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RESUMO
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PARA EMAGRECIMENTO
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ORIENTADOR: LEANDRO MACHADO DE CARVALHO
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A adulteragao de formulacdes fitoterapicas tem sido uma pratica recorrente
em todo o mundo, tendo em vista o fato de que ainda ndo existe uma legislagéo
especifica de controle da manipulacdo e comercializagdo dos chamados
“‘medicamentos naturais”. Neste sentido, a existéncia de metodologias analiticas que
possibilitem a identificacdo e a quantificacdo de possiveis farmacos como
adulterantes nestas formulagbes € de extrema importancia na analise toxicoldgica.
Como a possibilidade de adulteracédo € relativamente ampla em termos de classes
de compostos, os métodos analiticos requerem principalmente boa seletividade e
sensibilidade na identificacdo de classes e/ou compostos individuais.

Neste trabalho, um método voltamétrico foi desenvolvido e validado para a
determinacdo seletiva de farmacos da classe dos 1,4-benzodiazepinicos
(ansioliticos) e da dietilpropiona (anorexigeno). Para avaliar uma possivel
interferéncia na determinacdo destes farmacos causada por outros farmacos
eletroativos (possiveis adulterantes em formulagbes fitoterapicas) no eletrodo de
mercurio, misturas sintéticas com diferentes concentragcbes dos 1,4-
benzodiazepinicos, dietilpropiona e os interferentes fluoxetina, femproporex,
sibutramina e metformina foram analisadas. Os parametros da analise voltamétrica
pH, potencial e tempo de deposicdao foram otimizados, visando uma medida
voltamétrica com alto grau de seletividade e sensibilidade. O método validado para a
determinacao de 1,4-benzodiazepinicos e dietilpropiona foi empregado na analise de
formulagdes fitoterapicas utilizadas no tratamento da obesidade, as quais sao
comercializadas como medicamentos naturais por farmacias de manipulagao

brasileiras. Quatro diferentes formulacdes fitoterapicas analisadas acusaram a



presenca de 1,4-benzodiazepinicos como adulterantes em concentragbes entre
0,056 e 0,270 mg/g. Ensaios de recuperagcdo para os 1,4-benzodiazepinicos e
dietilpropiona foram realizados nas formulag¢des, obtendo-se recuperagdes acima de
90% para todas as espécies de adulterantes analisadas. O método desenvolvido e
validado apresentou alta sensibilidade, seletividade, precisdo analitica, baixo custo e
analises rapidas, comprovando a aplicabilidade do mesmo como uma alternativa

para o controle e fiscalizagao da adulteracédo em formulagdes fitoterapicas.

Palavras-chave: benzodiazepinicos; dietilpropiona; formulagdes fitoterapicas;

voltametria; validacio analitica.
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The adulteration of phytotherapic formulations has been a common practice in
many countries, since there is not an specific legislation for the control of the
manufacturing and commercialization of the so called “natural medicaments”. In this
context, the existence of analytical methodologies, which alllow the identification and
quantification of possible pharmaceuticals as adulterants in these formulations is very
important in the toxicological analysis. Since the possibilitiy of adulteration is very
broad in terms of compound classes, the analytical methods have to be very
selective and sensitve for the identification os compound classes and/or individual
compounds.

In this work, a voltammetric method was developed and validated for the
selective determination of pharmaceuticals from the class of 1,4-benzodiazepines
(ansiolytics) and diethylpropion (anorexics). In order to investigate the possible
interference of other electroactive drugs (possible adulterants in phytotherapic
formulations) at the mercury electrode, synthetic mixtures containing different
concentrations of 1,4-benzodiazepines, diethylpropion and interferents fluoxetine,
sibutramine and metformin were analyzed. The parameters of the voltammetric
analysis, such as pH, potential and time of deposition, were optimized aiming a
voltammetric measurement with high selectivity and sensitivity. The validated method
was applied for the determination of the adulterants in phytotherapic formulations
used in the treatment of obesity, which have been commercialized as natural
medicaments by Brazilian pharmacies. Four different phytotherapic formulations were
found to be contaminated by 1,4-benzodiazepines in concentration ranging from

0,056 to 0,270 mg/g. Recovery experiments for 1,4-benzodiazepines and



diethylpropion were carried out in the formulations, which gave recovery values
higher than 90% for all the analyzed adulterants. The developed and validated
method presented high sensitivity, selectivity, analytical precision and short analysis
time. Therefore, the method is very usefull as an analytical tool for the control and

fiscalization of the adulteration of phytotherapic formulations.

Keywords: benzodiazepines; diethylpropion; phytotherapic  formulations;

voltammetry; analytical validation.
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1 INTRODUGAO

A obesidade é reconhecida como uma doenga mundial, que afeta milhdes de
pessoas, 0 que constitui um problema de saude publica. Neste contexto, percebe-se
que a automedicagdo com produtos “naturais” emagrecedores tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. Sendo que existe um grande numero de
produtos fitoterdpicos para emagrecimento disponiveis no mercado e
comercializados livremente. Entretanto, ha trabalhos cientificos que relatam a
existéncia de substancias tais como anorexigenos, benzodiazepinicos e
antidepressivos adicionados em formulagbes fitoterapicas, os quais n&o estédo
declarados em suas formula¢des (ALMEIDA et al., 2000; de AZEREDO et al., 2004).

A presenca de drogas sintéticas como adulterantes em formulagdes
fitoterapicas € caracterizada como uma pratica ilegal, relatada com frequéncia no
Brasil e em outros paises (PARODI et al., 1993; KU et al., 2003; CHEN et al., 2000;
SOMBRA et al., 2005; LAU et al., 2003). Dentre as classes de adulterantes mais
frequentemente relatadas em formulagbes fitoterapicas estdo os anorexigenos
(dietilpropiona, femproporex e a sibutramina), os benzodiazepinicos (clonazepam,
flurazepam, alprazolam, midazolam, medazepam, clordiazep6xido e diazepam), os
antidepressivos (fluoxetina) e os hipoglicémicos (metformina) (ALMEIDA et al., 2000;
de AZEREDO et al., 2004; PARODI et al., 1993; KU et al., 2003; CHEN et al., 2000;
SOMBRA et al., 2005; LAU et al., 2003).

A fraude do emprego de substancias controladas nao declaradas no rétulo,
fato que ja constitui uma violagdo grave da Lei de Vigilancia Sanitaria, e o
desconhecimento por parte do usuario destas “formulas magicas” € um sério risco a
saude. Assim o usuario, acreditando estar consumindo um produto natural, pode
aumentar a dose por conta propria, ingerir bebida alcodlica, podendo conduzir, entre
outras consequéncias, ao exacerbamento dos efeitos no Sistema Nervoso Central
(ALMEIDA e RIBEIRO, 1998). Portanto, o uso de metodologia analitica adequada
capaz de identificar de maneira seletiva e quantificar possiveis farmacos presentes
como adulterantes em formulagdes fitoterapicas para emagrecimento é de
fundamental importancia tanto do ponto de vista clinico como toxicolégico. Assim, a

existéncia de métodos analiticos adequados ao controle de qualidade de
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formulacdes fitoterapicas para emagrecimento € indispensavel e deve ser estudada
de forma sistematica.

A determinagcdo de farmacos utilizando métodos voltamétricos ¢é
extremamente sensivel e esta bem fundamentada na literatura (BROOKS,1983; dos
SANTOS et al., 2002 ; de CARVALHO et al., 2007). A voltametria adsortiva de
redissolugdo catodica (AdCSV) empregando o HMDE (eletrodo de mercurio de gota
pendente) como eletrodo de trabalho € um método que ocupa posigao importante
entre os métodos eletroanaliticos na investigacdo de farmacos, sendo as suas
principais vantagens a possibilidade de se realizar determinagdes analiticas
simultaneas e os baixos limites de detecgdo alcancados (da ordem de 10° a 10™"
mol L") (HENZE, 2001).

Levando em consideracdo o exposto acima, este trabalho trata do
desenvolvimento e validacdo de um método analitico baseado na voltametria
adsortiva de redissolugéo catédica empregando o HMDE como eletrodo de trabalho,
para investigar possiveis adulteragbes em fitoterapicos emagrecedores. O método
estd baseado na deposicdo adsortiva dos 1,4-benzodiazepinicos (clonazepam,
flurazepam, alprazolam, midazolam, medazepam, clordiazepoxido e diazepam) e da
dietilpropiona (anfepramona) na superficie do eletrodo de mercurio e na redugéo dos
mesmos durante a varredura dos potenciais. A determinag¢do voltamétrica dos 1,4-
benzodiazepinicos e da dietilpropiona em amostras fitoterapicas para
emagrecimento foi realizada sequencialmente através da solugdo resultante da
dissolugdo da capsula do medicamento fitoterapico em metanol. A metodologia
desenvolvida foi empregada na determinagcdo de adulterantes em formulagdes

fitoterapicas comercializadas como emagrecedores naturais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 1,4-Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos sao farmacos ansioliticos (sedativos) capazes de atuar
no sistema nervoso central (SNC) reduzindo a ansiedade e exercendo efeito
calmante. Um agente sedativo € aquele capaz de reduzir a atividade motora,
moderar a excitagdo e acalmar o individuo (KATZUNG, 2006). Os benzodiazepinicos
sdo farmacos que possuem propriedades ansioliticas, anticonvulsivantes, relaxante
muscular e anestésica (KATZUNG, 2006; HARVEY e CHAMPE, 1998; VALLE et al.,
1991).

Em 1957 foi sintetizado o primeiro benzodiazepinico, o clordiazepdxido, essa
droga foi comercializada em 1961, inaugurando a era dos benzodiazepinicos. Em
1963 foi langado no mercado um medicamento ainda mais potente, o diazepam.
Atualmente a cerca de 35 benzodiazepinicos disponiveis comercialmente (HARVEY
e CHAMPE, 1998). A Tabela 1 mostra alguns exemplos destes compostos 1,4-
benzodiazepinicos, assim como, seus homes comerciais.

As estruturas dos 1,4-benzodiazepinicos (ver figura 1) consistem de um anel
benzeno fundido a um anel diazepinico heptagonal. A maioria dos 1,4
benzodiazepinicos contém um grupo carboxamida na estrutura em anel heterociclica
de sete membros, sendo necessario um substituinte na posicado sete como, por
exemplo, um grupo halogénio ou nitro, para a atividade sedativa-hipnotica. A
estrutura do alprazolam inclui a adicdo de um anel triazdlico na posigcao 1, 2 e essa

droga € algumas vezes denominada triazolobenzodiazepinico (KATZUNG, 2006).
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Figura 1: Estrutura quimica dos 1,4-benzodiazepinicos (KATZUNG, 2006; BROOKS e DE SILVA

,1975).
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Tabela 1 — 1,4-Benzodiazepinicos: nomes comerciais

Nome da substancia Nome comercial
Alprazolam Apraz®, Xanax®
Bomazepam Lexotan®, Brozepax®
Clonazepam Klonopin®, Rivotril®

Clordiazepoxido Librium®, Psicosedin®
Diazepam Valium®, Calmociteno®
Flurazepam Dalmadorm®, Dalmane®
Lorazepam Alzapam®, Lorax®
Midazolam Versed®, Dormonid®
Nitrazepam Sonebon®, Nitrapan®

Fonte: KATZUNG, B.G. Farmacologia Basica & Clinica. Rio de Janeiro: Ed. Guanabara Koogan
S.A., 2006.

2.1.1 Propriedades farmacolégicas e usos terapéuticos

Os benzodiazepinicos entre si apresentam pequenas diferencas quanto as
propriedades ansioliticas e anticonvulsivantes. Entretanto, a duragao de agao varia
bastante no grupo e, com frequéncia as consideragdes farmacocinéticas sao itens
de importancia na escolha do farmaco (HARVEY e CHAMPE, 1998). Dentre os usos
terapéuticos dos ansioliticos podemos citar:

1- Efeitos ansioliticos: Os benzodiazepinicos exercem efeito sedativo com
redugcao concomitante da ansiedade em doses baixas (KATZUNG, 2006;
HARVEY e CHAMPE, 1998). Todavia, na maioria dos casos, as acgdes
ansioliticas dos benzodiazepinicos sdo acompanhadas de algum decaimento
das fungdes psicomotoras (KATZUNG, 2006).

2- Efeitos hipnoéticos: Em doses mais altas, certos benzodiazepinicos
produzem hipnose (sono artificialmente induzido) (KATZUNG, 2006; HARVEY
e CHAMPE, 1998).
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3- Anticonvulsivantes: Alguns benzodiazepinicos tém atividade
anticonvulsivante e sao usados no tratamento da epilepsia e de outros
disturbios convulsivos (HARVEY e CHAMPE, 1998).

4- Relaxamento muscular: A acao relaxante muscular é devida a depressao
sobre os reflexos espinhais envolvidos no controle muscular (VALLE et al.,
1991).

5- Anestesia: Alguns farmacos ansioliticos quando administrados em doses
altas deprimem o sistema nervoso central até certo ponto conhecido como
anestesia geral. Entretanto, a propriedade de determinado farmaco como
coadjuvante na anestesia depende principalmente das caracteristicas fisico-
quimicas que determinam a rapidez de seu inicio e duragdo dos efeitos
(KATZUNG, 2006).

2.1.2 Dependéncia quimica

Os casos de dependéncia quimica aos benzodiazepinicos sdo dependentes
da dosagem administrada e do uso prolongado. A interrupgdo abrupta da
administracdo do farmaco provoca sindrome de abstinéncia, com confuséo,

ansiedade, agitagao, inquietagao, insénia e tenséao (HARVEY e CHAMPE, 1998).

2.2 Dietilpropiona

Os farmacos mais empregados como redutores do apetite pertencem ao
grupo das anfetaminas (ver figura 2), que além de potentes estimulantes do Sistema
Nervoso Central (SNC), exercem atividades cardiovasculares, manifestando também
dependéncia quimica (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1982). A primeira
descrigao da utilizagdo de drogas para promover a diminuigdo da ingestao alimentar
€ de 1937, quando a anfetamina foi administrada experimentalmente em seres
humanos. Entretanto, este droga possui efeitos adversos como estimulante do SNC

e alteragdes cardiovasculares que limitam o seu uso terapéutico. Na tentativa de
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resolver estes problemas, foram realizadas varias alteragdes estruturais nas
moléculas da anfetamina com a finalidade de produzir novas drogas anoréxicas (de
LUCIA, 1992).

Em 1958 foi introduzida no mercado a dietilpropiona, também conhecida
como dietilpropiona (ver figura 2), essa € uma droga largamente utilizada pela
medicina nos tratamentos de obesidade como supressora do apetite (anorexigeno).
A dietilpropiona foi sintetizada com o intuito de eliminar os efeitos indesejaveis
causados pelas anfetaminas, porém este farmaco anorexigeno atua através do
SNC, acarretando na diminuicdo do apetite ou aumentando a sensacao de
saciedade, assim como, promove outros efeitos colaterais tais como: irritabilidade,

taquicardia, inquietagdo, insOGnia e até alucinagdes e delirios (de ALMEIDA e

RIBEIRO, 1998).

Anfetamina

o}
>—C
Dietilpropiona
Figura 2: Estruturas quimicas da anfetamina e dietilpropiona (ALMEIDA e RIBEIRO, 1998).
Atualmente estdo disponiveis comercialmente no Brasil outros agentes

anorexigenos derivados da anfetamina. A Tabela 2 ilustra alguns exemplos

comercias desses derivados anfetaminicos.
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Tabela 2 — Anorexigenos: nomes comerciais

Nome da substancia Nome comercial
Dieltilpropiona ou anfepramona Dualid®, Inibex®
Femproporex Desobesi®
Mazindol Absten®

Fonte: IMESC, Instituto de Medicina Social e de Criminologia de Sao Paulo, Disponivel em:
http://www.imesc.sp.gov.br/infodrogas/anfetami.htm

2.2.1 Dependéncia quimica

Os casos de dependéncia quimica aos anorexigenos sao dependentes da
dosagem administrada e do uso prolongado. A interrupgao abrupta da administragao
do farmaco provoca sindrome de abstinéncia, com grande mal-estar, ansiedade,
inquietacédo, irritabilidade, taquicardia, inquietagcado e até alucinagdes e delirios (de
ALMEIDA e RIBEIRO, 1998).

2.3 A presenga de adulterantes em formulagdes fitoterapicas e suas

determinagodes analiticas

A fitoterapia é uma forma de complementar a medicina alternativa, e esta se
tornando cada vez mais popular em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos
(EISENBERG et al., 1998). Embora as ervas medicinais sejam frequentemente
consideradas naturais, € necessario ter cautela ao utilizar a fitoterapia, uma vez que,
um produto natural ndo significa que esteja isento de efeitos colaterais. Os efeitos
colaterais causados pelo uso de formulagdes fitoterapicas podem ser devido a
adulteragao, substituicdo, contaminacao, rotulagem e/ou anuncio inadequado (PINN,
2001).

O problema da adulteracdo de medicamentos, na atualidade, ndo se limita

apenas aos casos de formulagdes sintéticas. A presenca de drogas sintéticas
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adicionadas ilegalmente a formulagdes fitoterapicas utilizadas no tratamento da
obesidade pode ser caracterizada, também, como um problema sério de adulteragao
e de saude publica. Este problema é agravado pelo uso excessivo de drogas
inibidoras de apetite (anorexigenos), sendo o Brasil responsavel pelo maior
consumo destes em nivel mundial. A adulteragao de formulagdes fitoterapicas com
drogas sintéticas tais como o diazepam, clordiazepéxido e cafeina sdo um dos os
maiores problemas com ervas medicinais chinesas (ERNEST, 2002). Os casos de
complicagdes clinicas e os efeitos colaterais resultantes da adulteracédo de ervas
medicinais com drogas sintéticas tém sido relatados com frequéncia (ERNEST,
2002; KU, 2003; LIANG, 2006).

Atualmente, o Brasil se destaca no cenario mundial em relacdo ao consumo
de anorexigenos estimulantes do SNC constituindo, junto com Argentina e Estados
Unidos, um dos trés paises com maior taxa de utilizagdo destes medicamentos no
mundo (UNODC, 2008). Além disso, aproximadamente 60% da produgdo mundial do
medicamento femproporex é consumida por laboratérios farmacéuticos e farmacias
de manipulagéo situados no Brasil. Além da adicao ilegal de anorexigenos como a
dietilpropiona, o femproporex e a sibutramina, estas formulagdes fitoterapicas
apresentam com frequéncia compostos benzodiazepinicos, antidepressivos e
hipoglicémicos como adulterantes (ALMEIDA et al., 2000). Os casos de adulteragao
de formulagdes fitoterapicas por drogas sintéticas adicionadas ilegalmente podem se
estender, ainda, a formulagbes administradas como tranquilizantes, anti-
inflamataorios, hipoglicémicos, etc.

A presenca de drogas sintéticas como adulterantes em formulagdes
fitoterapicas € caracterizada como uma pratica ilegal, relatada com frequéncia
também em outros paises (PARODI et al., 1993; KU et al., 2003; CHEN et al. 2000;
Sombra et al., 2005; LAU et al., 2003). Dentre os casos mais recentes, pode-se citar
a adulteragao de pilulas de emagrecimento brasileiras comercializadas nos Estados
Unidos com as drogas femproporex, clordiazepoxido e fluoxetina, segundo
informacéao divulgada pelo FDA 6rgao do governo americano que controla alimentos
e medicamentos. Dentre as classes de adulterantes mais frequentes ja relatados em
formulacbes fitoterapicas estdo os anorexigenos (dietilpropiona, femproporex,
mazindol e sibutramina), os benzodiazepinicos (diazepam, clordiazepdxido,
clonazepam e midazolam), os antidepressivos (fluoxetina), os hipoglicémicos

(metformina, fenformina, clorpropamida, acetohexamida, glibenclamida e
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tolbutamida) e a cafeina como estimulante (ALMEIDA et al., 2000; PARODI et al.,
1993; KU et al., 2003; CHEN et al. 2000; SOMBRA et al., 2005; LAU et al., 2003).

O universo das possibilidades de adulteragdo de formulagdes fitoterapicas
com drogas sintéticas é relativamente amplo, tendo em vista as combinagdes
possiveis entre compostos anorexigenos, benzodiazepinicos, antidepressivos e
hipoglicémicos que podem ser realizadas com fins terapéuticos (inibicdo do apetite).
Sendo assim, os métodos analiticos devem ser capazes de determinar de maneira
seletiva e quantitativa a presenga de adulterantes, bem como a presenca de
interferentes, os quais pertencem normalmente a outra classe de medicamento
combinada na formulagcdo; um exemplo comum de associagdao € a combinagao:
anorexigeno + benzodiazepinico. Porém, qualquer tipo de associagdo dessa
natureza foi recentemente proibida pela Resolugado RDC n° 58, de 05 de setembro
de 2007 (ANVISA, 2007), que dispde sobre o aperfeicoamento do controle e
fiscalizagdo de substancias psicotropicas anorexigenas e da outras providéncias, na
qual fica expressamente vedada a associacdo de substancias ansioliticas,
antidepressivas, diuréticas e anorexigenas na mesma formulagdo para
emagrecimento.

Dentro deste contexto, os métodos voltamétricos permitem uma determinacéo
sensivel e seletiva de alguns compostos organicos, baseado no comportamento
eletroquimico diferenciado das espécies no eletrodo de trabalho (de CARVALHO et
al., 2007). Da mesma forma, os métodos de separagdo cromatograficos e
eletroforéticos sdo ferramentas utilizadas para a determinacdo simultdnea de
possiveis misturas de adulterantes sintéticos nas formulagdes fitoterapicas.

A determinacdo de adulterantes em formulagdes fitoterapicas empregando
meétodos voltamétricos ainda nao foi relatada na literatura. Em um trabalho preliminar
publicado em 2007 (de CARVALHO et al., 2007), a determinacdo do farmaco
dietilpropiona, um adulterante bastante provavel nestas formulagdes e ja relatado em
casos de adulteragdo na literatura (ALMEIDA et al., 2000), foi estudada por
voltametria adsortiva empregando o eletrodo de mercurio (HMDE). Neste trabalho, a
determinacdo da dietilpropiona se mostrou possivel na presengca de outros
adulterantes como femproporex, mazindol, sibutramina, fluoxetina, cafeina,
diazepam e metformina. Além destas drogas ja estudadas, a determinagdo de
mazindol e de benzodiazepinicos de maneira isolada em formulacdes farmacéuticas

sintéticas, onde a droga € sempre o componente majoritario, também pode ser
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realizada por voltametria adsortiva e esta descrita na literatura (dos SANTOS et al.,
2002).

Os métodos de separagdo mais empregados na determinacéo de possiveis
adulterantes de formulagdes fitoterapicas sdo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e a eletroforese capilar (CE). Entre os métodos publicados
recentemente, de especial interesse sdo os métodos eletroforéticos que empregam
a eletroforese capilar de zona (CZE) e a eletrocromatografia capilar eletrocinética
micelar (MEKC), devido a alta eficiéncia de separagdo obtida em misturas
complexas.

Dentre os adulterantes ja descritos na literatura com determinagao
eletroforética, encontram-se os hipoglicémicos acetohexamida, clorpropamida,
glibenclamida e tolbutamida por CZE em tampao borato (pH 7,5) como eletrélito de
trabalho e deteccédo UV (KU et al., 2003). O hipoglicEmico coptisina, berberina e
palmatina foram também determinadas em formulagdes fitoterapicas por CZE-UV
(CHEN et al., 2000).

A determinagdo dos benzodiazepinicos alprazolam, bromazepam,
clordiazepoxido, diazepam, flunitrazepam, medazepam, oxazepam e nitrazepam por
MEKC foi descrita na literatura (HANCU et al., 2007), apesar de nao ter sido
aplicada ainda na determinagdo destas drogas como possiveis adulterantes em
formulacbes fitoterapicas. Outras drogas menos comuns tém sido também
determinadas como adulterantes em formulacgdes fitoterapicas por HPLC, como a
cafeina, a teobromina, a teofilina, a fenilbutazona, o ibuprofeno, o captopril e a
amoxicilina (SOMBRA et al., 2005; LAU et al., 2003; LIANG et al., 2006).

A determinacao dos adulterantes mais comuns dietilpropiona, femproporex e
diazepam por HPLC-UV ja foi descrita na literatura (ALMEIDA et al., 2000) para
formulagdes fitoterapicas comercializadas no Brasil. No entanto, a determinagéo de
misturas complexas contendo anorexigenos e benzodiazepinicos como adulterantes,
0Ss quais sao provavelmente os adulterantes mais empregados e esperados nestas
formulacdes, empregando métodos eletroforéticos (CZE e MEKC), ainda nao foi
descrita na literatura.

Entretanto, a determinagdo destas drogas sintéticas como adulterantes em
formulacdes fitoterapicas empregando métodos voltamétricos ainda é de carater

inédito, nao foi relatado na literatura e, é tema desta dissertacao.
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Fazendo um comparativo entre os métodos de separacdo descritos acima
com a voltametria e a polarografia, verifica-se que os dois ultimos apresentam
algumas vantagens principalmente com relacdo a possibilidade de realizar
determinagcées em matrizes complexas como as formulagdes fitoterapicas, analises
mais rapidas, e também as baixas concentragbes determinadas. Além disso, os
métodos voltamétricos sao vantajosos com relacdo ao custo de analise,
principalmente no que se refere a aquisicdo e manutengao do equipamento, além do
tempo necessario para a analise ser significativamente menor. Com relagdo aos
métodos de separagdo mais empregados para a determinagdo de
benzodiazepinicos e dietilpropiona (HPLC e CE), a voltametria e a polarografia
apresentam uma vantagem adicional com relagcdo a deteccdo seletiva de
benzodiazepinicos e dietilpropiona, uma vez que estes métodos sao baseados no
comportamento eletroquimico diferenciado destas espécies. Devido ao fato destes
farmacos serem eletroliticamente ativos, eles sao reduzidos no eletrodo de trabalho
sendo possivel a determinagdo de benzodiazepinicos e dietilpropiona em
formulacbes fitoterapicas, bem como, na presenca de outros farmacos
eletroliticamente ativos que podem estar presentes como adulterantes nestas

formulagdes, conforme sera descrito sistematicamente neste trabalho.

2.4 Determinagao de compostos organicos por voltametria

A voltametria estuda as relagbes entre a voltagem, a corrente e o tempo,
durante a eletrdlise numa célula voltamétrica. Normalmente o procedimento envolve
0 uso de uma célula que contém o eletrdlito suporte e o analito onde serao imersos
trés eletrodos: 1) um eletrodo de trabalho no qual ocorre a eletrélise que se esta
investigando; 2) um eletrodo de referéncia que é usado para medir o potencial do
eletrodo de trabalho e 3) um eletrodo auxiliar que, juntamente com o eletrodo de
trabalho, permite a passagem de corrente da eletrolise (VOGEL, 1992).

Assim, nessa técnica, as informagdes sobre o analito sdo obtidas por meio da
medi¢cao da magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho ao se
aplicar um potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar. O

parametro ajustado € o potencial (E) e o parametro medido é a corrente resultante
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(i). O registro da corrente em fungdo do potencial € denominado voltamograma. A
magnitude da corrente obtida pela transferéncia de elétrons durante um processo de
oxiredugcédo (ver equacdo 1) pode ser relacionada com a quantidade de analito
presente na interface do eletrodo/solugdo e consequentemente, na célula
eletroquimica (HENZE, 2001; WANG, 1985).

Ox + ne” —< Red (1)

sendo Ox a forma oxidada do analito e Red a forma reduzida.

Com relagdo ao eletrodo de trabalho, existem diversos tipos, variando-se
desde o material empregado na sua construgao, até sua morfologia e dimensdes. O
eletrodo mais empregado em voltametria é o eletrodo de mercurio de gota pendente
(HMDE). Esse apresenta como vantagem o fato de que cada nova gota pode ser
facilmente formada e este processo de renovagao remove problemas que possam
ser causados por contaminagcdo de uma analise prévia. O emprego do eletrodo de
mercurio € restrito a regido catdédica e, dependendo do eletrélito, pode ser
empregado entre +0,3 V a -2,3 V vs. eletrodo de calomelano saturado (SCE). Nessa
regidao de potencial ocorrem as reagdes eletrodicas da maioria das espécies
organicas, o que vem a justificar o seu amplo emprego como eletrodo de trabalho
nas ultimas décadas em diversas aplicagdes (SCHOLZ, 2002).

A escolha de técnica voltamétrica a ser utilizada esta relacionada com o tipo
e a qualidade de informacao qualitativa/quantitativa que se quer obter a respeito do
analito ou do processo que envolve a interagdo entre o analito e o eletrodo de
trabalho. Existem diversas técnicas voltamétricas: voltametria de pulso normal
(NPV), voltametria de pulso diferencial (DPV), voltametria de pulso reverso (RPV),
voltametria de onda quadrada (SWV), voltametria de corrente alternada (AC),
voltametria ciclica (CV), voltametria de redissolugao catddica (CSV), voltametria de
redissolucdo anodica (ASV) e voltametria adsortiva de resdissolugédo (AdSV). A
escolha de cada uma delas depende do analito e da concentragdo do mesmo, entre
outros fatores. Entretanto este trabalho restringe-se ao uso das voltametrias de
corrente alternada (ver segéo 2.6) e a voltametria adsortiva de redissolugao catédica

(ver segao 2.5).
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O desenvolvimento tecnoldgico gerou um grande desenvolvimento da
instrumentacdo analitica, o que contribuiu intensamente na melhoria da sensibilidade
destes métodos. Atualmente os limites de detecgdo ja podem ser comparados aos
métodos cromatograficos, quando se utilizam técnicas de pulso e de redissolugao.
Em eletroanalitica, cada espécie possui um potencial de oxidagdo e ou reducgao
particular, em uma determinada condi¢do, o que minimiza a interferéncia de outras
espécies.

A principal vantagem das técnicas eletroanaliticas € a possibilidade da
medida voltamétrica ser feita diretamente na amostra solubilizada sem extra¢gdes
prévias. Ainda € possivel a analise de amostras coloridas ou contendo particulas
sélidas (dos SANTOS et al.,, 2002). Esta vantagem, aliada ao curto tempo na
realizagdo das analises e a seletividade combinada com a confiabilidade devido a
boa exatiddo nas medidas tem feito da voltametria uma boa alternativa para a
analise de tragcos organicos em diversas matrizes (EL-HEFNAWEY et al., 2004; de
CARVALHO et al., 2007). Associado a isto, tem-se ainda o baixo custo analitico,
rapidez de detecgao, alto potencial de automatizagdo e a possibilidade de
determinacgao simultanea e sequencial de diversos compostos organicos.

Mediante todas estas vantagens apresentadas, observa-se que a voltametria
ocupa uma importante posigédo entre os métodos eletroquimicos para a investigagéo
de compostos organicos. Muitos grupos funcionais podem ser oxidados ou reduzidos
no eletrodo de trabalho, o que torna possivel a determinacdo de uma grande
variedade de compostos (SKOOG, 2007).

2.5 Voltametria adsortiva de redissolugao catédica (AdCSV)

A voltametria adsortiva de redissolugdo catédica (AdCSV) tém sido
empregada em uma grande variedade de compostos organicos de interesse quimico
e farmacéutico devido a forte tendéncia que essas substancias possuem de se
adsorverem na superficie do eletrodo de mercurio (SKOOG, 2007).

A AdCSV é caracterizada por ser realizada em duas etapas diferentes: a
etapa de deposicdo e a etapa de redissolugdo. A etapa de deposicdo é feita

eletroliticamente aplicando-se o potencial de deposigéo (E4) durante um determinado
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tempo e com agitagdo da solugédo. O tempo de deposicéo (Tq4) é escolhido em fungéo
da espécie eletroativa durante o qual a espécie de interesse sera adsorvida sobre a
superficie do eletrodo de trabalho. A agitagdo faz com que o transporte de massa
por convecgao mantenha a concentragdo da espécie eletroativa junto a superficie do
eletrodo igual a do seio da solugdo. Essa agitagcdo deve ser feita a velocidade
constante e controlada com precisao (WANG, 1985). Apds o término da etapa de
deposigcao, procede-se a etapa de redissolugdo, em que, as espécies que foram
reduzidas na superficie do eletrodo sdo reoxidadas gerando um sinal analitico. Esse
sinal & a corrente originada no processo de redissolugdo a qual € usada para a
determinacdo da concentragao da espécie (OSTERYOUNG e SCHREINER,1988).

2.6 Analise sequencial de 1,4 benzodiazepinicos e dietilpropiona por AdCSV

A determinacao de farmacos por voltametria possibilita realizar a analise em
sequéncia, ou seja, realizar a determinagdo de varios farmacos utilizando-se a
mesma amostra através de métodos voltamétricos diferentes sequencialmente.
Todavia, os trabalhos publicados sobre a determinagdao de 1,4-benzodiazepinicos
por voltametria geralmente descrevem a determinacdo de um Unico
benzodiazepinico em matrizes como fluidos biolégicos e formulagdes farmacéuticas
e, utilizam procedimentos para preparacdao da mostra baseados na extragdo com
solventes, filtracdo e extragcdo em fase solida. Como exemplos, podemos citar a
determinacédo de diazepam em formulagdes farmacéuticas empregando a
polarografia de pulso diferencial (DPP) descrito por Garcia et al, (1993) e a
determinacao de clordiazepdxido em formulagdes farmacéuticas e fluidos bilologicos
empregando a voltametria adsortiva de redissolugdo catddica de onda quadrada
(SWAdCSV) descrita por El-Hefnawey et al. (2004). Em um estudo mais recente,
temos a determinagao da dietilpropiona em formulag¢des farmacéuticas, na presenca
de outros farmacos (antidepressivos, anorexigenos e hipoglicémicos)
eletroquimicamente ativos empregando DPP descrito por de Carvalho et al. (2007).

No presente trabalho, propbde-se o desenvolvimento de analises em
sequéncia utilizando a voltametria adsortiva de redissolugéo catdédica (AdCSV). A

proposta de analise sequencial permite que de forma simples e rapida se efetue a
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determinacdo de varios farmacos sequencialmente, sem a necessidade de se
proceder a grandes alteragdes nos parametros voltamétricos. Portanto, através de
um unico ensaio ha uma tentativa de implementar um procedimento analitico para a
determinacao sequencial de 1,4-benzodiazepinicos e dietilpropiona empregando-se
a AdCSV e o eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE) em formulagdes

fitoterapicas para emagrecimento.

2.7 Voltametria de corrente alternada

A voltametria de corrente alternada (AC) envolve a aplicagdo de um potencial
contendo uma pequena componente senoidal de frequéncia e amplitude constante
superposto a varredura linear do potencial DC na forma de degraus. Mede-se o
potencial DC na forma habitual e os resultados sdo acoplados as medidas com a AC
(BOND, 1980). Devido a corrente residual ser muito grande, o limite de
sensibilidade da voltametria AC (10* mol L") ndo é muito diferente do limite de
sensibilidade da DC (10° mol L™). A elevada corrente residual é uma conseqiiéncia
da corrente capacitiva, que € muito grande quando comparado com a corrente
faradaica (VOGEL, 1992).

A ocorréncia de processos de adsorcao no eletrodo de mercurio € identificada
através da voltametria AC, e tem permitido o desenvolvimento e aplicagdo de
meétodos eletroquimicos mais sensiveis para determinacao de baixas concentracdes
de farmacos em produtos farmacéuticos (de CARVALHO et al., 2007).

Em medidas por voltametria de corrente alternada, os picos caracteristicos de
adsorcao podem ser produzidos em potenciais onde a adsorgédo ou desor¢ao ocorre.
Estes processos nao faradaicos ocorrem em potenciais positivos ou negativos, onde
uma espécie adsorvida é deslocada do eletrodo em virtude de uma maior afinidade
pelo eletrélito suporte (BOND, 1980). A eletro-sor¢do dos compostos organicos €&
resultado da adsorgdo competitiva entre compostos organicos e os ions do eletrolito
suporte. O grau de adsorgado na superficie do eletrodo & determinado por varias
interacdes entre o eletrdlito suporte e compostos organicos.

Como resultado da adsorgéo da espécie na superficie do eletrodo (durante a

varredura de potenciais), uma diminuigdo da capacitancia da dupla camada (e,
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portanto, medido com um angulo de fase de 90°) & observada. Esta diminuigdo da
corrente capacitiva € dependente da concentragdo do composto organico, ou seja, a
diminuicdo da corrente capacitiva torna-se maior a medida que aumenta a
concentragdo da espécie organica até a saturagdo da superficie do eletrodo (de
CARVALHO e SCHWEDT, 2001). A diminuicdo da corrente capacitiva € geralmente
mais proxima ao potencial maximo de adsor¢cdo (En). Além da diminuicdo da
corrente capacitiva, os voltamogramas AC mostram também correntes de pico em
ambos os lados do Er, que definem os limites dos potencias positivos e negativos da
regido de adsor¢ao (SANDER et al., 1995).

As correntes capacitiva e faradaica obtidas dependem da otimizagao de trés
fatores: freqiéncia, angulo de fase e amplitude de pulso. Em geral para as medidas
de AC se utilizam os angulos de 90° e 45° o que distingui a ocorréncia dos
processos capacitivo e faradaico na superficie do eletrodo, uma vez que, as
correntes capacitiva e faradaica estdo a 90° e 45°, respectivamente, fora de fase em
relacdo a voltagem AC aplicada (BOND, 1980).

2.8 Validagao Analitica

A validagdo de um método analitico (ANVISA, 2003) é obtida quando os
procedimentos experimentais apresentam resultados analiticos confiaveis. Isto €, os
resultados devem apresentar linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo,
limite de quantificacdo, e recuperagdes adequadas a analise. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem determinado os parametros a serem
seguidos, bem como os limites de tolerancia para um processo de validagdo de uma
metodologia analitica. Esses parametros sdo detalhados a seguir.

A linearidade do método indica o intervalo de concentracdo em que a
resposta do instrumento é linear a concentragao do analito.

A curva de calibracido deve ser construida utilizando-se a matriz proposta
para estudo, deve conter no minimo cinco pontos contendo o padrdo de cada
farmaco, do limite de quantificagcdo até 120 % da concentracdo mais alta que se
pretende analisar. O desvio padrao relativo (RSD) deve ser menor ou igual a 20 %

em relacdo a concentragdo em relacdo a concentracdo nominal para o limite de
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quantificagcdo e menor ou igual a 15 % em relagdo a concentracdo nominal para as
outras concentragcdes da curva de calibragcdo. No minimo 4 das 5 concentracbes da
curva de calibragao devem cumprir esses critérios. O coeficiente de correlagao linear
(r) deve ser igual ou superior a 0,99.

A precisdao de um método analitico esta relacionada com concordancia entre
os resultados obtidos, sendo que, quanto mais proximos estdo os resultados de
deferentes mediadas maiores sdo os graus de precisdo do método. A precisao pode
ser expressa na forma de um desvio padrao relativo ou como um coeficiente de
variagéo, os quais ndo devem possuir valores superiores a 15%.

A exatidao é expressa como os resultados obtidos se aproximam do valor
verdadeiro. Pode ser determinada através da razdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica dentro da faixa de
variagdo do procedimento, realizando-se pelo menos trés replicatas da
concentracdo, o desvio nao deve exceder 15 %.

O limite de detecg¢ao (LD) de um método € a menor quantidade de analito que
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato.
Estabelecido por meio de analise de solugdes de concentragdo conhecidas e
decrescentes, até menor nivel detectavel. Ja o limite de quantificacédo (LQ) é a
menor quantidade do analito que pode ser determinada com precisao e exatidao
aceitaveis. Um procedimento comum para calcular o LD tem sido estabelecido
através da confecgdo da curva analitica e trés vezes o desvio padrao do branco
(3os/b) ap6s dez medidas da corrente base do eletrolito suporte (SKOOG, 2007).
Similarmente os limites de quantificagdo (LQ) sao calculados a partir de 100g/b.

A recuperacgao avalia a eficiéncia de um método analitico, considerando um
limite de variagao estabelecido. Recuperagdes proximas a 100 % sao as desejaveis,
porém tem-se admitido valores menores, desde que a recuperagao seja precisa e
exata.

A especificidade (seletividade) é a capacidade de um método em determinar o
analito de maneira inequivoca na presencga de outras substancias susceptiveis de
interferirem na determinacdo. Em geral, uma forma simples de verificar a
seletividade de um método voltamétrico é observar a presencga de picos na faixa de
potencias de reducao dos analitos de interesse fazendo-se a medida voltamétrica de

um branco obtido com a mesma matriz a ser analisada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao

— Processador: » 693 VA Processor (Metrohm)
» 694 VA Stand (Metrohm)
» Eletrodo de referéncia — Ag / AgCl / KCI 3 mol L™
» Contra eletrodo — Platina
» Eletrodo de trabalho — HMDE (eletrodo de mercurio de gota
pendente)

— Balanga Analitica Sartorius com quatro casas decimais de precisao;

— Sistema de purificagdo de agua Milli-Q, resistividade 18,2 MQ.cm™ (Millipore,
Bedford, USA);

3.2 Reagentes e solugoes

A agua utilizada foi destilada, deionizada e purificada em um sistema Milli-Q
(resistividade de 18,2 MQ cm™).

As solugbes padrdao estoque dos 1,4-Benzodiazepinicos (clonazepam,
flurazepam, alprazolam, midazolam, diazepam, medazepam e clordiazepd6xido), do
antidepressivo (fluoxetina), do hipoglicémico (metformina) e dos anorexigenos
(dietilpropiona, sibutramina e femproporex) nas concentracdes 102 e 10 mol L™
foram preparadas pela dissolugao do padrao de cada farmaco em baldo volumétrico
de 10 mL com metanol. As solugbes estoque foram armazenadas sob refrigeragéo
em frascos plasticos de 13 mL, mantendo-se estaveis por pelo menos 3 meses. A
partir das solugdes estoque, por meio de diluigbes (também em metanol)

prepararam-se as solugdes de trabalho nas concentragdes desejadas.
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As solugbes de trabalho 1 g L™ dos 1,4-Benzodiazepinicos foram preparadas
pela dissolu¢do de 50 mg de cada padrdao em baldo volumétrico de 50 mL com
metanol.

As solugbes de trabalho 10 g L™ de dietilpropiona, fluoxetina e metformina
foram preparadas pela dissolugdo de 500 mg de cada padrao em baldo volumétrico
de 50 mL com metanol.

A solucdo tampao acetato 0,1 mol L™ (pH 2 a 12) foi preparada pela mistura
de 2,0507 g de acetato de sédio e 1,5 mL de acido acético glacial em balédo
volumétrico de 250 mL com agua ultrapura.

A solugao tampao Britton-Robinson 0,1 mol L™ (pH 2 a 12) foi preparada pela
mistura de 1,5457 g de acido bdrico, 1,7 mL de acido fosférico e 1,5 mL de acido
aceético glacial em baldo volumétrico de 250 mL com agua ultrapura.

A solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 2 a 12) foi preparada pela mistura de
3,4050 g de fosfato de potassio monobasico e 3,5490 g de fosfato de sddio dibasico
em baldo volumétrico de 250 mL com agua ultrapura.

A solugdo tampo borato 0,1 mol L™ (pH 2 a 12) foi preparada pela mistura de
1,0 g de hidroxido de sodio e 9,5350 g de tetraborato de sédio em baldo volumétrico
de 250 mL com agua ultrapura.

A solucdo tampao Ringer 0,1 mol L™ (pH 2 a 12) foi preparada pela mistura de
1,0 g hidroxido de sédio e 3,5490 g de fosfato de sodio dibasico em baléao
volumétrico de 250 mL com agua ultrapura.

O pH das solugdes tampao descritas acima foi ajustado adicionando-se
hidréxido de sédio ou &cido cloridrico 3 mol L™ .

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

na Tabela 3.



Tabela 3 — Reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho
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Reagentes Fornecedores
Clonazepam Sul Farma
Flurazepam Labovid
Alprazolam Sul Farma
Midazolam Pharma Nostra
Diazepam Sul Farma
Medazepam Pharma Nostra

Clordiazepoxido
Dietilpropiona
Fluoxetina
Sibutramina
Femproporex
Metformina
Fosfato de sédio dibasico
Fosfato de potassio monobasico
Acido bérico
Acetato de sodio
Tetraborato de sodio
Hidroxido de sodio
Acido cloridrico 37 % (m/v)
Acido acético glacial 99,8 % (m/v)
Acido fosférico 85 % (m/v)

Metanol

Sul Farma
Labovid
Sul Farma
Labovid
Labovid
Sul Farma
Vetec?
Merck®
Merck?®
Synth?
Merck?®
Vetec®
Quimex®
Quimex®
Merck?®

Quimex®

®Fabricantes
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3.3 Procedimentos analiticos

3.3.1 Determinago6es voltamétricas de redissolucgao

Todas as determinagdes voltamétricas foram realizadas em Processador 693
VA Processor (Metrohm) em conjunto com 694 VA Stand (Metrohm). Os sete 1,4-
Benzodiazepinicos e o anorexigeno estudados no presente trabalho foram
determinados pelo método voltameétrico adsortivo de redissolugdo catédica (AdCSV)
empregando o eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE) como eletrodo de
trabalho.

Para melhor analise e interpretacdo dos resultados que serdo apresentados
nas secgdes posteriores, os 1,4-Benzodiazepinicos foram divididos em trés grupos de
acordo com o seu comportamento voltamétrico. Neste caso, classificam-se como
grupo A o farmaco clonazepam, como grupo B os farmacos flurazepam, midazolam e
alprazolam e como grupo C os farmacos medazepam, clordiazepoxido e dizepam.
Seguindo esta estrutura, classificou-se a dietilpropiona como farmaco pertencente ao
grupo D.

3.3.1.1 Determinagéao do grupo A

A determinacgao do grupo A (clonazepam) foi baseada na deposigdo adsortiva
do farmaco no HMDE (anexo A) em um potencial de -0,4 V e na varredura catodica
dos potenciais (50 mV s™) de -0,3 a -0,8 V. Como eletrdlito suporte utilizou-se o
tampao Ringer pH 10. As determinagbes voltamétricas foram realizadas com as
solucbes em temperatura ambiente. Para a adicao do padrao foi utilizada a solugao

padrdo de clonazepam 10° mol L™ (720 mg L™).
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3.3.1.2 Determinagéao do grupo B

A determinacao do grupo B (flurazepam, alprazolam e midazolam) foi baseada
na deposigao adsortiva dos farmacos no HMDE (anexo B) em um potencial de -0,8 V
e na varredura catédica dos potenciais (50 mV s') de -0,95 a -1,15 V. Como
eletrélito suporte foi utilizado o tampado Ringer pH 10. As determinagdes
voltamétricas foram realizadas com as solu¢gdes em temperatura ambiente. Para a

adigao do padréo foi utilizada a solugao de flurazepam 10 mol L (1130 mg L™).

3.3.1.3 Determinagao do grupo C

A determinagdo do grupo C (diazepam, medazepam e clordiazepdxido) foi
baseada na deposi¢ao adsortiva dos farmacos no HMDE (anexo C) em um potencial
de -0,8 V e na varredura catédica dos potenciais (50 mV s™) de -1,05 a -1,25 V.
Como eletrdlito suporte foi utilizado o tampao Ringer pH 10. As determinagdes
voltamétricas foram realizadas com as solu¢gdes em temperatura ambiente. Para a

adigao do padréo foi utilizada a solugdo de diazepam 10 mol L™ (1170 mg L ™).

3.3.1.4 Determinagédo do grupo D

A determinacdo do grupo D (dietilpropiona) foi baseada na deposigao
adsortiva do farmaco no HMDE (anexo D) em um potencial de -0,8 V e na varredura
catodica dos potenciais (50 mV s™) de -1,4 a -1,7 V. Como eletrolito suporte foi
utilizado o tampao Ringer pH 10. As determinagdes voltamétricas foram realizadas
com as solugdes em temperatura ambiente. Para a adigdo do padréo foi utilizada a
solucdo de dietilpropiona 10° mol L™ (1110 mg L™).
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3.4 Estudos realizados para a otimizagcao da medida voltamétrica

Em todos os estudos realizados procurava-se atingir uma melhor resposta de
corrente de pico (l,) assim como uma melhor definicdo na forma do pico. Os estudos
realizados para a otimizagdo do método sao descritos a seguir:

3.4.1 Ainfluéncia do eletrélito suporte e do pH

Neste estudo observou-se o sinal voltamétrico de cada benzodiazepinico em
cinco eletrolitos diferentes (Acetato, Borato, Fosfato, Britton-Robinson, Ringer),
variando-se o0 pH de 2 a 12. As medidas foram feitas por voltametria de pulso
diferencial (DPV), adotando-se a varredura catodica dos potenciais (50 mV s™) de -

0,1 a-1,8 V e amplitude de pulso de -50 mV.

3.4.2 Comportamento voltamétrico de misturas de benzodiazepinicos

Neste estudo observou-se o comportamento da mistura dos sete
benzodiazepinicos estudados, quando os mesmos estivessem presentes na medida
voltamétrica. Através deste estudo, a possibilidade de especiacdo de

benzodiazepinicos em grupos foi investigada.

3.4.3 Estudo do potencial de deposigao

Neste estudo avaliou-se o efeito do potencial de deposicdo no sinal
voltamétrico dos benzodiazepinicos e da dietilpropiona. O potencial de deposicao

escolhido para o grupo A foi -0,4 V e para os grupos B, C e D foi -0,8 V.
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3.4.4 Estudo do tempo de deposicao

Neste estudo observou-se a influéncia do tempo de deposi¢cao na corrente de
pico dos grupos A, B, C e D na superficie do eletrodo de mercurio. Tempos de
deposicdo de a 120 s foram avaliados sendo que o tempo de 15 s foi o escolhido
para as determinagdes dos grupos. O potencial de deposigcéo de -0,4 V para o grupo

A e de -0,8 V para os grupos B, C e D foram mantidos constantes para este estudo.

3.5 Determinago6es voltamétricas em misturas sintéticas

Com o objetivo de avaliar a influéncia de cada grupo na determinagao
analitica dos demais foram utilizadas varias formulagcdes sintéticas, inclusive na
presencga dos interferentes estudados neste trabalho. A influéncia na determinagao
de um grupo especifico (A, B, C e D) na presenga dos demais adulterantes e,
também na presenca dos interferentes, foi avaliada pelo aumento ou diminuigdo da
eficiéncia de recuperacdo de cada grupo em suas condigdes de determinacgéo

otimizadas.

3.6 Estudo dos interferentes

Para verificar a interferéncia de outros farmacos na determinagcdo de cada
grupo utilizou-se a voltametria adsortiva de redissolugdo catodica (AdCSV). Os
interferentes estudados foram: dietilpropiona, fluoxetina, femproporex, sibutramina e
metformina.

A influéncia dos interferentes na determinagao de cada grupo (A, B, C e D) foi
avaliada com base na diminuicdo ou aumento da corrente de pico do sinal

voltamétrico de cada grupo em suas condigdes de determinagéo otimizadas.
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3.7 Determinacdes voltamétricas de corrente alternada

Medidas por voltametria de corrente alternada foram realizadas com o objetivo
de verificar a ocorréncia da adsor¢do das espécies organicas no HMDE. Os
farmacos investigados foram os 1,4 benzodiazepinicos clonazepam, flurazepam,
alprazolam, midazolam, diazepam, medazepam e clordiazepoxido. A faixa de
potenciais utilizada variou de -0,3 a -0,8 V para o clonazepam e de -0,6 a -1,8 V para
os demais benzodiazepinicos. Os angulos de fase estudados foram de 0° e 90° (os
demais parametros estdo descritos no anexo E). As medidas foram realizadas em
tampao Ringer pH 10.

3.8 Validagao Analitica do método padronizado

O estudo das caracteristicas analiticas de um método analitico é realizado
utilizando-se estudos capazes de garantir a exatiddo, seletividade, precisdo e
robustez do método dentro de uma faixa especifica na qual a espécie de interesse é
determinada. Os principais parametros avaliados neste trabalho foram: linearidade,
precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD), limite de quantificagcdo (LQ),

recuperacao e especificidade.

3.8.1 Linearidade

Para o método estudado, o parametro linearidade foi avaliado através da
confecg¢ao de curvas analiticas com os padrdes para a determinagao de cada grupo
separadamente. A faixa de concentracdo estudada para os trés padroes
benzodiazepinicos (clonazepam, flurazepam e diazepam) e dietilpropiona foi de 1 a
30 x 10° mol L.
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3.8.2 Precisao e Exatidao

A precisao intra-ensaio (replicatas em um mesmo dia) e inter-ensaio
(replicatas em dias diferentes) é o parametro que avalia a proximidade entre varias
medidas efetuadas. Pode ser estimada através do coeficiente de variacéo
(estimativa do desvio padrao relativo). Para todas as determinacgdes efetuadas neste
trabalho, os resultados foram obtidos em triplicatas e a estimativa do desvio padrao
foi entdo calculada.

A exatiddo expressa como os resultados obtidos se aproximam do valor
verdadeiro. Pode ser determinada por (i) comparagao dos resultados obtidos pelo
novo método com os obtidos por um método de referéncia; (ii) analise de material de
referéncia certificado ou (iii) testes de recuperagao (ZHANG et al., 1996)

Neste trabalho a exatiddo do método proposto foi avaliada mediante
comparagao dos testes de recuperacdo obtidos através da analise do eletrélito
suporte e da amostra fitoterapica fortificada separadamente com os padrdes de cada

grupos na concentragdo de 2 x 10° mol L™.

3.8.4 Limite de detecc¢ao (LD) e limite de detecgao (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo do método foram estabelecidos
através das seguintes equacgdes: o LD = 3og/b e LQ = 100g/b, onde og € a estimativa
do desvio padrao de dez medidas da corrente base do eletrdlito suporte e b é o
coeficiente angular da curva analitica (SKOOG, 2007). A aplicagdo de procedimentos
estatisticos em uma curva analitica fornece uma expressio para o calculo de LD e

LQ em fungdo da concentragao do analito.

3.8.5 Recuperagao

Para os ensaios de recuperacao, fez-se a analise do eletrdlito suporte e das
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amostras fitoterapicas, previamente fortificados com os padrbées dos
benzodiazepinicos e dietilpropiona (colocar as concentragdes testadas nos ensaios

para benzo e dietilpropiona).

3.8.6 Especificidade

A especificidade foi investigada através da analise do eletrolito suporte
fortificado com os grupos A, B, C e D, na presenga dos interferentes estudados.
Neste estudo observou-se a auséncia de picos dos interferentes na faixa de

potencial de redug¢ao dos grupos A, B, C e D.

3.9 Amostras reais de formulagoes fitoterapicas

As formulagdes fitoterapicas utilizadas neste trabalho foram adquiridas em
varias farmacias de manipulacédo na cidade de Santa Maria/RS.

Os métodos propostos na secao 3.3.1 foram aplicados na determinagao
sequencial grupos A, B, C e D (ver figura 3) em 13 amostras de formulagdes
fitoterapicas para emagrecimento.

Para as analises das 13 amostras, adotou-se o seguinte procedimento: o
conteudo (pd) de uma capsula do fitoterapico foi dissolvido com metanol em um
baldo de 25 mL (extrato metandlico). A seguir, alguns mililitros do extrato metandlico
(0,5 a 2 mL) foram adicionados na célula voltamétrica contendo o eletrélito suporte
(tampé&o Ringer pH 10). Essa etapa foi seguida pela analise sequencial dos grupos
A, B, C e D nas condic¢des otimizadas para cada grupo.

Com base nos resultados obtidos nas anélises das 13 amostras fitoterapicas,
ensaios de recuperacao foram realizados para avaliar a eficiéncia do método nas
amostras reais. Para este estudo foram elaboradas fortificacbes nas amostras 6, 10
(adulteradas) e 12 (ndo adulterada), com a intengdo de simular uma amostra real

adulterada contendo um benzodiazepinico, dietilpropiona, fluoxetina e metformina.
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Preparo da amostra

Baldo volumétrico de 25 mL: p6 (capsula) + metanol = (extrato metandlico)
Dissolugao da amostra (sem filtragdo)

Célula voltamétrica

Alguns mililitros (de 0,5 a 2 mL) do extrato metandlico + tampéo Ringer pH 10

Analise sequencial por AAdCSV

Determinacgéo dos grupos A, B, Ce D
Tq =15s5,V=50mV s,

Uamp| =- 50 mv

Grupo A
Eq=-04V
Faixa de varredura=-0,3 a -0,8 V

Grupo B
Ed = -0,8 \Y
Faixa de varredura=-0,95a-1,15V

Grupo C
Ed = -0,8 \Y
Faixa de varredura=-1,05a -1,25V

Grupo D
Ed = -0,8 \Y
Faixa de varredura=-1,4a-1,7V

Figura 3: Resumo do procedimento experimental utilizado para a determinagdo sequencial dos

grupos A, B, C e D nas amostras fitoterapicas analisadas.



47

3.10 Controle de contaminagao externa

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

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

agua ultrapura em abundancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comportamento voltamétrico dos benzodiazepinicos no HMDE

Devido ao fato de a determinagdo voltamétrica das misturas dos 7
benzodiazepinicos estudados dar origem a no minimo 3 sinais voltamétricos
dependentes do pH, o comportamento de cada farmaco foi inicialmente estudado em

diferentes valores de pH e eletrdlitos suporte de diferentes composicoes.

4.1.1 Influéncia do pH e do eletrélito suporte

Neste estudo observou-se o sinal voltamétrico de cada benzodiazepinico em
cinco eletrdlitos diferentes (Acetato, Borato, Fosfato, Britton-Robinson e Ringer),
variando-se o pH de 2 a 12. O procedimento consistiu em adicionar a célula
voltamétrica 10 mL do eletrdlito mais 3 x 10° mol L™ do benzodiazepinico 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 -1,8 V e
amplitude de pulso de -50 mV. Os resultados sdo apresentados na figura 1, que
mostra o comportamento do sinal voltamétrico para cada benzodiazepinico em
funcao do pH do eletrdlito.

Na figura 4 pode ser verificado um deslocamento do sinal voltamétrico de
cada benzodiazepinico no sentido catddico durante a varredura de potenciais com o
aumento do pH. Este comportamento manteve-se independente da composi¢cao dos
eletrélitos suportes em estudo. O deslocamento do sinal voltamétrico para valores de
potenciais mais negativos com o aumento do pH indica o envolvimento de prétons
(H") na reagéo de transferéncia de elétrons com o eletrodo (ZUMAN,1969).

Para valores de pH < 10 pode-se atribuir os sinais voltamétricos a reducao
dos grupos N—O, C=0, C=N, C—N e NO; e para valores de pH = 10, a redugéo dos
grupos N—O e C=N (EL-HEFNAWEY et al., 2004) nos benzodiazepinicos.
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A figura 4 também mostra a possibilidade de determinagdo de todos os
benzodiazepinicos em pH 10 em potenciais de pico entre -1,0 e -1,2 V e uma
possivel especiagao do clonazepam em pH 10 em um potencial de pico de -0,5 V.
De acordo com os resultados obtidos e considerando o fato de que a composigéo do
eletrdlito suporte nao influenciou no sinal voltamétrico dos benzodiazepinicos, optou-
se em utilizar o tamp&o Ringer pH 10 como eletrdlito suporte para os experimentos
seguintes. Além disso, o tampao Ringer (pH 10) apresentou uma linha base com

baixo ruido e um sinal de corrente menor que 5 nA.
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Figura 4: Influéncia do pH no comportamento voltamétrico dos benzodiazepinicos estudados. Os

numeros 1, 2 e 3 representam os benzodiazepinicos que possuem mais de um sinal voltamétrico (E1,

E2e E3).
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4.2 Comportamento voltamétrico de misturas de benzodiazepinicos

Devido a proximidade dos sinais voltamétricos observados na regido entre
-1,0 e 1,3 V para os 6 benzodiazepinicos estudados, a analise de misturas foi
estudada em uma etapa subsequente.

Primeiramente, analisou-se o comportamento do sinal voltamétrico quando
todos os benzodiazepinicos em estudo estdo presentes na medida voltamétrica. O
procedimento consistiu em adicionar a célula voltamétrica 10 mL do eletrélito suporte
mais 6 x 10° mol L' de clonazepam e 1 x 10 > mol L' de flurazepam, alprazolam,
midazolam, diazepam, medazepam e clordiazepdxido. As medidas foram feitas por
voltametria de pulso diferencial, adotando-se a varredura catddica dos potenciais (50
mV 3'1) de -0,4 a -1,6 V e amplitude de pulso de -50 mV. Os resultados sao

apresentados na figura 5.

Grupo B Grupo C

-300+ \ /

-250+

-200+

I (nA)

-150+

-100 1 Grupo A

o A

05 06 -07 -08 -09 -10 11 -12 -13
E (V)

Figura 5: Sinais voltamétricos da mistura de benzodiazepinicos. Solugdo de medida: 10 mL de
tampao Ringer pH 10 + 6 x 10° mol L' de clonazepam + 1 x 10° mol L' dos demais
benzodiazepinico. Grupo A: clonazepam; Grupo B: flurazepam, midazolam e alprazolam; Grupo C:

diazepam, medazepam e clordiazepdxido.

A figura 5 mostra trés sinais voltamétricos, que serdo chamados de
grupos A, B e C. O grupo A apresenta sinal voltamétrico em -0,60 V, o grupo B em -
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1,05 V e o grupo C em -1,15 V. Com base no surgimento destes trés sinais
voltamétricos originados da mistura dos benzodiazepinicos, investigou-se quais
seriam os benzodiazepinicos pertencentes a cada grupo (A, B e C). Para isto,
adotou-se o seguinte procedimento: adicionou-se 10 mL do eletrdlito suporte mais 1
x 10° mol L de cada benzodiazepinico a célula voltamétrica; na etapa posterior
adotou-se a varredura catddica dos potenciais de -0,3 a -0,8 V, para identificar o
grupo A, e de -0,8 a -1,5 V, para identificar os grupos B e C; apos fez-se a medida
com adi¢cdo do padrdo de cada um dos sete benzodiazepinicos nas respectivas
faixas de potencial.

Através deste estudo, pode-se verificar que o grupo A representa o
clonazepam, o grupo B representa o flurazepam, alprazolam e midazolam e o grupo
C representa o diazepam, medazepam e clordiazepdxido. Os resultados séao
apresentados nas figuras 6, 7 e 8 que mostram os voltamogramas obtidos para os

grupos A, B e C, respectivamente.

-350+

-300+

-250+

-200+

| (NA)

-150+

-100+

-50

EV)

Figura 6: Sinais voltamétricos do grupo A: (a) = 1 x 10”° mol L™ de clonazepam, (b) = (a) + 3 x 107
mol L de clonazepam, (c) = (a) + 6 x 10° mol L” de clonazepam, (d) = (a) + 9 x 10° mol L™ de
clonazepam, (e) = (a) + 12 x 10”° mol L™ de clonazepam, (F) = (a) + 15 x 10®° mol L™ de clonazepam,
Tg=15s, Eq=-0,4V,V=50mVs". Solugédo de medida: 10 mL de tampéao Ringer pH 10 + 1 x 10°

mol L de cada benzodiazepinico.
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Figura 7: Sinais voltamétricos do grupo B: (a) = 1 x 10° mol L de flurazepam, alprazolam e
midazolam, (b) = (a) + 3 x 10° mol L™ de flurazepam, (c) = (a) + 6 x 10° mol L' de flurazepam, (d) =
(@) + 9 x 10° mol L™ de flurazepam, (e) = (a) + 12 x 10”° mol L™ de flurazepam, (F) = (a) + 15 x 107
mol L' de flurazepam, T4=15s, E4 =-0,8 V, V = 50 mV s Solugédo de medida: 10 mL de tampéao

Ringer pH 10 + 1 x 10”° mol L™ de cada benzodiazepinico.

-1200-
-10004 f
-800

-600+
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-400-

-200+

-1,0

Figura 8: Sinais voltamétricos do grupo C: (a) = 1 x 10° mol L de diazepam, medazepam e
clordiazepdxido, (b) = (a) + 3 x 10”° mol L™ de diazepam, (c) = (a) + 6 x 10° mol L™ de diazepam, (d) =
(@) + 9 x 10° mol L' de diazepam, (e) = (a) + 12 x 10° mol L' de diazepam, (F) = (a) + 15 x 10™° mol
L de diazepam, T4=15s,E4=-0,8 V, V =50 mV s Solugéo de medida: 10 mL de tampao Ringer

pH 10 + 1 x 10”° mol L' de cada benzodiazepinico.
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Os voltamogramas mostrados nas figuras 6, 7 e 8 mostram a possibilidade de
determinacdo de 7 benzodiazepinicos como adulterantes e a especiagao entre 3

grupos, com base nos potencias de pico de -0,6, -1,05e -1,15 V.

4.3 Estudo do potencial e tempo de deposicdo no HMDE de misturas de

benzodiazepinicos

Uma vez definido quais os benzodiazepinicos pertencentes aos grupos A, B e
C e estabelecida a possibilidade de especiagcao entre 3 grupos de adulterantes,
tornou-se necessario estudar dois parametros fundamentais na determinacgao
voltamétrica: o potencial e o tempo de deposicdo, que influenciam diretamente na
seletividade e sensibilidade das medidas voltamétricas por AACSV.

O potencial e o tempo de deposig¢ao a ser empregado depende principalmente
do tipo de eletrodo, do eletrdlito suporte e da substidncia a ser determinada
(SKOOG, 2007). Assim, em um método voltamétrico baseado na deposigéo
adsortiva deve-se empregar um potencial de deposi¢cdo igual ou préximo ao
potencial de adsor¢do (dos SANTOS et al, 2002). O efeito do potencial de
deposicdo no sinal voltamétrico dos benzodiazepinicos estudados, devido a redugao
dos benzodiazepinicos adsorvidos, € mostrado na figura 9. O potencial de deposi¢cao
escolhido para o grupo A foi -0,4 V (figura 9A), para os grupos B e C foi -0,8 V
(figuras 9B e 9C).

A figura 10 mostra o efeito do tempo de deposi¢cao na corrente de pico, sendo

o tempo de deposicao de 15 s o escolhido para as analises.



A
-80-
_60<
< 40
£
-204
0L+ T T T T
0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8
Eq (V)
—+—GrupoB B
- —s— GrupoB| o0
-500
400 . S P
g g—g_g—H— iy g m-E—g— <
H—g—E—g—u-0 llllll.\. 4001
-3004
<é: ié, -300
= -200 =
-200
-1004 1004
0+ . . . . 04 T T : ;
0,0 -0,4 -0,8 -1,2 -1,6 0,0 -0,4 -0,8 -1,2 -1,6
EqV) Eq (V)

55

Figura 9: Estudo do potencial de deposi¢cdo para os benzodiazepinicos; V = 50 mV s', Tqg =15 s.
Solugédo de medida: (A) 10 mL tamp&o Ringer pH 10 + 1 x 10° mol L de clonazepam; (B) 10 mL
tampéo Ringer pH 10 + 1 x 10° mol L™ de flurazepam, alprazolam e midazolam; (C) 10 mL tampéo

Ringer pH 10 + 1 x 10° mol L™ de diazepam, medazepam e clordiazepdxido.
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Figura 10: Estudo do tempo de deposigcdo para os benzodiazepinicos. Grupo A: mesmo
procedimento descrito na figura 6A e E4 = -0,4 V; Grupo B: mesmo procedimento descrito na figura

6B e E4 =-0,8 V; Grupo C: mesmo procedimento descrito na figura 6C e E4=-0,8 V.

A figura 10 mostra que o T4 n&o influencia de maneira significativa a corrente
de pico para os 7 benzodiazepinicos estudados. Este efeito observado deve-se
provavelmente ao fato de a adsorcdo dos benzodiazepinicos no HMDE ser
relativamente fraca e, ainda, de a corrente de reducao resultante ser fortemente
influenciada pelas espécies presentes na camada de difus&o (n&o-adsorvidas). Esse
comportamento foi observado pela voltametria de corrente alternada. Sendo assim,
o tempo de deposicdo de 15s foi escolhido para todos os benzodiazepinicos

estudados.

4.4 Estudo do mecanismo de reacao de benzodiazepinicos no HMDE por

voltametria de corrente alternada (AC)

Na voltametria de corrente alternada € possivel obter informacdes a respeito

da presenca de fendmenos de adsor¢ao na superficie do eletrodo (BOND, 1980).
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Portanto, essa técnica foi empregada para verificar se as transferéncias de elétrons
ocorrem com as moléculas de benzodiazepinicos no estado adsorvido e se o0s
produtos destas reagdes adsorvem ou nao na superficie do eletrodo de mercurio.

As medidas de AC foram realizadas nas faixas de potenciais onde ocorre a
reducdo de cada grupo (grupo A de -0,3 a -0,8 V, grupos B e C de -0,6 a -1,8 V).
Para discriminar a corrente faradaica da capacitiva, as medidas foram realizadas
com angulos @ = 0° e @ = 90° fora de fase (os demais parametros estao descritos no
anexo E). As medidas foram realizadas em tampdo Ringer pH 10. Os

voltamogramas AC estdo ilustrados nas figuras 11, 12 e 13.
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Figura 11: Voltamograma AC do clonazepam. (A) ¢ = 90° e (B) @ = 0°. Tq =15 s, f = 60 Hz, usando
tampao Ringer pH 10: (a) 3 x 10° mol L™ de clonazepam, (b) 6 x 10° mol L™ de clonazepam, (c) 12 x

10™° mol L'e clonazepam, (d) 20 x 10®° mol L' de clonazepam.
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Figura 12: Voltamograma AC do flurazepam. (A) ¢ =90° e (B) @ = 0°. T4 = 15 s, f = 60 Hz, usando
tampao Ringer pH 10: (a) 3 x 10®° mol L"de flurazepam, (b) 6 x 10”° mol L™ de flurazepam, (c) 12 x 10°

® mol L™ de flurazepam, (d) 20 x 10”° mol L™ de flurazepam.
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Figura 13: Voltamograma AC do diazepam. (A) ¢ = 90° e (B) ¢ = 0° T4 =15 s, f = 60 Hz, usando
tampéo Ringer pH 10: (a) 3 x 10™° mol L de diazepam, (b) 6 x 10”° mol L de diazepam, (c) 12 x 10°

mol L' de diazepam, (d) 20 x 10®° mol L de diazepam.

Os voltamogramas das figuras 11A, 12A e 13A mostram a adsorgdo dos
benzodiazepinicos na superficie do eletrodo de mercurio. Este efeito € observado

pela diminuicdo da corrente do eletrdlito suporte (na regido de potenciais na qual as
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espécies organicas sao adsorvidas na superficie do eletrodo) com o aumento da
concentragao das espécies investigadas.

O voltamograma AC da figura 11A mostra a adsor¢ado do clonazepam (grupo
A) na superficie do eletrodo de mercurio. Este efeito foi observado no potencial de
adsorcao da espécie na superficie do eletrodo, que ocorre entre -0,3 e -0,8 V.

A figura 12A mostra a adsorgéo do flurazepam (representando o grupo B) na
superficie do eletrodo, que ocorre entre -0,6 e -1,05 V. Os demais integrantes do
grupo B (alprazolam e midazolam) também apresentaram o mesmo comportamento
na faixa de potenciais utilizada.

O voltamograma AC da figura 13A mostra a adsorgdo do diazepam
(representando o grupo C) na superficie do eletrodo, que ocorre entre -0,6 e -1,15 V.
Os demais integrantes do grupo C (medazepam e clordiazepdxido) apresentaram o
mesmo comportamento na faixa de potenciais utilizada.

Comparando as figuras 12 e 13, pode-se observar que o potencial de
desorcao para as espécies organicas dos grupos B e C € o mesmo, em torno de -1,3
V.

De acordo com os resultados experimentais obtidos, pode-se concluir que, na
etapa de deposigao ocorre a adsor¢cdo dos benzodiazepinicos no HMDE potenciais
entre -0,3 e -0,8 V para o grupo A e entre -0,6 e -1,15 V para o grupo B e C, seguido
da redissolugdo pela redugdo dos benzodiazepinicos durante a varredura de
potenciais. O mecanismo de reagao proposto para os grupos A, B e C na superficie
do eletrodo é baseado nas referéncias de Oelschlager (1983) e dos Santos et al.

(2002) e esta representado a seguir:

— Grupo A:

R-NO; + Hg — HQ[R-NO2]ads E=-03a-08V

HQ[R-NOj]ags + 4€” + 4H" — Hg + [R-NH-OH] + H,0 E=-05V
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— Grupos B e C:

R-C=N-R + Hg — Hg[R-C=N-R]ags E=-06a-1,15V

Hg[R-C=N-R]ags + 2e” + 2H" — Hg + [R-CH-NH-R] E =-1,05V (grupo B)
E =-1,15V (grupo C)

O grupo eletroativo do grupo A (clonazepam) é o grupo NO,, o qual é
reduzido envolvendo um processo de transferéncia de quatro elétrons e quatro
prétons em um potencial de -0,50 V. Ja para os grupos B e C, o grupo eletroativo é o
C=N, o qual é reduzido envolvendo um processo de transferéncia de dois elétrons e
dois prétons em uma faixa de potenciais de -1,05 a -1,15 V. Esses resultados estéo
qualitativamente de acordo com os obtidos por dos Santos et al. (2002) num estudo
da complexagao do cobre pelos 1,4-Benzodiazepinicos (clonazepam, diazepam,
medazepam e flurazepam) por voltametria ciclica e de pulso diferencial, em que os
sinais voltamétricos da redugao dos grupos NO, e C=N sao idénticos aos obtidos no

presente trabalho.

4.5 Analise quantitativa dos benzodiazepinicos

Com base nos parametros instrumentais otimizados para os grupos A, B e C,
descritos anteriormente, analisou-se o comportamento voltamétrico e a sensibilidade
da medida voltamétrica de cada benzodiazepinico integrante destes grupos. Neste
estudo, obtiveram-se curvas analiticas que apresentaram bons coeficientes de
correlacdo linear para a faixa de 3 a 15 x 10° mol L. Além disso, como a
especiacado entre os benzodiazepinicos é possivel apenas em grupos (A, B e C),
investigou-se também a possibilidade da determinagao total dos benzodiazepinicos
nos grupos utilizando como padrao um dos benzodiazepinicos pertencentes a cada
grupo. Neste caso, foi possivel escolher o flurazepam como padrédo para a

determinacdo dos benzodiazepinicos totais do grupo B (grupo B total) e o diazepam
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como padrao para a determinagao dos benzodiazepinicos totais do grupo C (grupo
C total). Estes mostraram maior sensibilidade e melhores coeficientes de correlagcéo
quando comparados com os demais benzodiazepinicos pertencentes aos grupos B e
C, respectivamente. Os resultados podem ser observados na Tabela 4, que
apresenta a regressao linear e o coeficiente de correlagdo para os diferentes
benzodiazepinicos analisados. A figura 14 ilustra as curvas analiticas utilizadas nas

analises quantitativas para os diferentes benzodiazepinicos estudados.

Tabela 4 — Parametros das curvas analiticas obtidas para os benzodiazepinicos

analisados (faixa de concentracdo: 3 a 15 x 10° mol L)

Regressao Linear

Coeficiente de
Potencial de
correlagao (r)

Grupo Benzodiazepinicos pico
Intervalo avaliado
V) 5 p
(3a15x10” mol L")
x=nA y=mol L
A Clonazepam 05 y=11,09x- 18,40
r=0,9964
y = 36,23 x - 252,09
Flurazepam 1,05
r=0,9940
B Alprazolam 105 y = 45,86 x - 200,56
r=0,9910
Midazolam 105 y = 48,24 x - 158,35
r=0,9909
i y = 43,66 x - 365,24
Diazepam 1,15
r=0,9940
C Medazepam 115 y =34,08 x-412,48
r=0,9903
Clordiazepéxido 115 y =53,11 x - 265,30

r=0,9902
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Figura 14: Curvas analiticas obtidas para os benzodiazepinicos: (A) Grupo A; (B) Grupo B; (C) Grupo
C. Intervalo de concentragéo avaliada: 3 a 15 x 10”° mol L™. Solugédo de medida: 10 mL de eletrdlito

suporte.

Com base no comportamento voltamétrico dos grupos A, B e C apresentados
foram obtidas novas curvas analiticas para verificar a linearidade dos métodos
propostos para a determinagdo quantitativa dos grupos A, B (em fungdo do
flurazepam) e C (em funcédo do diazepam), em baixas concentragdes. As curvas
analiticas apresentaram bons coeficientes de correlacdo na faixa de concentragao
de 1 a 30 x 10°mol L™: r = 0,9982, r = 0,9978 e r = 0,9979 para o clonazepam,
flurazepam e diazepam, respectivamente. As figuras 15, 16 e 17 mostram os
voltamogramas para o clonazepam, flurazepam e diazepam com adi¢des crescentes

dos respectivos padrdes a célula voltamétrica contendo o eletrdlito suporte.
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Figura 15: Sinais voltamétricos do clonazepam por AdCSV: adigées de clonazepam 1 — 30 x 10°® mol
L‘1, T4=15s,E4=-04V,V=50mV st Solugado de medida: 10 mL de eletrdlito suporte.
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-400+ Flurazepam
a=eletrolito
— _ 6 -1
< -300- b=1x 10° mol L
- c=4 x 10" mol L
d=10x 10® mol L
~200+ €=20x 10° mol L
=30 x 10° mol L™
-100-
b
0 a
-1,00 -1,05 -1,10 1,15
E(V)

Figura 16: Sinais voltamétricos do flurazepam por AdCSV: adigdes de flurazepam 1 — 30 x 10 mol L
1, T4=15s,E4=-0,8V,V=50mV s Solugéo de medida: 10 mL de eletrdlito suporte.
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Figura 17: Sinais voltamétricos do diazepam por AdCSV: adi¢gdes de diazepam 1 — 30 x 10° mol L™,
T4=15s,E4=-0,8V,V=50mV s Solugéo de medida: 10 mL de eletrdlito suporte.
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Para um melhor esclarecimento das informagdes analiticas obtidas até o momento,
a figura 18 resume o protocolo experimental para a determinagdo de cada grupo de

adulterante.

MISTURA:
clonazepam, flurazepam, midazolam,

alprazolam, diazepam, clordiazepéxido e

medazepam

Divisdo em Grupos

B C
A Flurazepam Diazepam
Clonazepam Midazolam Medazepam
Alprazolam Clordiazepoxido
[ [
Determinagéo por Determinagéo do Determinagéo do
AdCSV grupo B em fungao grupo C em fungéo
Método 1 (anexo A) do flurazepam do diazepam
por AdCSV por AdCSV
Método 2 (anexo B) Método 3 (anexo C)

Figura 18: Esquema representativo do protocolo experimental para a especiacdo de

benzodiazepinicos em grupos (A, B e C) como adulterantes.

4.6 Especiagcao e determinagao dos grupos A, B e C em misturas sintéticas

empregando AdCSV

Uma vez definidos os grupos de adulterantes benzodiazepinicos (A, B e C) e
os padroes (clonazepam, flurazepam e diazepam) que serdo utilizados para a

determinacdo quantitativa de cada grupo, ensaios de recuperagao foram realizados
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para avaliar a reprodutibilidade dos métodos propostos. Nesta etapa, misturas

sintéticas contendo os benzodiazepinicos de cada grupo especifico foram

formuladas separadamente, ou seja, uma mistura para a determinagédo do grupo A,

outra para a determinagdo do grupo B (em fungdo do flurazepam) e outra para a

determinacdo do grupo C (em fungao do diazepam).

Para os ensaios de recuperagdo dos grupos A, B e C solu¢des de medida

contendo o eletrdlito suporte (tampdo Ringer pH 10) foram fortificadas

separadamente com: 2 x 10° mol L™ de clonazepam (determinagao do grupo A); 2 x

10 mol L™ de flurazepam, alprazolam e midazolam (determinagdo do grupo B total)

e 2 x 10° mol L de diazepam, medazepam e clordiazepéxido (determinacédo do

grupo C total). Os resultados sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultado dos ensaios de recuperagdo para os grupos A, B e C por

AdCSV
Benzodiazepinico
o ] ) Determinado por AdCSV
Grupo adicionado na célula de medida 6 1 B
6 1 (10" mol L) Recuperacao (%)
(10° mol L™)
Clonazepam
A 2 2,04 102,0
Flurazepam  Alprazolam Midazolam
B 2 2 2 5,21 86,8
Diazepam Medazepam Clordiazepodxido
C 2 2 2 6,17 102,8




69

4.7 Validagao analitica do método padronizado

Neste trabalho, os parametros avaliados para a validagdo do método
sequencial para a determinacdo de benzodiazepinicos e dietilpropiona foram:
linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ)

e especificidade.

4.7.1 Linearidade

Para o método estudado foi estabelecida uma faixa linear de trabalho entre 1
a 30 x 10° mol L™ com os respectivos padrdes para a determinacéo de cada grupo.
O coeficiente de correlagdo da curva analitica obtido para o grupo A foi de 0,9982,
para o grupo B de 0,9978, para o grupo C de 0,9979 e para o grupo D de 0,9996
para esta faixa de trabalho.

4.7.2 Precisao

Neste trabalho a precisdo intra-ensaio (replicatas em um mesmo dia) foi
avaliada, empregando solugdo padrao de clonazepam, flurazepam, diazepam e
dietilpropiona, na concentragcdo de 3 x 10 mol L™. A estimativa do desvio padrao
para os grupos A, B, C e D (n=5), foi menor que 3%. A preciséo inter-ensaio foi
avaliada em cinco dias diferentes para o mesmo nivel de concentragédo avaliado para
a precisao intra-ensaio e a estimativa de desvio padrao foi < 6 %. Os resultados
obtidos para a precisédo intra-ensaio e inter-ensaio foram satisfatérios, segundo a

ANVISA que preconiza coeficiente de variacao inferior a 15 %.
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4.7.2 Exatidao

A exatidao do método proposto foi avaliada analisando-se separadamente as
solugdes padrédo para a determinagdo de cada grupo, contendo a concentragdo de
2,0 + 0,2 x 10° mol L a qual foi adicionado em uma amostra fitoterapica. A
concentragao recuperada de clonazepam foi de 1,97 + 0,5 x 10° mol L™, para o
flurazepam foi de 1,98 0,4 + x 10° mol L™, para o diazepam foi de 1,98 + 0,4 x 10
mol L™ e para a dietilpropiona foi de 1,99 + 0,5 x 10® mol L™. A exatidao apresentou
coeficiente de variagdo menor que 2 % para os padrdes dos grupos A, B, C e D.
Estes resultados sdo satisfatérios e comprovam a exatiddo do método voltamétrico
proposto, segundo as normas da ANVISA, as quais preconizam coeficientes de

variagao inferiores a 15 %.

4.7.3 Limite de detecc¢ao (LD) e limite de quantificagao (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo do método foram estabelecidos
através das seguintes equacdes: LD = 3og/b e LQ = 100g/b, onde o € a estimativa
do desvio padrao de dez medidas da corrente base do eletrdlito suporte e b € o
coeficiente angular da curva analitica (SKOOG, 2007). Para os calculos do LD e LQ
para os grupos A, B, C e D, curvas analiticas foram feitas nas concentragdes de 1 a
10 x 10® mol L com os respectivos padrées de cada grupo separadamente. Os

resultados podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores de LD e LQ para os grupos A, Be C

Grupo LD (10 mol L™) LQ (10 mol L")
A 20,0 68,0
B 2,7 9,0
C 2,2 7,2
D 15,0 50,0




71

4.8 Estudo dos interferentes na determinagao e especiagcao dos grupos A, B, C
e D por AdCSV

A possivel interferéncia do antidepressivo, dos anorexigenos e do
hipoglicémico foi investigada pela adicdo de quantidades crescentes do padrao
especifico para a determinagao de cada grupo a célula voltamétrica, na presenca de
uma concentragao fixa dos grupos (A ou B ou C) e dos interferentes estudados (2 x
10 mol L™ de cada interferente). Os resultados sdo apresentados na Tabela 7.

De acordo com a Tabela 7, observa-se que o antidepressivo, os anorexigenos
e o hipoglicémico testados nao interferem de forma significativa no sinal voltamétrico
dos benzodiazepinicos dos grupos A, B e C; isto é, ndo causam um aumento do
sinal voltamétrico para os mesmos. Conclui-se entdo, que a determinagao
voltamétrica dos benzodiazepinicos dos grupos A, B e C pode ser realizada na

presenca dos interferentes estudados sem nenhuma interferéncia.
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Tabela 7 — Determinagdo dos benzodiazepinicos do grupo A, B e C em misturas

sintéticas na presenca dos interferentes?

Benzodiazepinico

Determinado por AdCSV

Grupo adicionado na célula de medida % p .
(10% mol L) (10" mol L) Recuperagao (%)
Clonazepam
1 0,94 94,0
A 2 2,06 103,0
3 2,99 99,7
Flurazepam  Alprazolam Midazolam
1 1 1 2,21 73,7
B 2 2 2 5,40 90,0
3 3 3 9,24 102,0
Diazepam Medazepam Clordiazepodxido
1 1 1 2,93 97,7
C 2 2 2 5,42 90,3
3 3 3 8,84 98,2

? Fluoxetina, sibutramina, femproporex, metformina e dietilpropiona

Com a intencdo de prever se os grupos B e C podem interferir na

determinacdo um do outro, realizaram-se ensaios de recuperagdo com misturas

sintéticas dos grupos B e C apenas, bem como na presenga dos interferentes. Para

0s ensaios de recuperagao de misturas sintéticas dos grupos B e C na auséncia dos

interferentes, solugbes de medida contendo o eletrdlito suporte (tampao Ringer pH

10) foram fortificadas com 2 x 10® mol L™ de cada benzodiazepinico integrantes dos

grupos B e C e a medida voltamétrica realizada com adi¢des crescentes de

flurazepam ou diazepam. As recuperagdes obtidas para os grupos B (concentragao

total) e C (concentracédo total) foram acima de 80%. Para os ensaios de recuperagéao

na presencga dos interferentes, a determinacado do grupo B foi realizada através da
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fortificacdo de solugdes de medida (eletrdlito suporte) com concentragdes fixas dos
benzodiazepinicos do grupo B (1 ou 2 ou 3 x 10° mol L), 2 x 10° mol L™ de cada
benzodiazepinico do grupo C e dos interferentes. A determinagcéo do grupo C foi
realizada através da fortificacdo de solugdes de medida (eletrdlito suporte) com
concentragdes fixas dos benzodiazepinicos do grupo C (1 ou 2 ou 3 x 10 mol L'1),
2 x 10° mol L™ de cada benzodiazepinico do grupo B e dos interferentes. Os
resultados sao apresentados na Tabela 8.

Pode-se observar na Tabela 8 que tanto o grupo B quanto o C podem ser
determinados um na presenga do outro sem nenhuma interferéncia significativa de

ambos.

Tabela 8 — Determinagdo dos grupos B total e C total em misturas sintéticas dos
grupos B e C na presenca dos interferentes®

Benzodiazepinico
Determinado por AdCSV

Grupo adicionado na célula de medida 5 1
6 1 (10" mol L) Recuperagao (%)
(10° mol L™)
Flurazepam  Alprazolam Midazolam
1 1 1 2,56 85,3
B 2 2 2 4,64 77,3
3 3 3 7,41 82,3

Diazepam Medazepam Clordiazepoxido

1 1 1 293 97,7
c 2 2 2 5,42 90,3
3 3 3 8,84 98,2

? Fluoxetina, Sibutramina, femproporex, metformina e dietilpropiona

Os resultados obtidos no estudo dos interferentes sugerem uma possivel

especiacao da dietilpropiona na presenga dos benzodiazepinicos num potencial de
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reducdo de -1,6 V, visto que ela foi a uUnica espécie que apresentou sinal
voltamétrico nesta regido de potencial. Esse sinal voltamétrico esta qualitativamente
de acordo com os resultados obtidos por de Carvalho et al. (2007) num estudo do
comportamento voltamétrico da dietilpropiona no HMDE por voltametria ciclica e de

corrente alternada.
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Figura 19: Sinais voltamétricos da mistura de adulterantes (grupos A, B, C e D). Solugao de medida:
10 mL de tampao Ringer pH 10, 6 x 10° mol L™ de clonazepam , 1 x 10° mol L dos demais

benzodiazepinico e 3 x 10™° mol L de dietilpropiona.

A figura 19 ilustra o sinal voltamétrico da dietilpropiona, que sera chamada de
grupo D, na presencga dos grupos A, B e C.

Com base neste resultado foi feita a curva analitica para o grupo D (nas
mesmas condi¢gdes otimizadas para os grupos B e C, exceto a faixa de varredura
catddica que foi de -1,4 a -1,7 V), que apresentou bom coeficiente de correlagéo
linear r = 0,9996 para a faixa de concentragéo de 1 a 30 x 10° mol L™

Também foram efetuados ensaios de recuperagdo para o grupo D com a
intencéo de avaliar a reprodutibilidade do método. Os ensaios de recuperagao foram
realizados na auséncia e na presencga dos grupos A, B e C, bem como, com os
demais interferentes estudados. Para os ensaios de recuperagao do grupo D,
somente na presenga dos grupos A, B e C, solugdes de medida contendo o eletrdlito
suporte (tampdo Ringer pH 10) foram fortificadas com 2 x 10° mol L de cada

benzodiazepinico integrante dos grupos A,Be C e 2 x 10 mol L™ de dietilpropiona.
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A medida voltamétrica foi realizada com adigbes crescentes de dietilpropiona. A
recuperacgéo obtida para o grupo D foi 1,72 x 10 mol L™ (86%). Para os ensaios de
recuperacao na presenga dos interferentes e dos grupos A, B e C, a determinagao
do grupo D foi realizada através da fortificacdo de solugdes de medida (eletrélito
suporte) com: concentragdes fixas de dietilpropiona (2 ou 3 ou 5 x 10 mol L'1), 2 X
10® mol L™ de cada benzodiazepinico dos demais grupos e interferentes. Os

resultados sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Determinacdo de dietilpropiona em misturas sintéticas dos

benzodiazepinicos (grupos A, B e C) e na presenca dos interferentes®

Dietilpropiona
Determinado por AdCSV

Grupo adicionada na célula de medida 6 1 B
6 ’ (10" mol L) Recuperacao (%)
(10° mol L")
2 1,40 70,0
D 3 2,53 84,3
5 4,46 89,2

% Fluoxetina, Sibutramina, femproporex e metformina

De acordo com a Tabela 9, a determinagao voltamétrica do grupo D pode ser
realizada na presenga dos grupos A, B e C e dos demais interferentes com
recuperacdes que variaram entre 70 e 89,2%. Apesar da interferéncia observada
nesta condi¢cdo, a mistura sintética testada é improvavel, uma vez que uma mistura
de 12 adulterantes em uma unica formulacdo seria impraticavel tanto do ponto de

vista econbmico como clinico.

4.9 Aplicagoes analiticas

A aplicacdo dos meétodos envolvendo a determinacdo e a especiagao dos

grupos A, B, C e D por AdCSV foi realizada em treze amostras de formulag¢des
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fitoterapicas para emagrecimento. Este estudo teve como objetivo investigar uma
possivel adulteragcado destas formulagdes fitoterapicas com os benzodiazepinicos e
interferentes estudados neste trabalho. Para tal, treze amostras de formulagdes
fitoterapicas foram analisadas nas mesmas condigoes experimentais otimizadas
para cada grupo, conforme descrito anteriormente.

Para avaliar a eficiéncia dos métodos propostos nas amostras reais,
realizaram-se ensaios de recuperagdo em algumas amostras fortificadas com os

grupos A, B, C e D na presenca de fluoxetina e metformina.

4.9.1 Analise seqiiencial dos grupos A, B, C e D em formulagées fitoterapicas

para emagrecimento por AdCSV

Com o objetivo de tornar a determinagao dos farmacos dos grupos A, B, C e
D mais simples e rapida, optou-se pela determinagcdo sequencial dos grupos
utilizando a mesma amostra. Neste caso, alternaram-se os parametros do método
(faixa de varredura e potencial de deposigao) para a determinagédo de cada grupo. A
determinacdo sequencial dos grupos A, B, C e D nas amostras fitoterapicas foi
realizada de acordo com os parametros instrumentais (potencial e tempo de
deposigao) descritos na sec¢ao 4.3.

Para a analise das treze amostras, cujas composi¢cbes estdo descritas na
Tabela 10, adotou-se o seguinte procedimento: primeiramente, o conteudo (pd) de
uma capsula do fitoterapico foi dissolvido com metanol em um baldo volumétrico de
25 mL (extrato metandlico). A seguir, alguns mililitros (0,5 a 2 mL) desse extrato
metandlico foram adicionados a célula voltamétrica contendo o eletrdlito suporte
(tampado de Ringer pH 10). Essa etapa foi seguida pela analise sequencial dos
grupos A, B, C e D com adigbes crescentes dos respectivos padrées de cada grupo
(método da adicado do padréo n = 3). A figura 20 ilustra a determinagdo sequencial
dos grupos A, B, C e D na analise da amostra 8 (ver Tabela 11), que n&o possui
adulteragao por nenhum dos grupos estudados.



77

Tabela 10 - Composi¢cao das amostras fitoterapicas para emagrecimento estudadas

neste trabalho

Quantidade de

Amostra Composicido pd/caps.
(mg)
- Carboidratos, proteinas,
1 gorduras, fllbr_a ?Ilmentar, 350
sodio;
- Quitosana
- Carboidratos, proteinas,
> gorduras, fllbr_a ?Ilmentar, 350
sodio;
- Quitosana
- Carboidratos, proteinas,
3 gordqrgs, flpra ellllmer?tar, 500
sédio, vitamina C;
- Quitosana
4 - Fibra gllmentar; 50
- Quitosana
5 - Garcinia camboja 300
6 - Quitosana 325
7 - Porangaba 250
8 - Caralluma fibrata 500
9 - Hoodia gordonii 500
10 - Chlorella 250
- Carboidratos, proteinas,
11 gorduras, f|,br_a .allmentar, 450
sodio;
- Cha verde
- Spirulina, Maracuja,
Centella Asiatica, Cascara
12 Sagrada, Goma Guar, 570
-Guarcinia
13 - Alcachofra 500
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Figura 20: Determinagao sequencial dos farmacos dos grupos A, B, C e D na amostra 8 por AACSV. A) sinais voltamétricos do clonazepam: (a) amostra, (b)
amostra + 4,3 ug de clonazepam, (c) amostra + 8,6 ug de clonazepam, (d) amostra + 12,9 ug de clonazepam; T4=15s, E4=-0,4V,V =50 mV s B) sinais
voltamétricos do flurazepam: (a) amostra, (b) amostra + 6,8 ug de flurazepam, (c) amostra + 13,6 ug de flurazepam, (d) amostra + 20,3 ug de flurazepam; T4
=15s,E4=-0,8V,V=50mVs" C) sinais voltamétricos do diazepam: (a) amostra, (b) amostra + 7,0 ug de diazepam, (c) amostra + 14,0 ug de diazepam,
(d) amostra + 21,1 ug de diazepam; T4 = 15s, E4 =-0,8 V, V = 50 mV s D) sinais voltamétricos da dietilpropiona: (a) amostra, (b) amostra + 6,7 ug de
dietilpropiona, (c) amostra + 13,4 ug de dietilpropiona, (d) amostra + 20,2 ug de dietilpropiona; T4=15s, E4=-0,8 V, V=50 mV s, Solugado de medida 1 mL

da amostra 8 (extrato metandlico) + 9 mL tampéao Ringer pH 10.
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Figura 21: Sinais voltamétricos do clonazepam na amostra 10: (a) amostra, (b) amostra + 4,3 ug de
clonazepam, (c) amostra + 8,6 ug de clonazepam, (d) amostra + 12,9 ug de clonazepam; T4 = 15 s,
Eq=-04V,V=50mVs". Solugédo de medida 500 yL da amostra 10 (extrato metandlico) + 9,5 mL

tampéao Ringer pH 10.
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Figura 22: Sinais voltamétricos do diazepam na amostra 6: (a) amostra, (b) amostra + 7,0 ug de
diazepam, (c) amostra + 14,0 ug de diazepam, (d) amostra + 21,1 ug de diazepam; T4 =15 s, Eq = -
08V,V=50mVs" Solugédo de medida 1 ml da amostra 6 (extrato metandlico) + 9,0 mL tampao

Ringer pH 10.
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A figura 21 ilustra a analise da amostra 10, que apresentou adulteragdo pelo
clonazepam (grupo A) como pode ser visto pelo surgimento do sinal voltamétrico do
clonazepam na amostra. A figura 22 ilustra a analise da amostra 6, que apresentou
adulteragado por um dos benzodiazepinicos do grupo C como pode ser observado
pelo surgimento do sinal voltamétrico na faixa de potenciais onde ocorre a redugao
dos benzodiazepinicos do grupo C. A Tabela 11 ilustra os resultados obtidos com

trés replicatas para cada grupo nas amostras analisadas.

Tabela 11 — Resultado das amostras analisadas por AACSV (n = 3)

Adulterado por
benzodiazepinico do

Amostra Determinado Adulteraﬂgéo grupo
(mg/g) (SIM/NAO) (A, B ou C)
1 n.d.? NAO
2 n.d. NAO
3 n.d. NAO
4 0,240 + 0,030 SIM C
5 n.d. NAO
6 0,117 £ 0,021 SIM C
7 0,072 + 0,006 SIM A
8 n.d. NAO
9 n.d. NAO
10 0,084 + 0,028 SIM A
11 n.d. NAO
12 n.d. NAO
13 n.d. NAO

¥n.d. — ndo detectado
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Os resultados obtidos na analise das amostras fitoterapicas sugerem que
quatro dos treze fitoterapicos apresentaram adulteracdo pelas substancias
estudadas neste trabalho. Além disso, o método proposto para a determinagéo
sequencial dos grupos A, B, C e D mostrou-se util e aplicavel em amostras reais.

E importante ressaltar que o método voltamétrico proposto neste trabalho
para a determinagdo sequencial de benzodiazepinicos pode apresentar vantagens
em relacdo aos custos e rapidez na analise quando comparado a outros métodos,
como a Cromatografia Liquida com detec¢do por espectrometria de massas e a
eletroforese capilar com detecgéo UV, métodos normalmente empregados neste tipo
de analise. Outra vantagem € a diminuicdo da quantidade de amostra necessaria
para as analises sequenciais. No caso de amostras caras ou de dificil obtencédo, em
uma pequena aliquota de amostra varias espécies podem ser faciimente
determinadas em sequéncia.

Outro ponto importante € a auséncia de interferéncia mutua da matriz da
amostra e das espécies com relacdo aos seus potencias de pico (Ep), onde cada
farmaco tem o seu E, bem definido e um farmaco néo interfere na determinacéo da
outra, possibilitando um “screening” da amostra com relagdo a adulteragdo por
benzodiazepinicos e dietilpropiona.

Para um melhor esclarecimento do procedimento sequencial utilizado, a figura
23 resume o protocolo experimental seguido para a determinagao sequencial dos

grupos A, B, C e D, nas amostras fitoterapicas para emagrecimento.



Preparo da amostra

Baldo volumétrico de 25 mL: p6 (capsula) + metanol = (extrato metandlico)
Dissolugao da amostra (sem filtragao)

Célula voltamétrica

Alguns mililitros (de 0,5 a 2 mL) do extrato metandlico + tampéao Ringer pH 10

Analise seqiiencial por AAdCSV

Determinacgéo dos grupos A, B, Ce D
Tg =15s5,V=50mVs’,

Uamp| =- 50 mv

Grupo A
Eq=-04V
Faixa de varredura=-0,3 a -0,8 V

Grupo B
Ed = -0,8 \Y
Faixa de varredura=-0,95a-1,15V

Grupo C
Ed = -0,8 \Y
Faixa de varredura=-1,05a -1,25V

Grupo D
Ed = -0,8 \Y
Faixa de varredura=-14a-1,7V
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Figura 23: Resumo do procedimento experimental utilizado para a determinagdo sequencial dos

grupos A, B, C e D nas amostras fitoterapicas analisadas.
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4.9.2 Determinagdo e especiagcao dos grupos A, B, C e D em amostras

fitoterapicas para emagrecimento empregando AdCSV

Com base nos resultados obtidos na seg¢ao 4.9.1, ensaios de recuperagao
foram feitas para avaliar a eficiéncia do método nas amostras reais. Para este
estudo foram elaboradas fortificagbes nas amostras 6, 10 (adulteradas) e 12 (n&o
adulterada), com a intengdo de simular uma amostra real adulterada contendo um
benzodiazepinico, dietilpropiona, fluoxetina e metformina. A composicdo das
amostras fortificadas utilizadas nos ensaios de recuperagao pode ser observada na
Tabela 12.

Para os ensaios de recuperagao dos grupos A, B, C e D nas amostras 6, 10 e
12, utilizou-se as solugdes padrbes 1 g L™ de cada benzodiazepinico integrante dos
grupos A, B e C, onde 500 pL dessas solugdes (0,5 mg) foram adicionadas
separadamente em 25 mL de extrato metandlico. As fortificacdes desses extratos
metanolicos foram feitas na presenca dos interferentes utilizando solugbes padrdes
10 g L™ de dietilpropiona, fluoxetina e metformina, onde 50 uL dessas solugdes (0,5
mg) foram adicionadas em 25 mL de extrato metandlico contendo o
benzodiazepinico especifico, conforme os procedimentos descritos a seguir:

- Amostra 6: Os conteudos de trés capsulas do fitoterapico foram colocados
separadamente em baldes volumétricos de 25 mL. Em cada balao foi adicionado 0,5
mg de apenas um unico benzodiazepinico pertencente ao grupo C (pois foi
detectado adulteragdo por um dos benzodiazepinicos integrantes do grupo C), de tal
forma que, cada baldo contém um benzodiazepinico diferente. Nestes balbes
contendo a mistura do fitoterapico com um especifico benzodiazepinico foram
adicionados 0,5 mg de dietilpropiona, fluoxetina e metformina. A dissolugdo dessa
mistura foi realizada em metanol. Apds, alguns mililitros (0,5 a 2 mL) de cada um
desses extratos metandlicos foram adicionados separadamente a célula voltamétrica
contendo o eletrdlito suporte (tampao de Ringer pH 10). Essa etapa foi seguida pela
analise sequencial dos grupos C e D com adigbes crescentes dos respectivos
padrdes de cada grupo (método da adi¢ao do padréo n = 3).

- Amostra 10: primeiramente, o conteudo (pd) de uma capsula do fitoterapico foi
colocado em um baldo volumétrico de 25 mL, seguido da adicdo de 0,5 mg de

clonazepam (pois foi detectado adulteragdo do mesmo na amostra), dietilpropiona,
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fluoxetina e metformina. A dissolugcdo dessa mistura foi realizada em metanol. A
seguir, alguns mililitros (0,5 a 2 mL) desse extrato metandlico foram adicionados a
célula voltamétrica contendo o eletrdlito suporte (tampao de Ringer pH 10). Essa
etapa foi seguida pela analise seqlencial dos grupos A e D com adigdes crescentes
dos respectivos padrdes de cada grupo (método da adigdo do padrao n = 3).
- Amostra 12: Os conteudos de sete capsulas do fitoterapico foram colocados
separadamente em baldes volumétricos de 25 mL. Em cada baldo foi adicionado 0,5
mg de apenas um unico benzodiazepinico estudado, de tal forma que, cada baldo
contém um benzodiazepinico diferente. Nestes balbées contendo a mistura do
fitoterapico com um especifico benzodiazepinico foram adicionados 0,5 mg de
dietilpropiona, fluoxetina e metformina. A dissolugdo dessa mistura foi realizada em
metanol. Apds, alguns mililitros (0,5 a 2 mL) de cada um desses extratos
metandlicos foram adicionados separadamente a célula voltamétrica contendo o
eletrélito suporte (tampéo de Ringer pH 10). Essa etapa foi seguida pela analise
sequencial dos grupos A, B, C e D com adigbes crescentes dos respectivos padrdes
de cada grupo (método da adi¢cdo do padréo n = 3).

Os ensaios de recuperagao nas amostras sao ilustrados na Tabela 13 para os
grupos A, B e C, e na Tabela 14 para o grupo D. As analises foram realizadas em
triplicata.
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Tabela 12 — Composi¢cdao das amostras fortificadas utilizadas nos ensaios de

recuperagao

Adulterante adicionado

Amostra
(0,5 mg cada)

6(1) — Medazepam + dietilpropiona +
fluoxetina + metformina

6(2) — Clordiazepoxido + dietilpropiona +
fluoxetina + metformina

6(3) — Diazepam + dietilpropiona +
fluoxetina + metformina

10 — Clonazepam + dietilpropiona +

fluoxetina + metformina

12(1) — medazepam+ dietilpropiona +
fluoxeitna + metformina

12(2) — clordiazepoxido + dietilpropiona +
fluoxetina + metformina

12(3) — Diazepam + dietilpropiona +
fluoxetina + metformina

12(4) — Flurazepam + dietilpropiona +
fluoxetna + metformina

12(5) — Midazolam + dietilpropiona +
fluoxetina + metformina

12(6) — Alprazolam + dietilpropiona +
fluoxetina + metformina

12(7) — Clonazepam + dietilpropiona +

fluoxetina + metformina
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Tabela 13 — Resultado dos ensaios de recuperagdo para os grupos A, B e C nas
amostras fortificadas na presencga dos interferentes® empregando AdCSV (n = 3)

Grupo Amostra Determinado Recuperagao
(mg/caps.) (%)
6(1) 0,52 103+ 1,4
C 6(2) 0,49 99+1,5
6(3) 0,48 95 £ 3,0
A 10 0,52 105+ 5,0
12(1) 0,54 109 £ 2,0
c 12(2) 0,56 112 £5,0
12(3) 0,49 98 £2,0
12(4) 0,51 103+ 4,0
B 12(5) 0,56 112+5,0
12(6) 0,54 109 + 3,0
A 12(7) 0,52 103+ 2,0

® Fluoxetina, dietilpropiona e metformina

Tabela 14 — Resultado dos ensaios de recuperagao para o grupo D nas amostras
fortificadas na presenga dos grupos A, B e C e dos interferentes® empregando
AdCSV (n = 3)

Grupo Amostra Determinado Recuperagao
(mgl/caps.) (%)
6 0,51 103 + 4,0
D 10 0,49 98 £2,0
12 0,52 103 £ 2,0

@ Fluoxetina e metformina
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As Tabelas 13 e 14 mostram as recuperagdes para os grupos A, B, C e D nas
amostras fitoterapicas emagrecedoras. Os resultados mostraram-se satisfatorios,
pois as recuperagdes de um modo geral ficaram entre 92,0 e 117,0 %, comprovando

dessa forma, a aplicabilidade do método em amostras reais.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho desenvolveu-se um método voltamétrico para a determinacao
sequencial de 1,4-benzodiazepinicos e dietilpropiona (dietilpropiona) como
adulterantes em formulagdes fitoterapicas para emagrecimento. As conclusdes

obtidas através deste trabalho estdo enumeradas abaixo.

1) O planejamento experimental através do estudo do pH possibilitou avaliar a
influéncia deste sobre o sinal voltamétrico dos 1,4-benzodiazepinicos e
consequentemente na obtencdo das condigbes experimentais adequadas para a

especiacao e determinagéo de benzodiazepinicos (em grupos).

2) Os ensaios de recuperagao para os grupos A, B total e C total na presenca
dos interferentes (dietilpropiona, fluoxetina, femproporex, sibutramina, metformina)
foram satisfatorios: acima de 94% para o grupo A, acima de 73% para o grupo B
(benzodiazepinicos totais) e acima de 90,3% para o grupo C (benzodiazepinicos
totais). As recuperagbes obtidas para o grupo D na presenga de fluoxetina,
sibutramina, femproporex, metformina e dos benzodiazepinicos dos grupos A, Be C

foram satisfatérias (acima de 70%).

3) Das 13 amostras fitoterapicas para emagrecimento analisadas neste
trabalho, quatro apresentaram adulteracdo pelos benzodiazepinicos estudados.
Dessas, duas amostras apresentaram adulteracdo na faixa de 0,056 a 0,112 mg/g
para o clonazepam e as outras duas apresentaram adulteragdo na faixa de 0,096 a
0,270 mg/g para um dos benzodiazepinicos do grupo C (diazepam ou

clordiazepoxido ou medazepam).

4) Ensaios de recuperagao foram realizados a partir da fortificagdo das
amostras fitoterapicas com o0s benzodiazepinicos estudados, dietilpropiona,
fluoxetina e metformina, sendo que, os percentuais de recuperagao situaram-se nas
faixas de 101,0 a 110,0% para o grupo A, de 99,0 a 117,0% para o grupo B, de 92,0
a 117,0% para o grupo C e de 96,0 a 114,0% para o grupo D. Esses resultados
comprovam a aplicabilidade do método para a determinagdo de ansioliticos e do
anorexigeno (dietilpropiona) como adulterantes em formulagdes fitoterapicas para

emagrecimento.
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5) O método padronizado proposto para a determinagcédo sequencial dos 1,4-
benzodiazepinicos e da dietilpropiona apresentou as seguintes vantagens:
linearidade, alta sensibilidade, seletividade, precisdo analitica, simplicidade, baixo
custo, andlises rapidas, utilizagdo de volume reduzido de amostra e solvente
organico. Além disso, o método pode ser uma alternativa para o controle e
fiscalizagdo (analise forense) do uso abusivo destes farmacos presentes em

formulacdes fitoterapicas passiveis de adulteragao.

6) Dentre os métodos voltamétricos desenvolvidos para a determinagao de
1,4-benzodiazepinicos e dietilpropiona, o método desenvolvido e descrito neste
trabalho € o primeiro a descrever a especiagao e a determinagao sequencial de
benzodiazepinicos e dietilpropiona como adulterantes em formulagdes fitoterapicas
para emagrecimento. Nesse sentido, o trabalho & vantajoso em relagdo aos
existentes e abre uma nova possibilidade dentro do contexto da analise voltamétrica

de farmacos, a saber:

a) “screening” rapido da amostra quanto a presenca de benzodiazepinicos e

dietilpropiona como adulterantes;

b) especiagcdo entre os adulterantes benzodiazepinicos de acordo com 3

grupos (A, B e C);

c) quantificacdo dos 4 grupos de adulterantes nas formulagdes da seguinte
forma: mg/g de clonazepam, mg/g de diazepam, mg/g de flurazepam e mg/g de

dietilpropiona.

7) o esquema abaixo mostra de maneira conclusiva os resultados e
informagdes analiticas que podem ser obtidos com a metodologia proposta por
AdCSV:
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Preparo da amostra

Determinacao Voltamétrica

Analise seqiiencial por AdCSV

Determinacgéo dos grupos A, B, Ce D

e Grupo C
rupo
/ Anexo C

-300+ Grupo B
-2504 \

-2004

1 (nA)

-1504

Grupo A

-100 Grupo D

Grupo D
Anexo D

-50

ADULTERACAO?

SIM
Determinagc&o em mg/g:
- clonazepam
- grupo B em funcgao do flurazepam
- grupo C em funcgéo do diazepam
- dietilpropiona
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8) Apesar de ainda ndo haver legislacdo estabelecida pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) para o controle da adulteragcdo de formulagdes
fitoterapicas, a adulteragcdo em si € uma pratica recorrente em varios paises. As
classes de adulterantes escolhidas neste trabalho estdo entre as mais

frequentemente encontradas em casos de adulteragéo.
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ANEXO A - Método 1: Programa do método para a determinagdo do grupo A

utilizado na analise sequencial por AACSV.

=========== METROHM 746 VA TRACE ANALYZER (5.746.C101) ===========

OPERATION SEQUENCE

N2o©ONOUO R WN =

13
14

~N oA -

O

Instructions t/s Main parameters
SMPL/M
DOS/M
PURGE
STIR 300.0 Rot.speed 2000 /min
(ADD
PURGE
STIR 10.0 Rot.speed 2000 /min
OPURGE
(REP
SEGMENT Segm.name g.A_AdCSV
REP)0
ADD>M Soln.name ¢g.A_Std
ADD)3
END
SEGMENT
g.A_AdCSV
Instructions t/s Main parameters Auxiliary parameters
STIR 5.0 Rot.speed 2000 /min
HMDE Drop size 9 Meas.cell normal
DPMODE U.ampl -50 mV t.meas 20.0 ms
t.step 0.20s t.pulse 40.0 ms
MEAS 15.0 U.meas -400 mV
O0STIR 5.0
SWEEP 8.4 U.start -300 mV U.step 10 mV
U.end -800 mV Sweep rate 50 mV/s
OMEAS U.standby mV
END
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ANEXO B - Método 2: Parédmetros utilizados para a determinagdo do grupo B na

analise sequencial por AACSV.

N2o©ONOUO R WN =

13
14

~N o h WN -~

O

METROHM 746 VA TRACE ANALYZER (5.746.C101) ===========
OPERATION SEQUENCE

Instructions t/s Main parameters
SMPL/M
DOS/M
PURGE
STIR 300.0 Rot.speed 2000 /min
(ADD
PURGE
STIR 10.0 Rot.speed 2000 /min
OPURGE
(REP
SEGMENT Segm.name g.B_AdCSV
REP)0
ADD>M Soln.name ¢g.B_Std
ADD)3
END
SEGMENT
g.B_AdCSV
Instructions t/s Main parameters Auxiliary parameters
STIR 5.0 Rot.speed 2000 /min
HMDE Drop size 9 Meas.cell normal
DPMODE U.ampl -50 mV t.meas 20.0 ms
t.step 0.20s t.pulse 40.0 ms
MEAS 15.0 U.meas -800 mV
O0STIR 5.0
SWEEP 4.2 U.start -950 mV U.step 10 mV
U.end -1150 mV Sweep rate 50 mV/s
OMEAS U.standby mV
END
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ANEXO C - Método 3: Parametros utilizados para a determinagdo do grupo C na

analise sequencial por AACSV.

OPERATION SEQUENCE

METROHM 746 VA TRACE ANALYZER (5.746.C101) ===========

Instructions t/s Main parameters
1 SMPL/M
2 DOS/M
3 PURGE
4 STIR 300.0 Rot.speed 2000 /min
5 (ADD
6 PURGE
7 STIR 10.0 Rot.speed 2000 /min
8 OPURGE
9 (REP
10 SEGMENT Segm.name g.C_AdCSV
11 REP)0
12 ADD>M Soln.name ¢.C_Std
13 ADD)3
14 END
SEGMENT
g.C_AdCSV
Instructions t/s Main parameters Auxiliary parameters

1 STIR 5.0 Rot.speed 2000 /min
2 HMDE Drop size 9 Meas.cell normal
3 DPMODE U.ampl -50 mV t.meas 20.0 ms

t.step 0.20s t.pulse 40.0 ms
4 MEAS 15.0 U.meas -800 mV
5 OSTIR 5.0
7 SWEEP 4.2 U.start -1050 mV U.step 10 mV

U.end -1250 mV Sweep rate 50 mV/s
8 OMEAS U.standby mV
9 END
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ANEXO D - Método 4: Parametros utilizados para a determinagdo do grupo D na

analise sequencial por AACSV.

OPERATION SEQUENCE

N2o©ONOUO R WN =

13
14

~N o h WN =~

O

======== METROHM 746 VA TRACE ANALYZER (5.746.C101) ===========

Instructions t/s Main parameters
SMPL/M
DOS/M
PURGE
STIR 300.0 Rot.speed 2000 /min
(ADD
PURGE
STIR 10.0 Rot.speed 2000 /min
OPURGE
(REP
SEGMENT Segm.name g.D_AdCSV
REP)0
ADD>M Soln.name ¢g.D_Std
ADD)3
END
SEGMENT
g.D_AdCSV
Instructions t/s Main parameters Auxiliary parameters
STIR 5.0 Rot.speed 2000 /min
HMDE Drop size 9 Meas.cell normal
DPMODE U.ampl -50 mV t.meas 20.0 ms
t.step 0.20s t.pulse 40.0 ms
MEAS 15.0 U.meas -800 mV
O0STIR 5.0
SWEEP 6.4 U.start -1400 mV U.step 10 mV
U.end -1700 mV Sweep rate 50 mV/s
OMEAS U.standby mV
END
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ANEXO E - Parametros utilizados para as medidas de corrente alternada.

=========== METROHM 746 VA TRACE ANALYZER (5.746.C101) ===========
OPERATION SEQUENCE

Instructions t/s Main parameters

1 SMPL/M

2 PURGE

3 STIR 300.0 Rot.speed 2000 /min

4 (ADD

5 PURGE

6 STIR 10.0 Rot.speed 2000 /min

7 OPURGE

8 (REP

9 SEGMENT Segm.name 0

10 SEGMENT Segm.name 90

11 REP)0

12 ADD>M

13 ADD)4

14 END
SEGMENT

0
Instructions t/s Main parameters Auxiliary parameters

1 STIR 5.0 Rot.speed 2000 /min

2 HMDE Drop size 9 Meas.cell normal

3 AC1TMODE U.ampl 20 mV Modul. Freq. 60Hz
t.step 0.30s Prep. Cycles 0
Ph.angle 0° Prep. Cycles 1

4 OSTIR 10.0

5 SWEEP 90.6 U.start -600 mV U.step 6 mV
U.end -1800 mV Sweep rate 20 mV/s

6 END
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ANEXO F - Continuagcdo dos parametros utilizados para as medidas de corrente
alternada.

=========== METROHM 746 VA TRACE ANALYZER (5.746.C101) ===========
OPERATION SEQUENCE

Instructions t/s Main parameters
1 SMPL/M
2 PURGE
3 STIR 300.0 Rot.speed 2000 /min
4 (ADD
5 PURGE
6 STIR 10.0 Rot.speed 2000 /min
7 OPURGE
8 (REP
9 SEGMENT Segm.name O
10 SEGMENT Segm.name 90
11 REP)0
12 ADD>M
13 ADD)4
14 END
SEGMENT
90°
Instructions t/s Main parameters Auxiliary parameters
1 STIR 5.0 Rot.speed 2000 /min
2 HMDE Drop size 9 Meas.cell normal
3 AC1TMODE U.ampl 20 mV Modul. Freq. 60Hz
t.step 0.30s Prep. Cycles 0
Ph.angle 90° Prep. Cycles 1
4 OSTIR 10.0
5 SWEEP 90.6 U.start -600 mV U.step 6 mV
U.end -1800 mV Sweep rate 20 mV/s

6 END



