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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA A DETERMINAQAO
DE FARMACOS SINTETICOS EM FORMULAGCOES FITOTERAPICAS
EMAGRECEDORAS EMPREGANDO ELETROFORESE CAPILAR

AUTORA: MARIELE MARTINI
ORIENTADOR: LEANDRO MACHADO DE CARVALHO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 23 de fevereiro de 2010.

A adulteracdo de formulagdes fitoterapicas emagrecedoras com farmacos
sintéticos tem aumentado muito nos ultimos anos. Os casos de adulteragéo tém sido
relatados na literatura, comprovando que existe uma maior preocupagdo com
relacdo a este problema, o que implica no desenvolvimento de metodologias
analiticas capazes de detecta-los.

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um método para a
determinagao simultdnea de anfepramona, femproporex, sibutramina e fluoxetina
empregando eletroforese capilar de zona (CZE) com detecgdo condutométrica sem
contato capacitivamente acoplada (C*D), usando um sistema de eletroforese capilar
construido em laboratério. As condi¢cdes otimizadas para a separacao dos farmacos
por CZE-C*D foram as seguintes: eletrdlito de trabalho tampzo fosfato (pH 5,0) 50
mmol.L”" contendo acetonitrila 50% (v/v), potencial de separagdo -15 KV,
temperatura de separacéo 25 °C, injegao hidrodinamica por gravidade com altura de
injecdo de 20 cm durante 60 s. A detecgado por C*D foi realizada usando um detector
construido em laboratério, que emprega um gerador de onda senoidal operando a
uma frequéncia de 600 kHz e amplitude de onda de 2 Vpp.

O método de CZE-C'D foi validado para a determinagdo de anfepramona,
femproporex, sibutramina e fluoxetina e empregado na analise de formulagées
fitoterapicas emagrecedoras adquiridas em diferentes farmacias de manipulagéo na

cidade de Santa Maria. Este método mostrou-se adequado na analise dos quatro



farmacos sintéticos estudados, apresentando uma ampla faixa linear de trabalho (10
a 500 mg L™), baixos limites de deteccdo (4 a 5 mg L"), preciséo (6 a 9%) e exatidao
(95 a 112%). Os ensaios de recuperagado realizados promoveram recuperagoes
entre 80 e 120% para os farmacos sintéticos estudados.

O método desenvolvido apresentou alta sensibilidade, seletividade e precisao
analitica, podendo ser empregado na determinagdo destas substancias como
adulterantes em formulagdes fitoterapicas, tornando-se uma alternativa para 6rgaos
fiscalizadores devido a sua simplicidade, rapidez e baixo custo de analise devido as

quantidades reduzidas de reagentes e amostras utilizadas.

Palavras-chaves: Adulterantes, fitoterapicos, eletroforese capilar, deteccao por

condutividade.
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The adulteration of phytotherapeutic formulations used for weight loss with
synthetic pharmaceuticals has been increasing in recent years. The cases of
adulteration have been reported in the literature, showing that there is a great
concern about this problem, which involves the development of analytical
methodologies able to detect them.

This paper describes the development of a method for the simultaneous
determination of amfepramone, fenproporex, sibutramine and fluoxetine by using
capillary zone electrophoresis (CZE) with capacitively coupled contactless
conductivity detection (C*D) in a homemade capillary electrophoretic system. The
optimized conditions for separation of the pharmaceuticals by CZE-C*D were the
following: 50 mmol L™ phosphate buffer (pH 5.0) containing acetonitrile 50% (v/v) as
working electrolyte, separation potential of -15 kV, separation temperature of 25 °C,
hydrodynamic injection by gravity (20 cm left side elevation for 60 s). The C*D
detection was performed by using a homemade detector, which employs a sinusoidal
wave generator operating at 600 kHz frequency and 2 Vpp wave amplitude.

The CZE-C*D method was validated for the determination of amfepramone,
fenproporex, sibutramine and fluoxetine and it was applied to the analysis of
phytotherapeutic formulations used for weight loss, which have been purchased in
different commercial pharmacies in the city of Santa Maria. This method was fit in the

analysis of four synthetic drugs studied, with a wide linear response range (10 to 500



mg L), low detection limits (4 to 5 mg L), precision (6 to 9 %) and accuracy (95 to
112 %) . The recovery experiments were carried out in the samples and the recovery
values ranged between 80 and 120 % for all the studied samples.

The developed method showed high sensitivity, selectivity and analytical
precision and it can be used for determining these substances as contaminants in
herbal natural formulations. It also an important alternative to the federal control
agencies due to its simplicity, rapidity and low cost of analysis considering the small

quantities of reagents and samples used.

Keywords: Adulterants, phytotherapeutics, capillary electrophoresis, detection by

conductivity.
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1 INTRODUGAO

A obesidade é reconhecida como uma doenga mundial, que afeta milhdes de
pessoas, o que constitui um problema de saude publica (CORREIA, 2008). Em
virtude disso, a populagdo tem buscado, cada vez mais, tratamentos alternativos
para esse problema, sobretudo a base de formulacgdes fitoterapicas. Nesse sentido,
a crescente procura por fitoterapicos se deve principalmente a falsa imagem de que,
por serem naturais, ndo causam efeitos adversos nem danos a saude. A grande
disponibilidade e variedade desses produtos no mercado, além do facil acesso,
possibilitam o maior consumo dos mesmos. No entanto, estudos cientificos
realizados tém revelado a presenca de substancias sintéticas nao declaradas
adicionadas aos produtos chamados “naturais” (CORREIA, 2008; ALMEIDA et al.,
2000; SOMBRA et al., 2005), conferindo a estes um maior efeito, como € o caso da
adicao de anorexigenos em formulagdes para emagrecimento.

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

Os adulterantes mais encontrados em fitoterapicos para fim emagrecedor sao
anorexigenos derivados das anfetaminas. Dessa forma estima-se que 80% dos
anfetaminicos produzidos legalmente destinam-se as terapias de redugao de peso, e
25% dos casos relatados de abuso de anfetaminicos resultam do consumo
excessivo de prescricdes médicas (OGA et al., 2008). Além dos anorexigenos,
coadjuvantes como benzodiazepinicos e antidepressivos sdo também identificados
como adulterantes isolados ou associados a estes nessas formulagbes (AZEREDO
et al., 2005).

Os anorexigenos femproporex, anfepramona e mazindol sao as principais
substancias identificadas como adulterantes em formulagdes “naturais”

emagrecedoras, por apresentarem a capacidade de induzir a falta ou a perda de
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apetite, aumentar a sensagdo de saciedade e reduzir a absorcdo intestinal de
gordura (LIMA, 2009). Porém, apresentam varios efeitos colaterais como humor
instavel, dor de cabeca, depressao nervosa, irritabilidade e até dependéncia quimica
(NAPPO et al., 1993). Ja os benzodiazepinicos como o diazepam, bromazepam,
flurazepam, midazolam, entre outros, sao frequentemente associados as
formulagdes como adulterantes por minimizarem os efeitos colaterais apresentados
pelos anorexigenos, sendo assim capazes de mascarar a presenga destes. Seu
efeito ansiolitico auxilia também na diminuicdo da ansiedade, caracteristica em
certos casos de pacientes obesos (LIMA, 2009; NAPPO et al., 1993; CHAVES et al.,
1994; PIRNAY et al., 2002; GUNNAR et al., 2005). Outra classe comumente
identificada nas adulteracbes € a dos antidepressivos destacando-se a fluoxetina,
que além de eficazes na depressdo podem ser utilizados no tratamento de
desordens alimentares como transtorno obsessivo convulsivo e bulimia (SILVA,
2006).

Tendo em vista a crescente procura por fitoterapicos emagrecedores e a
necessidade de metodologias analiticas eficientes para a identificagdo e
quantificacao de possiveis adulterantes, desenvolveu-se, neste trabalho, um método
analitico que emprega eletroforese capilar de zona com detecgdo indireta por
condutividade sem contato (CZE-C4D) para a determinacdo de anfepramona,
femproporex, sibutramina e fluoxetina, sendo estes os mais encontrados em casos
de adulteracdo. Entretanto, a adulteracdo em formulacdes fitoterapicas
emagrecedoras é muito grande, varias classes de farmacos sintéticos sao utilizados
como os benzodiazepinicos, antidepressivos e os laxantes. Portanto, fez-se um
estudo dos possiveis interferentes que poderiam estar presentes como adulterantes

nestas formulagoes.



20

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Formulagdes fitoterapicas

O consumo de formulagdes fitoterapicas vem crescendo notadamente nos
ultimos anos, e esta associado a grande variedade e disponibilidade destes produtos
no mercado, além do facil acesso que possibilita 0 maior consumo dos mesmos.
Estima-se que o Brasil movimenta anualmente 160 milhées de dblares com a venda
de produtos a base de formulagdes fitoterapicas (CARVALHO et al., 2008).

No Brasil o 6rgao responsavel pela regulamentacédo de produtos fitoterapicos
€ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e, segundo a portaria n° 6 de
31 de janeiro de 1995, fitoterapico é “todo medicamento tecnicamente obtido e
elaborado empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade
profilatica, curativa ou para fins de diagndsticos, com beneficio para o usuario”
(JUNIOR et al., 2005).

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

indicagbes terapéuticas propostas (JUNIOR et al., 2005).

2.2 Farmacos sintéticos usados em formulagdées emagrecedoras

2.2.1 Anorexigenos

Os anorexigenos ou supressores do apetite promovem perdas de peso
reduzindo o apetite e aumentando a sensagdo de plenitude. Os anorexigenos

derivados das anfetaminas sdo os mais utilizados, os quais reduzem o apetite por
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aumento da serotonina ou das catecolaminas, neurotransmissores, que afetam o
estado emocional e o apetite (NAPPO et al., 1993; CUNHA et al., 2002).

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

sua estrutura quimica.

Tabela 1 — Anorexigenos pesquisados, com seus respectivos homes comerciais,

doses diarias, estruturas e pKa.

Farmaco Nome Doses Estrutura pPKa
Sintético comercial diarias em
mg
Anfepramona  Inibex S® 50-75 -

Dualid S® \—>

Hipofagin S® N

Femproporex Desobesi® 25 MH -
Sibutramina Sibutran® 10 / 9,69
—N
Reductil®
Meridia®
Cl

2.2.2 Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos estdo entre os farmacos mais prescritos e utilizados em
todo o mundo. Apresentam efeitos sedativos, ansioliticos e hipnéticos. Séo, ainda,
relaxantes musculares, anticonvulsivantes, produzem dependéncia, reacdes de
abstinéncia. Os mesmos sdo associados a substancias emagrecedoras, a fim de

diminuir seus efeitos colaterais (CUNHA et al., 2002).
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Os benzodiazepinicos estudados se encontram na Tabela 2, com suas
respectivas doses diarias, nomes comercialmente disponiveis, pKa, além da sua

estrutura quimica.

Tabela 2 — Benzodiazepinicos pesquisados, com suas respectivas doses diarias,

nomes comerciais, estruturas e pKa.

Farmaco Nome Doses Estrutura pKa
Sintético comercial diarias em
mg
Alprazolan Frontal® 0,75-1,5 et 2,4
.
H\\
H-e ,-;"u
f#;%‘“’f <
-~ H"'*-\.'ﬁ:;?\x‘x. = -illll

Clonazepam Rivotril® 1,5-10 4 1,50

Clordiazepdxido Librium® 15 - 40 Y 4,60
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Diazepam

Valium®

4 - 40

3,30

Flurazepam

Dalmadorm®

40 - 100 e

241e8,2

Medazepam

Serenium®

10

6,20

Midazolam

Dormonid®

7,5-15 LG

1,70

Bromazepam

Lexotam®

1,5-15 H o
M

Br =M

29
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2.2.3 Antidepressivos

Os antidepressivos foram descobertos no final da década de 50 e, desde |3,
novas classes de antidepressivos estdao sendo estudadas. Eles s&o classificados de
acordo com sua estrutura quimica ou suas propriedades farmacoldgicas. As classes
de antidepressivos mais conhecidas sao triciclicos (ADT) e os inibidores seletivos de
recaptacéo da serotonina (ISRS), entretanto, existe uma variedade de substancias
com diferentes mecanismos de acado que sao utilizadas no tratamento da depressao
e eventualmente em outros transtornos psiquiatricos (MORENO et al, 1999;
PEIXOTO et al., 2008).

Triciclicos (ADTSs)

Os antidepressivos ftriciclicos estdo entre os primeiros antidepressivos
descobertos, os quais foram descobertos a partir de observagdes clinicas. Os ADT
bloqueiam as bombas de recaptagao da serotonina, noradrenalina e dopamina. Sao
considerados farmacos de escolha em depressdes graves e em pacientes
hospitalizados. Os efeitos colaterais mais comuns causados pelos ADT sdo: boca
seca, visao turva, retencdo urinaria, aumento da frequéncia cardiaca, tremores das
maos e sedagdo (MORENO et al., 1999; PEIXOTO et al., 2008).

Inibidores seletivos de recaptagao da serotonina (ISRS)

Os ISRS comegaram a ser utilizados no inicio da década de 80 para
tratamento da depresséo, e vem ocupando o lugar dos ADT em razdo do seu melhor
perfil de efeitos colaterais. Os ISRS inibem de forma potente e seletiva a recaptagao
da serotonina. Seus efeitos colaterais mais frequentemente relatados séo: nauseas,

vomitos, diarreia, ansiedade, insbénia, nervosismo, alteragdo do sono, fadiga, perda
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ou ganho de peso, tremores e disfungdes sexuais (MORENO et al., 1999; PEIXOTO
et al., 2008).
As doses diarias recomendadas, nomes comercias, estruturas e o pKa dos

antidepressivos estudados estao na Tabela 3.

Tabela 3 — Antidepressivos pesquisados, com suas respectivas doses diarias,

nomes comerciais, estruturas e pKa.

Farmaco Nome Doses Estrutura pPKa
Sintético comercial diarias em

mg
Fluoxetina Prozac® 20-60 9,50

'

F
© :
F

O

Paroxetina Aropax® 20-60 H
M

o
>

F

F
Sertralina Zoloft® 50-200 / 9,16
EE
. 0

9,51
o5

Bupropiona Wellbutrin® 200 - 450 7,16

X
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2.3 Casos de adulteracao em fitoterapicos

A procura por fitoterapicos como tratamento alternativo para emagrecer tem
sido impulsionada através de propagandas enganosas por parte dos fabricantes e a
partir dos padroes de beleza pree-estabelecidos pela midia que levam a populacao a
uma busca desenfreada por estes produtos. Neste contexto, acompanham este
crescimento os casos de adulteracdo desses fitoterapicos com drogas sintéticas,
promovendo a estes efeitos milagrosos e satisfazendo as expectativas do publico
alvo através de um tratamento eficaz, a curto prazo e “sem danos a saude”.

Os casos de adulteragao tem sido relatados na literatura, comprovando que
uma maior preocupacdo com relacdo a este problema implica no desenvolvimento
de metodologias analiticas capazes de detecta-los, além de permitir um maior
controle fiscal destas formulagdes.

Em dois casos abordados na literatura (COHEN, 2008), houve a identificacao
da adulteragao de suplementos dietéticos de origem brasileira comercializados nos
Estados Unidos. Em uma das formulagdes, constatou-se a presenca de femproporex
e clordiazepoxido e, em outra a presenga de femproporex e fluoxetina, segundo
informacéo divulgada pelo FDA (Food and Drug Administration). Em ambos os
casos, a fraude foi descoberta porque os pacientes apresentaram diversos sintomas
apos a ingestdo das capsulas, como dor de cabega, dor no peito, palpitagdes,
insbnia, nauseas e fadiga, levantando uma suspeita que levou a posterior
investigagao do conteudo das formulagdes.

Outro caso relatado refere-se a um fitoterapico de origem chinesa (JUNG et
al., 2006) que revelou a presenca de sibutramina, a qual ndo estava declarada no
rétulo do produto. O paciente apresentou dor de cabega, vertigem e entorpecimento
apos a ingestao da capsula. Apds a procura de auxilio médico, a analise de urina e
da prépria capsula confirmou a presenca do adulterante na formulacao.

Com o propésito de investigar possiveis adulteragbes, Almeida e
colaboradores (2000) desenvolveram um método analitico para a determinagéao de
anfepramona, femproporex e diazepam em capsulas rotuladas como produtos
naturais utilizadas para o tratamento da obesidade. O trabalho foi aplicado na
analise de vinte amostras, das quais 40% apresentaram diazepam, anfepramona e

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

A determinacdo de benzodiazepinicos e anfepramona por voltametria foi
realizada por Correia (2008), possibilitando o desenvolvimento de um método
alternativo para o controle e fiscalizagdo da adulteragcdo em formulagbes
fitoterapicas. O método validado foi empregado na analise de 13 amostras de
formulagdes fitoterapicas utilizadas no tratamento da obesidade e, dentre estas,
quatro acusaram a presenca de benzodiazepinicos (clonazepam e diazepam) como

adulterantes.

2.4 Métodos disponiveis para determinagao de adulterantes em formulagoes

fitoterapicas

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

toxicologico. Nesse contexto, a pesquisa envolvida com o desenvolvimento de
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metodologias analiticas capazes de identificar possiveis espécies adulterantes deve,
primeiramente, eleger as provaveis classes de compostos que podem aparecer
nessas formulag¢des. Depois de identificadas as provaveis classes, segue-se entdo
para o estudo individualizado dos farmacos mais utilizados em cada classe (p.ex.
anorexigeno) na presenga de outros possiveis farmacos que podem estar
associados (p.ex. ansioliticos, antidepressivos). O esquema abaixo mostra algumas
possibilidades de adulteracdo envolvendo diferentes classes de farmacos. A
classificagdo desenvolvida na Figura 1 baseia-se nos casos de adulteracdo ja
relatados na literatura, envolvendo as mais provaveis classes de adulterantes em
formulagcdes emagrecedoras. Como se pode observar, um estudo sistematico com
relacdo as possiveis classes de adulterantes pode restringir os analitos a serem
estudados por um determinado método analitico. No entanto, os principais requisitos
a serem preenchidos por um método de escolha sdo seletividade e sensibilidade,
uma vez que a possibilidade de adulteracdo é bastante ampla considerando as
provaveis classes. Um vez selecionada a classe de adulterante a ser estudada,
todos os demais provaveis adulterantes passam a ser possiveis interferentes na
medida do método analitico escolhido. Essas interferéncias devem ser investigadas
de maneira sistematica, para garantir a aplicabilidade do método a amostras reais,
em que existe uma certa imprevisibilidade quanto ao tipo e classe de adulterante a

ser encontrado.
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I'ormulagio fitoterapica

1 1

Componenle prineipil
x. Povongaha, Gareinia, Ciflosana
Ex. Porangaha, € {J

1 |

Adulterantes

L 4 r
P Ansioliticos Anudepressivos axanres
Anorexioenos Ansialiticos Anidep
i Anfepramona @ i Benzodiazepinas : i [Tuoxeting ! Fenolltalema 3
! Femproporex : Diazepam Turazepam ; : p O : :
PoSibutraming ¢ & Clonazepam  Alprazolam & : Samx?tma : Trervmrereapeiarnaae d
Mazindol ! Medazepam  Midazolam : 'B":’m"' ha -y
P Fenlluramma & F Oxazepam Chaazolam  : HPrOpIoHa
: If Clordiasepiado : i ;
Metodos analiticos
¢ Métodos de separacio Metados eletraguimicos : Métodos espectroscopicos 3
¢ - Cromatogralia liguda 3 : - Voltamelna : i - Fspectrofotometra UV Vis 3
i - Rlewolorese capilar g i - Espectroscopia de [R 2

Reguisitos principeais:

Seletividade e sensibilidade

1 |

4 | Andlise da adulteragio 7
/ ’

Classe de adalferante: anorexigens (ex.) ] ||-

'

Possiveis inferferentes na andlise:
ansiolincos, antidepressivos, laxantes

Figura 1: Fluxograma com as possiveis classes de farmacos sintéticos encontrados como
adulterantes em formulagdes fitoterapicas emagrecedoras e os métodos analiticos disponiveis para a
sua determinagéo.



30

2.4.1 Métodos cromatograficos e eletroforéticos

A maioria dos estudos de adulteracdo em formulagdes fitoterapicas utiliza
métodos cromatograficos para a determinacdo e identificagdo de adulterantes.
Esses métodos podem ser aplicados a misturas complexas por apresentarem
grande poder de separagdo, o que € importante na andlise de formulagbes
fitoterapicas, que apresentam grande numero de substancias quimicas. Além disso,
a cromatografia € o método mais conhecido e difundido em todo o mundo, sendo
uma realidade quando se trata de analises de rotina.

Dentre as técnicas cromatograficas, a que mais se destaca na identificagao e
quantificagao de adulterantes em formulagdes fitoterapicas é a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), por ser uma técnica relativamente simples, que nao exige
etapas dispendiosas de pré-analise, com realizagao da analise em tempo satisfatério
e apresentando resultados sensiveis o suficiente para detectar adulterantes que
normalmente sdo adicionados em baixas concentracbes (PARODI et al., 1993;
ALMEIDA et al., 1999; KU et al., 1999; ALMEIDA et al., 2000; MIKAMI et al., 2005;
LIANG et al., 2006; WANG et al., 2008;).

Apesar de ser tecnicamente semelhante a HPLC, a cromatografia gasosa
(GC) ndo é amplamente empregada na analise de adulterantes principalmente por
impossibilitar a determinacdo de compostos ndo volateis, termicamente |abeis ou
altamente polares (MCAVOY et al., 1999; LURIE, 1998). Por essas razdes, é
praticamente inviavel empregar GC como método de quantificagao e identificacdo de
adulterantes nessas formulagdes (MCAVOY et al., 1999).

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

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

tem permitido a expansao da sua aplicacao através de uma instrumentacao simples
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e robusta (TAGLIARO et al., 1996). Assim, a versatilidade da eletroforese capilar é
derivada da existéncia de diferentes modos de separacdo, sendo os mais
empregados nas andlises de adulteragdo a eletroforese capilar de zona (CZE) e a

cromatografia capilar eletrocinética micelar (MEKC).

2.4.2 Métodos eletroquimicos e espectroscopicos

Dentre os meétodos eletroquimicos, os voltamétricos sdo os mais estudados
em se tratando de analises de adulteracdo em formulagbes fitoterapicas. Os
meétodos voltamétricos apresentam uma determinagcdo sensivel e seletiva para
alguns compostos organicos, de acordo com o comportamento eletroquimico variado
das espécies no eletrodo de trabalho (CORREIA, 2008). Os métodos voltamétricos
diferenciam-se de outros métodos como HPLC e CE por possibilitarem a medi¢ao
em amostras complexas sem a necessidade da total solubilizagdo e de exaustivas
etapas de filtragdes até a completa separacao dos excipientes insoluveis, como é o
caso de comprimidos ou capsulas, formas em que geralmente estdo apresentadas
as formulagdo fitoterapicas (CARVALHO, 2007). Além disso, os métodos
voltamétricos séo vantajosos com relagdo ao custo da analise, quanto a aquisigao e
manutencdo e ao tempo reduzido de andlise (CORREIA, 2008; CARVALHO, 2007).

O trabalho desenvolvido por Carvalho e colaboradores (CARVALHO, 2007)
envolveu a determinagdo da anfepramona, um dos anorexigenos mais consumidos
no mundo, adicionado em misturas sintéticas contendo outros anorexigenos, além
de benzodiazepinicos e antidepressivos que normalmente podem estar presentes de
forma ilegal em formulagdes comercializadas como naturais para fim emagrecedor.

Dentre as metodologias aplicadas em analises para a determinagcdo de
adulterantes em formulagbes fitoterapicas, os métodos espectroscopicos sdo os
menos empregados. Por ser uma técnica relativamente simples, rapida e eficaz em
termos de custos, pode ser aplicada em testes de rotina para investigacdo de
possiveis formulagdes adulteradas. Contudo, essas metodologias ndo séao
suficientemente especificas em relagao ao fornecimento de informagdes em matrizes
complexas, sendo necessario etapas de pré-andlise para a minimizacdo de
interferéncias (FENG, 2007).
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2.5 Eletroforese capilar de zona e detec¢ao por condutividade sem contato
(c‘D)

A eletroforese capilar de zona (CZE) é um dos modos de separagdo mais
utiizados na pratica, devido a facilidade de implementacédo e a otimizagédo das
condigbes experimentais (TAVARES, 1997). A técnica se baseia na migragao
diferenciada das espécies em zonas distintas quando estas sdo submetidas a
aplicacdo de um campo elétrico. Anions migram em direcdo ao anodo e cations em
direcado ao catodo (Figura 2) (TAVARES, 1996). A velocidade com que cada zona se
desloca é dependente do campo elétrico aplicado, das mobilidades dos analitos e do

fluxo eletroosmético.

ancdo

b)

anodo —i

Figura 2: Principio da CZE. (a) estado inicial, (b) zonas distintas de amostra, gerando uma migragéo
diferencial. Adaptado de Kuhn & Hoffstetter-Kuhn (1993)

O sistema de deteccdo C*D utilizado é composto basicamente por dois
eletrodos posicionados na parede externa do capilar (Figura 3), um sinal senoidal de
corrente alternada de alta frequéncia é aplicado a um dos eletrodos posicionados na
cela de detecgdo (eq) e o outro eletrodo (ez) esta ligado a um conversor
(corrente/tensdo) e a um amplificador. O eletrdlito de corrida no gap de detecgéo
exibe uma resisténcia que diminui com a passagem de uma zona de um soluto

ibnico, devido ao aumento da condutividade da solugcdo neste ponto. A reatancia
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capacitiva diminui com o aumento da frequéncia, e a impedéancia do capilar é
reduzida permitindo que as variagdes de condutividade no interior do capilar sejam
observadas mesmo com os eletrodos posicionados no lado externo do capilar.
Assim deteccdo C*D previne a contaminagdo e desgaste dos eletrodos além da
eliminagdo da interferéncia dos altos potenciais utilizados na separacao (SILVA,
2003; SILVA et al., 2002).

gap de
deteccao

ﬂ%yi

) capilar

el e2

Figura 3: Desenho esquematico da configuragéo dos eletrodos para c'D. Adaptado de KUBAN &
HAUSER, 2008.

A sensibilidade do detector C*D esta relacionada com a diferenca de
condutividade entre o tampé&o de corrida e a zona que migra no capilar. Se a zona
analisada possuir condutividade menor que o tamp&o, um pico negativo é registrado;
por outro lado, se a zona possuir condutividade superior que o tampao de corrida,
um pico positivo € registrado. Portanto, a condutividade do tamp&o é de extrema
importancia em C*D (SILVA, 2001).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao

- Equipamento de eletroforese capilar com detector por condutividade sem
contato (CE-C*D) construido em laboratorio.

- Os reagentes solidos foram pesados utilizando uma balanga analitica
Sartorius (Goettingen, Alemanha) com quatro casas de preciséo.

- As medidas do pH foram realizadas em pHmetro digital (Digimed DM 20,
Sao Paulo, Brasil) usando eletrodo de vidro combinado.

- A agua utilizada no preparo das solugdes primeiramente sofreu um processo
de destilagdo, seguido de deionizagado e, apds, purificagdo em um sistema Milli-Q
(resistividade de 18,2 MQ cm™).

- Utilizou-se um sistema de filtracdo a vacuo para filtracdo do eletrélito de
trabalho usando filtro de acetato de celulose 0,45 uym (Sartorius, Alemanha).

- As solugdes de eletrdlito de trabalho foram sonicadas em ultra-som (Unique,

Séo Paulo, Brasi) durante 30 minutos.

3.1.2 Visao geral e descrigdo equipamento CE-C*D construido

O equipamento de CZE empregado neste trabalho foi desenvolvido em
laboratorio (SPENGLER, 2008), baseado nos trabalhos pioneiros publicados por do
Lago e Silva (1998), bem como Zemann e colaboradores (1998). A Figura 4 mostra
um diagrama de blocos do equipamento de eletroforese capilar construido em

laboratério com identificagdo de cada uma das suas partes.
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Figura 4: Representagcao em diagrama de blocos do equipamento de eletroforese capilar construido
em laboratério (CARVALHO et al 2009).

A Figura 5 mostra o equipamento de eletroforese capilar com deteccao
condutométrica sem contato capacitivamente acoplada (CE-C*D) construido em

laboratoério.
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Geradar de funciies

Bloco de acrilice

Figura 5: Foto do equipamento de CE-C*D construido em laboratorio.

O equipamento é constituido de um sistema de injegdo hidrodindmico por
gravidade (Figura 6), onde uma das extremidades do capilar é elevada até uma
determinada altura, fazendo com que um pequeno volume de amostra seja
introduzido no capilar.

Figura 6: Sistema de injecdo hidrodinamico por gravidade construido no sistema CE-C*D.
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Dois amostradores automaticos (Figura 7) s&o utilizados, um para o lado da
injecdo e outro para o lado da detecgdo, sendo que cada amostrador € constituido
de duas partes: um carrossel, contendo nove reservatérios, € um brago mecanico

para introducao do capilar e eletrodo através da elevacao do reservatorio.

Figura 7: Amostradores automaticos construidos para o sistema CE-C'D.

Para as separagdes eletroforéticas, uma fonte de alta tensao (Figura 8) aplica
uma diferengca de potencial de até +30 kV entre o catodo e o anodo (eletrodos de
platina), ambos mergulhados na solugéo do eletrdlito de trabalho juntamente com o

capilar.

Figura 8: Fonte de alta tensdo empregada no sistema CE-C*D desenvolvido.
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O sistema de lavagem do capilar utiliza uma bomba de vacuo para a
aplicagado de pressédo negativa no capilar, na extremidade do detector, conforme
mostrado na Figura 9.

Figura 9: Sistema de lavagem do capilar por aplicagéo de vacuo.

O sistema de controle da temperatura do equipamento é feito por um
controlador de temperatura digital. Este recebe o sinal de um sensor de temperatura
posicionado no interior do bloco de acrilico, ao lado do detector (Figura 10), e indica
a temperatura no display, e controla a temperatura através do acionamento da
resisténcia (aquecimento) (Figura 11) ou ventiladores (resfriamento) (Figura 12). A
temperatura em vermelho no display apresenta o valor da temperatura atual, e o
valor em verde apresenta o valor programado da temperatura. O controlador recebe

o sinal do sensor e indica a temperatura no painel.



Figura 10: Sistema de controle de temperatura do sistema CE-C*D.

Figura 11: Sistema de aquecimento via resisténcia elétrica e ventilagao.
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Figura 12: Sistema de circulagio de ar por ventiladores do sistema CE-C*D.

O gerador de fungdes, que se localiza na parte superior do bloco de acrilico
(Figura 13), é responsavel pela aplicagdo de um sinal de onda senoidal de alta
frequéncia em um dos eletrodos localizados na placa do circuito de detecgao, que

envolvem o capilar.

Figura 13: Gerador de fungdes (onda senoidal) do sistema CE-C*D.
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O detector de condutividade sem contato (Figura 14) é composto por um
conversor de corrente em tensao, retificador com amplificacido de 10x, entrada do
sinal de alta frequéncia, eletrodo de aplicacdo do sinal de alta frequéncia, eletrodo
de deteccgéo, filtro passa-baixas, buffer (ganho unitario), correcdo da linha de base
com amplificacdo de 30x e circuito de protecio para a entrada da placa de interface,

conforme mostrado esquematicamente na Figura 15.

Figura 14: Foto do detector de condutividade sem contato (C4D).

A Figura 15 abaixo mostra a representacdo esquematica do circuito de
detecgao por condutividade sem contato construido e empregado no sistema CE-
C*D, de acordo com trabalho publicado recentemente por este grupo de pesquisa
(CARVALHO et al., 2009).
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Figura 15: Representacdo esquematica do detector condutométrico construido para o equipamento
de eletroforese capilar contendo capilar de silica fundida, eletrodos e amplificadores operacionais.

3.1.3 Automatizacio do equipamento CE-C*D construido

O equipamento de CE-C*D construido em laboratério possui um software de
aquisicao de dados que permite operar o equipamento na forma manual, na qual
todos os comandos sao feitos manualmente pelo operador durante a analise, como
injecdo da amostra, acionamento (abre e fecha) garra de injecdo, referenciar e
posicionar os amostradores, liga e desliga bomba de vacuo.

No entanto, o software utilizado foi modificado e permitiu operar o
equipamento na forma manual ou automatizada, na qual a opgdo automatizada é
selecionada clicando no botdo Programa de anadlise (Figura 16). Como pode ser
visto na Figura 17, o programa de analise € composto por uma lista de comandos
para o equipamento, sendo estes executados sequencialmente. Tudo & programado,
e cada corrida é salva em um arquivo nomeado antes de se iniciar o programa. Aqui,
podem ser criados varios programas de acordo com a quantidade de injegdes a
serem realizadas. Quando o programa € iniciado, o operador n&do realiza mais
nenhum comando, sendo todas as etapas realizadas automaticamente pelo

programa desenvolvido.
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Figura 16: Tela principal do software para operagéo equipamento CE-C”D construido em laboratrio.
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Figura 17: Vis&o geral do programa que permite a automatizagao do sistema CE-C*D desenvolvido.
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3.2 Reagentes e solugdes

Como padrées foram empregadas matérias-primas de grau farmacéutico,
obtidas junto a farmacias ou fornecedores do segmento farmacéutico,
acompanhadas do laudo analitico. As mesmas foram usadas como recebidas.

Os demais reagentes empregados foram de grau P.A. ou HPLC. Na Tabela 4,
sao apresentados todos os reagentes e padrées empregados.

As solucdo padrdao dos anorexigenos (anfepramona, femproporex,
sibutramina), dos benzodiazepinicos (alprazolan, clonazepam, clordiazepdxido,
diazepam, flurazepam, medazepam, midazolam, bromazepam), dos antidepressivos
(fluoxetina, bupropiona, sertralina, paroxetina) e do laxante (fenolftaleina), foram
preparadas nas concentragdes 1 g L™ através das dissolucdes dos padrdes de cada
farmaco, em baldo volumétrico de 10 e 50 mL com metanol. As solu¢gdes foram
mantidas sob refrigeragdo. A partir das solu¢gdes em estoque se prepararam-se as
solugdes de trabalho, por meio de diluicbes em agua ultra pura.

As solugdes de trabalho 1 g L™ foram preparadas a partir da dissolucdo de 50
mg de cada um dos farmacos sintéticos anfepramona, femproporex, sibutramina e
fluoxetina, em baldo de 50 mL com metanol.

Ja as solucdes de trabalho 1 g L' dos interferentes investigados
benzodiazepinicos (alprazolan, clonazepam, clordiazepoéxido, diazepam, flurazepam,
medazepam, midazolam, bromazepam), dos antidepressivos (bupropiona, sertralina,
paroxetina) e do laxante (fenolftaleina) foram preparados a partir da dissolugéo de
10 mg de cada padrao em um baldo de 10 mL com metanol.

A solugdo tampao fosfato monobasico de sédio 0,5 mol L™ foi preparada pela
dissolugédo de 5,9989 g em baldo de 100 mL com agua ultra pura. Apds a
solubilizagdo, o pH da solugéo de trabalho foi ajustado com &cido fosforico 0,1 mol
L.



Tabela 4 - Reagentes e padrdes utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Reagentes Fornecedores Pureza (%)
Metanol grau HPLC Merck -
Acetonitrila grau HPLC Tedia -
Acido fosforico 85% (m/v) Merck -
Fosfato monobasico de sodio P.A. Merck -
Hidroxido de sodio P.A. Vetec -
Anfepramona Genix Ind. Farm. Ltda 98%
Femproporex Genix Ind. Farm. Ltda 100,42%
Sibutramina Deg 99,30%
Fluoxetina Deg 100,5%
Diazepam Deg 98,99%
Flurazepam Deg 99,56%
Alprazolan Deg 100,18%
Bromazepam Opcao Fénix Dist. Ins. 99,8%
Ltda
Clonazepam Opcao Fénix Dist. Ins. 99,9%
Ltda
Medazepam Pharma Nostra 98,79%
Clordiazepoxido Opcao Fénix Dist. Ins. 99,57%
Ltda
Midazolam Pharma Nostra 100,06%
Bupropiona Genix Ind. Farm. Ltda 100,0%
Sertralina Deg 99,26%
Paroxetina Genix Ind. Farm. Ltda 99,94%

Fenolftaleina Deg -
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3.3 Procedimentos analiticos

3.3.1 Eletrdlito de trabalho e amostras

A solucdo do eletrélito de trabalho foi preparada diariamente através da
diluicdo da solugédo estoque. O pH da solugédo foi ajustado com uma solugdo de
acido fosférico 0,1 mol L™ e, em seguida, foi filtrado em membrana 0,45um. Por fim,
a solugéo foi sonicada em um sistema de ultra-som por 30 min.

As amostras de fitoterapicos utilizadas neste trabalho foram adquiridas na
cidade de Santa Maria-RS e estéo listadas na Tabela 5 segundo a sua composigao
e quantidade de p6 por capsula.

O processo de extragdo das amostras (Figura 18) foi realizado através da
dissolugédo do conteudo total de uma capsula em 25 mL de metanol, obtendo-se o
extrato metandlico. Depois disso, o extrato metandlico foi filtrado através de algodao

e, em seguida, em membrana de acetato de celulose 0,45 uym.
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Tabela 5 - Composicao das 13 amostras de fitoterapicos adquiridas no mercado

local.
Amostra Composigao Quantidade de
pé/caps. (mg)
1 - Fibra de mag¢a 100mg 350
- Quitosana 250mg
- Quitosana 350
3 - Quitosana 500
- Vitamina C
4 - Quitosana 500
- Agar
- Vitamina C
- Garcinia Camboja 300
- Quitosana 325
- Vitamina C
- Porangaba 250
8 - Caralluma Fimbriata 500
- Hoodia Gordonii 500
10 - Chlorella 250
11 - Cha Verde 450
12 -Spirulina, Maracuja, 570
Centelha Asiatica, Cascara
Sagrada, Goma Guar,
- Garcinia
13 - Alcachofra 500
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CAPSULA

-+

METANOL (25 mL)

EXTRATO METANOLICO

: 1

FILTRACAO EM ALGODAO

1

FILTRACAO EM MEMBRANA 0,45
um (ACETATO DE CELULOSE)

Figura 18: Fluxograma do procedimento de extracdo das amostras.

3.3.2 Determinacgao por eletroforese capilar de zona

Todas as determinagdes eletroforéticas foram realizadas no aparelho de
eletroforese capilar descrito no item 3.1.2 (pagina 34). Os adulterantes estudados
foram determinados pelo método de eletroforese capilar de zona. A fonte de alta
tensdo utilizada foi configurada para detecgdo indireta dos farmacos na forma
catidénica, com injegao anddica e detecgao catddica.

Utilizou-se capilar de silica fundida (Micro Tube, Sdo Paulo/SP) com 68 cm
comprimento (46 cm até o detector) com 75 ym de didmetro interno e 360 um de
didmetro externo.

Para o condicionamento do capilar novo, primeiramente, fez-se uma lavagem
com NaOH 1 mol L'1, durante 40 minutos, empregando vacuo, em pressao constante

de -400 mmHg. Em seguida fez-se uma lavagem com agua ultrapura, durante 15
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minutos, e depois disso, com o eletrdlito de trabalho durante 30 minutos. No inicio de
cada semana, lavou-se com NaOH 0,1 mol L' e com &gua ultrapura, durante 15
minutos cada, e 30 minutos com o eletrdlito. Nos outros dias da semana, a lavagem
do capilar foi feita somente com o eletrélito durante 30 minutos, no inicio de cada
dia. Entre as injecbes das amostras, fez-se a lavagem do capilar com eletrdlito de
trabalho, durante 5 minutos, e no final do dia, o capilar foi lavado somente com
eletrdlito de trabalho por 20 minutos.

O sistema de injecao hidrodinamica das amostras é baseado na elevacéao de
uma das extremidades do capilar até uma determinada altura (maximo 28 cm por um
tempo de até 60 s), provocando, assim, a entrada de certo volume de amostra. As

analises foram realizadas em temperatura de 25°C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho de mestrado realizado por Spengler (2008) tratou inicialmente da
construgdo de um sistema de eletroforese capilar com detecgao CcD, o qual é
baseado nos protétipos descritos na literatura por do Lago e colaboradores (2002) e
por Bockel e colaboradores (2005). A otimizagcao do sistema desenvolvido por
Spengler (2008) aplicado a separagcao de cations metalicos foi recentemente
descrito na literatura (CARVALHO et al., 2009). Dentro desse contexto, o objeto de
pesquisa aqui apresentado trata da aplicagcdo desse sistema para a separagdo e
deteccao indireta de farmacos na forma catiénica. Os capitulos a seguir tratam da
otimizagdo da separagido destas espéecies por CZE-C*D e da validacdo do método
para a determinacdo dos farmacos amfepramona, femproporex, sibutramina e

fluoxetina como adulterantes em formulagdes fitoterapicas emagrecedoras.

4.1 Otimizagao das separacgoes eletroforéticas

4.1.1 Otimizagao das condigoes do eletrélito de trabalho

Inicialmente, a otimizacao do método eletroforético envolveu a escolha do
eletrélito de trabalho. Optou-se pelo tampéao fosfato de sédio, que foi avaliado nas
concentragdes de 5 a 80 mmol L™, como mostrado na Figura 19 para a separagao
dos adulterantes anfepramona, femproporex, sibutramina e fluoxetina. Pode-se
observar que os tempos de migracdo ndo apresentaram grandes variagbes nas
diferentes concentracdes de fosfato estudadas. A concentragdo de 50 mmol L™ foi a
de escolha, pois se mostrou a mais satisfatoria dentre as concentracbes estudadas.
Entretanto, a resolugdo dos picos e a estabilidade da linha de base nido se
mostraram satisfatdrias, variando-se somente o tampéao fosfato. Além disso, houve
coeluicdo da anfepramona e do femproporex (Figura 20) em quase todas as
concentracbes de fosfato analisadas. Sendo assim, passou-se entdo para o estudo

do efeito do pH do eletrdlito de trabalho.
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Figura 19: Efeito da concentragédo do eletrdlito de trabalho tampéo fosfato nos tempos de migragéo
dos farmacos sintéticos em concentragdes de 20 mg L para concentragao do tampao fosfato de 5 a
80 mmol L. Condigdes: eletrélito de trabalho metanol 30% (pH 4,0), potencial de separagéo - 15Kv
capilar: silica fundida 75 pm x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); detecgdo: indireta C*D
operando em 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegdo amostra: hidrodinamica por gravidade: 20
cm durante 60 s.
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Figura 20: Eletroferograma dos adulterantes (20 mg L'1) (a) anfePramona (b) femproporex, (c)
sibutramina, (d) fluoxetina. Eletrélito de trabalho: Fosfato 45 mmol L™ (pH 4,0) contendo metanol 30
%(v/v) = -15 kV. Capilar: silica fundida 75 pm x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector); detector
c'D operando com 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injecdo hidrodindmica por gravidade: 20 cm
por 60 s.
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Sabendo-se que o pH do eletrdlito de trabalho € o parametro de separagao
mais importante em eletroforese capilar por influenciar na seletividade do sistema,
este foi investigado em diferentes valores de pH (2,0 a 6,0) para o tampao fosfato 50
mmol L™, contendo metanol 30% (v/v), como pode ser visto Figura 21. Os resultados
obtidos para os quatro farmacos estudados mostraram que a variacdo do pH deste
nao modifica significativamente os tempos de migracéo obtidos. O pH de escolha foi
o pH 4,0, pois dentre os pH estudados, foi o que promoveu melhor resolucido dos
picos. A fim de melhorar a resolugdo dos picos, a estabilidade da linha de base e
diminuir o tempo de migracdo das espécies, investigou-se a adicdo de solventes

organicos metanol e acetonitrila no eletrdlito de trabalho.
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Figura 21: Efeito da variagdo do pH no eletrélito de trabalho e nos tempos de migragdo dos farmacos
sintéticos em concentragbes de 20 mg L7 para valores de pH (2,0 a 6,0). Condigbes: eletrolito de
trabalho tamp3o fosfato 50 mmol L™ contendo metanol 30% (v/v), potencial de separagéo -15Kv,
capilar: silica fundida 75 pm x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); detecgdo: indireta C*D
operando em 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegdo amostra: hidrodinamica por gravidade: 20
cm durante 60 s.

A adicao dos solventes orgénicos metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) ao
eletrdlito de trabalho foi analisada nas concentragbées de 10 a 80% (v/v). O solvente
organico metanol promoveu a diminuicdo do fluxo eletroosmotico, enquanto o
solvente organico acetonitrila causou uma mudanga na viscosidade da solugdo do

eletrdlito de trabalho, tornando este menos viscoso, 0 que promoveu mudangas de
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mobilidade aparente, e, portanto, na migracdo relativa das espeécies organicas.
Observou-se também que quanto maior a concentracao de metanol, maior o tempo
de migracédo das espécies (Figura 22), enquanto que com a acetonitrila ocorreu o
contrario, quanto maior a concentragdo do solvente, menor o tempo de migragao
(Figura 23). Em ambos os casos, a concentracao do solvente orgénico escolhida foi
de 50%. Finalmente, ao comparar a estabilidade da linha base obtida com o
eletrolito de trabalho fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0) contendo ACN 50% (v/v), esta foi
superior aquela obtida com o eletrdlito de trabalho fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0)
contendo MeOH 50% (v/v).
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Figura 22: Efeito da concentragdo solvente organico metanol nos tempos de migragdo dos farmacos
sintéticos em concentragbes de 20 mg L7, para concentragdes de solvente de 10 a 80 %. Condigdes:
eletrélito de trabalho tamp&o fosfato 50 mmol L™ (pH 4,0), potencial de separacdo -15Kyv, capilar:
silica fundida 75 um x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector); detecgao: indireta C*D operando em
600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegdo amostra: hidrodinamica por gravidade: 20 cm durante 60
S.
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Figura 23: Efeito da concentragdo solvente organico acetonitrila nos tempos de migragdo dos
farmacos sintéticos em concentragdes de 20 mg L, para concentragoes de solvente de 10 a 80 %.
Condigdes: eletrdlito de trabalho tampao fosfato 50 mmol L (pH 4,0), potencial de separagéao -15Kv,
capilar: silica fundida 75 ym x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); deteccdo: indireta cD
operando em 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegdo amostra: hidrodinamica por gravidade: 20
cm durante 60 s.

A fim de finalizar as condi¢des do eletrdlito de trabalho, foi feito um segundo
estudo sobre o efeito nos tempos de migragado dos farmacos sintéticos, agora com
as condigdes otimizadas do tampao fosfato e da concentragdo do solvente orgéanico
acetonitrila. Pode-se verificar que o tempo de migracdo dos quatro farmacos
sintéticos foram reduzidos em pH 5,0 (Figura 24). Dessa forma, obteve-se as
condicdes do eletrdlito de trabalho otimizadas, que foram tampao fosfato 50 mmol L™

(pH 5,0) contendo acetonitrila 50% (v/v).
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Figura 24: Efeito da variagdo do pH no eletrélito de trabalho e nos tempos de migragdo dos farmacos
sintéticos em concentragdes de 20 mg L", para valores de pH (4,0 a 5,0). Condigdes: eletrélito de
trabalho tamp&o fosfato 50 mmol L contendo acetonitrila 50% (v/v), potencial de separagao -15Kv,
capilar: silica fundida 75 ym x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); deteccdo: indireta cD
operando em 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegdo amostra: hidrodinamica por gravidade: 20
cm durante 60 s.

4.1.2 Otimizagcao dos parametros operacionais

Apos a etapa da otimizacdo das condicdes do eletrélito de trabalho para a
separacao dos quatro farmacos sintéticos por CZE, passou-se para a otimizac¢ao dos
parametros eletroforéticos como potencial de separagéo, temperatura, injecédo da
amostra, bem como os parametros de detecgdo por condutividade (freqiéncia de
operagcdo e amplitude do sinal). O potencial de separagédo foi estudado em trés
diferentes potenciais 10, 15 e 20 kV (Figura 25), e como esperado, quanto maior o
potencial aplicado, menor o tempo de migragédo dos farmacos em potenciais maiores
que 15 kV. Entretanto, o ruido da linha de base e a dispersao dos picos
aumentaram. No entanto, o potencial de separagcao de 15 kV mostrou uma boa
estabilidade da linha de base e boa resolugdo dos picos dos farmacos sintéticos

estudados.
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Figura 25: Efeito do potencial de separagdo nos tempos de migragdo dos farmacos sintéticos em
concentragdes de 20 mg L™, para valores de 10, 15 e 20 kV. Condigbes: eletrdlito de trabalho tampao
fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0) contendo acetonitrila 50% (v/v), capilar: silica fundida 75 ym x 360 pm x
68 cm (46 cm até o detector); detecgdo: indireta C*D operando em 600 kHz e 2 Vpp; temperatura:
25°C; injegcdo amostra: hidrodinamica por gravidade: 20 cm durante 60 s.

O efeito da temperatura de separacao € importante, pois esta diretamente
ligada a reprodutibilidade das separagdes eletroforéticas. A mesma foi estudada
numa faixa de (25 a 40°C) como mostrado na Figura 26. A temperatura esta
diretamente ligada a mobilidade das espécies: quanto maior a temperatura, menor o
tempo de migracdo, ocasionada pela diminuicdo da viscosidade do eletrdlito.
Entretanto, o aquecimento elevado ocasiona aumento do ruido da linha de base e,
consequentemente, a deformagdo dos picos devido ao aquecimento pelo efeito
Joule. A melhor temperatura observada foi de 25°C, com a qual obtiveram-se melhor

resolucéo e forma dos picos.
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Figura 26: Efeito da temperatura de separagdo nos tempos de migragédo dos farmacos sintéticos em
concentragbes de 20 mg L", para valores de 25 a 40°C. Condicdes: eletrdlito de trabalho tampao
fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0) contendo acetonitrila 50% (v/v), potencial de separagédo -15Kv, capilar:
silica fundida 75 um x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector); detecgao: indireta C*D operando em
600 kHz e 2 Vpp; injecdo amostra: hidrodindmica por gravidade: 20 cm durante 60 s.

Conforme descrito por Carvalho e colaboradores (CARVALHO et al 2009), o
sistema de eletroforese capilar construido em laboratério utilizado neste trabalho é
equipado com um sistema de injecdo hidrodindmico por gravidade. Assim os
parametros de altura e tempo de injegado definem a quantidade de amostra que é
introduzida no capilar. Os tempos de injegdo estudados variaram de 10 a 90 s
(Figura 27). Enquanto que a altura de injecéo variou de 10 a 28 cm (Figura 28).
Dessa forma, observou-se, em ambos o0s casos, que quanto maior o tempo e a
altura de injecao, maior a quantidade de amostra injetada, refletindo diretamente no
aumento da altura e area do pico. Como consequéncia, a coeluicdo de alguns dos
picos foi observada para tempos e altura de injecdo maiores, ja que os quatro
farmacos estudados saem muito proximos. Considerando esses fatores escolheram-
se como condigdes para injecéo, altura de 20 cm e tempo 60 s, nas quais obtiveram-
se condi¢des ideais de injecdo, levando em conta a sensibilidade e a resolugcédo dos

picos.
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Figura 27: Efeito do tempo de injegdo na area dos picos dos farmacos sintéticos em concentragdes
de 20 mg L7, para valores de 10 a 90 s. Condigdes: eletrdlito de trabalho tampao fosfato 50 mmol L’
(pH 5,0) contendo acetonitrila 50% (v/v), potencial de separagéo -15Kv, capilar: silica fundida 75 pm x
360 um x 68 cm (46 cm até o detector); detecgdo: indireta C'D operando em 600 kHz e 2 Vpp;
temperatura: 25°C; injegao amostra: hidrodindmica por gravidade: 20 cm.
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Figura 28: Efeito da altura de injegdo na altura dos picos dos farmacos sintéticos em concentragdes
de 20 mg L7 para valores de 10 a 28 cm. Condigbes: eletrélito de trabalho tampéao fosfato 50 mmol L
' (pH 5,0) contendo acetonitrila 50% (v/v), potencial de separagao -15Kv, capilar: silica fundida 75 um
x 360 ym x 68 cm (46 cm até o detector); detecgdo: indireta c’D operando em 600 kHz e 2 Vpp;
temperatura: 25°C; inje¢ao amostra: hidrodindmica por gravidade: durante 60 s.
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Com relagdo aos parametros de deteccdo por C*D, sabe-se que a frequéncia
de operacao do detector e a amplitude do sinal de deteccao influenciam na relagao
sinal:ruido de espécies idnicas. Neste trabalho, observou-se que a deteccao indireta
da anfepramona, femproporex, sibutramina e fluoxetina como espécies catidnicas se
deslocam através do capilar, influenciadas pela amplitude da onda senoidal numa
faixa que variou de 2 a 10Vpp, conforme mostrado na Figura 29. No entanto, a
frequéncia de operacao do detector, que variou de 100-2000 kHz (Figura 30), nédo
teve influéncia significativa na relagao sinal:ruido. A relagcédo entre a altura e a forma
do pico foi obtida em intervalo de 600-1000 kHz. Assim, optaram-se pela amplitude

do sinal de deteccgao de 2 Vpp e frequéncia de operagao do detector de 600 kHz.
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| —®— Femproporex e
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Figura 29: Efeito da amplitude do sinal de detecgédo na altura dos picos dos farmacos sintéticos em
concentragbes de 20 mg L7, para valores de 2 a 10 Vpp. Condigdes: eletrélito de trabalho tampéo
fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0) contendo acetonitrila 50% (v/v), potencial de separagédo -15Kv, capilar:
silica fundida 75 um x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector); detecgao: indireta C*D operando em
600 kHz; temperatura: 25°C; injegao amostra: hidrodindmica por gravidade: 20 cm durante 60s.
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Figura 30: Efeito da freqiiéncia de operagédo do detector na area dos picos dos farmacos sintéticos
em concentragdes de 20 mg L™ para valores de 100 a 2000 kHz. Condigdes: eletrolito de trabalho
tamp3o fosfato 50 mmol L (pH 5,0) contendo acetonitrila 50% (v/v), potencial de separagéo -15Kv,
capilar: silica fundida 75 ym x 360 ym x 68 cm (46 cm até o detector); deteccdo: indireta cD
operando em 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegdo amostra: hidrodinamica por gravidade: 20 cm durante
60s.

As condi¢des otimizadas para a determinagdo dos adulterantes investigados
por CZE—C*D foram as seguintes: eletrdlito de trabalho tampéo fosfato 50 mmol L
(pH 5,0) contendo acetonitrila 50% (v/v), potencial de separagao 15kV, temperatura
de separagao 25°C, injecao por gravidade de 20 cm durante 60 s, amplitude do sinal
na detecgdo 2V, e frequéncia de operacdo do detector 600 kHz. A Figura 31 mostra
o eletroferograma da separagdo dos quatro adulterantes sob as condigbes

otimizadas.
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Figura 31: Eletroferograma dos adulterantes (40 mg L") (a) anfepramona, (b) femproporex, (c)
sibutramina, (d) fluoxetina. Eletrolito de trabalho: Fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0) contendo acetonitrila
50 %(v/v). E=-15 kV. Capilar: silica fundida 75 ym x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector); detector
c'D operando com 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; inje¢do hidrodindmica por gravidade: 20 cm
por 60 s.

4.2 Validagao do método eletroforético

4.2.1 Linearidade

A linearidade esta relacionada com a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame
dentro de uma determinada faixa de aplicagao (RIBANI et al 2004). A construgédo da
curva deve ser feita por no minimo cinco pontos que nao incluam o ponto zero.

Neste trabalho, a curva analitica foi feita através da injegdo de seis pontos, e cada
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ponto foi injetado trés vezes, obtendo-se um coeficiente de correlagao acima de 0,99
para os quatro farmacos sintéticos. A faixa linear para anfepramona, femproporex e
sibutramina ¢ de 10,0 a 500,0 mg L, e para a fluoxetina é de 10,0 a 400,0 mg L™,
enquanto, que a faixa de trabalho escolhida para os quatro farmacos estudados é de
10 a 150 mg L' como mostrado na figura Figura 32.
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Figura 32: Curvas analiticas dos 4 farmacos sintéticos.

4.2.2 Precisao

A precisdo esta relacionada com repetibilidade da medida, ou seja, a
dispersdo dos resultados entre ensaios independentes de uma mesma amostra. E
isso é calculado através da formula abaixo, onde (RSD) é o desvio padrao relativo
também conhecido como coeficiente de variagdo (CV), (S) € o desvio padrédo

absoluto e
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(%) ¢ a media aritmética (RIBANI et al 2004). A precisao foi calculada, neste
trabalho, através da injecdo da mesma concentragcdo cinco vezes, obtendo-se o

desvio padrao relativo.
- .. 5
R5D{%g)ou CV{%) = 3 % 100

A precisdo intermediaria indica o efeito das variacbes das médias em
diferentes dias ou diferentes analistas. A precisao intermediaria foi calculada através
da média de trés dias diferentes, onde em um desses dias, um outro analista
realizou as medidas. A Tabela 6 abaixo mostra a precisao e a precisao intermediaria

encontrada para cada farmaco sintético:

Tabela 6 - Precisao e precisao intermediaria dos farmacos sintéticos.

Farmacos sintéticos RSD (%) RSD (%) intermediaria
Anfepramona 9,8 10,0
Femproporex 8,9 11,3

Sibutramina 6,1 10,5
Fluoxetina 8,5 10,7

4.2.3 Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (RIBANI et al 2004). A exatidao foi calculada, neste trabalho, através da
adicdo de padréo, injetando-se cinco vezes a mesma concentragdo, a equagao da
reta (y= ax + b) foi usada para determinar recuperacdo (%), onde a area é

representada por (y) e a concentragao (x). A exatidao intermediaria foi calculada
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através da média de trés dias. A Tabela 7 mostra os resultados obtidos da exatidao

e da exatidao intermediaria.

Tabela 7 - Ensaios de recuperacio dos farmacos sintéticos.

Farmacos sintéticos Recuperacao (%) Recuperagao (%) intermediaria

Anfepramona 954 94,2
Femproporex 112,4 113,2
Sibutramina 100,8 100,9

Fluoxetina 108,9 1071

4.2.4 Limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao (LQ)

O limite de deteccdo representa a menor concentracao da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada (RIBANI et
al 2004). O limite de detecgao foi calculado através da inje¢cdo de cinco vezes a
mesma concentracdo (5 mg L), utilizando a férmula abaixo. Onde o desvio padrdo

€ (S), e o coeficiente angular da curva analitica é (b).

Ixs

(=
)
I

O limite de quantificacdo representa a menor concentragao da substancia em
exame que pode ser determinada com um nivel de incerteza aceitavel (RIBANI et al
2004). O limite de quantificagao foi determinado através da inje¢éo de cinco vez da
mesma concentracdo (5 mg L), utilizando a férmula abaixo. O desvio padrdo é

representado por (S) e o coeficiente angular da curva analitica por (b).
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Os limites de deteccgao e quantificagdo obtidos se encontram na Tabela 8.

Tabela 8 - Limites de deteccio e quantificagao dos farmacos sintéticos estudados.

Farmacos sintéticos LD (mg L™ LQ (mg L™
Anfepramona 4.1 13,5
Femproporex 4,7 15,6
Sibutramina 5,3 17,5

Fluoxetina 4.1 13,8

4.3 Especificidade do método

A influéncia de outros possiveis adulterantes, tais como antidepressivos,
benzodiazepinicos e laxantes, sobre a avaliacdo dos farmacos sintéticos, foi
investigada para avaliar a real aplicabilidade do método CZE em formulagbes
fitoterapicas. Essas possiveis interferéncias podem ser causados por farmacos
sintéticos nas suas formas catidbnicas em pH 5,0, com tempos de migragao
semelhantes aos da anfepramona, femproporex, sibutramina, ou fluoxetina. Os
interferentes estudados foram benzodiazepinicos alprazolam, clonazepam,
clordiazepéxido, diazepam, flurazepam, medazepam, midazolam e bromazepam;
antidepressivos bupropiona, sertralina e paroxetina e o laxante fenolftaleina. Todos
esses interferentes também podem estar presentes como coadjuvantes em
fitoterapicos para emagrecimento. Entre os 12 possiveis interferentes aqui
estudados, apenas quatro foram detectados pelo método CZE-C*D, produzindo
novos picos no eletroferograma: os antidepressivos bupropiona, sertralina,
paroxetina, e o benzodiazepinico flurazepam. Com o uso do eletrdlito de trabalho
tamp3ao fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0) e acetonitrila 50% (v/v) como aditivo organico,

foi observada no eletroferograma (Figura 33) a coeluigdo da sibutramina e
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bupropiona, sendo a unica interferéncia da separacdo CZE dos adulterantes

estudados.
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Figura 33: Eletroferograma dos adulterantes e dos interferentes estudados a) anfepramona, (b)
femproporex, (c) bupropiona e sibutramina, (e) sertralina, (f) fluoxetina, (g) paroxetina, (h) flurazepam.
Eletrdlito de trabalho: Fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0) contendo acetonitrila 50 % (v/v). E= -15 kV.
Capilar: silica fundida 75 pm x 360 um, 68 cm (46 cm até o detector); detector C*D operando com 600
kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegao hidrodinamica por gravidade: 20 cm por 60 s.

No entanto, essa interferéncia ndo aparece se o aditivo organico no eletrélito
de trabalho tamp&o fosfato 50 mmol L™ for alterada para 50% metanol (v/v). Além
disso, o tempo de anadlise € superior, assim, os quatro adulterantes que foram os
objetivos deste trabalho podem ser determinados por CZE na presencga de 12 outros
farmacos sintéticos. O eletroferograma na Figura 34 mostra que o método CZE
investigado neste trabalho também cria a possibilidade de determinar,
simultaneamente, oito adulterantes (anfepramona, femproporex, bupropiona,
sibutramina, sertralina, fluoxetina, paroxetina, e flurazepam) em uma unica corrida
de 30 min, nas mesmas condi¢cdes otimizadas, alterando somente o solvente

organico, usando no eletrdlito de trabalho tampdo fosfato 50 mmol L (pH 5,0)
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contendo metanol 50% (v/v). No entanto, a investigagdo sistematica da separagéo
por CZE destes compostos como possiveis adulterantes de formulacbes de

fitoterapicos sera discutida em um trabalho futuro.
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Figura 34: Eletroferograma dos adulterantes e dos interferentes estudados (a) anfepramona, (b)
femproporex, (c) bupropiona, (d) sibutramina, (e) sertralina, (f) fluoxetina, (g) paroxetina, (h)
flurazepam. Eletrélito de trabalho: Fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0) contendo metanol 50 % (v/v). E= -15
kV. Capilar: silica fundida 75 um x 360 um, 68 cm (46 cm até o detector); detector C*D operando com
600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; inje¢ao hidrodinamica por gravidade: 20 cm por 60 s.
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4.4 Aplicagao analitica

Treze amostras de formulagbes fitoterapicas emagrecedoras foram
analisadas pelo método desenvolvido por CZE-C*D, com o intuito de verificar casos
de adulteragdo com substancias sintéticas. Foram selecionados fitoterapicos a base
de Porangaba (Cordia salicifolia), Quitosana, Garcinia (Garcinia sp), Caralluma
Fimbriata (Caralluma adscendens), Hoodia Gordonii (Hoodia gordonii), Chlorella
(Chlorella pyrenoidosa), Cha Verde (Camellia sinensis), Spirulina (Spirulina maxima
Setchet Gardner) e Alcachofra (Cynara scolymus L.), os quais foram adquiridas em
diferentes farmacias de manipulagao na cidade de Santa Maria/RS. Primeiramente,
foi feito um screening em cada uma das treze amostras, a fim de identificar a
adulteragdo com algum dos farmacos sintéticos estudados. Nao foi observada
adulteracdo com os farmacos sintéticos anfepramona, femproporex, sibutramina e
fluoxetina nas amostras analisadas. Os interferentes bupropiona, sertralina,
paroxetina e flurazepam também ndo foram encontrados como adulterantes nas
treze amostras estudadas. Para os ensaios de aplicabilidade do método proposto
por CZE, ensaios de recuperagcao foram realizados em 7 amostras (Quitosana,
Chlorella, Alcachofra, Algas Regi, Garcinia Camboja, Hoodia Gordonii, Caralluma
Fibrata, Fibrothin). As amostras foram contaminadas com duas dosagens diferentes
(dose diaria, e metade da dose diaria) de anfepramona, femproporex, sibutramina e
fluoxetina, para simular a adulteragdo da amostra. A Tabela 9 e (Figura 35 e Figura
36) mostram os resultados obtidos para as avaliagdes em triplicata dos adulterantes
adicionados as amostras. Os valores de recuperagdo mostraram-se satisfatérios,
uma vez que variaram de 80,0-120,0% para todos os adulterantes investigados.
Esses valores de recuperacdo demonstram a confiabilidade do método para a

avaliagao desses farmacos em amostras adulteradas por esses farmacos sintéticos.
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Figura 35: (A): Eletroferograma da amostra Alcachofra (Cynara scolymus L.), uma capsula 500 mg é
diluida em 25 mL metanol (extrato metandlico), outras condi¢cdes experimentais, conforme descrito
abaixo.(B): Separacgao por eletroforese capilar de zona dos adulterantes (a) anfepramona (75 mg), (b)
femproporex (25 mg), (c) sibutramina (10 mg) e (d) fluoxetina (60 mg) mais a amostra fitoterapico.
Eletrdlito de trabalho: Fosfato 50 mM (pH 5,0) contendo acetonitrila 50 %(v/v); Amostra: 1:60 diluigao,
uma capsula 500 mg Alcachofra (Cynara scolymus L.) diluida em 25 mL metanol (extrato metandlico).
E= -15 kV. Capilar: silica fundida 75 pm x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector); detector C*D
operando com 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegdo hidrodinamica por gravidade: 20 cm por
60 s.
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Figura 36: (A): Eletroferograma da amostra Chlorella (Chlorella pyrenoidosa), uma capsula 250 mg é
diluida em 25 mL metanol (extrato metandlico), outras condi¢cdes experimentais, conforme descrito
abaixo. (B): Separagéo por eletroforese capilar de zona dos adulterantes (a) anfepramona (75 mg),
(b) femproporex (25 mg), (c) sibutramina (10 mg) e (d) fluoxetina (60 mg) mais a amostra do
fitoterapico. Eletrolito de trabalho: Fosfato 50 mM (pH 5,0) contendo acetonitrila 50 %(v/v); Amostra:
1:60 diluicdo, capsula 250 mg Chlorella (Chlorella pyrenoidosa) diluida em 25 mL metanol (extrato
metandlico). E= -15 kV. Capilar: silica fundida 75 ym x 360 ymx 68 cm (46 cm até o detector);
detector C*'D operando com 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injecao hidrodindmica por
gravidade: 20 cm por 60 s.
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Tabela 9 - Ensaios de recuperacdo da anfepramona, femproporex, sibutramina e
fluoxetina em formulacgdes fitoterapicas emagrecedoras (n=3).

Fitoterapicos + Adulterante (mg)
Adulterantes Adicionado Encontrado Recuperacao (%)
Alcachofra
Anfepramona 75,0 85,4 113,8
37,5 40,8 108,8
Femproporex 25,0 25,6 102,3
12,5 13,6 108,9
Sibutramina 10,0 9,83 98,3
5,0 53 105,9
Fluoxetina 60,0 60,1 100,2
30,0 34,5 115,0
Chlorella
Anfepramona 75,0 71,3 95,0
37,5 37,7 100,6
Femproporex 25,0 20,0 80,0
12,5 13,0 104,0
Sibutramina 10,0 10,8 107,8
5,0 4,9 97,4
Fluoxetina 60,0 58,7 97,8
30,0 29,7 99,1
Algas Regi
Anfepramona 75,0 75,8 101,1
37,5 36,8 98,2
Femproporex 25,0 24,5 98,0
12,5 13,0 103,4
Sibutramina 10,0 10,7 106,9
5,0 53 106,3
Fluoxetina 60,0 68,0 113,2

30,0 30,9 103,0




Garcinia Camboja

Anfepramona 75,0 81,7 109,0
37,5 35,8 95,5

Femproporex 25,0 27,6 110,3
12,5 11,8 94,0

Sibutramina 10,0 10,4 103,9
5,0 5,0 100,3

Fluoxetina 60,0 59,6 99,4
30,0 31,8 105,9

Hoodia Gordonii

Anfepramona 75,0 85,7 114,2
37,5 40,8 108,9

Femproporex 25,0 26,7 106,9
12,5 12,6 100,6

Sibutramina 10,0 11,0 110,4
5,0 6,0 119,1

Fluoxetina 60,0 65,8 109,6
30,0 31,4 104,6

Caralluma Fibrata

Anfepramona 75,0 84,4 112,5
37,5 37,8 100,7

Femproporex 25,0 26,1 104,3
12,5 13,03 104,3

Sibutramina 10,0 10,6 105,7
5,0 6,0 119,3

Fluoxetina 60,0 69,5 115,9
30,0 34,2 114,0
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Fibrothin

Anfepramona 75,0 74,8 99,7
37,5 38,6 103,0

Femproporex 25,0 26,0 103,9
12,5 12,0 96,6

Sibutramina 10,0 10,0 100,5
5,0 5,4 108,2

Fluoxetina 60,0 61,7 102,9
30,0 31,9 106,2
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, desenvolveu-se um método analitico utilizando eletroforese
capilar de zona com detecgdao condutométrica sem contato capacitivamente
acoplada (C*D), para a determinacéo de anfepramona, femproporex, sibutramina e
fluoxetina, em formulagdes fitoterapicas emagrecedoras. Esse método mostrou-se
adequado na analise de anfepramona, femproporex, sibutramina e fluoxetina,
apresentando uma ampla faixa linear de trabalho (10 a 500 mg.L), baixos limites de
detecgao (4 a 5 mg.L), precisao (6 a 9%), exatidao (95 a 112%), baixo consumo de
reagente e tempo reduzido de analise (15 min).

O método CZE-C*D também permitiu a determinagdo de outros farmacos
sintéticos como possiveis adulterantes em formulagbes fitoterapicas: bupropiona,
sertralina, paroxetina e flurazepam, usando as mesmas condicbes experimentais,
alterando somente o solvente organico de acetonitrila para metanol no eletrdlito de
trabalho tampao fosfato 50 mmol L™ (pH 5,0). Portanto, este é o primeiro trabalho
que descreve um método que é capaz de determinar, simultaneamente, oito
possiveis adulterantes sintéticos das classes dos anorexigenos, antidepressivos e
ansioliticos.

Amostras de formulagdes fitoterapicas emagrecedoras adquiridas em
farmacias locais foram analisadas, e nenhuma apresentou adulteracdo pelos
farmacos sintéticos estudados: anfepramona, femproporex, sibutramina e fluoxetina.
Os ensaios de recuperacao realizados nas amostras de fitoterapicos com adi¢ao de
concentragbes conhecidas dos farmacos sintéticos em duas dosagens, mostraram-
se satisfatorios, com recuperacdes entre 80 e 120%.

Dessa forma o método CZE-C*D apresentado neste trabalho permite o
screening rapido de amostras em relagéo a presenca de farmacos sintéticos como
adulterantes, o que poderia ser muito util para inspegbes de formulagbes
fitoterapicas emagrecedoras comerciais. Embora ainda ndo exista oficialmente
normas estabelecidas por 6rgaos fiscalizadores para o controle de formulagées
fitoterapicas, a adulteragao destas formulagcdes € uma pratica recorrente em todo o
mundo. Nesse contexto, os farmacos sintéticos estudados sdo os mais citados em
casos de adulteracio em nivel mundial em formulacbes fitoterapicas

emagrecedoras.
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