos de custos, poderia ser aplicada em testes de rotina para
investigacdo de possiveis formulacdes adulteradas. Contudo, essas metodologias
nao sao suficientemente especificas em relacdo ao fornecimento de informacdes em
matrizes complexas, sendo necessario etapas de pré-analise para a minimizacao de
interferéncias (FENG et al., 2007).

3.5 Cromatografia de Par I6nico (IPC)

A técnica de HPLC revelou-se um dos mais eficientes meétodos
cromatogréaficos, em virtude do desenvolvimento da instrumentacdo automatizada.
Permitindo a injeccdo de volumes de amostra cada vez menores e reprodutiveis e a
deteccao de quantidades mininas de analito.

Em geral, a técnica de HPLC é um processo dinamico onde as moléculas dos
analitos se movem através de um enchimento poroso, por acdo da fase movel
bombeada continuamente e interagem com diferentes afinidades com o material da
fase estacionaria.

Os sistemas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Fase Reversa é
constituido por uma fase estacionaria de menor polaridade e uma fase movel de
maior polaridade.

As fases utilizadas em HPLC-RP apresentam inimeras vantagens, como:
diferentes tipos de fases estacionarias estaveis que podem ser empregadas; rapido
equilibrio da coluna apés mudanca de fase movel; facilidade de empregar eluicéo
por gradiente; menor tempo de andlises e boa reprodutibilidade dos tempos de
retencdo (TONHI, 2002).

A IPC baseia-se na adicdo de um contra ion na fase movel, para promover a

formacdo de analitos carregados. A cromatografia de par i6nico (IPC) pode ser
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considerada como uma modificacdo da cromatografia de fase reversa (RPC) para a
separacdo de amostras ibnicas. A Unica diferenca em IPC € a adicdo de um
reagente R ou R~ de par idbnico na fase mével, que pode em seguida interagir com
eletrolitos fracos ionizados, como acidos organicos (A) ou bases organicas

protonadas (BH") em um processo de equilibrio (SNYDER et al., 2010):

Soluto ionizado Paribnico

(acido) A” + R" YRS AR?
(base) BH' + R~ BH'R™
Soluto hidrofilico Par idnico hidrofébico

(menos retido em RPC)  (mais retido em RPC)

A utilizacdo de IPC pode assim criar alteracbes semelhantes a RPC na
retencdo da amostra, tal como a mudanca do pH da fase mével, mas com maior
controle sobre a retencdo de quaisquer solutos acidos ou basicos e sem a
necessidade de valores extremos do pH da fase moével (por exemplo, pH <2,5 ou> 8)
(SNYDER et al., 2010).

A IPC foi introduzida pela primeira vez em 1970, com o objetivo de reduzir a
cauda de picos de solutos basicos. Além, da sua capacidade para aumentar a
retencdo de acidos e bases ionizados fracamente retidos (SNYDER et al., 2010).

Na cromatografia de par ibnico a fase movel é composta por um tampao
aquoso com um solvente organico e um composto iénico que contém um contra ion
de carga oposta a do analito. Na separacdo, por exemplo, de moléculas catiénicas,
adiciona-se a fase movel um surfactante anidnico como o dodecil sulfato de soédio
(SDS), (Figura 4). Juntamente com os ions do analito de carga oposta, 0s reagentes
de par i6nico formam um par de ions ndo carregado, o qual pode ser retardado na
fase estacionaria por interacdes hidrofébicas. O surfactante se aloja na fase
estacionéria, transformando efetivamente a fase estacionaria em um trocador de
jons, como mostrado na Figura 5. O mecanismo de retencdo € uma mistura das
interacdes de fase reversa e troca ioGnica. Para a separacdo de moléculas anidnicas
se utiliza um sal de tetraalquilaménio, e para uma mistura de cations e anions na
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mesma amostra, se utiliza uma fase mével de pH mais baixo e um tensoativo por
exemplo o dodecil sulfato de sodio, assim o pH suprime a ionizacdo dos acidos e o

reagente retém as bases (SNYDER et al., 2010).

“cabeca”

\ //  hidrofilica

S
/\/\/\/\/\/\O/ \O— N a+

“cauda” hidrofdbica

Figura 4 - Representacao estrutural do surfactante aniénico Dodecil Sulfato de Sédio (SDS).

A cromatografia de par ibnico € mais complexa do que a cromatografia de
fase reversa, pois o equilibrio entre o surfactante e a fase estacionaria € lento e a

separacdo € mais sensivel as variagbes de pH, de temperatura e a concentracao do

surfactante.
Fase movel Fluxo
Eluente Analito
L
e ® o
Reagente de par idnico '- \

\ AN \

Y \ Y
o -~ . ) . ~ \

) o / o - "y %,
.;_I 7 \ Iy \\‘ ‘:':' r "‘-_"wz_r . _\\ ) | Y | -. P % .I/ W __.": .-\ I,l" " I

Fase estacionaria

Figura 5- Representacdo esquematica do mecanismo de separacdo na cromatografia de par idnico.

Na Tabela 6, estdo relatados alguns métodos usando cromatografia de par
ibnico para a determinacdo de farmacos das classes dos ansioliticos,

antidepressivos e diuréticos, com o seu respectivo reagente de par iénico.
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Tabela 6 —Cromatografia de par idnico para a determinacéo de farmacos da classe
dos ansioliticos, antidepressivos e diuréticos.

Farmaco Reagente IPC Aplicacéo Ref.
Diazepam, Acido Amostras de plasma  Kastner, Klimes,
Oxazepam, hexanosulfonico de coelho 1997
Medazepam,

Clorodiazepoxido,
Nitrazepam
Buspirona Lauril sulfato de Plasma de rato Aparicio, 1988
sédio
Hidroclorotiazida Heptanossulfonato Formulagdes Manna, 2001
de sodio farmacéuticas
Hidroclorotiazida, Dodecil sulfato de Formulacdes a base Carvalho, 2013
Clortalidona, sodio de plantas
Furosemida,

Amilorida
Furosemida Tetra-n-butilaménio Soro humano Okuda, 1996
Amitriptilina Heptano-sulfonato Plasma Suckow, 1982
Nortriptilina de sodio

3.6 Voltametria de Microparticulas Imobilizadas (VIM)

A Voltametria de Microparticulas Imobilizadas, foi desenvolvida em 1989 por
(Scholz et al., 1989 (a,b))chamada inicialmente de voltametria abrasiva de
redissolucdo (AbrSV - Abrasive Stripping Voltammetry) e, posteriormente, de
voltametria de microparticulas imobilizadas (VIM -Voltammetry of Immobilized
Micropatrticles) (FIEDLER, SCHOLZ, 2005). Esta técnica eletroanalitica baseia-se na
imobilizacdo de microparticulas de uma amostra sélida (menos de 1 ug) sobre a
superficie de um eletrodo sélido adequado, o qual € imerso em um eletrdlito liquido,

e no subsequente registro de um sinal de corrente em fun¢cdo do potencial aplicado
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(SCHOLZ et al., 1989 (c,d)). Os voltamogramas obtidos revelam informacdes sobre
a composic¢ao quimica da amostra solida.

A imobilizacdo de microparticulas tem se tornado um método bastante
utiizado para ensaios diretos de solidos devido a facilidade de preparagdo do
eletrodo, evitando a dissolugcdo da amostra, além de possibilitar uma analise rapida e
de baixo custo (Grygar et al., 2002). Além de ser um método indicado para
determinacdes qualitativas e semiquantitativas, também fornece informagdes sobre a
cinética das reacdes redox de materiais solidos.

A escolha do eletrodo de trabalho € muito importante, como se trata de
amostras em estado soélido, vai depender da habilidade do sélido de aderir-se a
superficie do eletrodo. Varios materiais podem ser utilizados como eletrodos sélidos,
grafite, grafite impregnado com parafina (PIGE), pasta de carbono, dentre outros.
Outro fator a ser levado em conta € a escolha do eletrélito de trabalho, ja que este
deve apresentar como principal pré-requisito uma baixa solubilidade do composto a
ser estudado, na maior parte dos casos, eletrélitos aquosos sao utilizados em VIM.
Apoés a escolha do eletrodo e do eletrélito de trabalho, a amostra € imobilizada no
eletrodo através do friccionamento do eletrodo sobre a amostra que esta pulverizada
sobre uma superficie de vidro ou agata. Em seguida, o eletrodo € inserido em uma
célula eletroquimica contendo os eletrodos de referéncia e auxiliar (CARVALHO et
al., 2010).

As reacOes eletroquimicas na VIM se processam na interface
eletrodo/composto/solugcdo, mostrado na Figura 6. Em contraste com outras
aplicacbes voltamétricas, somente a superficie circular da ponta do eletrodo de
trabalho entra em contato com a solucéo do eletrdlito. Isto assegura que as reacdes
de oxi-reducdo acontecam somente na juncdo das trés fases (eletrodo/composto
sélido/solucdo do eletrdlito), além de garantir que a area superficial do eletrodo seja
a mesma de experimento para experimento. Portanto, os compostos eletroativos
presentes na amostra imobilizada trocam elétrons com o eletrodo de trabalho e ions
com a solucdo do eletrélito, preservando, assim, o equilibrio de cargas em cada
fase. Além disso, o baixo contato da superficie do eletrodo com a solucdo do
eletrolito minimiza a penetracao do eletrolito no corpo do eletrodo, além de diminuir a

linha base e aumentar a relacao sinal/ruido (CARVALHO et al., 2010).
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solucgao do eletrdlito
(fase llI)

particula h
(fasell) ions

& /——- jungao das trés fases

condutor ,elétricof(faéé._l)

Figura 6 - Desenho esquematico do sistema eletrodico de trés fases: interface
eletrodo/composto/solucdo, no qual o eletrodo de trabalho contém uma particula aderida & sua
superficie. As setas horizontal e vertical representam as transferéncias iGnica e eletrbnica entre as
fases ocorrendo simultaneamente (CARVALHO et al., 2010).

Uma variedade de compostos tem sido estudada, como ligas metalicas,
minerais, diferentes Oxidos, compostos organicos, pigmentos e farmacos em poé.
Com a VIM, informagBes sobre os compostos eletroativos presentes numa amostra
sélida sé@o obtidas pela varredura de potenciais e visualizacdo dos picos de corrente,
gue indicam a ocorréncia de reacdes eletroquimicas. O potencial de pico é
caracteristico do composto que reagiu, e a area do pico € proporcional a quantidade
da espécie eletroativa. Desta forma, a identificacdo das espécies eletroativas nas
amostras € feita pela comparacdo dos seus potenciais de pico com os de amostras
sintéticas de composicao conhecida (CARVALHO et al., 2010).

A técnica de voltametria de microparticulas imobilizadas ainda € pouco
aplicada no estudo de farmacos, enquanto que a aplicacdo de VIM no estudo de

adulterantes em formulacées farmacéuticas naturais é de carater inédito.
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3.7 Voltametria de Redissolucao catédica (AdCSV)

A \oltametria de redissolucdo catodica (AdCSV) tem sido utilizada na
determinacdo de varios compostos organicos ou de anions que formam sais
insoluveis com a espécie resultante da oxidacdo do elétrodo usualmente de mercuario
(SKOOG, 2007).

A AdCSV é caracterizada por ser realizada em duas etapas diferentes: a
etapa de deposicdo e a etapa de redissolucdo. A etapa de deposicdo é feita
eletroliticamente aplicando-se o potencial de deposicédo (E4) durante um determinado
tempo e com agitacdo da solugdo. O tempo de deposicao (T4) € escolhido em funcéao
da espécie eletroativa durante o qual a espécie de interesse sera adsorvida sobre a
superficie do eletrodo de trabalho. A agitacdo faz com que o transporte de massa
por conveccdo mantenha a concentracdo da espécie eletroativa junto a superficie do
eletrodo igual a do seio da solucdo. Essa agitacdo deve ser feita a velocidade
constante e controlada com precisao (WANG, 1985). A aplicacdo de um potencial de
deposicdo positivo resulta na formacdo de um filme insolivel na superficie do
eletrodo. Apdés o término da etapa de deposicdo, procede-se a etapa de
redissolucdo, nesta versdo, ocorre durante a varredura do potencial no sentido
negativo, correspondendo a redugdo do cétion no eletrodo, gerando um sinal
analitico. Esse sinal € a corrente originada no processo de redissolucdo a qual é
usada para a determinacdo da concentragcdo da espécie (OSTERYOUNG e
SCHREINER,1988).

Em wvoltametria de redissolugdo, os tempos de deposi¢do variam entre 60
segundos e 30 minutos, dependendo da concentracdo de espécie em estudo, o tipo
de elétrodo e a técnica utilizada na redissolucdo. As solugdes menos concentradas e
o HMDE requerem tempos de deposicao mais elevados, comparativamente com 0s
que sdo necessarios em solugdes mais concentradas e no eléctrodo de mercurio em
filme (este eléctrodo possui uma maior area de superficie de elétrodo por volume do
que o HMDE), respectivamente. A redissolucdo efetua-se normalmente através de
da varredura de potencial por pulsos.

A tabela 7 mostra alguns métodos que foram desenvolvidos aplicando

voltametria de redissolugcdo com eletrodo de mercuario de gota pendente, os quais
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utiizaram as classes de farmacos estudadas neste trabalho, contudo, podemos
verificar que a maioria dos métodos desenvolvidos sédo para dosagem farmacéutica,
0s unicos métodos que foram aplicados para determinar adulterantes em amostras

reais foram desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa.

Tabela 7 — Métodos eletroquimicos para a determinacdo da farmacos da classe dos
anorexigenos, ansioliticos, antidepressivos e diuréticos usando HVIDE.

Farmaco Método Aplicagao Ref
estudado eletroquimico

Alprazolam Csv Adulterantes em amostras Carvalho et al.

Clordiazepdxido reais 2010

Clonazepam

Diazepam

Flurazepam

Medazepam

Midazolam

Bromazepam SwWv Dosagem farmacéutica Santos et al. 2002

Clonazepam

Diazepam

Midazolam

Buspirona DPV Dosagem farmacéutica Sabry et al. 2004

Clordiazepdéxido SWv; CV Dosagem farmacéutica El-Hefnawey et al.
2004

Diazepam Csv Formulacdes farmacéuticas, Tyszczuk, 2010

Oxazepam urina

Temazepam

Lorazepam DPV Dosagem farmacéutica, Hammam, 2007

urina, plasma
Tetrazepam DPP; DPV; Dosagem farmacéutica, Ghoneim et al.
LSV; SWV tabletes 2008

Anfepramona ACP; CV Formulacé&o farmacéutica Carvalho et al.

2007
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Anfepramona

Fluoxetina
Fluvoxamina

Nitroxazepina

Paroxetina

Sertralina

Trazodona

Amilorida

Amilorida

Spiranolactona

CSVv

SWV
SWV

SWYV, DPV

SWV

DPP; DPV,
SWYV,

LSV, CV

DPP; DPV

DCP; DPV

SWV;, CV

SWYV, LSV

Adulterantes em amostras
reais

Dosagem farmacéutica, urina
Dosagem farmacéutica

Formulacdo farmacéutica,
fluidos biologicos

Dosagem farmacéutica

Dosagem farmacéutica

Dosagem farmacéutica,
urina, plasma

Formulacéo farmacéutica

Dosagem farmacéutica

Dosagem farmacéutica, urina

Carvalho et al.
2010

Nouws et al. 2007
Nouws et al. 2005

Jain et al. 2011

Nouws et al. 2006

Vela et al. 2001

El-Enany et al.
2002

El-Hefnawy et al.
2004

Hamman, 2004

Al-Ghamdi et al.
2008
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4. MATERIAL E METODOS

A parte experimental deste trabalho de tese foi desenvolvida em trés etapas.
A primeira envolveu os estudos por voltametria de redissolugdo no grupo de
pesquisa em Quimica Analitica Clinica (QACIin), nas dependéncias do LACHEM
(UFSM). A segunda etapa envolveu os estudos por Voltametria de Microparticulas
Imobilizadas (VIM) na Universidade de Valéncia na Espanha (Departamento de
Quimica Analitica) no grupo de pesquisa do Prof. Antdnio Domenéch-Carb6 no
periodo de abril/2012 a abril/l2013 (doutorado sanduiche CNPQ). A terceira etapa
também realizada nas dependéncias do LACHEM envolveu os estudos por
cromatografia de par i6nico (IPC) e a aplicacdo dos métodos desenvolvidos em

formulagbes emagrecedoras comercializadas no Brasil.

4.1 Instrumentacgao

As analises por voltametria de microparticulas imobilizadas foram realizadas
em um equipamento CH 660l (Cambria Scientific, Liwynhendy, Llanelli UK®), com
um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3 mol L? de NaCl), um eletrodo auxiliar de
platina e um eletrodo de trabalho de grafite impregnado com parafina de 2 mm.

As andlises por wvoltametria de redissolucdo foram realizadas em um
equipamento 693 VA Processor (Metronm®) em conjunto com 694 VA Stand
(Metrohm®), com um eletrodo de referéncia de Ag / AgCl (3 mol L™ de KCI), um
eletrodo auxiliar de platina e de trabalho — HMDE (eletrodo de mercurio de gota
pendente).

As separacBes cromatograficas foram realizadas em equipamento HPLC
Knauer (Berlim, Alemanha), o qual consistiu de uma bomba Smartline 1000
acoplado a um gestor Smartline 5000, e um detector de espectrofotometro UV
multicanal com base no sistema de arranjo de diodos (Smartline UV Detector 2600)

equipado com software (versao 3.3.1) ChromGate ® (Knaeur).
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As medidas de absor¢cdo molecular foram realizadas em Espectrofotometro
UV-Visivel com arranjo de diodos HP 8453 (Hewlett Pachard), utilizando cubeta de

quartzo.

Os demais equipamentos utilizados estéo listados abaixo:

- Balanca analitica Sartorius® (Alemanha) com quatro casas de precisao.

- pHmetro digital Metrohm® 827 pHlab (Suica) usando eletrodo de vidro
combinado.

- Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Milipore Synergy® UV
(resistividade de 18,2 MQ.cma25°C).

- Sistema de filtracdo a vacuo comfiltro de acetato de celulose 0,45 pm
Sartorius® (Alemanha).

- Banho de ultrassom Bandelin Sonorex® RK 510 H (Alemanha).

- Bomba de vacuo Prismatec® 131/132 (Brasil).

4.2 Reagentes e Solugbes

Todos os reagentes empregados no presente trabalho foram produtos de grau
analitico, sendo que suas especificacdes e respectivos fabricantes estdo descritos
na Tabela 8.

Os farmacos utilizados como substancias quimicas de referéncia foram

obtidos de diferentes fornecedores, conforme apresentados na Tabela 9.
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Tabela 8 - Reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Reagentes Fabricantes

Acido acético Merck
Acetato de sddio Panreac

Fosfato de Potassio Monobasico Merck
Azul da Prassia Fluka
Indigo Fluka
Ferroceno Fluka
Sepiolita Fluka
Fosfato de sédio dibasico Vetec
Hidréxido de sédio Vetec
Metanol Tedia
Acetonitrilla Tedia
Tetrahidrofurano Tedia
Dodecil sulfato de sdédio Tedia
Acido fosférico Merck

Tabela 9 -

Farmacos estudados

desenvolvimento do trabalho.

como adulterantes e

interferentes

Farmacos Fornecedores Pureza (%)
Anfepramona Genix Ind. Farm. Ltda 98,20
Femproporex Genix Ind. Farm. Ltda 100,42%
Sibutramina Deg 99,30%

Diazepam Deg 98,99
Flurazepam Deg 99,56

Alprazolan Deg 100,18
Bromazepam Opcéao Fénix Dist. Ins. Ltda 99,82
Clonazepam Opcéao Fénix Dist. Ins. Ltda 99,93
Medazepam Pharma Nostra 98,79

Clordiazepéxido Opcéo Fénix Dist. Ins. Ltda 99,57

Midazolam Pharma Nostra 100,06
Lorazepam Deg 99,98
Bupropiona Genix Ind. Farm. Ltda 100,02

Sertralina Deg 99,26

Paroxetina Genix Ind. Farm. Ltda 99,94

Fluoxetina Deg 100,50
Furosemida Galena 99,22
Espirolactona Deg 100,03

no
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Clortalidona Deg 98,52

Hidroclorotiazida Deg 99,40
Amilorida Deg 100,46
Glimepiride Deg 98,90

Clorpropamida Deg 99,80

Glibenclamida Genix Ind. Farm. Ltda 99,55
Fenolftaleina Deg 99,30
Bisacodil Deg 101,00

4.3 Procedimentos analiticos

4.3.1 Determinac@es por voltametria de microparticulas imobilizadas

Todas as determinacdo voltamétricas foram realizadas no equipamento CH
660l (Figura 7), os 20 farmacos de quatro classes diferentes, anorexigenos
(anfepramona, femproporex e sibutramina), ansioliticos (diazepam, alprazolam,
midazolam, clordiazep6xido, lorazepam, bromazepam, flurazepam e clonazepam),
antidepressivos (fluoxetina, paroxetina, sertralina e bupropiona) e diuréticos
(furosemida, espirolactona, clortalidona, hidroclorotiazida e amilorida) estudados
neste trabalho foram determinados por voltametria de onda quadrada (SWV)
empregando eletrodo de grafite impregnado com parafina (PIGE) como eletrodo de
trabalho. Antes de cada analise todas as solucdes foram desaeradas com nitrogénio

durante 5 minutos.
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Figura 7 - Foto do equipamento CH 660l. Nimero: (1) eletrodo auxiliar, (2) eletrodo de trabalho e (3)
eletrodo de referéncia.

A preparagdo do eletrodo (PIGE) de trabalho esta dividida em duas partes:
primeiro a superficie do eletrodo de grafite € renovada com uma lixa 60 mm (Figura
8) afim de, retirar qualquer residuo anterior que tenha ficado aderido, em segundo, é
polida em folha de oficio (Figura 9) para deixar a superficie lisa e sem ranhuras.
Finalizada a preparacdo do eletrodo este pode ser aplicado a amostra, sendo que
esta necessita de uma preparacao prévia antes de ser aplicada ao eletrodo.

A preparacdo da amostra que € composta por sélidos consiste no trituramento
desta em um almofariz de agata e pildo. Apdés a amostra estar totalmente
homogeneizada, uma fina camada € pulverizada sobre uma superficie de agata, em
seguida, o eletrodo de grafite é friccionando sobre a amostra onde uma parte desta

vai ficar aderida sobre a superficie do eletrodo (Figura 10).
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Figura 8 - Procedimento utilizado para polir o eletrodo de grafite em lixa.

Figura 9 - Procedimento utilizado para polir o eletrodo de grafite em folha de oficio.

Figura 10 - Procedimento para aplicagdo da amostra no eletrodo (friccionar o eletrodo sobre a
amostra).
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4.3.2 Determinacdes por voltametria de redissolucéo catddica

Todas as determinagBes voltamétricas foram realizadas em Processador 693
VA Processor (Metrohm) em conjunto com 694 VA Stand (Metrohm) como mostrado
na Figura 11. O eletrélito de trabalho utilizado foi tamp&o Ringer 0,1 mol L™, o qual
foi preparado pela mistura de hidréxido de sédio e fosfato de sédio dibasico. Os 16
farmacos de trés classes diferentes anorexigenos (anfepramona, femproporex e
sibutramina), antidepressivos (bupropiona, paroxetina, sertralina e fluoxetina) e
ansioliticos (alprazolam, bromazepam, midazolam, medazepam, flurazepam,
lorazepam, clordiazepdxido, diazepam e clonazepam), estudados no presente
trabalho foram determinados pelo método voltamétrico adsortivo de redissolucdo
catddica (AdCSV) empregando o eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE)
como eletrodo de trabalho. As solucdes foram dasaeradas durante 5 minutos com

nitrogénio antes de cada analise.

Figura 11 - Foto do equipamento Processador 693 VA Processor (Metrohm) em conjunto com 694 VA
Stand (Metrohm).
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4.3.3 Determinac¢des por cromatografia de par idnico com detector DAD

As determinacdes cromatogréficas foram realizadas em cromatografo Knauer
com sistema de eluicdo por gradiente com detector de arranjo de diodos como
mostrado na Figura 12. Utilizou-se uma coluna C18 de dimensdes 4,6 mm X 25 mm
X 5 um (Phenomenex) para a determinacdo dos 18 farmacos de cinco classes
diferentes, anorexigenos (anfepramona, femproporex e sibutramina),
antidepressivos (bupropiona, fluoxetina, paroxetina e sertralina), ansioliticos
(alprazolam, bromazepam, midazolam flurazepam, lorazepam, clordiazepodxido,
diazepam e clonazepam), diurético (furosemida) e laxantes (fenolftaleina e
bisacodil), as separacdoes foram realizadas a uma temperatura de 21°C + 2°C.
Diariamente a coluna cromatografica (C18) foi condicionada com a fase movel a ser
utilizada nos experimentos por aproximadamente 60 minutos, tempo suficiente para
a estabilizacdo da linha base. Apds esse intervalo de condicionamento, as solucdes
de trabalho foram injetadas de forma manual utilizando-se alga de inje¢do de 20 L.
No final do dia a coluna era lavada com agua ultra pura por uma hora, em fluxo de
0,8 mL/minuto, solucdo de acetonitrila:agua ultrapura (50:50) por 30 minutos também
em fluxo de 0,8 mL/minuto e acetonitrila por 30 minutos a um fluxo de 0,8
mL/minuto, sendo esta Ultima a solu¢cdo de armazenamento da coluna.

A preparacdo da fase movel foi seguida do ajuste do pH com solugbes de
acido fosférico e hidréxido de sodio 0,1 mol L™ e filtragdo em membrana 0,45 pm de

acetato de celulose.
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Figura 12 - Foto do cromatégrafo Knauer o qual consiste de uma bomba Smartline 1000 acoplado a
um gestor Smartline 5000, e um detector de espectrofotdmetro UV multicanal com base no sistema
de arranjo de diodos (Smartline UV Detector 2600).

4.3.4 Amostras de formulagcdes farmacéuticas naturais

As formulagbes farmacéuticas estudadas neste trabalho foram adquiridas em
nove estados brasileiros: Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC), Parana
(PR), Sao Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ), Minas Gerais (MG), Ceara (CE), Goias
(GO) e Distrito Federal (DF). A tabela 10 descreve as 102 amostras que foram
analisadas indicando os respectivos métodos aplicados.

Para a analise foi preparado um pool de 20 cépsulas, cada capsula foi pesada
individualmente e em seguida misturada, e o peso equivalente ao peso médio de
uma capsula foi utilizado. Esse procedimento foi realizado para cada amostra. Em
seguida, para o método de HPLC/DAD, a amostra foi diluida em 25 mL de metanol.
Apés, o extrato metandlico foi filtrado em algoddo seguido por filtracdo em
membrana de acetato de celulose 0,45 um. Para o método AdCSV a amostra foi
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apenas diluida em 25 mL de metanol e néo foi filtrada. E para o método VIM, se

utilizou a amostra em estado sélido.

Tabela 10 — Composicao das formulagbes, origem e métodos aplicados.

Amostras Composicéo Origem IPC/ AdCSV VIM
DAD
1 Slendesta 300mg RS v
2 Fucus, Garcinia Camboja 200mg, RS v
Cavalhinha 500mg,Sene 50mg,
Fitolaca 150mg
3 Céscara sagrada, Centella asiatica, RS v
Alcachofra, Carqueja, Fucus,
Cavalhinha, Sene, Spirullina, Maracuja
Chitosana, Sene, Vitamina C RS v
Cascara sagrada, Cha verde, Fucus, RS v
Garcinia Camboja, Gelatina de algas,
Glucomanann, Spirulina
6 Caralluma fimbriata 500mg RS v v
7 Caralluma fimbriata 500mg RS v v v
8 Pholia Magra 200mg RS v v
9 Nao declarado RS v v
10 Cavalinha, Sene, Centella asiatica, RS v v
Alcachofra, Fucus, Glucomanann
11 Caralluma fimbriata 500mg RS v v v
12 Slendesta, Caralluma fimbriata RS v v
13 Slendesta 300mg RS v v
14 Caralluma fimbriata, Citrus aurantium, RS v v
Faseolamina
15 Caralluma fimbriata 200mg, RS v v
Cassiolamina 100mg,Cromo picolinato
100pg, Ché branco 100mg,
Faseolamina 200mg, Psyllium 200mg,
Fucus 100mg, Equisentum arv. 100mg
16 Glucomanann, Garcinia Camboja, RS v v
Valeriana, Citrus aurantium, Cavalinha,
Gymnema sylvestre, Psyllium
17 Caralluma fimbriata 500mg, Citrus RS v v
aurantium 500mg
18 Caralluma fimbriata 500mg RS v v v

66



Amostras Composicéo Origem IPC/ AdCSV VIM
DAD
19 Garcinia Camboja 250mg, Chitosana RS v 4
250 mg
20 Chitosan 400mg, Vitamina C 100mg RS v v v
21 Nao declarado RS v v v
22 Centella asiatica, Algas marinhas RS v v
(fucus), Guarana, Gelatina
23 Faseolamina 250mg RS v v v
24 Céscara sagrada 250mg RS v v v
25 Slendesta 250mg RS v v v
26 Faseolamina 400mg RS v v v
27 Chitosan, Spirullina, Acido citrico RS v v v
28 Centella asiatica 100mg, alcachofra RJ v v v
100mg, carboximetilcelulose 200mg,
cascara sagrada 100mg, spirulina
200mg
29 Pholia magra 200mg, slendesta GO v v
200mg, chéa verde 150mg
30 Alcachofra, cascara sagrada, garcinia SP v v
cambogia, goma guar, cymnema,
maracuja,sene
31 Fucus vesiculosus 80mg, centella MG v v
asiatica 80mg, espirullina 80mg,
passiflora 50mg, cascara sagrada
100mg, cafeina 30mg, hidroclorotiazida
10mg
32 Slendesta 300mg SP v v
33 Alcachofra, cascara sagrada, MG v v
cavallinha, fucus, marapuama 500mg
34 Gelatina , cascara sagrada, spirullina, MG v v
cavalinha, psyllum, fucus, marapuama,
chapeu de couro, centella asiatica
500mg
35 Céascara sagrada 500mg MG v v
36 Centella asiatica, spirulina, alcachofra, MG v v
garcinea
37 Chitosan 500mg SP v v
38 Chéa vermelho 500mg SP v v
39 Caralluma fimbriata 500mg RS v v
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Amostras Composicéo Origem IPC/ AdCSV VIM
DAD
40 Gymnema sylvestre, Faseolamina, Cha RS v v
Verde, Citrus aurantium, Caralluma
fimbriata, Chitosan
41 Pholia magra 300mg RS v
42 Caralluma fimbriata 500mg RS v
43 Sene, Fucus, Furosemida, Cascara RS v v
sagrada, Garcinia Camboja, Goma
Guar
44 Caralluma fimbriata 500mg RS v
45 Céascara sagrada, Spirulina, Magnésio RS v
estearato, Algas marinhas (fucus),
Carboximetilcelulose, Centella asiatica
46 Caralluma fimbriata 250mg, RS v
Glucomanann 250mg, Colageno 50mg
47 Pholia magra 500mg RS v
48 Alcachofra, Fucus, Spirulina, Cascara RS v
sagrada, Centella asiatica
49 Gengibre, Cha Verde, Canela, Pimenta RS v
Vermelha
50 Composto Emagrecedor 220mg RS v
51 Pholia magra 300mg RS v
52 Caralluma fimbriata, Citrus aurantium, RS v
Faseolamina
53 Caralluma fimbriata 350mg RS v
54 Garcinia Camboja 250mg, Citrus RS v
aurantium 200mg, Cromo picolinato
100ug
55 Caraluma fimbriata, faseolamina, SP v v
garcinea camboja, gymnema silvestre,
citrus aurantium
56 Gelatina 100mg, cascara sagrada MG v v
100mg, espirulina 100mg, cavalinha
100mg, psyllium 50mg, marapuama 50
mg, fucus 50mg, centella asiatica
50mg, garcinea 100mg, quitosana
100mg
57 Caralluma fimbriata 500mg MG v v
58 Pholia magra 150mg SP v v
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Amostras Composicéo Origem IPC/ AdCSV VIM
DAD
59 Abacateiro 72mg, fucus 72mg, cascara SP v v
sagrada 48mg, centella asiatica
48mg,carqueja 36mg, alcachofra 24mg
60 Garcinea, cascara sagrada, fucus po, SP v v
alcachofra, cavalinha, glucomannan,
sene em plo, centella asiatica, ginko
biloba, passiflora
61 Glucomanann 500mg RS v
62 Composto Emagrecedor RS 4
63 Pholia magra, Garcinia Camboja, Cha RS v
Verde
64 Cynara scolimus, fucus vesiculosos MG v v
glucomannan, ramus purshiana,
centella asiatica, arictostaphylos ua ursi
65 Advantra Z 400mg, fucus 200mg, GO v v
centella asiatica 200mg, cha verde
100mg
66 Spirulina- glucomannam, colageno, DF v v v
gelatina
67 Hidrocolorotiazida, fucus, cascara DF v v
sagrada, sene, centella asiatica,
ranitidina, triptofano, porangaba
68 Sindestra 450mg DF v
69 Nao declarado SC v v
70 Caralluma fimbriata 500mg SP v v
71 Garcinia cambogia 500mg SP v v
72 Glucomanan, carcinia, spirulina, MG v v
cargueja, cascara sagrada, sene, KCl,
colageno
73 Agar agar, vit E, vit C, faseolamina, MG v v
clorella, gelatina, furosemida
74 Fasoalamina 700mg, citus aur 500mg, SP v
caralluma
75 Né&o declarado CE v v
76 Oleo de cartamo CE v
77 Caralluma 300mg, faseolamina 200mg, SP v

glucomannan 200mg, flavo. Abacaxi,
goma colageno
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Amostras Composicéo Origem IPC/ AdCSV VIM
DAD
78 Céscara sagrada, alcachofra, carqueja, SC v
fucus, centella asiatica
79 Chitosana, fucus, agar agar, maracuja, SC v
cascara sagrada, cavalinha, garcinia
80 Ché verde 250mg SC v
81 Caralluma fimbriata, Citrus aurantium, RS v v
Faseolamina
82 Caralluma fimbriata, Citrus aurantium, RS v
Faseolamina, Cha Verde
83 Centella asiatica, Alcachofra, Spirulina, RS v
Carqueja, Cavalinha, Fucus
vesiculosus, Maracuja, Sene, Cascara
sagrada
84 Chitosan 400mg, Vitamina C RS 4
85 Sene350mg RS v
86 Caralluma fimbriata 500mg, RS v
Faseolamina 300mg, Citrus aurantium
300mg
87 Carnitina 45mg, methionina RJ v v
50mg,cynara 40mg,l-lisina 20mg,
nicotinamida 15mg, picol.cromo 80mcg,
bit colina 150mg, betaina 35mg, inositol
80mg, pant. Calcio 10mg, acido félico
150mg, vit b6 10 mg
88 Centella asiatica 150mg , cascara RJ v v
sagrada 5mg CM. Celulose 40mg,
asiaticoside 20 mg, fucus
vesiculosus90mg , asp. Potassio 5mg,
colageno 100mg, citrus aurantus 80mg
89 Pholia magra 50mg, piperina 10mg PR v v
90 Glucomanam 500mg CE v
91 Glucomanam, alcachofra, CE v
hidroclorotiazida, cascara sagrada,
centella asiatica, marapuama
92 Pholia magra 300mg PR v
93 Pholiamagra 300mg SC v
94 Caralluma 500mg SC v
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Amostras Composicéo Origem IPC/ AdCSV VIM
DAD
95 Garcinia 500mg, advantra Z 200mg, GO v
cha verde 200mg, benzocaina 30mg,
glucomanam 600mg, agar agar
96 Caraluma fimbriata 500mg GO v
97 Citrus aurantium 250mg, faseolamina SC v
250mg, caralluma fmbriata EES 300mg
98 Caralluma ext 200mg, faseolamina ext SC v
100mg, ch& branco ext 200mg,
99 Pholia magra 200mg SC v
100 Pholia magra 250mg PR v
101 Alcachofra, Centella asiatica, Garcinia RS v v
Camboja,Cavalinha, Cascara sagrada,
Fucus, Spirulina, Agar-agar
102 Garcinia Camboja 250mg, RS v

Glucomanann 250mg
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5. RESULTADOS E DISCUSSAOQO

Neste trabalho foram desenvolvidos trés métodos para a determinacdo de
adulterantes em formulacdes farmacéuticas naturais com fins emagrecedores, sendo
que, dois métodos foram desenvolvidos para o scrennig de amostras (VIM e AACSV)

e um método de separacédo (IPC) para separacgdo e quantificacéo.

5.1 Voltametria de Microparticulas Imobilizadas (VIM)

5.1.1 Comportamento voltamétrico dos farmacos no eletrodo de grafite

O comportamento  eletroquimico de cada farmaco anorexigenos
(anfepramona, femproporex e sibutramina), antidepressivos (fluoxetina, sertralina,
paroxetina e bupropiona), ansioliticos (bromazepam, clonazepam, lorazepam,
midazolam, diazepam, clordiazepdxido, flurazepam e alprazolam) e diuréticos
(hidroclorotiazida, furosemida, clortalidona, amilorida e espirolactona) foi estudado
individualmente em diferentes valores de pH e em dois eletrdlitos suporte de

diferente composicao, empregando-se voltametria de onda quadrada (SWV).

5.1.1.1 Influéncia do pH e do eletrdlito suporte

Neste estudo observou-se o sinal voltamétrico de cada farmaco em dois
eletrolitos suportes (Acetato e Fosfato), em diferentes concentracdes (0.1 a 0.30 M),
variando-se o pH de 4 a 10. O procedimento consistiu em adicionar a célula
voltamétrica 10 mL do eletrélito suporte e aliquotas de 10-20 pg do farmaco os quais
haviam sido imobilizados no eletrodo. As medidas foram feitas por voltametria de

onda quadra (SWV) adotando-se a varredura na faixa de potenciais de +1,05 a -1,05
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V e de -1,05 a +1,05 V (Figura 13) com um incremento de potencial de 4 mV e
amplitude de pulso de 25 mV.

De acordo com os resultados obtidos se verificou que o tampao acetato
apresentou uma melhor resposta voltamétrica para as quatro classes de compostos
organicos estudados. Além disso, se verificou que o pH na faixa de 4 a 6 foi onde se
obteve o0s melhores resultados, entdo se realizou um estudo mais aprofundado
nessa faixa, e o pH 4,75 foi escolhido por apresentar uma linha de base com menor
ruido e uma intensidade de pico maior. A Figura 14 mostra um voltamograma do

pige imerso no eletrélito de trabalho sem a presenca dos analitos em estudo.

a) -

20 pA

b) i

+1.2 +0.6 0.0 -0.6 -1.2

E / Vvs. AgCI/Ag

Figura 13 - SWV para o diazepam imerso em tampéao acetato de sédio aquoso 0.25 molar, em pH
4,75. Varredura de potencial iniciada em: a) +1,05 V no sentido negativo, b) -1,05 V no sentido
positivo (sentido da varredura é marcado por setas). Incremento de potencial de 4 mV, amplitude de
onda quadrada de 25 mV, frequéncia de 5 Hz.
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Figura 14 - SWV pige imerso em tampao acetato de sédio aquoso 0.25 molar, a pH 4,75,sem a
presenca dos analitos. Varredura de potencial iniciada em: a) +1,05 V no sentido negativo, b) -1,05 V
no sentido positivo (sentido da varredura € marcado por setas). Incremento de potencial de 4 mV,
amplitude de onda de 25 mV, frequéncia de 5 Hz.

5.1.1.2 Estudo da frequéncia

Neste estudo observou-se o efeito da frequéncia no sinal voltamétrico das
quatro classes de farmacos estudados. Diferentes valores de frequéncia foram
estudados (5, 10, 20, 50 e 100 Hz), sendo que, os experimentos realizados em
baixas frequéncias produziram resultados mais interessantes em relagcdo a
sensibilidade e resolugdo de pico, sendo assim, a frequéncia de 5 Hz foi a

selecionada.
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5.1.1.3 Estudo do tempo de eletrdlise

Com o objetivo de melhorar os sinais voltamétricos para uma melhor
identificacdo dos farmacos, foi realizado um estudo do tempo de eletrélise aplicando-
se um potencial constante oxidativo/redutivo. Primeiramente aplicou-se um potencial
constante de 1,05 V durante um determinado tempo, ap0s a aplicacdo do potencial
realizou-se uma varredura no sentido negativo. O mesmo procedimento foi realizado
aplicando um potencial redutivo (-1,05 V), ap06s a aplicacdo do potencial realizou-se
a varredura no sentido positivo. Observou-se a influéncia deste potencial em
diferentes tempos de eletrolise (0, 30, 60, 90 e 120s) mostrados na Figura 15. Deve
notar-se que a aplicacdo do potencial constante oxidativo ou redutivo pode produzir
uma camada de espécies oxidadas ou reduzidas nos grdos do composto estudado.
Assim, pode-se produzir sinais adicionais diferentes daqueles do composto original,
enriquecendo assim o conjunto e facilitando a diferenciacdo entre os farmacos
(DOMENECH-CARBO et al., 2013). Potenciais mais negativos do que -1,35 V ndo
sdo aconselhaveis, pois pode ocorrer uma perturbacdo do depdsito de
microparticulas devido a evolugcdo de gas hidrogénio.

Nas condigbes experimentais, os resultados mais relevantes para fins de
triagem foram obtidos mediante aplicacdo de um potencial redutor. A aplicacdo de
um potencial constante de -1,05 V durante 90 s foi selecionado para analise de
rotina, pois a eletrélise mais prolongada ndo apresenta melhora significativa na

sensibilidade nem na resolugdo dos sinais voltamétricos.
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+1.2 0 -1.2 +1.2 0 -1.2
E/Vvs. AgCl/Ag E/Vvs. AgCl/Ag

Figura 15 - SWV para clonazepam imerso em solugdo aquosa de tampdo acetato 0.25 M. (a)
Aplicacdo de um potencial constante de 1,05 V, varredura no sentido negativo, (b) aplicacdo de um
potencial constante de -1,05 V, varredura na dire¢do positiva. Incremento potencial de 4 mV;
amplitude onda de 25 mV; frequéncia de 5 Hz.
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5.1.1.4 Estudo qualitativo

A aplicacdo deste método para detectar e identificar adulterantes em amostras
de formulacdes a base de plantas comerciais é favorecida por duas caracteristicas:
(@) no que diz respeito as amostras consistem de um conjunto de grdos de materiais
diferentes, a resposta voltamétrica de cada um dos sdlidos eletroativos €, em
principio, independente de todos os outros, de modo que 0s voltamogramas dos
compostos registrados simultaneamente devem ser diferentes, (b) ao adicionar um
adulterante na formulacéo fitoterapica este deve produzir sinais muito mais intensos
do que os sinais associados ao composto natural.

Para fins de identificacdo, se realizou um agrupamento dos sinais
voltamétricos observados, dependendo do seu potencial de pico, a Tabela 11 resume
os dados observados, incluindo os potenciais de pico registados apds a aplicacéo
um potencial constante de -1,05 V durante o 90 s no sentido positivo e a um
potencial constante 1,05 V no sentido negativo. Apenas 0S picos intensos estéo
reunidos na tabela porque pode-se esperar que, na analise das amostras reais, 0
aumento das correntes de fundo e da possivel presenca de interferéncias
minoritarias podem obscurecer 0s picos menos intensos.

Combinando os resultados resumidos na Tabela 11, com um critério de
diagnostico baseado na andlise sequencial dos dados voltamétricos, temos um
diagrama esquematico, mostrado na Figura 16, que contém a sequéncia de
diagnostico com os critérios propostos para discernir entre as diferentes classes de
adulterantes. Como pode se verificar, quando se aplica um potencial constante 1,05
V no sentido negativo os farmacos que apresentam um potencial cerca de -0,8 V séo
os ansioliticos e os diuréticos, 0s anorexigenos e o0s antidepressivos nao
apresentam. Agora, aplicando um potencial constante de -1,05 V no sentido
positivo, temos um potencial de + 0,95 V para os diuréticos e um potencial de — 0,9
V para os ansioliticos. Ja os antidepressivos e 0s anorexigenos possem potenciais
de picos semelhantes, mas podem ser diferenciados entre si, como mostrado na
Tabela 11.
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Tabela 11 - Potenciais de pico de cada analito por VIM.

E, E, E, Ep Ep Ep Ep Ep
(MvV)*  (mVv)*  (mV)* (mV)* (mV)F (V)" (mV)° (mV)°

Anfepramona +200 -550

Femproporex +200 -550 -700

Sibutramina +850 +200 -550

Bupropiona +200 -200 -550

Fluoxetina +200 -500  -650

Sertralina +200 -500 -650 +100 -250 -650

Paroxetina +950 +250 -500 +150

Diazepam +900 +200 -550 -900 -900

Bromazepam +150 -600 -600  -900

Clonazepam +550 0 -550 -450  -950

Lorazepam +150 -550 -650  -950

Flurazepam +1000 +200 -550 -900

Midazolam +250 -400 -850 -850

Alprazolam -500 -850 -800

Clordiazepoéxido +200 -550  -900 -900

Hidroclorotiazida +1000 +200 -550 0 -850

Furosemida +450  +150 -550 +100 -850
+950

Clortalidona +950 +150 -550 -900

Amilorida 0 -550 +200 O -200

Espirolactona +950 +150 -550

Varredura de potencial iniciada em -1,05 V no sentido positivo a uma freqiiéncia de 5 Hz.

® Varredura de potencial iniciada em +1,05 V no sentido negativo a uma frequéncia de 5 Hz.



Critérios para rastrear as classes de adulterantes em formulagdes fitoterapicas usando VIM

]

Potencial iniciado em +1.05 V (=)

Potencial iniciado em -1.05V (<)

Pico cercade -0.8V (=)

Pico cercade + 0,95 V (<)

Sim

l N3o

Anorexigenos

Antidepressivos

Ansioliticos
Diuréticos

Um pico Um pico
Diuréticos Ansioliticos

l

Pico em-0.9V (&)

Figura 16 - Critérios de diagnésticos para identificar diferentes classes de adulterantes em
formulagbes a base de plantas utilizando SWV. Os simbolos < e = indicam os wltamogramas
registrados em um potencial de -1,05 V no sentido positivo e de +1,05 V no sentido negativo,

respectivamente.

5.1.1.5 Aplicagdo em amostras reais de formulagdes farmacéuticas naturais

O meétodo desenvolvido foi aplicado no scrennig de 49 amostras de

formulagbes farmacéuticas naturais, comercializadas em diferentes estados do

Brasil. Das 49 amostras estudadas 15 apresentaram provavel adulteracdo por

diuréticos, ansioliticos e anorexigenos, como mostrado na Tabela 13.
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Tabela 12 — Amostras adulteradas com o respectivo adulterante encontrado.

Amostra Composicao Adulterante
7 Caralluma fimbriata 500mg Furosemida
12 Caralluma fimbriata 500mg Furosemida
26 Phaseolus vulgaris 400 mg, Lorazepam
25 Slendesta™ 250mg Lorazepam
19 Garcinia cambogia 250mg, Chitosan 250mg Femproporex
20 Chitosan 400mg, Vitamina C 100mg Lorazepam
36 Centella asiatica, Spirulina maxima, Cynara Furosemida
scolymus, Garcinia cambogia

15 Centella asiatica 100 mg, Cynara scolymus 100 Lorazepam

mg, carboxymethylcellulose 200 mg, Rhamnus

purshiana 100 mg, Spirulina maxima 200 mg
22 Centella asiatica, Paullinia cupana Kunth, gelatin Furosemida
21 Nao declarado Lorazepam
37 Chitosan 500mg Femproporex
27 Chitosan, Spirulina maxima, citric acid Lorazepam
39 Caralluma fimbriata 500 mg Furosemida
34 Gelatin, Rhamnus purshiani, Spirulina maxima, Furosemida
Equisetum arvense L., Plantago psyllium L.,

Fucus vesiculosus L., Ptychopetalum olacoides

B., Echinodorus macrophyllus, Centella asiatica
67 Fucus vesiculosus L, Rhamnus purshiana, Hidroclorotiazida

Cassia angustifolia, Centella asiatica, ranitidina,
triptofano, Cordia Salicifolia, Hidroclorotiazida




A Figura 17 mostra um caso de adulteracdo por um ansiolitico (lorazepam).
Na Figura 18 temos um caso de adulteracdo por um anorexigeno (femproporex) e na
Figura 19 temos um caso de adulteracdo por um diurético (furosemida) nos trés
casos € possivel verificar que os voltamogramas dos adulterantes e das amostras

adulteradas sé&o praticamente idénticos, confirmando assim a adulteracéo.

E /W vs. AgCliAg

Figura 17 - SWV iniciada em 1,05 V no sentido positivo para PIGE modificado com: (a) amostra 15,
(b) amostra 20 e (c) padrao de lorazepam. Eletrélito tampéao acetato 0.25 M. Incremento de potencial
4 mV; amplitude de onda de 25 mV, frequéncia de 5 Hz, wltamogramas obtidos apés a aplicacdo de
um potencial redutor (-1,05 V) durante 90 s, a frequéncia de 5 Hz.
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(c)

E /W vs. AgCliAg

Figura 18 - SWYV iniciada em 1,05 V no sentido positivo para PIGE modificado com: (a) padrdo do
femproporex, (b) amostra 37, (c) amostra 19. Eletrélito tampdo acetato 0.25 M. Incremento de
potencial 4 mV; amplitude de onda de 25 mV, frequéncia de 5 Hz, wltamogramas obtidos apds a
aplicacdo de um potencial redutor (-1,05 V) durante 90 s, a frequéncia de 5 Hz.
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PN

10 pA

+1.2 0 -1.2
E /W ws. AgCliAg

Figura 19 - SWV iniciada em 1,05 V no sentido positivo para PIGE modificado com: (a) amostra 7, (b)
padrao furosemida, (c) amostra 12. Eletrélito tampédo acetato 0.25 M. Incremento de potencial 4 mV;
amplitude de onda de 25 mV, frequéncia de 5 Hz, wltamogramas obtidos ap6s a aplicagcdo de um
potencial redutor (-1,05 V) durante 90 s, a frequéncia de 5 Hz.

5.1.1.6 Estudo quantitativo

Para fazer a quantificacdo dos analitos nas amostras em estado solido foi
necessario realizar primeiro um estudo do composto de referéncia a ser utilizado,
sendo que este deve apresentar uma resposta eletroquimica diferente daquela do
composto de interesse. Foram selecionadas trés substancias, ferroceno, azul da
Prussia e indigo. A Figura 20 compara os trés compostos. O indigo foi o composto

selecionado por apresentar uma intensidade de sinal maior.

83
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E IV vs. AgCl/Ag

Figura 20 - SWV para a amostra de ervas enriquecida com diazepam e sepiolita (a) indigo, (b), azul
da Prussia, (c) ferroceno, ligado ao pige imerso em tampdo acetato de sédio aquoso 0,25 M, em pH

4,75. Potencial iniciado em 1,05 V. Incremento de potencial de 4 mV, amplitude de onda de 25 mV,
freqiiéncia de 5 Hz.

Para os ensaios de recuperacdo normalmente é utilizado o método de adicao

de padrdo, mas este apresentou alguns problemas na parte de recuperacdo da

amostra, apresentando valores superiores ao adicionados, como estamos

trabalhando com amostras em estado solido, a completa homegeneizacdo da
amostra € complicada.

Entdo foi proposto um método de diluicho do padrdo adicionado. A

guantificacdo foi realizada através da diluicdo da amostra ao invés da sucessiva

adicao de padrado. A diluicdo da amostra sélida foi realizada com sepiolita, sendo que
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esta ndo apresenta nenhum pico capaz de interferir na medida.

Foram realizadas trés diferentes medidas de intensidade de pico para fazer a
quantificacdo das amostras, como pode se verificar na Figura 21, onde X € analito
em estudo e IN1/IN2 é o composto de referéncia.

E /V vs AgCliAg

Figura 21 - SWV para a amostra de plantas enriquecida com clordiazepéxido (x), sepiolita e indigo
em contato com tampéao acetato de sédio aquoso 0,25 M, em pH 4,75. Potencial iniciado em 1,05 V.
Incremento de potencial de 4 mV, amplitude de 25 mV, frequéncia de 5 Hz. (a-c) Trés linhas de base
possiveis para medi¢cdes de corrente de pico.

O método de diluicio do padrdo adicionado foi aplicado para as
quantificacbes de 6 amostras fortificadas com farmacos sintéticos (alprazolam,
midazolam, diazepam, paroxetina, bupropiona e sertralina). As recuperacdes das
amostras ficaram na faixa de 83 a 116%. A quatificacdo das amostras foi realizada
apenas para mostrar que € possivel quantifcar amostras em estado sélido. O escopo
deste capitulo do trabalho ndo envolve essa etapa, uma vez que o método foi
desenvolvido com o objetivo de fazer um screening das amostras. Apesar de ser
possivel a quantificacdo, esta ndo é viavel analiticamente, jA& que o tempo utilizado

para a homogeneizacdo da amostra é grande (DOMENECH-CARBO et al., 2013).
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5.2 Voltametria de redissolucéo catddica

5.2.1 Comportamento voltamétrico dos farmacos no HMDE

Para otimizar os sinais voltamétricos das trés classes de farmacos estudadas
anorexigenos (anfepramona, femproporex e sibutramina), antidepressivos
(bupropiona, paroxetina, sertralina e fluoxetina) e ansioliticos (alprazolam,
bromazepam, midazolam, medazepam, flurazepam, lorazepam, clordiazepoéxido,
diazepam e clonazepam), os parametros pH, potencial de deposicdo e tempo de
deposicdo foram avaliados. O medazepam foi utilizado apenas no método por
AdCSV, pois ndo se conseguiu mais o padrao para utilizar no desenvolvimento dos

outros métodos.

5.2.1.1 Influéncia do pH

Neste estudo observou-se o sinal voltamétrico de cada farmaco em tampéao
Ringer o qual ja foi estudo em trabalho anterior (CORREIA, 2008), variando-se o pH
de 6 a 12. O procedimento consistiu em adicionar a célula voltamétrica 10 mL do
eletrélito mais 20 mg L™ dos farmacos em estudo. As medidas foram feitas por
voltametria de pulso diferencial (DPV), adotando-se a varredura catddica dos
potenciais (50 mV s?) de -0,1 a -1,9 V e amplitude de pulso de -50 mV. Os
resultados sao apresentados na Figura 22, que mostra o comportamento do sinal
voltamétrico para cada farmaco em funcdo do pH do eletrélito. Um deslocamento do
pico voltamétrico de cada farmaco no sentido catodico durante a varredura de
potenciais foi observado com o aumento do pH. O deslocamento do pico
voltamétrico para valores de potenciais mais negativos com o aumento do pH indica
o envolvimento de prétons (H+) na reagdo de transferéncia de elétrons com o
eletrodo (ZUMAN,1969). Dos 16 farmacos em estudo 4 deles apresentaram

intensidade de pico muito pequena que sao, o femproporex, sibutramina, paroxetina
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e a sertralina, sendo assim, o método foi desenvolvido s6 com os 12 farmacos
restantes.

A Figura 22 indica também a possibilidade de separar os adulterantes
estudados em grupos quanto aos seus picos voltamétricos especificos. Obtendo-se
sete grupos distintos, grupo 1 com o clonazepam (-0,65 V), 0 grupo 2 com o0
bromazepam (-0,9 V), o grupo 3 com o alprazolam, midazolam e flurazepam (-1,1 V),
0 grupo 4 com o lorazepam, clordiazepoxido, medazepam e diazepam (-1,2 V), o
grupo 5 com a bupropiona (-1,4 V), o grupo 6 com a anfepramona (-1,6 V) e o grupo
7 com a fluoxetina (-1,75 V). De acordo com estes resultados, o tampao Ringer em
pH 10,0 foi escolhido como eletrdlito suporte para as experiéncias subsequentes,
uma vez que permitiu a separacdo de picos voltamétricos das 12 drogas estudadas
em grupos de diferentes classes farmacologicas, assim como o registo dos
voltamogramas com uma linha de base de baixo ruido e maior sinal de corrente de

pico.

-1,8
1,6 F
14 F
—E— FLUOXETINA
12k —@— ANFEPRAMONA
—A— CLONAZEPAM
g\ F —¥— BROMAZEPAM
o 10k —— FLURAZEPAM
’ —p— ALPRAZOLAM
L —4@— MIDAZOLAM
—@— DIAZEPAM
-0,8 - —@— MEDAZEPAM
—— CLORDIAZEPOXIDO
—@— LORAZEPAM
-0,6 | BUPROPIONA
0,4
1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
6 7 8 9 10 11 12 13

pH

Figura 22 - Influéncia do pH no comportamento woltamétrico dos ansioliticos, antidepressivos e
anorexigeno estudados em tampé&o Ringer 0,1 mol L™
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5.2.1.2 Estudo do potencial de deposicao

O potencial de deposicao foi estudado em uma faixa de 0,1 a— 1,0 V, ja que
este influéncia diretamente na seletividade e sensibilidade das medidas
voltameétricas por AdCSV, o potencial escolhido foi de — 0,1 V. Observou-se que este
ndo influénciou significativamente na corrente de pico em um tempo de deposicao
de 15 s, este fato estad provavelmente relacionado com a facil adsor¢cdo de todos os
farmacos no HMDE na gama de potencial de 0,1 a — 1,0 V. O efeito do potencial de
deposicdo no sinal voltamétrico dos farmacos estudados esta mostrado na Figura
23.

—l— Clonazepam

—@— Bromazepam

—&A— Flurazepam/Alprazolam/Midazolam

—W— Diazepam/Clordiazepoxido/Medazepam/Lorazepam

—<— Bupropiona
-250 —p— Anfepramona
—4@— Fluoxetina
-200
-1580 -
<
£
4100 |
-50 |- >
e ol D e -
| ) << —Q—
0 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 -200 -400 -600 -800 -1000
E (mV)

Figura 23 - Estudo do potencial de deposi¢cdo; V= 50 mV s™ Tg= 15 s. Solugéo de medida: 10 mL de
tampao Ringer 0,1 mol LY pH 10. clonazepam, bromazepam e bupropiona 2 mg L™ flurazepam,
alprazolam, midazolam, diazepam, clordiazepéxido, medazepam, lorazepam e fluoxetina 0,4 mg L ;
anfepramona 4 mg L™
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5.2.1.3 Estudo do tempo de deposicao

O tempo de deposicao foi estudado em uma faixa de potencial de 0 a 90 s
como mostrado na Figura 24, optou-se por um tempo de 15 s ja que este ndo teve
uma influéncia significativa na corrente de pico dos farmacos estudados. Este efeito
observado deve-se provavelmente ao fato de a adsor¢cdo dos ansioliticos no HMDE
ser relativamente fraca e, ainda, de a corrente de reducao resultante ser fortemente
influenciada pelas espécies presentes na camada de difusdo (ndo-adsorvidas)
(CARVALHO, 2010).

—l— Clonazepam

—@— Bromazepam

—A— Flurazepa/Alprazolam/Midazolam

-200 —W¥— Diazepam/Clordiazepoxido/Medazepam/Lorazepam
—<¢— Bupropiona

—p— Anfepramona

—4)— Fluoxetina

-150

-100

I(nA)

- e+
A\A/A\‘/A\‘\A\‘
e e
e e A

50

e o NN SN
= L NN
0 ' O — I
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Figura 24 - Estudo do tempo de deposicdo para os 12 farmacos estudados; clonazepam,
bromazepam e bupropiona 2 mg L™ flurazepam, alprazolam, midazolam, diazepam, clordiazepdxido,
medazepam, lorazepam e fluoxetina 0,4 mg L™ anfepramona 4 mg L™ Solugdo de medida: 10 mL de
tampé&o Ringer 0,1 mol L™

As condicBes otimizadas para a determinacédo dos 12 farmacos estudados por
voltametria adsortiva de redissolucdo catédica foram as seguintes: eletrélito de
trabalho tamp&o ringer 0,1 mol L™ (pH 10,0), tempo de deposicdo de 15 s, potencial

de deposicdo de — 0.1 V, varredura catédica dos potenciais (50 mV st) de - 0.1 a -
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1.9 V e amplitude de pulso de -50 mV. A Figura 25 mostra o voltamograma com a
mistura dos 12 farmacos estudados com as condi¢cdes otimizadas. A Figura 26

mostra um voltamograma do eletrolito de trabalho sem a presenca dos analitos em

estudo.

-200 |
-150 |
<
= -100 |

Clonazepam

Bromazepam

Diazepam
Clordiazepdxido
Medazepam

Lorazepam

Fluoxetina

Anfepramona

Flurazepam
Alprazolam
Midazolam

Bupropiona

-1.0 -1.2 -1.4 -1.6 -1.8

Figura 25 - Sinais wltamétricos da mistura dos 12 farmacos. Tampéao Ringer 0,1 mol LY, V=50mV s

! T,=15s, E4=-0.1V.
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Figura 26 — Voltamograma do eletrdlito de trabalho sem a presenca dos analitos. Tampao Ringer 0,1
mol L*, v=50mV s, T;=15s, Eq=-0.1 V.

5.2.2 Validagdo do método

5.2.2.1 Especificidade do método

A influéncia dos outros possiveis adulterantes em formulacées para a perda
de peso foi investigada para avaliar a real aplicabilidade do método em amostras
adulteradas contendo os 12 farmacos estudados. Sendo que, as interferéncias
possiveis poderiam ser causadas por farmacos sintéticos que possuem um
comportamento voltamétrico semelhante no HMDE, bem como pelos materiais a
base de plantas que conttm compostos naturais eletroativos. Considerando as
possiveis interferéncias de outros farmacos, diuréticos (furosemida, hidroclorotiazida,
espironolactona, amilorida e clortalidona) e laxantes (fenolftaleina e bisacodil) foram
investigados, jA que eles também podem estar presentes como coadjuvantes em

formulacdes para a perda de peso. E importante ressaltar que esses farmacos
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diuréticos e laxantes sdo os medicamentos mais prescritos para estes fins, sendo
também farmacos de custos relativamente baixos. Entre 0s sete possiveis
interferentes sintéticos aqui estudados, dois deles apresentaram picos voltamétricos
perto do bromazepam e da bupropiona. Assim, fenolftaleina / bromazepam reduzido
em — 0,9 V e espironolactona/bupropiona em — 1,4 V. Mesmo com estas possiveis
interferéncias, o0 método é valido, considerando que entre 12 medicamentos
analisados, apenas dois deles sofreram interferéncias de outras classes de drogas,
se considerarmos o método voltamétrico proposto apenas para fins de screening.
Assim, os adulterantes podem ser confirmados por outro método, um método de
separacdo. Considerando-se que o método proposto é de baixo custo, sensivel,
rapido e nao requer etapas de preparacdo da amostra / limpeza demorada, esta é
uma ferramenta muito importante para o estudo da adulteracdo de produtos naturais
para a perda de peso contendo pelo menos 10 adulterantes especificos.

Outros compostos investigados como possiveis interferentes neste trabalho
estdo relacionados com a matéria-prima (planta) presentes nas formulacdes. Foram,
analisadas 21 espécies de ervas que podem ser considerados as mais utilizadas em
formulacbes de medicamentos fitoterapicos comercializados para perda de peso.
Citrus aurantium L., Amorphophallus konjac, Plantago psyllium L., Chlorella
pyrenoidosa, Paullinia cupana Kunth, Baccharis trimera, Cassia angustifolia, Cynara
scolymus L., Caralluma fimbriata, Cassia homame, Phaseolus vulgaris, Centella
asiatica, Cammelia sinensis, Cordia Eucalyculata Vell., Garcinia cambogia, Fucus
vesiculosus L., Spirulina maxima, Chitosan, Rhammus purshiana, Ephedra sinica
Stapf. O Unico material sintético estudado como interferente foi o picolinato de

cromo.

Além disso, é muito provavel que pelo menos um deles estara presente como
produto ativo natural para a perda de peso. Entre as 21 ervas analisadas, apenas
sete delas apresentaram picos voltamétricos semelhantes a uma das 10 drogas
estudadas. Isso significa que a determinacdo de adulterantes em formulacdes
contendo essas espécies de ervas podem sofrer interferéncia dos componentes da
matriz. A Figura 27 mostra um diagrama esquematico que contém a sequéncia de
critérios de diagndstico proposto para discernir entre as diferentes classes de

adulteracbes e matérias-primas que podem interferir na medi¢cdo voltamétrica. O
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grupo 1 (clonazepam) tem um potencial de pico de — 0,65 V e sofre interferéncia de
pyrenoidosa Chlorella e Cassia angustifolia . O grupo 4 (diazepam, clordiazepoéxido ,
medazepam e lorazepam) tem um potencial de pico de — 1,2 V e sofre interferéncia
de Cassia nomame, Ephedra sinica Stapf € Rhammus purshiana. O grupo 5
(bupropiona) e grupo 6 (anfepramona) ndo sofrem interferéncia de quaisquer
espécies de ervas. De acordo com a Figura 27, a determinacdo seletiva de
adulterantes em formulacdes a base de plantas deve ter em conta a composi¢cédo a

base de plantas da amostra, em alguns casos. Como exemplo, a determinacao do
clonazepam como adulterante numa formulacdo contendo pyrenoidosa Chlorella e

Cassia angustifolia ndo é possivel, uma vez que lhe falta seletividade.
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Figura 27 - Critérios de diagnéstico para a identificacdo sequencial de diferentes classes de
adulterantes em formulacdes a base de plantas usando AJCSV.

5.2.2.2 Linearidade

A linearidade esta relacionada com a capacidade do método em fornecer

resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame

dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (RIBANI et al., 2004). Neste trabalho,

a curva analitica foi feita através da adicdo de seis pontos, e cada ponto foi

adicionado em triplicata, obtendo-se um coeficiente de determinacédo acima de 0,99

para os doze farmacos sintéticos como mostrado na Tabela 14.
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Tabela 13 - Resultados obtidos para a faixa linear e o coeficiente de determinacao

para os 12 farmacos.

Farmacos Faixa Linear (mg L™) Coeficiente de
determinacéo (r?)

Clonazepam 04-424 0,999
Bromazepam 04-324 0,999
Flurazepam 3,2-19,2 0,995
Alprazolam 3,2-19,2 0,995
Midazolam 3,2-19,2 0,995
Diazepam 16 -19,6 0,994
Clordiazepoxido 1,6 -19,6 0,994
Medazepam 16-19,6 0,994
Lorazepam 16 -19,6 0,994
Bupropiona 04-144 0,999
Anfepramona 4,0-46,0 0,999
Fluoxetina 24-54 0,996

5.2.2.3 Precisao e exatidao

A precisao esta relacionada com a repetibilidade da medida, ou seja, a
dispersdo dos resultados entre ensaios independentes de uma mesma amostra. E
isso é calculado através da formula abaixo (1), onde (RSD) é o desvio padrdo

relativo também conhecido como coeficiente de variacao (CV), (S) € o desvio padrao

absoluto e ) é a media aritmética (RIBANI et al., 2004). A preciséo foi calculada
neste trabalho, através da adicdo da mesma concentra¢do cinco vezes, obtendo-se

o desvio padréo relativo.
RSD (%) ou CV (%) =2 X 100 (
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A exatidado representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (RIBANI et al., 2004). A exatidao foi calculada, neste trabalho, através da
adicdo de padrao, adicionando-se cinco vezes a mesma concentracdo, a equacao
da reta (y= ax + b) foi usada para determinar a recuperacdo (%), onde a area é
representada por (y) e a concentragcéo (X).

Os resultados obtidos para a precisdo e a exatiddo encontram-se na Tabela
15.

Tabela 14 - Precisao e exatiddo dos farmacos estudados.

Farmacos Precisdo (RSD %) Exatidado (%)
Clonazepam 6,69 100,67
Bromazepam 2,56 105,13
Flurazepam 4,25 93,41

Alprazolam 4,25 93,41

Midazolam 4,25 93,41

Diazepam 5,44 96,06

Clordiazepoxido 5,44 96,06
Medazepam 5,44 96,06

Lorazepam 5,44 96,06
Bupropiona 1,40 98,02
Anfepramona 2,21 88,25

Fluoxetina 2,95 109,07

5.2.2.4 Limite de deteccdao (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

O limite de deteccdo representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada (RIBANI et

al., 2004). O limite de deteccao foi calculado através da adi¢cdo de cinco replicas,
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utiizando a formula abaixo (2). Onde o desvio padrdo é (S), e o coeficiente angular

da curva analitica é (b).

1D =225 @

O limite de quantificagéo representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser determinada com um nivel de incerteza aceitavel (RIBANI et
al., 2004). O limite de quantificacdo foi determinado através da adi¢cdo de cinco
replicas, utilizando a férmula abaixo (3). O desvio padréo é representado por (S) e o

coeficiente angular da curva analitica por (b).

10 XS (3
b

LQ =

Os limites de deteccao e quantificacdo obtidos se encontram na Tabela 16.
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Tabela 15 - Limites de deteccao e quantificagcdo dos farmacos sintéticos estudados.

Farmacos Limite de deteccéo Limite de
(mg LY quantificacdo (mg L)
Clonazepam 0,011 0,037
Bromazepam 0,021 0,070
Flurazepam 0,013 0,044
Alprazolam 0,013 0,044
Midazolam 0,013 0,044
Diazepam 0,010 0,033
Clordiazepéxido 0,010 0,033
Medazepam 0,010 0,033
Lorazepam 0,010 0,033
Bupropiona 0,051 0,17
Anfepramona 0,11 0,36
Fluoxetina 0,48 1,58

5.2.3 Aplicacao analitica

O método proposto foi empregado para a analise de 99 amostras de
formulacGes a base de plantas comercializadas para o tratamento de obesidade em
diferentes estados. Primeiramente foi realizado um screening de todas as amostras
para identificar a adulteracdo com qualquer uma das 12 drogas estudadas. Entre as
amostras estudadas rastreadas através do método proposto, 5 apresentaram picos
voltamétricos bem definidos relativos a pelo menos um dos adulterantes estudado.
Nas amostras, foram encontrados os adulterantes o clonazepam e bromazepam. Na
Figura 28 pode-se observar o voltamograma obtido para uma amostra contendo o
clonazepam como composto ndo declarado na sua composi¢cdo. Duas amostras
contendo bromazepam como adulterante foram identificadas (Figura 29 a 30). No
entanto, a fenolftaleina pode interferir nessa determinacdo, portanto, utilizou-se um

método de separacdo para poder identificar qual substancia estava presente, e
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nestas identificamos a presenca de fenolftaleina. A Tabela 17 mostra as amostras
adulteradas com as suas respectivas composicoes e o0 adulterante determinado pelo
método de adicdo de padrdo. Se comparada com a dose terapéutica prevista das
drogas (DEF, 2007/2008), os adulterantes adicionados as formulagéo, estdo, em
concentracdes proximas da dose minima. No entanto, a distribuicdo dos farmacos
entre as capsulas que contenham espécies de ervas ndo pode ser considerada
homogénea, 0 que explica os valores determinados acima da dose maxima prescrita

em alguns casos.

Adi¢do 30 pg L

125 nA Adigdo 20 pg Lt

Adigdo 10 pg L

Amostra

0.5 -1.0 -15
E(V)

Figura 28 - Amostra 26 adulterada com clonazepam. Composi¢do da amostra, esta descrito na tabela
17. Tampéo Ringer 0,1 mol Lt pH 10,0, V=50mV s-1, Td =15s, Ed=-0.1 V.
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(B)

500 nA

Adicdo 150 pg L?

Adicdo 100 pg L

Adicdo 50 ug L?

Amostra

Figura 29 - Amostra 87 adulterada com fenolftaleina. Composi¢éo da amostra, esta descrito na
tabela 17. Tampao Ringer 0,1 mol Lt pH 10,0, V=50 mVs-1, Td =15 s,Ed=-0.1 V.

-1.0
E(V)

200nA

Adicdo 150 ug L?

T

Adicdo 100 ug L

Adicdo 50 ug L}

Amostra

-0.5

-1.0
E(V)

-1.5

Figura 30 - Amostra 88 adulterada com fenolftaleina. Composi¢cdo da amostra, esta descrito na tabela
17. Tampéo Ringer 0,1 mol LY, pH 10,0, V=50 mVs-1, Td =15 s,Ed=-0.1 V.
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Tabela 16 - Determina¢do quantitativa de farmacos sintéticos em amostras reais.

Amostra Composicéo

Adulterante

Quantidade
(mg g™)

Ingestao

diaria
(mg)®

Dose
terapéutica
(mg)”

26 Phaseolus vulgaris L
400mg

75 Nao declarado

87 Carnitina 45mg,
methionina 50mg,cynara
40mg,l-lisina 20mg,
nicotinamida 15mg,
picol.cromo 80mcg, bit
colina 150mg, betaina
35mg, inositol 80mg,
pant. Calcio 10mg, acido
félico 150mg, vit b6 10
mg

88 Centella asiatica (L.)
150mg, Rhammus
purshiana 5mg CM.

cellulose 40mg,
asiaticoside 20 mg,
Fucus vesiculosus L
90mg , asp. potassium
5mg, collagen 100mg,
citrus aurantium L. 80mg

101 Cynara scolymus L.,
Centella asiatica (L.),
Garcinia cambogia,
Equisetum giganteum L.,
Rhammus purshiana,
Fucus vesiculosus L,
Spirulina maxima,
Gracilaria confervoides
L.

Clonazepam

Clonazepam

Fenolftaleina

Fenolftaleina

Clonazepam

0,168

1,849

3,232

1,546

0,423

0,335

5,547

12,928

6,184

1,269

0,5-2,0

0,5-2,0

50-200

50-200

0,5-2,0

?Dose diaria indicada pelo fabricante.
b - ;-
Dose diaria recomendada por médicos.
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5.3 Cromatografia Liquida de Par lI6nico (IPC)

5.3.1 Otimizacao do método

Foram analisados pelo método de IPC proposto 5 classes de farmacos:
anorexigenos (anfepramona e sibutramina e femproporex), antidepressivos
(bupropiona, fluoxetina, paroxetina e sertralina), ansioliticos (alprazolam,
bromazepam, flurazepam, lorazepam, clordiazepéxido, diazepam, midazolam e
clonazepam), diurético (furosemida) e laxantes (fenolftaleina e bisacodil).

A otimizacdo para a separacdo desses farmacos envolveu primeiramente o
estudo do comprimento de onda adequado a ser utilizado. 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 absorcdo molecular de cada farmaco para a
escolha de um comprimento de onda que fosse capaz de detectar satisfatoriamente
todos os farmacos em estudo, a partir de solugdes metanolicas dos padrdes a uma
concentracdo de 10 mg L. Apés o estudo do comprimento de onda de deteccéo de
cada analito pelo espectrofotometro HP, optou-se pelo comprimento de onda de 230
nm o qual mostrou-se mais adequado, mas o femproporex foi o Unico que nao teve
boa absorcdo nesse comprimento de onda, entdo optou-se por retirar 0
femproporex.

Apos o estudo do comprimento de onda, se passou para a otimizacdo da fase
movel, inicialmente foi utilizada a eluigdo isocratica a fim de verificar qual a melhor
fase movel, o pH 4,0 foi fixado inicialmente, onde em trabalho anterior foi o pH
estudado com analitos semelhantes (LIMA, 2009), foram testados acetonitrila (ACN),
metanol (MeOH), dodecil sulfato de sodio (SDS) e tetrahidrofurano (THF). Os testes
iniciais foram com acetonitrila/agua, metanol/dgua, tetrahidrofurano/dgua e a mistura
de tetrahidrofurano/agua/acetonitrila em diferentes propor¢cées, como mostrado na
Tabela 18.
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Tabela 17 — Proporc¢des dos solventes e pH estudados.

ACN:H,0 MeOH:H,0 THF:H,O THF:ACN:H,O
20:80 40:60 25:75 (pH 2,0a6,0) 10:30:60 (pH 2,0 a6,0)
25:75 50:50 30:70 (pH 2,0a6,0) 20:20:60 (pH 2,0 a 6,0)
30:70 55:45 40:60 (pH 2,0 a6,0)
40:60 (pH 2,0a6,0) 60:40 (pH 2,02a6,0)
50:50 65:35
60:40

Apoés a realizacdo do estudo dos solventes se passou para o estudo do pH,
foram selecionados as melhores propor¢gdes de solventes e se variou o pH de 2,0 a
6,0, como mostrado na Tabela 18. Apés o estudo, pode-se verificar que a condicéo
THF:ACN:H20 (10:30:60) em pH 4,0, fluxo 0,5 mL/minuto foi a melhor, apresentando
uma boa estabilidade na linha de base e dentre as condi¢des estudadas foi a que
apresentou uma melhor separagdo, como mostrado na Figura 31. Como pode se
visualizar na Figura 31, os 14 farmacos coeluem entre si, entdo, a fim de poder
identificar os farmacos dividiu-se estes em dois grupos, o grupo dos ansioliticos e o
grupo dos anorexigenos e antidepressivos, como mostrado no cromatograma da

Figura 32.
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Figura 31 - Cromatograma com os 14 farmacos, alprazolam, clonazepam lorazepam, midazolam e
diazepam (20 mgL’ ) bromazepam e flurazepam (50 mgL ) anfepramona clordiazepdxido,
fluoxetina, sibutramina, sertralina, paroxetina e bupropiona (200 mgL’ ) Condi¢des: THF:ACN:H,O
(10:30:60) em pH 4,0, fluxo 0,5 mL/minuto.
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Figura 32 - Cromatograma (A) 8 ansioliticos, 1-midazolam; 2-flurazepam; 3-clordiazepéxido; 4-
bromazepam; 5-alprazolam; 6-lorazepam; 7-clonazepam; 8-diazepam. (B) 1-paroxetina; 2-sertraling;
3-sibutramina; 4-fluoxetina; 5-bupropiona; 6-anfepramona. Condi¢c8es: alprazolam, clonazepam,
lorazepam, midazolam e diazepam (20 mgL'l), bromazepam e flurazepam (50 mgL'l), anfepramona,
clordiazepoxido, fluoxetina, sibutramina, sertralina, paroxetina e bupropiona (200 mgL'l). Condic¢des:
THF:ACN:H,O (10:30:60) em pH 4,0, fluxo 0,5 mL/minuto.

A fim de melhorar o problema de coeluicdo, optou-se primeiramente pelo
estudo do gradiente, varias combinacdes de solventes foram testadas em diferentes
concentragcdes, mas o0 problema de coeluicdo persistiu. Entdo foi realizado um
estudo da formacédo de par ibnico. Para isso, foi adicionado dodecil sulfato de sodio
(SDS) a fase movel. Variou-se as concentra¢cbes de 0,065; 0,075; 0,08; 0,8; 0,1;

0,14; 0,15; 0,2 mol L. Pode-se verificar que a concentracéo de 0,14 mol L, foi a
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que apresentou uma melhor separacdo, 0 Unico inconveniente € que esta condicdo
dobrou o tempo de corrida de 30 minutos para 70 minutos (Figura 33).

Como pode-se verificar na Figura 34, 3 analitos foram adicionados ao
cromatograma, a furosemida (diurético) a fenolftaleina e o bisacodil (laxantes). A
furosemida foi encontrada em varias amostras pelo método VIM e no método
AdCSV teve um laxante (fenolftaleina) como interfere com o bromazepam, se
decidiu adicionar este diurético e os dois laxantes que sdo bastante utilizados em

casos de adulteragao a fim de poder confirmar a presenga dos mesmos.
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Figura 33 - Cromatograma com os 14 farmacos, alprazolam, clonazepam, lorazepam, midazolam e
diazepam (20 mg L'l), bromazepam e flurazepam (50 mg L'l), anfepramona, clordiazepéxido,
fluoxetina, sibutramina, sertralina, paroxetina e bupropiona (200 mg L'l). Condi¢des: THF:ACN:H,O
(10:30:60) em pH 4,0, SDS 0,14 mol L, fluxo 0,5 mL/minuto.
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Nos cromatogramas das Figuras 33 e 34 observa-se o efeito da formacéo de
pares ibnicos com os farmacos em estudo na presenca do tensoativo aniénico SDS.
Portanto, com a adicdo de um tensoativo a fase movel, formam-se pares de ions ndo
carregados, 0s quais sdo retardados pela fase estacionaria por interacdes
hidrofébicas. O tensoativo se aloja na fase estacionaria, transformando efetivamente
a fase estacionaria em um trocador de ions. O mecanismo de retengdo é governado
pela atracdo das moléculas do soluto e da fase mével (determinado pelo pH da fase
movel e pelo valor de pKa do soluto).

Sendo assim, os farmacos que mostraram uma maior variacdo com a adi¢cao
do tensoativo foram 0s anorexigenos e os antidepressivos, além do flurazepam e o
clordiazepoxido, pois apresentaram um aumento na retencdo, 0 que ja era esperado
jA& que sao espécies catibnica (bases protonadas). Os antidepressivos e 0s
anorexigenos apresentam maiores valores de pKa e em pH acido o grau de
protonacdo € maior, fazendo com que estes figuem mais tempo retidos, como
mostrado na Tabela 19. Assim, quanto maior o pKa maior o potencial de ionizacao

(protonacao) e de retencdo das espécies estudadas.

Tabela 18 — Pka e tempo de retengdo dos farmacos em estudo versus potencial de
ionizacao.

Farmaco Tempo de retencao pKa Menor
Furosemida 5,25 4,7 ionizagéo
Fenolftaleina 6,08 -

Bromazepam 7,02 2,9 (protonacao)
Alprazolam 8,13 2,4
Clonazepam 8,63 15
Lorazepam 10,33 1,3
Diazepam 11,83 3,33
Anfepramona 13,38 -
Bisacodil 14,58 4,69
Clordiazepoéxido 15,77 4,80
Flurazepam 16,52 8,2 .
Bupropiona 16,95 7,16 Maior

Paroxetina 19,85 9,51 ionizagéo

Fluoxetina 21,63 9,50 .
Sibutramina 22,46 9,69 (protonacédo)

Sertralina 23,65 9,16
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Para resolver alguns problemas de coeluicdo ainda existentes e para tentar
diminuir o tempo de corrida utilizou-se gradiente. Varias combinacdes foram
realizadas, variando as concentracdes dos solventes e do fluxo utilizado, mas néo foi
possivel resolver o problema de coeluicdo entre a bupropiona e o midazolam, entdo
se optou por retirar 0 midazolam, pois em casos de adulteracdo a bupropiona € mais
provavel que esteja presente que o midazolam, ja que este ndo é um dos ansioliticos
mais utilizados. A condicao final esta mostrada na Tabela 20, e o cromatograma na
Figura 34. Na Figura 35 temos um cromatograma do eluente sem a presenca dos
analitos.

Tabela 19 — Condicées otimizadas do gradiente, eluente contendo 0,14 mol L™* SDS,
pH 4,0.

THF ACN H>O Fluxo mL/minuto Tempo corrida (minutos)
5 10 85 1,2 10

10 45 45 2,0 15

15 45 40 2,0 25
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Flgura 34 — Cromatograma com os 16 farmacos alprazolam, clonazepam, lorazepam e diazepam (20
mgL ) bromazepam e flurazepam (50 mgL" ) anfepramona, clordiazepéxido, fluoxetlna furosemida,
bisacodil, fenolftaleina, sibutramina, sertralina, paroxetina e buproplona (200 mgL) Condic¢des
otimizadas estédo descritas na Tabela 20, pH 4,0, contendo SDS 0,14 mol L™ coluna C18.
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Figura 35 — Cromatograma com o eluente, sem a presenca dos analitos em estudos. Condi¢8es
otimizadas estado descritas na Tabela 20, pH 4,0, contendo SDS 0,14 mol L™ coluna C18.

Na cromatografia de par i6nico segundo SNYDER, (2010) ndo € aconselhavel
0 uso de gradiente, pois é necessario um tempo de estabilizacdo maior entre cada
analise, para que os tempos de retencdo sejam reprodutiveis, outro problema é com
relacdo ao acumulo do tensoativo na coluna, por mais intensa que for a lavagem da
coluna, sempre vai ficar um residual do tensoativo (SNYDER et al, 2010), que acaba
interferindo na linha de base, como pode-se visualizar na Figura 34, com o tempo de

uso da coluna alinha de base vai aumentando, devido ao residual do tensoativo.
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5.3.2 Validacdo método

Assim como o meétodo por AACSV passou por um processo de validacao,

também o método por IPC foi avaliado pelos mesmos parametros de validagéo.

5.3.2.1 Especificidade do método

A especificidade do método foi avaliada pela interferéncia de outros farmacos
que poderiam estar presentes em casos de adulteracdo de formulagfes fitoterapicas
emagrecedoras. Os interferentes estudados sao diuréticos (hidroclorotiazida,
clortalidona, amilorida, espirolactona) e  hipoglicémicos (clorpropamida,
glibenclamida, glimepiride, metformina, glipizida). Dos nove interferentes estudados
nenhum interfere no método desenvolvido.

A linearidade do método foi realizada através da construcdo de curvas
analiticas, em seis concentragcbes de trés repeticdes, obtendo-se um coeficiente de
determinacdo de 0,99 para cada farmaco em estudo. A faixa linear da furosemida é
de 5,0 a 250,0 mg L, da fenolftaleina e o bromazepam é de 20,0 a 500,0 mg L™, do
alprazolam, clonazepam, lorazepam e do diazepam é de 5,0 a 500,0 mg L*,
anfepramona é de 40 a 1000 mg L™, do bisacodil, clordiazepdxido, bupropiona,
paroxetina, fluoxetina, sibutramina e a sertralina é de 20,0 a 1000,0 mg L e para o
flurazepam é de 20,0 a 300,0 mg L. A faixa de trabalho escolhida para os 16

farmacos estudados esta mostrado na Tabela 21.
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Tabela 20 — Faixa linear de trabalho e coeficiente de determinacdo dos 16 farmacos.

Farmaco sintético  Faixa Linear (mg L™) re
Furosemida 5,0-100,0 0,999
Fenolftaleina 5,0-100,0 0,999
Bromazepam 40,0-200,0 0,994
Alprazolam 5,0-100,0 0,999
Clonazepam 5,0-100,0 0,998
Lorazepam 5,0-100,0 0,999

Diazepam 5,0-100,0 0,998
Anfepramona 40,0-200,0 0,995
Bisacodil 40,0-200,0 0,990
Clordiazepéxido 40,0-200,0 0,994
Flurazepam 40,0-200,0 0,991
Bupropiona 40,0-200,0 0,991
Paroxetina 40,0-200,0 0,993
Fluoxetina 40,0-200,0 0,995
Sibutramina 40,0-200,0 0,995
Sertralina 40,0-200,0 0,992

5.3.2.2 Precisao e exatidao do método

A precisdo foi calculada, através da injecdo da mesma concentracdo cinco
vezes, obtendo-se o desvio padrdo relativo. J& a exatiddo foi calculada, através da
adicdo de padrao, injetando-se cinco vezes a mesma concentragdo, a equacao da
reta (y= ax + b) foi usada para determinar recuperacdo (%), onde a éarea é
representada por (y) e a concentragdo (x). A fim de verificar a fiabilidade do método
a exatiddo foi calculada para dois pontos distintos da curva. Como os farmacos
absorvem de maneira distinta no comprimento de onda escolhida de 230 nm, foi
necessario utilizar concentracdes diferentes dos mesmos, por isso estes foram
divididos em dois grupos. Grupo 1: ponto 1, 10 mg L para furosemida, clonazepam,

diazepam, fenolftaleina, alprazolam e lorazepam, e 80 mg L™ para bromazepam,
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bisacodil, flurazepam, paroxetina, sibutramina, anfepramona, clrodiazepéxido,
bupropiona, fluoxetina e sertralina. Grupo 2: ponto 2, 20 mg L™ para furosemida,
clonazepam, diazepam, fenolftaleina, alprazolam e lorazepam, e 120 mg L para
bromazepam, bisacodil, flurazepam, paroxetina, sibutramina, anfepramona,
clrodiazepoxido, bupropiona, fluoxetina e sertralina. Os resultados da exatiddo e da

precisdo estdao na Tabela 22.

Tabela 21 — Resultados encontrados para a preciséo e exatidao.

Farmaco sintético Precisdo (%) Exatiddo % (ponto 1) Exatidao % (ponto 2)

Furosemida 3,07 86,45 80,85
Fenolftaleina 4,04 95,36 86,20
Bromazepam 2,09 92,54 88,40

Alprazolam 3,42 100,90 83,25
Clonazepam 0,49 111,20 81,60

Lorazepam 5,77 84,00 83,10

Diazepam 5,05 97,00 82,55
Anfepramona 1,66 102,70 96,59
Bisacodil 4,79 82,20 99,39
Clordiazepoxido 3,35 103,32 117,99
Flurazepam 3,25 96,82 82,39
Bupropiona 5,00 94,16 100,70
Paroxetina 0,65 110,01 97,68
Fluoxetina 5,00 89,06 92,60
Sibutramina 3,89 94,53 105,54
Sertralina 5,12 92,04 96,53
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5.3.2.3 Limite de deteccdao (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo foram calculados através da
injecdo de cinco replicas. Conforme descrito anteriormente, os resultados estdo na
Tabela 23.

Tabela 22 — Valores encontrados para o limite de deteccao e para o limite de
quantificacao.

Farmaco sintético LD (mg L™ LQ (mg L™
Furosemida 0,78 2,59
Fenolftaleina 0,70 2,33
Bromazepam 4,83 16,09
Alprazolam 0,37 1,23
Clonazepam 0,41 1,38
Lorazepam 0,37 1,22

Diazepam 0,99 3,33
Anfepramona 1,89 6,30
Bisacodil 1,92 6,41
Clordiazepoxido 0,73 2,43
Flurazepam 1,63 5,43
Bupropiona 1,70 5,67
Paroxetina 0,62 2,08
Fluoxetina 4,03 13,43
Sibutramina 2,19 7,29
Sertralina 5,18 17,26
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5.3.3 Aplicacao analitica

Dezoito amostras de formulagbes farmacéuticas com fins emagrecedores
foram analisadas pelo método desenvolvido, com o intuito de verificar casos de
adulteracdo com substancias sintéticas, as amostras analisadas pelo método estéao
descritas na Tabela 10. Primeiramente, foi realizado um screening em cada uma das
dezoito amostras, a fim de identificar a adulteracdo com algum dos farmacos
sintéticos estudados. Foram identificados trés casos de adulteracdo (Tabela 24),
todas pela presenca de fenolftaleina como mostrados nas Figuras 36, 37 e 38. As
amostras 87 e 88 ja tinham sido analisadas pelo método AdCSV, as quais s foram
confirmadas pelo método cromatografico.

O adulterante encontrado a fenolftaleina da classe dos laxantes foi retirada do
mercado em 2002 por apresentar propriedades cancerigenas, e mesmo assim ela
continua sendo utilizada, reforcado assim a importancia de um aumento na

fiscalizacdo dos produtos naturais.
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Tabela 23 - Determinagdo quantitativa de drogas sintéticas em amostras reais.

Amostra Composicéo Adulterante  Quantidade Ingestdo Dose
(mg g™ diaria  terapéutica

(mg)* (mg)”

73 Agar agar, vit E, vit C, Fenolftaleina 1,262 2,524 50-200

Phaseolus vulgaris,
Chlorellapyrenoidosa,
furosemida
87 Carnitina 45mg, Fenolftaleina 9,866 39,464 50-200

methionina 50mg,cynara
40mg,l-lisina 20mg,
nicotinamida 15mg,
picol.cromo 80mcg, bit
colina 150mg, betaina
35mg, inositol 80mg,
pant. Calcio 10mg, acido
félico 150mg, vit b6 10
mg
88 Centella asiatica (L.) Fenolftaleina 19,73 78,92 50-200
150mg, Rhammus
purshiana 5mg CM.
cellulose 40mg,
asiaticoside 20 mg,
Fucus vesiculosus L
90mg, asp. potassium
5mg, collagen 100mg,
citrus aurantium L. 80mg

?Dose diaria indicada pelo fabricante.
b - ;-
Dose diaria recomendada por médicos.
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Figura 36 — Cromatograma com a amostra 88 adulterada com a fenolftaleina. Condi¢des otimizadas
estdo descritas na Tabela 20, pH 4,0, contendo SDS 0,14 mol L% coluna C18.
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Figura 37 - Cromatograma com a amostra 87 adulterada com a fenolftaleina. Condi¢des otimiz adas
estdo descritas na Tabela 20, pH 4,0, contendo SDS 0,14 mol L™ coluna C18.
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Figura 38 - Cromatograma com a amostra 73 adulterada com a fenolftaleina. Condi¢cGes otimizadas

estdo descritas na Tabela 20, pH 4,0, contendo SDS 0,14 mol L™": coluna C18.
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6 ANALISE COMPARATIVADOS METODOSDESENVOLVIDOS

A Figura 39 mostra um esquema resumido dos trés métodos desenvolvidos,
no qual podemos verificar que os métodos voltamétricos foram desenvolvidos para o
screening de amostras, jA que estes em comparacdo com o método cromatografico
tem um tempo reduzido de andlise (preparo de amostra e medida). O que é de
grande importancia, pois no estudo de adulterantes em formulacdes farmacéuticas
naturais os métodos de screening tem o objetivo de identicar a adulteracdo, caso
seja identificada a adulteracdo passa-se para o método de separacdo para a
confirmagdo e quantificacdo. Além de serem rapidos os métodos voltamétricos
desenvolvidos sdo de baixo custo e utilizam uma pequena quantidade de reagentes
comparados com 0os métodos cromatograficos.

A Tabela 25 faz um comparativo entre os trés métodos desenvolvidos
indicando as amostras que foram encontradas com adulteracdo. Sendo que, para
fazer um compartivo confiavel dos trés métodos, teria que se usar o mesmo pool de
amostras para ambos os métodos. Pois como sdo amostras de plantas que foram
adulteradas, ndo se tem a garantia de uma homogeneidade da mesma. Sé que isso
nao foi possivel, em cada método foi utilizado um pool de amostras diferente.

Por isso que quando comparamos o método VIM, que apresentou 15
amostras adulteradas, sendo que todas as amostras foram analisadas pelo método
de AdCSV e seis foram analisadas pelo método de IPC, apenas uma amostra foi
encontrado um adulterante pelo método de AJdCSV, o adulterante encontrado pelo
meétodo ndo € o mesmo, mas sdo da mesma classe dos ansioliticos. E sabe-se,
como sdo amostras de formulacdes naturais as quais foram adulteradas com
subtancias sintéticas, poderia sim ser encontrado outro farmaco, jA que os dois
farmacos sdo da mesma classe, sendo que o efeito € o mesmo. O fato de nenhum
outro farmaco ter sido encontrado por outro método pode ser justificado pelo pool, e
pode ser justificado pelo método, j& que no método VIM, o eletrodo € aplicado
diretamente na amostra sélida, podendo assim ter um aumento na sensibilidade.

Ja as amostras que foram analisadas pelo método de AdCSV, foram também
analisadas pelo método cromatogréafico. Apenas duas amostras a 87 e a 88, foram
confirmadas pelos dois métodos, as outras amostras que ndo foram confirmadas,
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pode ser que seja pelo pool, e pode ser porque o método de AACSV é bem mais

sensivel que o método cromatogréafico, ndo detectando assim os adulterantes.
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Tabela 24 — Comparac¢do da andlise das amostras adulteradas pelos trés métodos

desenvolvidos.
Amostra Adulterante encontrado em cada método

analisadas VIM AdCSV IPC
7 Furosemida (v) (v (v)
12 Furosemida (v) (v
15 Lorazepam (v) (v
19 Femproporex (v) (v)
20 Lorazepam (v') (v) (v)
21 Lorazepam (v') (v) (v)
22 Furosemide (v) (v
25 Lorazepam (v') (v) (v)
26 Lorazepam (v) Clonazepam (v) (v)
27 Lorazepam (v) (V) (v)
34 Furosemide (v) (v
36 Furosemide (v) (v)
37 Femproporex (v') (v)
39 Furosemida (v) (V)
67 Hidroclorotiazida (v') (V)
73 (v) Fenolftaleina (v)
75 Clonazepam (v) (v)
87 Fenolftaleina (v) Fenolftaleina (v)
88 Fenolftaleina (v) Fenolftaleina (v)
89 (v) (v)
101 Clonazepam (v') (v)

(¢): Sinal para identificar em qual método a amostra foi analisada.
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METODOS DESENVOLVIDOS

VIM AdCSV l_ IPC
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L outros possiveis interferentes |l outros possiveis interferentes J' | outros possiveis interferentes |
Anfepramona Diazepam Clonazepam Furosemida
Femproporex Bromazepam Fllazepam Fenolftaleina
Alprazolam
Sibutramina Clonazepam p BrosmaZeiam
. Midazolam Alprazolam
Bupropiona Lorazepam :
Diazepam Clonazepam
Fluoxetina Flurazepam . -
Clordiazepoxido Lorazepam
Paroxetina Midazolam Medazepam Diazepam
Sertralina Alprazolam Lorazepam Anfepramona
Clordiazepdxido  Furosemida Anfepramona Bisacodil
Clortalidona Amilorida Fluoxetina Clordiazepéxido
Hidroclorotiazida Espirolactona Flurazepam
Bupropiona
l Paroxetina
Analisadas 49 amostras | LAnalisadas 99 amostras | Fluoxetina
- -TTT === Sibutramina
Sertralina

Tempo de analise entre preparode
amostra e medida.

A

! Analisadas 18 amostras |
! v v

e i i i

[ VM 10 min | |AdCSV15 min | | IPC 50 min |

Figura 39 — Esquema comparativo dos trés métodos desenwolvidos para analise de adulteracao.
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7 CONCLUSOES

Através do método VIM, pode-se realizar um screening, rapido das amostras
em estado sélido, sem necessidade de preparo ou tratamento das mesma. Este foi
aplicado no screening de 49 amostras, destas 15 apresentaram adulteracdo por
farmacos da classe dos anorexigenos, ansioliticos e diuréticos.

O método analitico desenvolvido usando voltametria de microparticulas
imobilizadas para a determinacdo de farmacos € ainda pouco descrita na literatura,
sendo que o0 seu emprego na determinacdo de adulterantes em formulacbes
fitoterapicas a base de produtos naturais € de carater inédito.

O método por AACSV, também se mostrou um método r4pido é facil para
screening de amostras, sendo que a amostra ndo necessita de etapas de filtracdo a
Unica etapa é a dissolucdo da amostra em metanol. O método foi validado sob os
parametros de especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo e
de quantificagao.

O método por AdCSV, foi aplicado no screening de 99 amostras de
formulagbes farmacéuticas naturais, destas 5 apresentaram adulteracdo por
ansioliticos e laxantes, foi necessario um método de separacdo para poder
identificar duas amostras, pois 0 bromazepam apresenta 0 mesmo potencial de pico
gue a fenolftaleina, e esta foi identificada no método cromatografico.

O método por IPC foi desenvolvido com o objetivo de identificacdo e
quantificacdo das amostras, tendo dois métodos citados acima para screening. O
método foi validado sob os parametros de especificidade, linearidade, preciséo,
exatidao, limite de deteccédo e de quantificacdo, apresentando resultados dentro dos
limites preconizados para a aplicacdo dos mesmos.

O método cromatografico foi aplicado no screening de 18 amostras e destas 3
estavam adulteradas por laxantes (fenolftaleina). Sendo que, o0 adulterante
encontrado nas amostras foi retirado do mercado em 2002, jA que este pode causar

Sérios riscos a saude.
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Os métodos usando voltametria de redissolucdo catddica e cromatografia de
par idnico ja foram descritas na literatura para a determinagdo de farmacos em
formulacGes fitoterapicas. No entanto, ndo ha nenhum trabalho descrito na literatura
utiizando as mesmas classes que foram utlizadas nestes trabalhos, para a
determinacdo destas na condicdo de adulterantes em formulacdes farmacéuticas
naturais.

Os meétodos desenvolvidos apresentam boa sensibilidade para a
determinacdo de adulterantes em formulacées farmacéuticas naturais. Pois, caso
seja encontrado um adulterante em uma formulacao farmacéutica, este ndo vai estar
em uma concentracdo tdo baixa, vai estar proximo a dose terapéutica, porque do
contrario ndo vai realizar o efeito desejado. Sendo assim, os métodos desenvolvidos
conseguem detectar limites bem inferiores aos niveis esperados para 0s
adulterantes.

Com tudo isso, podemos verificar a importancia de metodologias analiticas
para identificar e quantificar a adulteracdo em produtos naturais com farmacos
sintéticos, ja que substancias que estdo proibidas continuam a ser utilizadas de
forma ilegal.

Seria importante uma regulamentacdo unificada pelos 6rgdos governamentais
para o controle de produtos fitoterdpicos. Cada pais tem a sua legislacdo, porém a
comercializacdo destes produtos é mundial. Talvez por isso a adulteracdo de
produtos naturais vem sendo uma pratica recorrente em diversas partes do mundo.
No entanto, uma regulamentacdo efetiva para os produtos de origem natural,
poderia resultar na reducdo destas infragdes, ou punicdo dos infratores, garantindo
assim os direitos dos consumidores de realizar um tratamento de qualidade, seguro

e eficaz, sem prejuizo a saude.
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