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RESUMO
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ELETROFORESE CAPILAR: UM METODO PARA DETERMINACAO
DE HIPOGLICEMIANTES COMO ADULTERANTES EM
FORMULACOES HERBAREAS USADAS NO TRATAMENTO DO

DIABETES
AUTOR: MARLISE FERREIRA
ORIENTADOR: LEANDRO MACHADO DE CARVALHO
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A popularidade dos fitoterapicos como coadjuvantes no tratamento do diabetes mellitus, tem
aumentado nos ultimos anos. No entanto, trabalhos recentes tém demonstrado a presenca de
farmacos sintéticos, como adulterantes, nestas formulacBes, 0 que pode causar sérios
problemas a salde do paciente, uma vez que interacGes e efeitos farmacologicos séo
imprevisiveis. Este trabalho descreve o desenvolvimento de um método para a determinacgéo
simultanea de metformina, glibenclamida, gliclazida e clorpropamida, empregando
eletroforese capilar de zona (CZE) com deteccdo condutométrica sem contato (C*D), usando
um sistema de eletroforese capilar construido em laboratério. As condi¢des otimizadas para a
determinacéo de adulterantes em fitoterapicos por CZE-C*D foram: eletrélito de trabalho
acetato de s6dio 20 mmol L™ (pH 10,0); potencial de separagéo - 15 kV; temperatura de 25°C;
deteccdo indireta operando em 400kHz e amplitude de onda de 2vpp; e injecdo por gravidade
de 20 cm por 60 s. O método foi validado e aplicado para a avaliacdo de hipoglicemiantes em
formulagdes herbareas comercializadas por farmécias no mercado brasileiro. O método
permite a identificacdo dos adulterantes e sua quantificacdo a partir de 0,24 mg para a
metformina, 0,15 mg para a glibenclamida, 0,33 mg para a gliclazida e 0,24 mg para a
clorpropamida.

Palavras-chave: adulteracdo; formulacdes herbareas, diabetes, eletroforese capilar
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The popularity of herbal medicines as adjuncts in the treatment of diabetes mellitus, has
increased in recent years. However, recent studies have demonstrated the presence of
synthetic drugs, as adulterants, in these formulations, what can cause serious problems to the
health of the patient, since interactions and pharmacological effects are unpredictable. This
work describes the development of a method for the simultaneous determination of
metformin, glibenclamide, gliclazide and chlorpropamide employing capillary zone
electrophoresis (CZE) with contactless conductivity detection (C*D). The work was carried
out using a capillary electrophoresis system built in the laboratory. The optimized conditions
for the determination of adulterants in herbal medicines by CZE-C*D were the following: 20
mmol L™ sodium acetate at pH 10.0 as working electrolyte, separation potential of -15kV,
separation temperature of 25°C, indirect conductivity detection operating at 400 kHz and
amplitude wave of 2 Vpp, hydrodynamic injection by gravity (20 cm left side elevation for 60
s). The method was validated and applied to the determination of hypoglycemics in
pharmaceutical formulations commercialized by compounding pharmacies in Brazil. The
method allows the identification of adulterants and its quantification from 0.24 mg to
metformin, 0.15 mg to glibenclamide, 0.33 mg to gliclazide and 0.24 mg to chlorpropamide.

Keywords: adulterants, herbal-based formulations, diabetes, capillary electrophoresis
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus ¢ uma enfermidade crénica do metabolismo, determinada pela
reducdo de insulina e elevacdo da taxa de glicose no sangue (LAMEIRA; PINTO, 2008). A
doenga manifesta-se quando o pancreas ndo produz insulina suficiente devido a destruicdo
auto-imune das células B (tipo 1), ou pela resisténcia a insulina em alguns 6rgaos,
principalmente no figado, no masculo esquelético e nos adipdcitos, quando o corpo nédo
consegue utilizar efetivamente a insulina produzida (tipo 2) (RANG et al., 2007).

A prevengdo e o controle da hiperglicemia através de dieta e modificagfes no estilo de
vida sdo os alvos principais no controle do diabetes mellitus (HERMAN; CROFFORD,
1997). A terapéutica medicamentosa é feita através da administracdo parenteral de insulina ou
com medicamentos hipoglicemiantes orais, os quais atuam na producdo e utilizacdo de
insulina, bem como, auxiliam na absorcao de aglcares pelo intestino (RANG et al., 2007).

O aumento da incidéncia desta doenca, a busca por uma melhor qualidade de vida dos
pacientes diabéticos, o preco elevado e, muitas vezes, a ineficacia dos hipoglicemiantes de
referéncia, propicia um notavel aumento na demanda por terapias alternativas, como plantas
medicinais e medicamentos herbareos (ENGEL; STRAUS, 2002). A crenca popular de que 0s
medicamentos naturais séo inofensivos e que ndo causam danos a saude, além, da facilidade
de acesso a esses medicamentos, dos precos geralmente baixos, das curas aparentes e, 0S
anlincios, muitas vezes, enganosos sao provavelmente as principais causas do sucesso desses
produtos.

Atualmente, um problema comum e recorrente com os medicamentos herbareos tem
sido a adulteracdo com farmacos sintéticos, uma pratica relatada em todas as escalas da
producdo farmacéutica. Trabalhos cientificos tém demonstrado casos de adulteracdo de
formulacdes herbareas com clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glimepirida, glipizida,
metformina, mitiglinida, nateglinida, fenformina, pioglitazona, repaglinida, rosiglitazona e
tolbutamida (GOUDIE; KAYE, 2001; WANG et al., 2009; LOW et al., 2009; LI et al., 2010;
CUIl et al., 2010).

A adulteracdo de produtos naturais utilizados para diabetes com hipoglicemiantes
podem causar serios problemas a satde do paciente. Os principais efeitos colaterais dessa
classe de farmacos incluem hipoglicemia, alteracbes hematologicas, distarbios
gastrintestinais, reacfes alérgicas, transaminases elevadas, edema e anemia. Interacfes e

efeitos farmacologicos imprevisiveis podem ocorrer quando um farmaco sintético é
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adicionado a um produto natural que, além de ter acdo sobre o diabetes, contém outras
substancias na sua composicao.

Neste contexto, € relevante destacar que a adulteracdo de formulacdes herbareas com
substancias sintéticas é considerada uma préatica ilegal, uma vez que as formulagdes séo
registradas em desacordo com a sua verdadeira composic¢ao (LIANG et al., 2006).

Baseado na demanda crescente de formulacdes herbareas e da necessidade de métodos
analiticos para identificacdo seletiva e quantificacdo de possiveis adulterantes, foi
desenvolvido um novo método baseado na separacdo por eletroforese capilar de zona (CZE)
com deteccdo condutométrica sem contato (C*D) para avaliar os principais medicamentos
hipoglicemiantes (metformina, clorpropamida, glibenclamida e gliclazida) usados no
tratamento do diabetes mellitus que, consequentemente, podem estar presentes como
adulterantes em formulagfes a base de plantas. O método proposto foi aplicado para a
avaliacdo dos adulterantes em amostras de formulacdes herbareas comercializados por

farmacias de manipulacdo no mercado brasileiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver um método analitico que emprega eletroforese
capilar de zona com deteccéio indireta por condutividade sem contato (CZE-C*D) para a
determinacdo de metformina, glibenclamida, gliclazida e clorpropamida como adulterantes

em formulag6es herbareas utulizadas no tratamento da diabetes mellitus.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e otimizar um método por eletroforese capilar de zona para determinar
farmacos hipoglicemiantes em formulacdes herbareas utilizadas no tratamento do diabetes
mellitus;

e Auvaliar os parametros de linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccéo, limite
de quantificacdo e especificidade do método;

e Tracar um panorama do consumo de produtos herbérios para diabetes mellitus no
Brasil.

e Aplicar o0 método desenvolvido na determinacdo dos farmacos sintéticos em
formulacGes herbareas usadas no tratamento do diabetes mellitus comercializadas no estado
do Rio Grande do Sul, Brasil.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Tratamento do diabetes mellitus

3.1.1 Tratamento medicamentoso

O tratamento do paciente diabético tem por objetivo atingir o equilibrio metabdlico,
procurando tornar os niveis de glicemia, da pressdo arterial e do peso, 0 mais proximo do
normal. O controle do diabetes inclui medidas ndo-medicamentosas como exercicio fisico,
dieta alimentar equilibrada e medidas medicamentosas, onde o controle da glicemia é
realizado através de medicamentos orais e medicamentos injetaveis (insulina) (WAJCBERG;
AGUIAR; OLIVEIRA, 1999).

Para o tratamento do diabetes tipo 1, a administragéo via parenteral de preparagoes de
insulina € essencial. Os hipoglicemiantes orais, comumente chamados de antidiabéticos, sdo
medicamentos que tém como finalidade atuar na producdo e na utilizacdo da insulina, assim
como na absorcdo dos acgucares pelo intestino. Essa classe de medicamentos ja é usada ha
muitos anos no tratamento de pacientes com diabetes tipo 2, com eficicia e seguranca ja
confirmadas na literatura médica (RANG et al., 2007).

Os antidiabéticos sdo classificados de acordo com o mecanismo de acdo em
sulfoniluréias (secretagogos de insulina), biguanidas, tiazolidinedionas (sensibilizadores de
insulina) e inibidores da a-glicosidase (anti-hiperglicemiantes) (SILVA, 2010).

As sulfoniluréias provocam a hipoglicemia por estimular a liberacdo de insulina das
células-p do pancreas (GOODMAN; GILMAN, 2010). Seus principais representantes séo a
clorpropamida, a glibenclamida, a glimepirida, a gliclazida e a glipizida. Os efeitos colaterais
mais frequentes nesta classe sdo: hipoglicemia, reacGes alérgicas, prurido, eritema, urticaria,
nauseas, vomitos e alteracGes hematoldgicas. A hipoglicemia tem sido relatada com todas as
sulfoniluréias, porém é mais comum com as de acdo prolongada, como a clorpropamida. A
glibenclamida causa mais hipoglicemia que a glipizida, a gliclazida e a glimepirida, devido a

sua meia-vida mais prolongada. S&o contra-indicadas na gravidez, lactagdo, insuficiéncia
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renal e hepética. A clorpropamida ndo deve ser utilizada em pacientes idosos, pois pode levar
a hipoglicemia grave (SILVA, 2010).

A classe das biguanidas é representada principalmente pela metformina. Este farmaco
reduz os niveis da glicose, pois diminui a producgdo hepética da mesma e aumenta a agdo da
insulina no masculo e tecido adiposo. Outro provavel mecanismo para a reducdo da glicose
plasmatica é a reducdo da absorcdo intestinal de glicose (GOODMAN; GILMAN, 2010). O
uso das biguanidas requer cuidado, pois ndo devem ser administradas a gestantes, nefropatas,
e pacientes com risco cardiovascular. Os efeitos colaterais mais comuns sdo nausea, anorexia,
diarréia e vomitos (SILVA, 2010). A metformina ndo provoca a liberagdo de insulina e, em
geral, ndo causa hipoglicemia, mesmo em altas doses (GOODMAN; GILMAN, 2010).

Os farmacos estudados neste trabalho foram a glibenclamida, a gliclazida, a
clorpropamida e a metformina, por serem os mais utilizados na terapéutica, de menor custo e

maior facilidade de acesso as matérias-primas.

3.1.2 Formulagdes herbéareas

A incidéncia cada vez maior do diabetes, juntamente com o preco e muitas vezes a
ineficacia dos farmacos hipoglicemiantes de referéncia, torna notavel o aumento da procura
por terapias alternativas, como os fitoterapicos e drogas vegetais. Assim, as ervas medicinais
com atividades hipoglicemiantes sdo cada vez mais buscadas por pacientes e profissionais da
salde (RANG; DALE, 1993; DEY; ATTELE; YUAN, 2002). Este fato tem sido referenciado
pelo Comité de Especialistas em Diabetes da Organizagdo Mundial da Saude - OMS
(BELTRAME, 2001; DEY; ATTELE; YUAN, 2002; VIANA, 2004).

No Brasil, o 6rgdo responsavel pela regulamentacdo de produtos fitoterapicos é a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e, segundo a resolucdo n® 17 de 24 de
fevereiro de 2000, fitoterapico é todo “medicamento farmacéutico obtido por processos
tecnologicamente adequados, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais, com
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico”. N&o séo considerados
medicamentos fitoterdpicos aqueles que, na sua composic¢do, contenham substancias ativas
isoladas, de qualquer origem, nem as associagdes destas com extratos vegetais (BRASIL,
2000).
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Na ultima década, pode-se observar um aumento na regulamentacdo dos fitoterapicos
pela ANVISA, que assinou uma série de leis para padronizar a manipulacdo e
comercializacdo destes produtos. Atualmente, esta em vigor a RDC n° 14 de 31 de marco de
2010, que dispbe sobre o registro de medicamento fitoterdpicos (BRASIL, 2010).

No ano de 2009, a ANVISA publicou uma lista, a partir de uma consulta pablica,
contendo 66 plantas com seu nome cientifico, nome popular, posologia, indicacdes e contra-
indicacdes (BRASIL, 2009). Esta lista leva em conta apenas o que ja estd cientificamente
comprovado, ou seja, 0 que realmente possa causar algum efeito benéfico no tratamento das
doencas citadas. A alegagdo “hipoglicemiante” ou “antidiabético” ndo é citada nesta lista,
demonstrando que as espécies, conhecidas como hipoglicemiantes na cultura popular, ainda
ndo tém comprovacdo cientifica, sendo que a ANVISA levou em consideracdo apenas 0 uso
dessas drogas na forma de chés.

Ainda hoje, hd um descrédito dos médicos e profissionais da satde quanto ao potencial
terapéutico dos produtos naturais. No entanto, os pacientes persistem em usar estes produtos,
muitas vezes associados aos medicamentos sintéticos, podendo causar sérios riscos a saude
dos usuarios, devido & potencializacdo dos seus efeitos e uma severa hipoglicemia
(CARVALHO; DINIZ; MUKHERJEE, 2005).

As espécies mais citadas, em artigos cientificos, como plantas utilizadas para o
tratamento do diabetes mellitus, estéo listadas na tabela 1.

As questBes relacionadas a seguranca das formulacdes herbareas sdo complexas e
incluem a toxicidade dos constituintes das plantas, a presenca de contaminantes (como metais
pesados e residuos de pesticidas) e/ou adulterantes e a interacdo entre as plantas e os farmacos
sintéticos (BOGUZ et al., 2006).
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Tabela 1 — Espécies vegetais mais citadas com efeitos hipoglicemiantes.

Nome cientifico Nome popular
Allium sativum Alho
Anacardium occidentale Cajueiro
Annona muricata Graviola
Averrhoa carambola Carambola
Bauhinia candicans (ou B. forificata) Pata—de-vaca
Caesalpinea férrea Pau-ferro
Gymnema silvestre Gymnema silvestre
Phyllanthus niruri Quebra-pedra
Syzygium jambolanum Jambol&o
Cissus sicyoides Insulina vegetal
Baccharis genisteloides Carqueja

Fonte: DEY; ATTELE; YUAN, 2002; CARVALHO; DINIZ;, MUKHERJEE, 2005; NEGRI, 2005; BORGES;
BAUTISTA; GUILERA, 2008.

3.2 Adulteracéo de formulacGes para o tratamento do diabetes mellitus

Os principais fatores que contribuem para os efeitos adversos e outros problemas de
salde, decorrentes da utilizacdo de formulagdes a base de plantas, consistem no facil acesso
aos produtos contaminados e/ou adulterados e as caracteristicas especificas de cada produto.
Os casos de adulteracéo relacionados a estes produtos “naturais” tém aumentado nos ultimos
anos, ndo somente em relacdo aos farmacos sintéticos, mas também aos seus compostos
analogos (KESTING; HUANG; SORENSEN, 2010).

A ocorréncia de casos de adulteracdo com farmacos sintéticos pode provocar
toxicidade aguda ou crénica, além de efeitos adversos e interagbes com outros farmacos
(JUNG; HERMANNS-CLAUSEN; WEINMANN, 2006).

As interacbes e efeitos farmacologicos sd@o imprevisiveis quando os farmacos
hipoglicemiantes s&o adicionados ilegalmente as formulagdes herbareas, pois estas além de ter
acdo sobre o diabetes pode conter outras substancias na sua composicao. Os principais efeitos

colaterais dessa classe de drogas incluem hipoglicemia, alteragdes hematoldgicas, distirbios
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gastrintestinais, reacdes alérgicas e anemia (GOODMAN; GILMAN, 2010; SILVA, 2010).
Quando as sulfoniluréias, principalmente clorpropamida e glibenclamida, sdo adicionadas as
formulacGes herbareas usadas no tratamento do diabetes, podem provocar uma hipoglicemia
grave.

Trabalhos cientificos tém demonstrado casos de adulteracdo de fitoterdpicos com
farmacos hipoglicemiantes. Assim, os farmacos mais citados como adulterantes sdo a
glibenclamida, a glimepirida, a glipizida, a gliclazida, a clorpropamida e a metformina
(HUANG; WEN; HSIAO, 1997; GOUDIE; KAYE, 2001; WANG et al., 2009; LOW et al.,
2009; PANG et al., 2009; LI et al., 2010; CUI et al., 2010).

A identificacdo destes casos vem sendo realizada através da analise das formulacGes
“naturais” suspeitas, bem como através da investigagdo dos efeitos adversos relatados pelos
consumidores. Alguns casos de adulteracdo de formulacbes herbareas com farmacos
hipoglicemiantes estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Adulterantes encontrados em formulagdes herbareas hipoglicemiantes

Adulterantes

Origem / Deteccdo

Referéncias

. . .. . GOUDIE; KAYE,

Glibenclamida Malasia / Australia
2001

. . . ) HUANG; WEN;

Glibenclamida China/ Taiwan
HSIAO, 1997
Fenformina China / Cingapura KOH; WOO, 2000

Glibenclamida China/ Taiwan KU et al., 2003

Gliclazida, glimepirida, fenformina,
glibenclamida, rosiglitazona e metformina

China/ China

PANG et al., 2009

Glibenclamida

india / Reino Unido

PADINJAKARA et

al., 2009
Glibenclamida, gliclazida, glimepirida, . .
! . ! ql. ?! gl..p.”. China/ China CUl et al., 2010
metformina, rosiglitazona, mitiglinida
Metformina China/ China ZHOU et al., 2011
Glibenclamida, fenformina, metformina, . .
China/ China CHING et al., 2011

rosiglitazona e gliclazida
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3.3 Métodos para determinacdo adulterantes em formulagdes para o tratamento do

diabetes mellitus

3.3.1 Métodos cromatogréficos

Os métodos cromatogréaficos podem ser aplicados para determinar e identificar
adulterantes em formulagdes herbareas, uma vez que possuem ampla capacidade de
separacdo, combinado com a sensibilidade da deteccdo e seletividade dos compostos ativos.
Estas caracteristicas sdo importantes para a analise de fitoterapicos, que podem conter, além
de uma mistura complexa, adulterantes sintéticos. Além disso, a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) € um método popular para a analise de medicamentos fitoterapicos,
pois ndo é limitado pela volatilidade e/ou estabilidade dos compostos da amostra. Ja a
cromatografia gasosa (GC), é empregada com menor frequéncia para a determinacdo de
adulterantes em fitoterapicos, devido a necessidade de derivatizacdo da amostra de compostos
ndo volateis antes da analise (CARVALHO et al., 2011).

3.3.2 Métodos eletroforéticos

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica adequada para uma ampla gama de
problemas analiticos e, por isso, vem ganhando destaque entre as técnicas de separagdo
convencionais para a analise de medicamentos fitoterapicos. Algumas vantagens, como alta
resolucdo, curto tempo de analise e baixo consumo de reagentes e amostra, tornam a
eletroforese capilar um método atrativo para a investigacdo de adulterantes (TAVARES,
1997; JAGUER; TAVARES, 2001; SILVA, 2003; ANATOS; BARNETT; LEWIS, 2005).

Uma das maiores vantagens da CE consiste na simplicidade de sua instrumentacéo. O
equipamento consiste basicamente de uma fonte de alta tensdo, capilares de silica fundida,
eletrodos (que geralmente sdo de platina), um detector apropriado e um computador para
analise dos dados (Figura 1) (TAVARES, 1996; SPENGLER, 2009). A fonte de alta tensédo €
a responsavel por criar o campo elétrico necessario ao longo do capilar, com uma voltagem

em torno de 0 a 50 Kv ¢ uma corrente de 0 a 200 pA. Essa fonte é conectada, através dos
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eletrodos de platina, a dois reservatdrio preenchidos com eletrolito de trabalho. Os capilares
sdo imersos na solucdo e, assim, ficam preenchidos com o eletrélito, completando o contato
elétrico no sistema (TAVARES, 1996).

Isolamento elétrico

| ———— 1 Fonte de alta tensao
|1
Sistema de
_wW_|| aquisicido
- — Detector de dados

Capilar — T ———"
+—— Eletrodo de Platina

«._|  Reservatorio do
. eletralito de trabalho

"™ Ambiente termostatizado
Kesarvatario da amostra

Figura 1 — Representacdo de um equipamento de eletroforese capilar.

Existem cinco formas de operagdo de CE baseados em mecanismos de separacdo
diferentes: eletroforese capilar de zona (CZE), eletroforese capilar em gel (CGE),
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), eletroforese capilar com focalizacéo isoelétrica
(IEF) e isotacoforese capilar (CITP).

Os métodos mais empregados para a avaliacdo de adulterantes em fitoterapicos sao a
CZE e a (MEKC), sendo que a CZE é um dos métodos de separacdo mais utilizados na
pratica, devido a sua facilidade de implementacdo e otimizacdo das condi¢des experimentais
(TAVARES, 1997).

3.3.2.1 Eletroforese capilar de zona

A técnica de CZE baseia-se na migracgdo diferenciada das espécies em zonas distintas,
quando estas sdo submetidas & aplicagio de um campo elétrico. Anions migram em direcéo ao

anodo e cations em direcdo ao catodo (TAVARES, 1996). A velocidade com que cada zona se
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desloca é dependente do campo elétrico aplicado, das mobilidades dos analitos e do fluxo
eletrosmético (EOF). O tempo necessario para um composto percorrer o capilar até o ponto de
deteccdo é chamado de tempo de migracao.

Para a determinacdo de adulterantes em formulagOes herbéreas os detectores mais
utilizados sdo o UV e o DAD. Além desse, outros detectores universais, tais como 0s
baseados em condutometria sem contato (C*D), tém sido utilizados para avaliacdo de
adulterantes (CARVALHO et al., 2010).

Alguns critérios devem ser considerados na escolha do detector para uma analise em
particular. S&o eles: sensibilidade, seletividade, intervalo linear de concentracdo e ruido. E,
obviamente, o detector deve atender as necessidades exigidas pelo método eletroforético. A
resposta do detector deve produzir uma relacdo conhecida e reprodutivel com a concentracéo
dos analitos (TAVARES, 1996).

A sensibilidade do detector C*D esta relacionada com a diferenca de condutividade
entre o tampdo de corrida e a zona que migra no capilar. Se a zona analisada possuir
condutividade menor que o eletrélito, um pico negativo € registrado; por outro lado, se a zona
possuir condutividade maior que o eletrélito de corrida, um pico positivo é registrado
(SILVA, 2001). Portanto, a condutividade do eletrélito é de extrema importancia na detecgdo
por condutividade. A deteccdo por C*D é mais facilmente implementada e este pode ser
aplicado na analise de compostos organicos e inorganicos, incluindo produtos farmacéuticos
(KUBAN; HAUSER, 2008).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

-Equipamento de eletroforese capilar com detecgdo por condutividade sem contato
- construido em laboratorio : ; etal., :
(CE-C'D) id laboratorio (SPENGLER, 2009; CARVALHO et al., 2009)
-Os reagentes solidos foram pesados utilizando uma balanca analitica Sartorius

(Goettingen, Alemanha) com precisao de 0,0001g.
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-As medidas de pH foram realizadas em pHmetro digital Metrohm pensalab. Para a
calibracdo do equipamento utilizaram-se tampdes de calibracdo de pH 4,00 e pH 7,00
(Digimed), a 25 + 1°C.

-A &gua utilizada para o preparo das solu¢es primeiramente sofreu um processo de
destilacdo, seguido de deionizacdo e, apds, purificacdo em um sistema Milli-Q (resistividade
de 18,2 MQ cm-1).

- Foi utilizado um sistema de filtracdo a vacuo para filtracdo do eletrolito de trabalho
com filtro de acetato de celulose 0,45 um (Sartorius, Alemanha).

-As solugdes de eletrélito de trabalho foram sonicadas em ultra-som (Unique, S&o

Paulo, Brasil).

4.2 Reagentes e solucdes

As matérias-primas de grau farmacéutico foram obtidas junto a farmécias de
manipulacdo ou fornecedores do segmento farmacéutico, acompanhadas de laudo analitico.
Os farmacos escolhidos para o estudo foram a metformina, glibenclamida, gliclazida e
clorpropamida. As formulagdes herbareas usadas no tratamento do diabetes mellitus foram
adquiridas em farmécias de manipulacdo do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Os demais reagentes utilizados no trabalho sdo de grau P.A. ou HPLC. Os reagentes,
matérias-primas e padrdo empregados sdo apresentados na tabela 3.

As solucbes padrdo dos hipoglicemiantes (metformina, glibenclamida, gliclazida e
clorpropamida) foram preparadas nas concentragdes de 1000 mg L™ através das diluicdes das
matérias-primas e da substancia quimica de referéncia de cada farmaco, em baldo volumétrico
de 50 ml com metanol. As solu¢Bes foram mantidas sob refrigeracdo. A partir das solucdes
em estoque foram preparadas as solucdes de trabalho, por meio de diluicdo em metanol.

As solucdes de 1000 mg L™ foram preparadas a partir da dissolugdo de 0,059 de cada
um dos farmacos sintéticos metformina, glibenclamida, gliclazida e clorpropamida, em balao
de 50 ml com metanol. J& as solucgdes dos farmacos interferentes investigados anorexigenos
(anfepramina, femproporex, sibutramina) e diuréticos (amilorida, furosemida, clortalidona e
hidroclorotiazida) foram preparadas a partir da dissolucdo de 0,01g de cada farmaco em um
baldo de 10 ml com metanol/agua 50%. As solucBes de trabalho foram preparadas na

concentracéo de 50mg L™ a partir da diluicio da solugdo estoque em metanol/agua 50%.
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As solucBes de acetato de sddio e tampéo fosfato foram preparadas na concentragao de
0,5 mol L™ (soluges estoque) e diariamente estas solucdes foram diluidas em agua ultrapura
para o preparo das solucdes de trabalho. O pH da solucdo de acetato de sodio foi ajustado
com écido acético 0,5 mol L™ e hidréxido de sédio 0,1 mol L™ e 1,0 mol L™ Ja o pH do
tampdo fosfato foi ajustado com écido fosforico 0,1 mol L™ e hidréxido de sédio 0,1 mol L™ e
1,0 mol L™

Tabela 3 — Reagentes, matérias-primas e substancia quimica de referencia utilizados no

desenvolvimento do trabalho.

Reagentes Fornecedor Pureza
Metanol Tedia 99,9%
Acido Acético P.A. Glacial Vetec 99,7%
Acetato de sodio Sigma Aldrich -
Acido fosférico Merck 85,0%
Fosfato monobasico de sodio Merck -
Hidroxido de sodio P.A. Vetec -
Metformina Deg 100,8%
Glibenclamida Genix 99,5%
Gliclazida Farmacopéia Brasileira -
Clorpropamida Deg 99,8%
Anfepramona Genix 98,0%
Femproporex Genix 100,42%
Sibutramina Deg 99,3%
Amilorida Deg 100,46%
Clortalidona Deg 98,5%
Hidroclorotiazida Deg 99,4%
Furosemida Galena 99,2%
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4.3 Amostras

A amostragem foi realizada de forma aleatoria na internet, utilizando como termo de
pesquisa “farmacia de manipulagdo”. Entrou-se em contato com 91 farmacias de manipulacéo
por telefone e via e-mail. As informagdes sobre amostras de formulagdes herbareas foram
obtidas em farmacias do Distrito Federal e de oito estados brasileiros: Ceard, Goias, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Sdo Paulo e Parana. As amostras
de formulagdes herbéreas utilizadas neste trabalho estdo listadas na tabela 4.

Antes do processo de extragdo das amostras, foi realizado o ensaio de peso médio para
capsulas conforme a Farmacopéia Brasileira 5% edicdo (2010), seguido da pesagem do pé
(peso médio de 20 cépsulas) e dissolucdo deste em 50 mL de metanol, obtendo-se o extrato
metanolico. Em seguida, o extrato obtido foi filtrado através de algoddo e em membrana de

acetato de celulose 0,45 um. Este processo foi realizado para todas as amostras em estudo.

Tabela 4 — Composicdo declarada das 12 amostras adquiridas em farmacias de manipulacéo.

Amostra Composicéo declarada
1 Gymnema silvestre 250mg
2 Gymnema silvestre 100mg
3 Pata de vaca, carqueja, insulina vegetal
4 Alcachofra 400mg
5 Gymnema silvestre 100mg
6 Jambolé&o, pata de vaca, insulina vegetal
7 Berinjela 400mg
8 Alcachofra400mg
9 Alcachofra 400mg
10 Berinjela 400mg
11 Gymnema silvestre 100mg
12 Alcachofra 200mg, carqueja 150mg, pata de vaca 150mg
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4.4 Procedimentos analiticos

4.4.1 Eletrélito de trabalho

A solucéo do eletrolito de trabalho foi preparada diariamente através da diluicdo da
solucdo estoque (0,5 mol L™) em &gua ultrapura. O pH da solucdo foi ajustado com as
solucBes de NaOH 1 mol L™ e 0,1 mol L™ e, em seguida foi filtrada em membrana de acetato

de celulose 0,45um. Por fim, a solucdo foi sonicada em sistema ultra-som por 30 min.

4.4.2 Determinagdo por eletroforese capilar de zona

Todas as determinacdes eletroforéticas foram realizadas no aparelho de eletroforese
capilar com deteccdo por condutividade sem contato (CE-C*D). Os hipoglicemiantes
estudados como adulterantes foram determinados pelo método de eletroforese capilar de zona
(CZE). A fonte de alta tensdo foi configurada para deteccdo indireta dos farmacos na forma
catibnica, com injecdo anddica e detec¢do catddica.

O capilar utilizado €é de silica fundida (Micro Tube, S&o Paulo/SP) com 68 cm de
comprimento, 75 um de didmetro interno e 360 um de didmetro externo.

Para o condicionamento do capilar novo, fez uma lavagem com NaOH 1mol L™
durante 40 minuto, empregando vacuo, em pressao constante de -400 mmHg. Em seguida fez-
se uma lavagem com agua ultrapura, durante 15 minutos e, por fim com eletrélito de trabalho
por 30 minutos. Diariamente, fez-se a lavagem do capilar com NaOH 0,1mol L™ e com agua
ultrapura, durante 15 minutos cada, e 30 minutos com o eletrélito de trabalho. No final do dia
o capilar foi lavado com eletrélito de trabalho e 4gua ultrapura por 30 minutos cada.

O sistema de injecdo hidrodinamica é baseado na elevacdo de uma das extremidades
do capilar até uma determinada altura (maximo 28 cm por um tempo de até 60 s),

provocando, assim, a entrada de certo volume de analito.
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4.4.3 Estudos de otimizagdo das separacoes eletroforéticas

Os estudos de otimizacdo do método tem como objetivo obter a melhor resolucdo dos
picos, a estabilidade da linha base e 0 menor tempo de migracao das espécies.

Inicialmente, a otimizacdo do método envolveu a escolha do eletrolito de trabalho, a
avaliacdo do pH do eletrdlito em funcdo dos valores de pKa dos farmacos e a adicdo de
solventes organicos no eletrolito. Foram avaliados o tampéo fosfato de sddio e o acetato de
sodio nas concentracdes de 15 a 50 mmol L™ e os valores de pH foram variados entre 4,0 e

10,0 . A adicdo de metanol foi estudada nas concentracdes de 5 a 25%.

Ap0s a etapa da otimizacdo das condicdes do eletrélito de trabalho para a separacdo
dos farmacos sintético por CZE foi feita a otimizacdo dos parametros operacionais: injecao da
amostra, potencial de separacdo e, do parametro de deteccdo por condutividade: frequéncia de
operacdo do detector. Os tempos de injecdo foram avaliados em 60 e 120 s para as alturas de
10 a 25 cm, o potencial de separacédo foi estudado em quatro diferentes potenciais (5, 10, 15,
20 kV) e a frequiéncia do detector foi estudada de 200 a 1000 kHz.

4.4.4 Validacdo do método desenvolvido

A validacdo do método proposto no presente trabalho foi baseada em algumas fontes
bibliogréaficas (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 35, 2012).

a) Linearidade: avaliada através da andlise de variancia (ANOVA). Foram
determinadas seis concentracGes dos farmacos e os testes foram realizados em trés dias
diferentes para cada farmaco. As concentracdes utilizadas para a determinacao da faixa linear
foram de 10, 20, 50, 75, 100 e 150 mg L™ para metformina, gliclazida e clorpropamida e, 10,
20, 30, 40, 50 e 60 mg L™ para glibenclamida. Estas solucdes foram preparadas a partir da

diluicéo das solugdes estoque (1000 mg L™) em metanol.

b) Precisdo: foi avaliada como uma percentagem de recuperagédo, obtida a partir da
analise de amostras contendo quantidades conhecidas de substancias hipoglicemiantes de

referéncia e pelo teste F. Avaliada a partir de seis determinacdes a 100% da concentracdo de
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trabalho em um mesmo dia, sob as mesmas condi¢Oes (intra-dia) e em trés dias diferentes
(inter-dia). Os farmacos metformina, gliclazida e clorpropamida foram analisados na
concentracdo de 100 mg L™ e a glibenclamida na concentracdo de 50mg L™, preparadas a

partir da diluic&o das solucBes estoque (1000 mg L™) em metanol.

c) Exatiddo: foi determinada através do teste de recuperacdo, sendo expressa como
percentual de recuperacdo. Foram realizadas trés determinacdes de cada concentracdo. A
amostra foi contaminada com o farmaco sintético, na concentragdo de 25 mg L™, antes do
processo de extragdo com metanol. Em seguida, as demais concentragdes, foram preparadas a
partir da amostra contaminada. As concentracdes dos farmacos adicionadas as amostras foram
25,00; 34,92; 44,68 e 54,12 mg L™. As percentagens de recuperacdo (R%) foram calculadas

pela expresséo:

R% = [(CF — CNF) / CP].100

Onde:

CF = concentracao do farmaco encontrado na amostra adicionada de padréo

CNF = concentragdo de farmaco encontrado na amostra ndo adicionada de padréo

CP = concentracdo de padrao adicionado a amostra.

d) Especificidade: foi avaliada através do estudo de outros farmacos sintéticos como
interferentes na andlise dos hipoglicemiantes. Os farmacos estudados como interferentes
foram os anorexigenos (anfeprapona, femproporex e sibutramina) e os diuréticos (amilorida,
furosemida, hidroclorotiazida e clortalidona). Os interferentes estudados foram adicionados na

concentracdo de 50mg L™ a solugdo padréo dos farmacos hipoglicemiantes.

e) Limite de quantificacdo (LQ): representa a menor concentra¢do da substancia em
exame que pode ser quantificada com um certo limite de confiabilidade utilizando um
determinado procedimento experimental. Os limites de quantificagdo foram calculados a
partir da formula descrita no ICH (1996), que utiliza o desvio padrdo do intercepto e

inclinacdo da curva padréo:

LQ=10c/IC
Onde:

o = desvio padrao do intercepto da curva padrao
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IC = inclinagdo da curva padrao

f) Limite de deteccdo (LD): representa a menor concentracdo da substancia em exame
que pode ser detectada com um certo limite de confiabilidade utilizando um determinado
procedimento experimental. Os limites de deteccdo foram calculados através da férmula
descrita no ICH (1996), baseado no desvio padrdo do intercepto e a inclinacdo da curva

padréo:

LD=33c/IC
Onde:
o = desvio padrao do intercepto da curva padrao

IC = inclinagdo da curva padrao

4.4.5 Aplicacdo analitica

O método desenvolvido por CZE-C*D foi aplicado na determinacdo dos quatros
farmacos hipoglicemiantes em amostras de formulacdes herbareas usadas no tratamento da
Diabetes mellitus, com o intuito de verificar a aplicabilidade do método para determinagéo de
adulterantes em amostras reais. As formulacfes herbareas foram adquiridas em farmécias de

manipulacdo do estado do Rio Grande do Sul.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Otimizacéo da separacao de hipoglicemiantes em formulagdes farmacéuticas por

eletroforese capilar

Inicialmente, a otimizacdo do método eletroforético envolveu a escolha do eletrolito

de trabalho. Foram avaliados o tampéo fosfato de sodio e o acetato de sédio para a separacao
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dos farmacos estudados. A baixa solubilidade dos hipoglicemiantes em &gua limita a escolha
dos eletrolitos, pois pode ocasionar a queda de corrente apds a corrida analitica devido a
precipitacdo dos farmacos no interior do capilar. Sendo assim, optou-se pelo uso do acetato de
sodio como eletrdlito de trabalho, uma vez que este aumenta a solubilidade dos farmacos em
agua, reduzindo a queda de corrente.

Como tentativa para melhorar a solubilidade dos farmacos no eletrélito, fez-se o0 uso
de solventes organicos. A adicdo de metanol foi estudada nas concentracdes de 5 a 25%.
Observou-se que quanto maior a concentragdo de metanol adicionada ao eletrélito de trabalho,
melhor a resolucdo dos picos e maior o tempo de migracdo das espécies. Entretanto, a adi¢do
de metanol no acetato de sodio ndo foi satisfatoria, uma vez que o acetato, em certas
concentragdes, precipita com acetato, facilitando a queda de corrente durante as corridas e o
aumento de ruidos na linha base.

Ap0s a escolha do eletrolito de trabalho, passou-se ao estudo do pH do eletrdlito.
Nesta etapa, uma ampla faixa de pH foi investigada devido a variabilidade dos valores de pK,
dos farmacos em estudo. Os valores de pH foram variados entre 4,0 e 10,0, como pode ser
visto na figura 2. Os resultados obtidos para os quatro farmacos estudados mostraram que a
variacdo do pH influencia no aparecimento dos picos e nos tempos de migracao obtidos.

Primeiramente, foi testada a possibilidade de separar os farmacos na sua forma
protonada. No entanto, os picos eletroforéticos da glibenclamida e clorpropamida nao foram
observados no intervalo de pH entre 4,0 e 7,0, ocorrendo o mesmo para a gliclazida no
intervalo de pH entre 4,0 e 6,0. Por outro lado, o pico da metformina pode ser observado em
valores de pH maiores que 4,0. O pH 10,0 foi escolhido como ideal, uma vez que este
permitiu a separacdo e deteccdo de todos os adulterantes por condutividade sem contato, em

um tempo de corrida menor.
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Figura 2 — Efeito da variacdo do pH do eletrolito de trabalho no tempo de migracdo dos
farmacos sintéticos, para valores de pH entre 4,0 e 10,0. CondicBes: farmacos nas
concentracdes de 50 mg L™ (glibenclamida) e 100 mg L™ (metformina, gliclazida e
clorpropamida); eletrélito de trabalho acetato de sédio 50 mmol L™; potencial de separacio -
15 Kv; capilar de silica fundida 75 pm x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector ); detecc¢do:
indireta C'D operando em, 600 kHz e 2Vpp; temperatura: 25°C; injecio da amostra:
hidrodinamica por gravidade (20 cm durante 60 s).

Os farmacos estudados tém varios grupos funcionais que podem aceitar ions
hidrogénio, o que torna possivel estarem na forma protonada em valores de pH entre 7,0 e
10,0. Este fato pode explicar a separacdo dos farmacos em pH 10,0 usando deteccdo no lado
catdédico do sistema eletroforético. Além disso, sabe-se que acima de pH 8,0 o fluxo
eletrosmético (EOF) tem uma grande magnitude. Como consequéncia, 0 EOF € dirigido para
0 catodo e os cations organicos sdo, também, carregados no capilar pelo EOF existente.

As doses diarias recomendadas, as estruturas e 0 pK, dos hipoglicemiantes estudados,

estdo na tabela 5.
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Tabela 5 — Hipoglicemiantes pesquisados, como suas respectivas doses diarias, estruturas e

PKa.
Farmaco Doses diarias
sintético (mg) Estrutura PKa
CH
&
H C/N NH, 2,8
Metformina 500 — 2550 3 124
NH NH !
O;NHCONH'
@ 5’3
Glibenclamida 5-20 6,3
ONHCH,CH, 13,72%
OCHj3;
a Aceita 5 H*
0 — f 5,98
D«a ID /JJ\ .[ 1
Gliclazida 80 — 320 S 7.8
Ho A 14,13*
Aceita 4 H*
oo O
\V/
S )L N 48-50
i _ N N
ClorprOpamlda 125 -500 /O/ H H 17,07*
Cl

Aceita 3 H*

Valores preditos (fonte: http://www.drugbank.ca)

Sendo assim, passou-se para 0 estudo da concentracdo do eletrélito de trabalho. O

acetato de sédio foi avaliado nas concentracdes de 15 a 50 mmol L™, como mostrado na

figura 3. Pode-se observar que os tempos de migracdo ndo apresentaram grandes variagoes

nas concentracgdes testadas. Entretanto, observou-se que a areas dos picos diminuem conforme

aumenta a concentragdo do acetato. A concentracdo de 20 mmol. L™ foi a de escolha, pois se

mostrou mais satisfatoria dentre as concentracOes estudadas. Dessa forma, obteve-se as

condicdes do eletrélito de trabalho otimizadas, as quais foram acetato de sédio 20 mmol L™

em pH 10,0.
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Figura 3 — Efeito da concentracdo do eletrélito de trabalho acetato de sddio na area dos picos
dos farmacos sintéticos, para valores de 15 a 50 mmol L™ CondicBes: farmacos nas
concentraces de 50 mg L™ (glibenclamida) e 100 mg L™* (metformina, gliclazida e
clorpropamida); eletrdlito de trabalho acetato de sédio pH 10,0; potencial de separacdo -15
Kv; capilar de silica fundida 75 pm x 360 pum x 68 cm (46 cm até o detector ); detecc¢do:
indireta C*'D operando em 600 kHz e 2Vpp; temperatura: 25°C; injecdo da amostra:
hidrodinamica por gravidade (20 cm durante 60 s).

Ap0s a etapa de otimizacdo das condicdes do eletrélito de trabalho para a separacdo
dos quatro farmacos, passou-se para a otimizacdo dos parametros operacionais como a injecdo
das amostras, potencial de separacdo e frequéncia de operacéao.

Os tempos de injecdo foram avaliados em 60 e 120 s para as alturas de 10 a 25 cm,
como pode ser visto na figura 4. Observou-se que quanto maior o tempo e a altura de injegé&o,
maior a quantidade de amostra injetada, refletindo diretamente no aumento da altura e area do
pico. Como consequéncia, foi observada a coeluicdo de alguns dos picos, ja que trés dos
quatros farmacos estudados saem muito préximos. Levando-se em conta a melhor resolugéo
dos picos, foram escolhidas como condic¢des para a injecdo hidrodinamica por gravidade o

tempo de 60s e a altura de 20 cm.
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Figura 4 — (A) Efeito da altura para o tempo de injecdo de 60 s na area dos picos dos farmacos
sintéticos, para valores de 10, 15, 20 e 25 cm. (B) Efeito da altura para o tempo de injecdo de
120 s na area dos picos dos farmacos sintéticos, para valores de 10, 15, 20 e 25 cm,
CondicBes: farmacos nas concentragdes de 50 mg L™ (glibenclamida) e 100 mg L™
(metformina, gliclazida e clorpropamida); eletrélito de trabalho acetato de sédio 20 mmol L™
pH 10,0; potencial de separacéo -15 Kv; capilar de silica fundida 75 pm x 360 pm x 68 cm
(46 cm até o detector ); deteccdo: indireta C*D operando em 600 kHz e 2Vpp; temperatura:
25°C; injecéo da amostra: hidrodindmica por gravidade.

Com relacéo as condicdes de deteccdo por C*D, foi avaliada a freqiiéncia de operacéo
do detector que pode influenciar na relagdo sinal/ruido de espécies idnicas. A freqliéncia foi
estudada de 200 a 1000 kHz (Figura 5) e ndo apresentou influéncia significativa na relagédo
sinal/ruido. Optou-se pela frequéncia de 400 kHz, a qual mostrou relacdo satisfatdria entre

area e forma do pico.
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Figura 5 — Efeito da frequéncia de operacdo do detector na area dos picos dos farmacos
sintéticos, para valores de 200 a 1000 kHz. Condicdes: farmacos nas concentracfes de 50 mg
L™ (glibenclamida) e 100 mg L™ (metformina, gliclazida e clorpropamida); eletrélito de
trabalho acetato de sédio 20 mmol L™ pH 10,0; potencial de separacdo -15 Kv; capilar de
silica fundida 75 pm x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector ); deteccdo: indireta C*D
operando em 2Vpp; temperatura: 25°C; injecdo da amostra: hidrodindmica por gravidade (20
cm durante 60 s).

Sendo assim, o potencial de separacdo foi estudado em quatro diferentes potenciais (5,
10, 15, 20 kV) (Figura 6) e, como esperado, quanto maior 0 potencial aplicado, menor o
tempo de migragdo dos farmacos. Para melhor avaliagdo do potencial, foram estudados os
potenciais entre -10 e -15 kV (Figura 7), sendo que o potencial de -15 Kv mostrou uma boa

estabilidade da linha base e uma melhor resolucdo dos picos dos farmacos estudados.
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Figura 6 — Efeito do potencial de separacdo nos tempos de migracao dos farmacos sintéticos,
para valores de 5, 10, 15 e 20 Kv. Condiges: farmacos nas concentracdes de 50 mg L™
(glibenclamida) e 100 mg L™ (metformina, gliclazida e clorpropamida); eletrélito de trabalho
acetato de sodio 20 mmol L™ pH 10,0; capilar de silica fundida 75 um x 360 pm x 68 cm (46
cm até o detector ); detecco: indireta C*D operando em 400 kHz e 2Vpp; temperatura; 25°C;
injecdo da amostra: hidrodinamica por gravidade (20 cm durante 60 s).
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Figura 7 — Efeito do potencial de separacdo nos tempos de migracdo dos farmacos sintéticos,
para valores de 10 a 15 Kv. CondicBes: farmacos nas concentragdes de 50 mg L™
(glibenclamida) e 100 mg L™ (metformina, gliclazida e clorpropamida); eletrélito de trabalho
acetato de sodio 20 mmol L™ pH 10,0; capilar de silica fundida 75 um x 360 pm x 68 cm (46
cm até o detector ); deteccdo: indireta C*D operando em 400 kHz e 2Vpp; temperatura; 25°C;
injecdo da amostra: hidrodindmica por gravidade (20 cm durante 60 s).
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As condigOes otimizadas para a determinagdo de adulterantes em formulagdes
herbéareas por CZE-C*D foram as seguintes: eletrélito de trabalho acetato de sédio 20 mmol
L-1 (pH 10,0), potencial de separacao - 15 kV, frequéncia de operacdo do detector 400 kHz e
injecdo por gravidade de 20 cm por 60 s. A figura 8 mostra o eletroferograma da separagéo

dos quatro adulterantes sob as condi¢Ges otimizadas.

EOF

E (V)

|
N

4 5 6 8 9 10
Tempo de migracao (min)

Figura 8 — Eletroferograma dos adulterantes (a) metformina 100 mg L™, (b) glibenclamida 50
mg L™, (c) gliclazida 100 mg L™, (d) clorpropamida 100 mg L™. Condicdes: eletrdlito de
trabalho acetato de sédio 20 mmol L™ pH 10,0; potencial de separacdo -15 Kv; capilar de
silica fundida 75 pm x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector ); deteccdo: indireta C*D
operando em 400 kHz e 2Vpp; temperatura: 25°C; inje¢cdo da amostra: hidrodinamica por
gravidade (20 cm durante 120 s).
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5.2 Validagdo do método desenvolvido

O método de CZE-C*D desenvolvido no presente trabalho foi avaliado em relac&o aos
seguintes parametros de validacéo: especificidade, linearidade, limite de quantificacdo, limite
de deteccdo, precisao e exatid&o.

A especificidade de um método analitico representa sua capacidade de sofrer a
influéncia Unica e exclusiva da substancia que se quer analisar. Pode-se avaliar este parametro
estudando outros farmacos sintéticos como interferentes na anélise dos hipoglicemiantes. Os
interferentes estudados foram os anorexigenos femproporex, anfepramona e sibutramina; e 0s
diuréticos hidroclorotiazida, furosemida, amilorida e clortalidona. Os diuréticos foram
escolhidos devido a semelhanca das suas estruturas com as dos hipoglicemiantes, ja 0s
anorexigenos foram escolhidos devido a possibilidade associacdo com os hipoglicemiantes
com a finalidade de emagrecimento.

Entre os sete possiveis interferentes aqui estudados, apenas trés foram detectados pelo
método CZE-C*D: clortalidona, furosemida e amilorida, sendo que apenas uma coeluigio foi
observada entre clorpropamida e furosemida. No entanto, a presenca de ambos os farmacos
como adulterantes em formulacdes herbareas ndo foi descrita na literatura até o momento,
sendo também bastante improvavel a associacdo destes medicamentos em formulagcGes para o
tratamento do diabetes. Os outros farmacos estudados como interferentes provavelmente ndo
foram detectados porque em pH 10,0 eles ndo estdo bem ionizados e/ou coeluem com o EOF,
principalmente na sua forma neutra, assim pode-se dizer que o método apresenta
especificidade mesmo na presenca destas outras substancias.

Os dados da linearidade foram validados pela analise de variancia (ANOVA), que
demonstrou regressdo linear significativa e nenhum desvio da linearidade significativo
(P<0,05). Os dados referentes ao tratamento estatistico sobre os valores experimentais obtidos
para a curva padrdo, atraves da analise de variancia, encontram-se na tabela 5.

A sensibilidade foi avaliada através da determinacdo dos limites de deteccdo e de
quantificacdo dos farmacos hipoglicemiantes no sistema eletroforético empregado.
Determinaram-se esses limites utilizando as equag0es descritas no item 4.4.4 letras (e) e (f). A
tabela 6 apresenta os resultados obtidos da validacdo do método desenvolvido. O método
proposto apresentou baixos limites de detec¢do (2,02 a 5,77 pg/mL) para a avaliacdo dos
farmacos sintéticos como adulterantes em formulacGes herbareas e, estes farmacos podem ser

quantificados entre 6,11 pg/mL e 17,49 pg/mL.
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A precisdo foi avaliada como uma percentagem de recuperacdo obtido a partir da
analise de amostras contendo quantidades conhecidas de substancias hipoglicemiantes de
referéncia e pelo teste F. A precisdo do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade
(intra-dia) e precisdo inter-dias (3 dias). Os DPR foram 0,57, 0,89, 0,17 e 0,41,
respectivamente, para a metformina, glibenclamida, gliclazida e clorpropamida. Os valores
de F calculados foram 1,83; 0,96; 1,69 e 0,28; respectivamente para metformina,
glibenclamida, gliclazida e clorpropamida (valor de F tabelado: 4,26), indicando que néo
houve diferenca significativa entre os resultados obtidos em dias diferentes.

A exatiddo do método (Tabela 7) mostrou-se aceitavel para a determinagdo e
quantificacdo dos farmacos estudados, como adulterantes, em formulacdes herbareas. Os

valores de recuperacao dos farmacos variaram de 94,12 a 103,38%.
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Tabela 6 — Parametros de regressdo, resultados da analise de variancia e apresentacdo dos limites de quantificacdo e deteccdo para quantificacéo
de metformina, glibenclamida, gliclazida e clorporpamida por CZE — C*D.

Parametros metformina ® Glibenclamida ? Glicazida ® Clorpropamida®
Faixa de concentrag&o linear 10 — 150 (ug /mL) 10 - 60 (ug /mL) 10 — 150 (ug /mL) 10 — 150 (ng /mL)
Inclinacédo + desvio padréo 0,0017 + 0,00002 0,0026 + 0,000041 0,0019 + 0,000031 0,0020 + 0,000041
Intercepto + desvio padrdo -0,0037 £ 0,002 -0,0086 + 0,002 0,0004 + 0,003 0,0022 + 0,003
Coeficiente de Correlacéo (r) 0,9994 0,9990 0,9989 0,9982
Anélise de variancia
Regressdo linear ° 4275,6 (4,75) 9072,86 (4,75) 8842,1 (4,75) 5849,2 (4,75)
Desvio da Linearidade ° 0,59 (3,26) 2,22 (3,26) 2,39 (3,26) 2,61 (3,26)
Limites
LQ 9,73 (ug/mL) 6,09 (ug/mL) 13,52 (ug/mL) 17,49 (ug/mL)
LD 3,21 (ug/mL) 2,01 (ug/mL) 4,46 (ug/mL) 5,77 (ug/mL)

®Dados obtidos a partir de trés curvas padrdes
® Valores em parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05
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Tabela 7 — Resultados obtidos no teste de recuperacdo em produtos fitoterapicos através de
CZE.

Quantidade de farmaco % Recuperagio”

Produto . .
Adicionada pg/mL Recuperada pg/mL

25,00 24,06 96,24 + 0,71

Metformina 34,92 33,95 97,22 + 0,82

44,68 43,26 96,82 + 1,04

54,12 54,64 100,96 + 0,95

25,00 23,53 94,12 + 0,93

glibenclamida 34,92 37,79 96,79 + 1,08

44,68 42,74 95,66 + 1,03

54,12 55,94 103,38 + 0,95

25,00 24,03 96,12 + 1,12

Gliclazida 34,92 34,11 97,70 + 1,05

44,68 44,58 99,79 + 0,87

54,12 53.32 98,52 + 1,07

25,00 23,57 94,28 + 0,89

clorpropamida 34,92 33,68 96,47 +0,97

44,68 43,07 96,41 + 0,92

54,12 54,03 99,85 + 1,05

& Cada valor é a média de trés determinacGes
®Valores + DP (n=3)

5.3 Aplicagao do método desenvolvido em amostras reais

5.3.1 Amostragem e panorama do consumo de produtos naturais para o diabetes mellitus no
Brasil

A amostragem foi realizada com o objetivo de tracar um panorama do consumo de
produtos naturais utilizados para o tratamento do diabetes no Brasil. A distribuicdo das
farmacias por estado pode ser visualizada na figura 9. Pode-se observar que os estados do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo, Goids e Rio de Janeiro sdo 0s que comercializam um maior

numero de produtos herbareos utilizados para o tratamento do diabetes.
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Figura 9 — Distribuicdo percentual das amostras de formulacdes herbareas conforme seu
estado de origem

Foi realizado um total de 91 contatos com as farmécias pesquisadas, sendo que desse
total 85,7% retornaram ao contato. 50,5% destas farmacias vendem fitoterapicos (capsulas
e/ou extratos) para o tratamento do diabetes, sendo que 29,7% pediram receita médica e
20,8% dispensaram o receituario médico. Do restante das farmacias que responderam ao
contato, 16,5% vendem apenas chés e 18,7% ndo manipulam fitoterapicos para diabetes.

As espécies vegetais comercializadas pelas farmacias, tanto na forma de fitoterapicos
como drogas vegetais, ou ambos, provavelmente por terem uma maior procura pelos
consumidores, foram quantificados e esquematizados no grafico a seguir (Figura 10).

Através do grafico pode-se perceber a prevaléncia de algumas espécies sobre outras,
evidenciadas através do maior numero de farmacias que as comercializam. Os principios
ativos, isolados ou em associagdes, mais utilizados em fitoterapicos hipoglicemiantes sdo pata
de vaca, insulina vegetal, berinjela, gymnema silvestre, farinha de banana verde, farinha de

maracuja, jamboldo, carqueja, alcachofra e garcinea.
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Figura 10 — Distribuicdo das espécies vegetais, isoladas ou em associacdo, encontradas em
medicamentos naturais hipoglicemiantes no Brasil.

5.3.2 Anélise das formulacgdes por eletroforese capilar

Doze amostras de fitoterapicos hipoglicemiantes foram analisadas pelo método
desenvolvido por CZE-C*D, com o intuito de verificar casos de adulteracdo com substancias
sintéticas e avaliar a aplicabilidade do método em amostras reais.

Foram selecionados fitoterapicos a base de gymnema silvestre, pata de vaca, carqueja,
pedra ume, alcachofra, jamboldo, berinjela e garcinea, adquiridos em farmacias de
manipulacdo. A anélise das amostras foi feita através de um screening em cada uma das doze
amostras, com o objetivo de identificar a adulteracdo com os farmacos sintéticos estudados.
As amostras suspeitas passaram por uma etapa de confirmacgdo, porém nenhum caso de
adulteracdo com farmacos sintéticos foi confirmado (Figura 11). Portanto, das doze amostras
submetidas & analise pelo método CZE-C’D, nenhuma apresentou adulteracdo com os

farmacos sintéticos estudados.
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Figura 11 — (A) Amostra 3: Eletroferograma da amostra fitoterapica contendo os adulterantes
adicionados (spike) (a) metformina 100 mg L™, (b) glibenclamida 50 mg L™, (c) gliclazida
100 mg L™, (d) clorpropamida 100 mg L™ (e) pico da amostra. (B) Amostra 6:
Eletroferograma da amostra fitoterapica contendo os adulterantes adicionados (spike) (a)
metformina 100 mg L*, (b) glibenclamida 50 mg L™, (c) gliclazida 100 mg L*, (d)
clorpropamida 100 mg L™, (e) pico da amostra. Condicdes: eletrélito de trabalho acetato de
sodio 20 mmol L™ pH 10,0; potencial de separacdo -15 Kv; capilar de silica fundida 75 pm x
360 pm x 68 cm (46 cm até o detector ); deteccdo: indireta C*D operando em 400 kHz e
2Vpp; temperatura: 25°C; injecdo da amostra: hidrodindmica por gravidade (20 cm durante
120 s).
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Como pode-ser observar na figura 11, o método desenvolvido permite a identificagdo
dos adulterantes estudados nas amostras apds a solubilizacdo da formulacéo seguida da etapa
de filtracdo. A matriz da amostra ndo interfere na identificacdo e determinagdo dos farmacos
estudados baseado no tempo de migracdo e no método da adicdo do padrdo (substancia
quimica de referéncia). O mesmo comportamento eletroforético mostrado na figura 15 foi

observado em todas as amostras analisadas.
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6 CONCLUSOES

O método por CZE desenvolvido mostrou-se adequado para a determinacao
simultanea dos farmacos metformina, glibenclamida, gliclazida e clorpropamida, devido a
adequada separacdo dos farmacos estudados, a alta resolugédo, o curto tempo de anélise e, 0
baixo consumo de reagentes e amostras. O método apresentou uma ampla faixa linear de
trabalho (para glibenclamida de 10 a 60 pg/mL, para metformina, gliclazida ¢ clorpropamida
de 10 a 150 pg/mL), baixos limites de detec¢ao (2,02 a 5,77 pug/mL), exatiddo (94,12 a
103,38%), precisao e especificidade.

Através da pesquisa realizada para a aquisicdo das amostras, foi possivel verificar que
0s principios ativos mais utilizados em formulacdes herbareas hipoglicemiantes sdo pata de
vaca, insulina vegetal, berinjela, gymnema silvestre, farinha de banana verde, farinha de
maracuja, jamboldo, carqueja, alcachofra e garcinea.

Doze amostras foram submetidas & analise pelo método CZE-C'’D e nenhuma
apresentou adulteracdo com os farmacos sintéticos estudados. No entanto, o método proposto
para a determinacdo simultanea dos hipoglicemiantes mostrou-se Gtil e aplicavel em amostras
reais, visto que, se alguma das amostras estivesse realmente adulterada, o método poderia
identificar esta adulteracéo.

O método permite a identificacdo dos adulterantes e sua quantificacdo a partir de 0,24
mg para a metformina, 0,15 mg para a glibenclamida, 0,33 mg para a gliclazida e 0,24 mg
para a clorpropamida. Sendo que as doses minimas diarias para glibenclamida, gliclazida,
clorpropamida e metformina sao respectivamente 5 mg, 80 mg, 125 mg e 500 mg, portanto o
método desenvolvido é uma alternativa rapida e confiavel para a triagem de hipoglicemiantes
em produtos herbareos, o que pode contribuir para a melhoria do controle de qualidade e

critérios de comercializacdo para estes produtos.
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