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O uso de ervas medicinais como tratamento alternativo tem crescido por se acreditar que
produtos naturais ndo causam danos a saude. No entanto casos de adulteracdo de produtos naturais
com adicdo ndo declarada de farmacos sintéticos, presumidamente para aumentar a eficacia dos
mesmos, tém sido relatados na literatura. No caso de formulagbes emagrecedoras os principais
adulterantes ja encontrados s@o anorexigenos, antidepressivos, benzodiazepinicos, diuréticos e
laxantes. A identificacdo destas fraudes sé & possivel com a aplicacdo de metodologias analiticas
capazes de detectar a presenca destes adulterantes nas formulagdes. Este trabalho descreve o
desenvolvimento de duas metodologias empregando técnicas de separagdo com deteccao
eletroquimica para a determinagdo de diuréticos e laxantes como adulterantes em produtos naturais.
O método empregando eletroforese capilar de zona (CZE) com deteccao por condutividade sem
contato (C*D) permite a determinagdo simultinea de amilorida, clortalidona, hidroclorotiazida,
furosemida e fenolftaleina nas condicdes otimizadas: eletrélito de trabalho tampao fosfato 20 mmol L™
(pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), potencial de separagédo -15 Kv, temperatura 25 °C; injegao
hidrodindmica por gravidade em 20 cm durante 60 s. O método empregando cromatografia de par
ibnico (IPC) com deteccdo por amperometria pulsada (PAD) permite a determinagcdo de
hidroclorotiazida, clortalidona e furosemida nas seguintes condi¢des: fase mével tampéao fosfato 5
mmol L (pH 4,5) contendo SDS 0,3 mmol L™ e metanol 50% (v/v); potencial de amostragem de +0,8
V; potenciais de limpeza de -0,2 V e +1,0 V; e fluxo de 1,0 mL/min. Os dois métodos foram validados
nos parametros de linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificagdo, precisdo, exatidao e
seletividade e, foram aplicados na analise de 26 amostras de produtos naturais emagrecedores
adquiridos de farmacias de manipulagdo de nove estados brasileiros. Em trés das 26 amostras foi
identificada a presenga ilegal do diurético hidroclorotiazida em concentragdes que variaram de 0,6 a
7,0 mg/capsula. Além disso, outras cinco amostras ditas naturais continham declarado no rétulo das
embalagens a presenga dos diuréticos sintéticos hidroclorotiazida ou furosemida. Os dois métodos
foram capazes de identificar os adulterantes presentes nas amostras com alta seletividade e
sensibilidade. Além disso, apresentaram resultados bastante aproximados com relacdo as
concentracdes encontradas dos adulterantes nas formulacdes. Ainda nao existe uma
regulamentacao unificada estabelecida pelos 6rgaos governamentais para o controle de produtos
fitoterapicos. Cada pais tem a sua legislacdo, porém a comercializacdo destes produtos é
globalizada. Talvez por isso a adulteragdo de produtos naturais vem sendo uma pratica recorrente em
diversas partes do mundo. Logo, uma regulamentagcdo efetiva para os produtos de origem natural,
pode resultar na reducdo destas infragdes, ou punigdo dos infratores, garantindo assim os direitos
dos consumidores de realizar um tratamento de qualidade, seguro e eficaz, sem prejuizo a saude.

Palavras-chave: Formulacbes farmacéuticas, adulterantes, diuréticos, laxantes, métodos de
separacao, detecgao eletroquimica.
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The use of herbal medicines as an alternative treatment has increased by the belief that
natural products do not cause damage to health. However cases in which natural products are added
of synthetic drugs not declared, presumably to enhance the effectiveness them have been reported in
the literature. In the case of weight loss formulations the main adulterants found are appetite
suppressants, antidepressants, benzodiazepines, diuretics and laxatives. The identification of these
frauds is only possible by applying the analytical methods able to detect the presence of adulterants in
the formulations. This paper describes the development of two methods employing separation
techniques with electrochemical detection for the determination of diuretics and laxatives as
adulterants in herbal products. The method employing capillary zone electrophoresis (CZE) with
contactless conductivity detection (C4D) allows the simultaneous determination of amiloride,
chlorthalidone, hydrochlorothiazide, furosemide and phenolphthalein in the following optimized
conditions: working electrolyte phosphate buffer 20 mmol L™ (pH 9.2) containing 30% methanol (v/v)
separation potential -15 kV, temperature 25 °C, injection hydrodynamic by gravity in 20 cm for 60
seconds. The method employing ion pair chromatography (IPC) with pulsed amperometric detection
(PAD) allows the determination of hydrochlorothiazide, chlorthalidone and furosemide on the following
conditions: mobile phase phosphate buffer 5 mmol L™ (pH 4.5) containing SDS 0.3 mmol L™ and 50%
methanol (v/v), sample potential of +0.8 V, the cleaning potential of -0.2 V and +1.0 V, and flow rate of
1.0 mL/min. Both methods were validated in the parameters of linearity, limit of detection limit of
quantification, precision, accuracy and selectivity, and were applied in the analysis of 26 samples of
natural weight loss products purchased from pharmacies in nine Brazilian states. In three of 26
samples were identified the presence of illegal diuretic hydrochlorothiazide in concentrations ranging
from 0.6 to 7.0 mg/capsule. In addition, five other samples called naturals contained declared on the
label of the packaging the presence of synthetic diuretics hydrochlorothiazide or furosemide. Both
methods were able to identify the adulterants present in samples with high selectivity and sensitivity.
Furthermore, they presented very approximate results in the concentration of adulterants found in the
formulations. There is still no unified regulation established by the government for control of herbal
products. Each country has its laws, but the marketing is global. Maybe this is the reason why the
adulteration of natural products has been a recurring practice in various parts of the world. Therefore,
effective regulation for the natural products can result in the reduction of these offenses, and
punishment of offenders, thus ensuring the rights of consumers to make quality treatment, safe and
effective, without prejudice to health.

Keywords: Pharmaceutical formulations, adulterants, diuretics, laxatives, methods of separation,
electrochemical detection.
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1 INTRODUCAO

A obesidade no mundo associada ao alto consumo de substancias
emagrecedoras tem sido considerada um problema de saude publica. O
aumento do consumo de produtos naturais como tratamento alternativo, bem
como o desconhecimento dos seus reais beneficios a saude, tem feito destes
alvos de investigacdo e permitido a revelacdo de casos nos quais farmacos
sintéticos sao adicionados ilegalmente, como adulterantes, em algumas dessas
formulagdes ditas naturais.

Os casos de adulteracao infringem a lei de muitos paises, uma vez que as
formulacdes séo registradas em desacordo com a sua real composicao. Essas
adulteragcdes podem levar ao aparecimento de efeitos imprevisiveis a saude do
usuario tanto por seus efeitos isolados como pelo resultado da interagdo com as
demais substancias presentes na formulagéao.

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

A ocorréncia de casos de adulteracdo em formulagdes naturais
emagrecedoras comprova a necessidade de maiores informacdes sobre os
possiveis riscos oferecidos por estes produtos para a populacao que faz uso dos
mesmos. Além disso, mostra que é falha a fiscalizacdo sobre a producéo e
liberacdo destes produtos no mercado. Este problema é muitas vezes
consequéncia da falta de uma unificagdo na regulamentacdo dos produtos
naturais no mundo todo, visto que, mesmo os importados sdo de facil acesso.
Por isso, tem-se a necessidade de um maior controle fiscal sobre a fabricacéo e
comercializacao destes produtos, bem como da divulgacdo desses casos que
infringem a lei, como forma de alertar a sociedade sobre essa realidade e
garantir aos consumidores o direito de fazer uso das formula¢des naturais com

seguranca.
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O desenvolvimento de metodologias analiticas voltadas para a analise de
adulterantes em formulagcées farmacéuticas naturais vem ao encontro deste
problema e tem possibilitado a revelagdo dessas fraudes e permitido um melhor
controle fiscal. Cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar sédo
técnicas de separacdao com alto poder de resolugdo e podem ser facilmente
aplicadas em amostras complexas como as formulacdes a base de plantas.
Além disso, métodos analiticos com deteccdo eletroquimica apresentam
vantagens sobre os demais métodos, sobretudo, pela alta sensibilidade que
proporcionam a analise, uma vez que, considerando-se a presenga de
adulterantes ou mesmo de outros contaminantes, € esperado encontra-los em
baixas concentragdes.

Apesar de haver a disponibilidade de métodos cromatogréaficos para a
andlise dos farmacos em estudo neste trabalho, estes métodos empregam
detectores de arranjo de diodos, ultravioleta ou espectrometria de massas,
diferentes da deteccédo por amperometria pulsada que sera empregada neste
trabalho. Com relagcdo aos métodos eletroforéticos, ainda ndo se tem um
trabalhos priorizando a analise de diuréticos e laxantes na condicdo de
adulterantes de formulagdes naturais. Portanto, ambos os métodos a serem
desenvolvidos trazem algo de inédito para contribuir com as melhorias no

controle de qualidade dos produtos naturais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver metodologias analiticas para o estudo de adulterantes da
classe dos diuréticos e laxantes em formulacées farmacéuticas naturais

empregadas no tratamento da obesidade.

2.2 Objetivos Especificos

- Otimizar uma metodologia analitica para a determinagédo de diuréticos
e laxantes por eletroforese capilar de zona com deteccédo por condutividade
sem contato (CE- C*D).

- Otimizar uma metodologia analitica para a determinagédo de diuréticos
e laxantes por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
amperométrica pulsada (HPLC-PAD).

- Estudar a aplicabilidade das metodologias a serem desenvolvidas na
determinacao seletiva dos seguintes farmacos diuréticos e laxantes como
adulterantes em  formulacbes farmacéuticas naturais: furosemida,

hidroclorotiazida, clortalidona, amilorida e fenolftaleina.

- Estudar a interferéncia de outras classes farmacologicas que podem
estar presentes como adulterantes em formulacdes emagrecedoras a base de
plantas medicinais como o0s anorexigenos (anfepramona, femproporex e
sibutramina), antidepressivos (fluoxetina, paroxetina, sertralina e bupropiona) e
ansioliticos (diazepam, alprazolam, flurazepam, lorazepam, clonazepam,

bromazepam e clordiazep6xido).
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- Validar os métodos sob os parametros de especificidade, linearidade,
limite de deteccao, limite de quantificagédo, precisao e exatiddao e robustez do

método.

- Aplicar as metodologias analiticas desenvolvidas na determinagdo dos
adulterantes em formulagbes farmacéuticas naturais empregadas no

tratamento da obesidade comercializadas em diferentes estados brasileiros.



20

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Obesidade

A obesidade é considerada, hoje, pela Organizagdao Mundial da Saude
(OMS) um dos dez principais problemas de saude publica do mundo. A
situacao € tao alarmante que a doenca passou a ser vista como epidémica. No
Brasil mais de 65 milhdes de pessoas estdo com excesso de peso, enquanto
10 milhdes sao consideradas obesas. Os numeros avangam rapidamente entre
todas as idades e classes sociais e estima-se que até 2030 o indice da doenca
aumente 30% no pais (WHO, 2012).

Além da obesidade e/ou sobrepeso propriamente ditos, algumas
patologias estdo diretamente associadas, entre elas as doencas
cardiovasculares, hipertensao, diabetes mellitus tipo 2 e alguns tipos de cancer
(DEWALD et al., 2006).

Uma mudanga global na dieta e uma tendéncia a nado realizacdo de
exercicios fisicos sdo considerados os principais fatores responsaveis pela
realidade da obesidade no mundo de hoje, consequéncias do ambiente
moderno no qual vivemos (AZEREDO et al., 2005).

Por razbes estéticas e para melhorar a qualidade de vida, as pessoas
buscam tratamentos de reducdo de peso que devem ter como base a
reeducacao alimentar e mudancas no estilo de vida. Porém, o insucesso com
esse tipo de tratamento ou mesmo o desejo em obter rapidos resultados leva a
populacdo a recorrer ao uso de medicamentos emagrecedores, como 0s
anorexigenos (CUNHA et al., 2002)

O uso destes medicamentos, no entanto, tem sido cuidadosamente
revisto devido aos riscos a que expbe a saude do usuéario, como graves
problemas cardiopulmonares e no sistema nervoso central, causando inclusive
dependéncia e tolerancia (MANCINI; HALPERN, 2006). Os anorexigenos tém
sido também questionados quanto a sua efetividade em longo prazo. Estes

fatos limitam seu emprego terapéutico, motivo que levou alguns paises a
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proibirem a sua utilizacdo. Por essas razdes, a legislacdo vigente tem tornado
cada vez mais restrita a disponibilidade destes farmacos no mercado (BRASIL,
2011) com a proibigdo do uso e/ou maior controle fiscal sobre os mesmos.

Com isso, muitos pacientes procuram meios alternativos para perder
peso. Um deles é o uso de farmacos coadjuvantes no tratamento da
obesidade, como é o caso dos diuréticos e dos laxantes. Outro meio é a busca
por tratamentos naturais, como a fitoterapia, que tem crescido
consideravelmente nos ultimos tempos, principalmente, sob o forte apelo de
que por se tratar de produtos de origem natural ndo oferecem risco a saude do
usuario (SOMBRA et al., 2005).

3.2 Farmacos Coadjuvantes no Tratamento da Obesidade

O tratamento da obesidade é um assunto que gera muitas controvérsias,
principalmente em torno dos tratamentos farmacoldgicos disponiveis. Nenhum
medicamento cura permanentemente a obesidade e, como a maioria das
doencas crbnicas, ha reincidéncias quando o tratamento € interrompido. Uma
vez que o0 acesso a farmacos emagrecedores, propriamente ditos, tem sido
restringido, o abuso de farmacos coadjuvantes, como os diuréticos e laxantes,
tem chamado atencéo (RIVM, 2009).

Sérios problemas médicos podem decorrer do uso excessivo desses
farmacos como, por exemplo, disturbios eletroliticos e metabdlicos. Além disso,
esses farmacos nao reduzem a gordura corporal, mas sim o conteldo de agua
do organismo podendo provocar ainda uma desidratacao (AL-SAFI et al.,
2008).

Estes farmacos possuem grande potencial como adulterantes por serem
de facil acesso e de baixo custo. Os diuréticos, em especial, podem aparecer
também como adulterantes em produtos naturais utilizados no tratamento da
hipertensdo, bem como, em suplementos utilizados por atletas, caracterizando

doping.
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3.2.1 Diuréticos

Os diuréticos sao farmacos que tem a propriedade de causar aumento
do volume urinario e cujo mecanismo basico é a inibicao da reabsorgao tubular
de sbédio e agua. Os diuréticos podem ser classificados de acordo com suas
estruturas quimicas, eficacia, mecanismos e/ou local de acéo (SILVA, 2006).

Os farmacos mais comumente utilizados pertencem a classe dos
tiazidicos (hidroclorotiazida, clortalidona), diuréticos de alca (furosemida) e
poupadores de potassio (amilorida) (SILVA, 2006).

Os diuréticos, principalmente os tiazidicos quando em doses elevadas,
podem causar varias alteracdes eletroliticas e metabdlicas. Dentre estas
alteracoes podemos citar o aumento do colesterol e dos triglicerideos, oferendo
riscos cardiovasculares a longo prazo. Podem causar ainda diminuicdo da
excrecado tubular de acido urico ndo devendo ser usado por pacientes com
hiperuricemia, bem como diminuicdo da excrecao urinaria de calcio, ndo sendo
recomendado para pacientes com hipercalemia ou hiperparatireoidismo. Outro
efeito colateral comum dos diuréticos é a disfuncdao sexual masculina,
sobretudo quando associados com o0s betabloqueadores adrenérgicos,
combinacao usual no tratamento da hipertensdo (MORALES-OLIVAS, 2008;
BATLOUNI, 2009).

3.2.2 Laxantes

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

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

deseja perder peso ou em pacientes com anorexia/bulimia nervosa.

Tabela 1 - Diuréticos e laxante estudados.

Farmaco Nome Estrutura molecular Dose pKa
sintético comercial diaria em
mg
Furosemida Lasix® 0 ¢ . 20-40 9,8
D_\ [
HN s—
(I)I
(¢]
OH
Hidroclorotiazida  Clorana® R N 12,5-25 9,2
HoN
S/NH
/S
o~ \\o o// \\O
Clortalidona Higroton® ? 12,5-50 9,4

Amilorida - NH2 O 5-10 8,7
=

Fenolftaleina - HO - 9,6
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3.3 Formulag6es Farmacéuticas

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e
prevencao de doencas é pratica comum na terapéutica desde os tempos mais
remotos.

De acordo com a OMS, aproximadamente 80% da populacao de paises
em desenvolvimento utilizam plantas medicinais como alternativa para prevenir
e tratar diversos problemas de saude (CARVALHO et al., 2011(b)). No Brasil,
nao se sabe com exatiddo o nimero de pessoas que fazem uso das plantas
medicinais, mas seguramente, segue a tendéncia mundial.

Quando as plantas medicinais sdo processadas a fim de se obter um
medicamento, tem-se como resultado o medicamento fitotergpico. No Brasil, o
orgao responsavel pela regulamentacédo de produtos fitoterapicos € a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Segundo a ANVISA, fitoterapicos
sdo, portanto, medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais e assim
como todos os medicamentos devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos
terapéuticos comprovados, composi¢cao padronizada e seguranga de uso para
a populacédo (BRASIL, 2010).

Da mesma forma outras agéncias no mundo também regulamentam o
registro e a comercializacao de produtos obtidos de plantas, como é o caso da
Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos e da European
Medicines Agency (EMA) na Europa. Estas agéncias, assim como a ANVISA,
tém o objetivo de oferecer produtos de uso seguro para os consumidores,
porém, nesses paises, as normas para a certificacdo e o controle da qualidade
de preparacoes vegetais sao mais rigidas (JUNIOR et al., 2005).

No entanto, 0 que se tem observado com o aumento da procura por
produtos naturais € o crescente relato de casos nos quais 0s usuarios
apresentam sérias reacoes adversas decorrentes do uso destas formulacoes.
Na maioria das vezes esses casos sao consequéncias da toxicidade intrinseca
das proprias plantas e/ou adulteracdo ou contaminacédo desses produtos com
metais tdxicos, pesticidas, organismos patogénicos e farmacos sintéticos
(BOGUSZ et al., 2002; GERSHWIN et al., 2010).
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A adigao intencional e ndo declarada de farmacos sintéticos em produtos
ditos naturais, presumidamente para aumentar a eficacia do mesmo, consiste
em uma pratica ilegal ja relatada em diversos paises e que pode levar a efeitos
adversos imprevisiveis, quer devido aos efeitos isolados do farmaco ou pela
interacdo deste com outras substancias presentes na formulagao.

Portanto, a segurangca dos medicamentos fitoterapicos tem sido
considerada uma preocupacao global. Prova disso sdo as recentes tentativas
em sincronizar os regulamentos de diversos paises através de algumas
especificacoes farmacopeicas. O objetivo principal € unificar a qualidade e os
aspectos de seguranca das mesmas formulacbes a base de plantas, em
diferentes paises ao redor do mundo (CARVALHO et al., 2011 (b)).

3.4 A Pratica da Adulteracao de Formulacoes Herbareas

O problema associado com a presenca de farmacos sintéticos nao
declarados em formulagcées a base de ervas foi primeiramente revelado nos
Estados Unidos no inicio de 1970 (FRASER; WEN, 1998). No caso de
fitoterapicos para o emagrecimento, as principais substancias sintéticas ja
identificadas como adulterantes foram anorexigenos, antidepressivos e
ansioliticos. Além destes, diuréticos e laxantes, coadjuvantes no tratamento da
obesidade e do sobrepeso, tém sido encontrados (FRASER; WEN, 1998;
ERNST, 2002; RIVM, 2009; CARVALHO et al., 2011 (a)).

De acordo com um recente trabalho de revisdo publicado (CARVALHO
et al., 2011 (b)), diuréticos e laxantes entdo entre as principais classes
farmacoldgicas que tem sido identificadas na literatura como adulterantes. Este
artigo relata inUmeros casos de adulteracdo, sendo que em quase 30% deles
foi identificada a presenca de algum diurético ou laxante. Estes farmacos
apareceram na maioria das vezes na presenca de outros, como O0s
anorexigenos, ansioliticos, estimulantes e anti-inflamatérios. Dentre os
diuréticos, a hidroclorotiazida foi identificada mais vezes, seguida da
furosemida, espironolactona, bumetanida, triantereno e indapamida. A

fenolftaleina foi o Unico farmaco laxativo relatado entre os adulterantes.
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Muitas plantas apresentam naturalmente propriedades diuréticas e
laxativas (Tabela 2) e, aparentemente, um longo tempo de uso desses
produtos podem causar efeitos adversos similares aos causados por diuréticos
e laxantes convencionais (AL-SAFI et al., 2008). Logo, a adicao intencional de
diuréticos e laxantes sintéticos em formulagdes naturais que possuem acgao
semelhante pode levar a uma potencializacdo tanto da acédo farmacoldgica
quanto das reacbes adversas. A situagdo se agrava ainda mais com a
possibilidade de os pacientes estarem fazendo uso consciente destes

farmacos, uma vez que sao de baixo custo e de facil acesso.

Tabela 2 — Algumas plantas medicinais com acéao diurética e laxativa.

Uso terapéutico Nome cientifico

Diurético Baccharis trimera, Camellia sinensis, Cynara scolymus,
Equisetum  giganteum, Fucus vesiculosus, Persea
gratissima, Plantago major

Laxativo Cassia angustifolia, Gelidium cartilagineum, Linum
usitatissimum, Plantago psyllium, Rhamnus purshiana

Fonte: Adaptagédo de CARVALHO et al., 2011 (b)

3.5 Metodologias Analiticas para a Investigacao de Adulterantes

Os produtos naturais sao, em geral, misturas complexas de centenas de
componentes quimicos, mas apenas alguns deles sdo responsaveis pelos
efeitos benéficos ou prejudiciais. Substancias sintéticas adicionadas
ilegalmente a estes produtos podem provocar um risco ainda maior a saude do
individuo que os utiliza, tanto do ponto de vista clinico quanto toxicolégico.
Estes fatores salientam a importancia em detectar a presenca de qualquer tipo
de farmaco sintético em formulagdes fitoterapicas e para isso faz-se necessario
um maior controle fiscal sobre a fabricacdo e a comercializacdo destes
produtos (CARVALHO et al., 2011 (a))
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Por se tratarem de amostras complexas e de dificil analise, alguns
cuidados devem ser levados em consideragado. Primeiramente deve haver uma
restricdo da classe farmacoldégica a ser estudada, uma vez que, as
possibilidades de adulteracdo sdo amplas. Depois de definida a classe
principal, deve-se levar em conta todos os possiveis interferentes que podem
estar presentes na formulacao, ou seja, farmacos que podem ser utilizados em
associacdo com os farmacos da classe principal. Isso requer o emprego de
métodos analiticos altamente seletivos e, em muitos casos com grande poder
de separacao. Além disso, é necessario ainda assegurar a aplicabilidade do
método para amostras reais (CARVALHO et al., 2011 (b))

Outra questao critica na andlise de produtos naturais diz respeito ao
processo de extracdo da amostra, o qual deve considerar tanto o tipo de
amostra quanto os analitos de interesse. Uma avaliacao critica da polaridade
do solvente (solubilidade), método de extracdo e estabilidade do analito deve
ser realizada, pois influenciam diretamente na composicéo e na qualidade dos
extratos.

Neste contexto, métodos analiticos vém sendo desenvolvidos e
aperfeicoados, a fim de se tornarem cada vez mais sensiveis e especificos na
identificacdo de substancias que possam estar presentes como adulterantes
em produtos ditos naturais. As metodologias mais recentemente descritas na
literatura com essa finalidade para adulterantes emagrecedores compreendem
métodos por cromatografia liquida (KU et al., 1999; ALMEIDA; RIBEIRO, 1999;
ALMEIDA et al., 2000; LIU et al., 2001; BOGUSZ et al., 2002; MIKAMI et al.,
2005; LIANG et al., 2006; WANG et al., 2008; CHEN et al., 2009; KIM et al.,
2009), eletroforese capilar (KU et al., 1999; PIETTE; PARMENTIER, 2002; KU
et al., 1996; HANCU et al., 2007; CIANCHINO et al., 2008; CARVALHO et al.,
2010), voltametria (SANTOS et al., 2002; CARVALHO et al., 2007; CORREIA,
2008) e espectrometria UV/Vis (AURICCHIO et al., 1991; CHAVES et al., 1994;
FENG et al., 2007).

Portanto os métodos analiticos disponiveis oferecem a possibilidade de
rastreio para a presenca de um ou mais adulterantes e/ou de confirmacao da
sua presenca, qualitativamente e quantitativamente. Os métodos diferem uns
dos outros nos principios de deteccdo envolvidos na medicao.

Especificamente, os métodos de separacao empregam dispositivos universais,
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tais como detectores ultravioleta e detectores de condutividade, que permitem
a triagem dos picos suspeitos relacionados com uma classe farmacéutica
definida. Assim, a confirmacdo dos adulterantes deve ser realizada usando a
adicdo de um padrao de referéncia e de alta pureza, que devem apresentar
comportamento semelhante na medigdo analitica (CARVALHO et al., 2011 (b)).

Estas metodologias ja desenvolvidas tém permitido revelar os casos de
adulteracao, principalmente em formulagdes para fim emagrecedor, além de
divulgar essas falsificagdes que infringem a lei e alertar a sociedade sobre essa
realidade. Logo, uma disponibilidade maior de métodos analiticos que visam
identificar diferentes possiveis adulterantes permite uma fiscalizagdo mais
efetiva sobre a producdo e comercializacdo de produtos naturais como 0s

fitoterapicos.

3.6 Eletroforese Capilar (CE)

A eletroforese capilar (CE) tem sido muito empregada na determinacao
de uma variedade de amostra por ser um método de separacado atraente na
analise de misturas complexas devido as suas caracteristicas de alta eficiéncia
de separacao, baixo consumo de reagentes e amostras, tempos de analise
reduzidos, simplicidade do equipamento utilizado e alto grau de automacéao
(CARVALHO et al, 2009).

Um aspecto bastante importante da eletroforese capilar é a simplicidade
da instrumentagao. O sistema consiste de uma fonte de alta tensao, capilares,
eletrodos e um detector apropriado (TAVARES, 1996), conforme ilustrado na
Figura 1.

O principio de separacao da CE decorre basicamente da migracao
eletroforética, ou seja, a migracdo de espécies carregadas eletricamente,
mediante a aplicacdo de um campo elétrico em uma coluna capilar contendo
em seu interior uma solucdo de eletrolitos (CARVALHO et al, 2009). Outro
fenbmeno, o fluxo eletroosmoético, o EOF (fluxo de solucdo induzido pelo
campo elétrico), também afeta a migracdo dos compostos e confere a técnica
parte de suas caracteristicas de alta eficiéncia. A presenca do EOF é muito
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importante uma vez que diminui consideravelmente o tempo de andlise de
compostos que possuam mobilidade no mesmo sentido da mobilidade do fluxo
e permite que moléculas neutras se movam no interior do capilar (SILVA,
2001).

Gerador de Controlador de
fungdes tempearatura
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Figura 1 - Representacdo em diagrama de blocos do equipamento de eletroforese capilar
construido em laboratério (CARVALHO et al, 2009).

3.6.1 Eletroforese Capilar de Zona com Deteccdo por Condutividade sem
Contato (CZE-C*D)

A eletroforese capilar de zona (CZE) é um dos modos de separacédo da
CE mais utilizados na pratica, devido a facilidade de implementacdo e a
otimizacao das condigdes experimentais (TAVARES, 1997).

A técnica se baseia na migracdo diferenciada das espécies em zonas
distintas quando estas sdo submetidas a aplicagdo de um campo elétrico.

Anions migram em direcdo ao anodo e cations em direcdo ao catodo
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(TAVARES, 1996). O mecanismo de separacao € baseado nas diferencas na
razdo massa/carga dos solutos em um dado pH. A velocidade com que cada
zona se desloca é constante e dependente do campo elétrico aplicado no
capilar, das mobilidades dos analitos e do fluxo eletroosmoético.

Os sistemas de deteccao para eletroforese capilar sdo basicamente
classificados em métodos 6pticos, eletroquimicos e outros métodos acoplados.
Dentre as técnicas com deteccdo eletroquimica estdo relacionadas as
detecgcdes amperométrica, condutométrica, potenciométrica e voltamétrica
(SILVA, 2003).

A deteccdo de condutividade € uma técnica eletroquimica comumente
usada, com capacidade de detectar qualquer espécie com elemento
eletroativo, sendo universal para substancias ibnicas. Estes detectores sdo em
geral simples e baratos. A deteccado por condutividade pode ser realizada por
um contato direto da solugédo com os eletrodos ou pelo método sem contato, o
qual requer dispositivos de altas frequéncias capacitivamente acoplados. Estes
detectores exibem uma resposta rapida e sao razoavelmente sensiveis, desde
gue a condutividade dos analitos e do eletrdlito sejam diferentes (WANG et al.,
2007)

Nos Ultimos tempos a detecgdo por condutividade sem contato (C*D)
tem recebido atengdo como alternativa a deteccdo condutométrica
convencional. Neste tipo de deteccao, um sinal alternado de alta frequéncia, da
ordem de centenas de kHz a dezenas de MHz, é aplicado entre os dois
eletrodos na célula de deteccdo, medindo-se a corrente elétrica resultante que
€ funcao da condutividade da solugédo. Os eletrodos da célula condutométrica
constituem um capacitor, enquanto a solugcao atua como uma resisténcia cujo
valor depende da sua condutividade elétrica. Como a reatdncia capacitiva
diminui com o aumento da frequéncia, a impedancia do capilar é reduzida,
permitindo que as variacdes de condutividade da solucao no interior do capilar
sejam observadas mesmo com o0s eletrodos posicionados do lado externo do
capilar (CARVALHO et al, 2009). Assim a deteccdo C*D previne a
contaminacao e o desgaste dos eletrodos além da eliminacao da interferéncia
dos altos potenciais utilizados na separagéo (SILVA, 2003).

A sensibilidade do detector C*D est4 relacionada com a diferenca de
condutividade entre o eletrélito de corrida e a zona que migra no capilar. Se a
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zona analisada possuir condutividade menor que o tampao, um pico negativo é
registrado; por outro lado, se a zona possuir condutividade superior que o
tampao de corrida, um pico positivo é registrado. Portanto, a condutividade do
eletrélito é de extrema importancia em C*D (SILVA, 2001).

Segundo uma recente revisdo, um numero significativo de aplicagdes em
CE-C*D na determinagdo de compostos farmacolégicos tem sido reportado
(KUBAN; HAUSER, 2008). A maioria dos farmacos absorve fortemente na
regido ultravioleta e podem, portanto, serem facilmente determinados em
sistemas convencionais de HPLC e CE com detectores ultravioletas, mas uma
gama de espécies nao é acessivel por este meio. Em casos como esses a C*D
pode ser utilizada como uma alternativa adequada.

Além disso, os detectores por condutividade sem contato sdo néao
destrutivos podendo ser combinados com outros detectores para analises
simultaneas. Um exemplo é a combinacdo do C*D com um detector UV para a
determinacdo de espécies absortivas e nao absortivas concomitantemente
(KUBAN; HAUSER, 2008).

3.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia é um método fisico-quimico de separagcdo. Esta
fundamentada na migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que
ocorre devido a diferentes interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase mével
e a fase estacionaria. A grande variedade de combinagdes entre fases moéveis
e estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande
aplicagéo.

Dentre os varios métodos cromatograficos, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) é o mais novo e mais importante membro de uma familia
inteira de técnicas de separacdo. O alto nivel de desenvolvimento e expansao
alcancado ao longo das ultimas décadas deve-se principalmente a sua vasta
aplicabilidade que engloba a industria farmacéutica, alimenticia, agropecuarias
e quimicas e agéncias reguladoras que tratam do meio ambiente (MALDANER
et al., 2010). Hoje HPLC pode ser considerada uma técnica de analise
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(separacdo, confirmacédo e quantificacdo) bem difundida e empregada em
consequéncia das colunas cromatograficas e equipamentos de alta tecnologia
que se encontram disponiveis. O seu emprego em varios laboratérios é
considerado atualmente indispensavel. Conhecer suas vantagens, limitacoes,
componentes e os critérios de escolha entre as opcoes de equipamento é
essencial para o emprego ideal da técnica, e assim explorar toda sua
capacidade. A cromatografia de fase reversa consiste de uma fase estacionaria
de menor polaridade e uma fase moével de maior polaridade, enquanto que a
fase normal tem as polaridades invertidas. Estes métodos cromatograficos
apresentam varias vantagens, tais como: uso de fases mdéveis menos toxicas e
de menor custo; fases estacionarias estaveis de muitos tipos diferentes; rapido
equilibrio da coluna apés a mudanca da fase moével; facilidade de empregar
eluicdo por gradiente; maior rapidez em andlises e boa reprodutibilidade dos
tempos de retencdo. Além disso, sdo muito aplicadas a separacao de solutos
de diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas (TONHI
et al., 2002).

3.7.1 Cromatografia de Par I6énico com Deteccao Amperométrica Pulsada (IPC-
PAD)

A técnica cromatografica mais frequentemente usada hoje é a
cromatografia liquida de fase reversa. Nesta técnica a retencdo do soluto é
variavel de acordo com a afinidade com a fase mével, em geral, solugdes
aquosas na presenca ou nao de solventes organicos misciveis em agua. Para
compostos ibnicos, um modo adicional de retencao tem sido desenvolvido pela
adicao de ions anfifilicos na fase movel. Nesta aplicacdo, a mudanga na
retencao do ion eluido quando a concentracao do ion anfifilico varia é devido a
distribuicdo de um par i6nico entre duas fases liquidas (STAHLBERG, 1999).
Os reagentes utilizados no pareamento idnico devem ter carga oposta a carga
dos analitos, consistindo de surfactantes aniénicos e catidnicos. Na separacao,
por exemplo, de moléculas catibnicas, adiciona-se a fase movel surfactantes

aniénicos como octil sulfato de sodio (SOS) e dodecil sulfato de sédio (SDS)
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(Figura 2). Juntamente com os ions do analito de carga oposta, os reagentes
de par ibnico formam um par de ions n&o carregado, o qual pode ser retardado
na fase estacionaria por interacdes hidrofdbicas. O surfactante se aloja na fase
estacionaria, transformando efetivamente a fase estacionaria em um trocador
de ions. O mecanismo de retencdo é uma mistura das interacbes de fase
reversa e troca i6nica. A cromatografia de par i6bnico € mais complexa do que a
cromatografia de fase reversa, pois, 0 equilibrio entre o surfactante e a fase
estacionaria é lento, e a separacao é mais sensivel as variagdes de pH, de

temperatura e a concentragéo do surfactante.
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Figura 2 - Representagao estrutural do surfactante aniénico Dodecil Sulfato de Sédio (SDS).

Os sistemas de par ibnico tém varias propriedades que sao de valor
particular na cromatografia liquida. Eles sdo muito versateis e podem ser
facilmente adaptados a diferentes tipos de amostra, outra vantagem é a alta
seletividade que pode ser obtida devido ao mecanismo secundario de troca
ibnica desenvolvido no sistema cromatogréfico.

A detecgcao eletroquimica combinada a cromatografia liquida pode
constituir-se numa ferramenta analitica potencialmente Util quando se deseja
determinar compostos organicos em baixas concentragcdes ou em nivel de
tracos em amostras de composi¢do quimica altamente complexa como as de
alimentos, ambientais e clinicas. A deteccao eletroquimica oferece vantagens
sobre a deteccao espectrofotométrica quando as espécies de interesse nao
possuem um grupo cromoforo que absorve na regido ultravioleta-visivel (UV-
VIS).

Os principais detectores eletroquimicos empregados em cromatografia
sdo os amperométricos, coulométricos, potenciométricos e condutométricos.
Dentre estes, o mais investigado e com aplicacbes na cromatografia liquida é,
sem duvida, o detector amperométrico (TROJANOWICZ, 2001). Muitos estudos
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mostram que a deteccao eletroquimica € mais sensivel e seletiva que a
deteccdo ultravioleta, a amperométrica em especial, por remover as
interferéncias causadas por substancias eletro-inativas. A deteccdo por
amperometria tem se tornado cada vez mais importante na determinacédo de
analitos em uma variedade de amostras biolégicas e amplamente utilizado na
analise farmacéutica (WANG et al., 2007). A escolha do eletrodo de trabalho é
o principal fator que afeta a qualidade e a sensibilidade da detecgéo
amperométrica. Porém uma limitacao na deteccao amperométrica convencional
(utilizando um Unico eletrodo) é a impossibilidade de detectar simultaneamente
compostos eletroativos com potenciais redox distintos em determinadas
condigdes experimentais.

A deteccao amperométrica pulsada (PAD) é constituida de trés passos:
o potencial de deteccédo (E1), o potencial de oxidacdo (E.) e o potencial de
reducdo (Esz). Geralmente E, apresenta potencial mais positivo que Ej,
suficiente para formar 6xidos no eletrodo de ouro. O potencial de reducao E; é
um potencial mais negativo. Quando o analito passa através da célula
eletroquimica os potenciais Ei, E» e E; sdo constantemente aplicados no
eletrodo de trabalho em ciclos de um ou dois segundos. (LEE; TEO, 2001).
Esta técnica permite que a resposta do eletrodo apresente estabilidade por um
periodo de tempo maior devido a limpeza eletroquimica realizada durante o
experimento nos potenciais E, e E3 evitando ou diminuindo a contaminagéo da
superficie do eletrodo. Embora os métodos de limpeza eletroquimica sejam
muito Uteis para se garantir a estabilidade da resposta dos detectores
amperométricos durante o tempo de medida, estes procedimentos nao
eliminam a limpeza mecanica do eletrodo apds certo periodo, especialmente
guando as espécies analisadas adsorvem fortemente sobre a superficie desse

eletrodo.
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Figura 3 - Ciclo de potencial aplicado ao eletrodo permitindo o seu recondicionamento e
regeneracdo. E; é o potencial de amostragem, enquanto E, é o potencial de oxidacdo e Ez o
potencial de redugao.

3.8 Determinacao de Diuréticos e Laxantes por CE e HPLC

A maioria dos estudos que relatam a adulteragcdo de formulacdes
fitoterdpicas aplica métodos cromatograficos para determinar e identificar os
adulterantes. Cromatografia liquida e cromatografia gasosa podem ambas ser
aplicadas em misturas complexas porque possuem elevada capacidade de
separacdo. Este é um importante recurso para a analise de formulacées a base
de plantas. Entretanto, a HPLC € uma técnica bem estabelecida e utilizada
para analises de rotina em todo o mundo, enquanto a cromatografia gasosa é
menos frequentemente utilizada para a determinagcdo de adulterantes
principalmente devido a dificuldades experimentais relacionadas com a
determinacao de compostos ndo volateis, compostos termicamente labeis, ou
altamente polares (CARVALHO et al., 2011(a)). A eletroforese capilar também
vem se tornando importante entre as técnicas de separacao disponiveis para a
determinacao de adulterantes em fitoterapicos. No entanto, CE ainda nao tem
sido aplicada para a analise de rotina de adulterantes nestas formulacées.

Segundo um artigo de revisdo atual (CARVALHO et al., 2011(b)), pelo
menos quarenta e sete trabalhos ja foram publicados nas Uultimas quatro
décadas empregando métodos cromatograficos para a determinacdao de
farmacos sintéticos como adulterantes em produtos naturais. Oito deles
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permitem identificar um ou mais adulterantes pertencente a classe dos
diuréticos ou dos laxantes.

Bogusz e colaboradores (2006) desenvolveram procedimentos por
cromatografia liquida e gasosa para a analise de oitenta farmacos, entre eles
os diuréticos amilorida, espironolactona, clorotiazida, hidroclorotiazida,
clortalidona, furosemida, acetazolamida e triantereno; e o laxante bisacodil. Liu
e colaboradores (2001) alcangaram uma gama de 266 farmacos incluindo
acetazolamida, amilorida, hidroclorotiazida, clorotiazida, clortalidona e
furosemida como diuréticos; e fenolftaleina como laxante. Um terceiro trabalho
incluiu os diuréticos furosemida e hidroclorotiazida entre os adulterantes
estudados (WANG et al.,, 2010) e em outros trés apenas a hidroclorotiazida
consta como diurético (KU et al., 1995; TSENG, et al., 1996; SNYMAN et al.,
2005). A fenolftaleina também aparece em dois trabalhos como laxante, junto
de farmacos de outras classes (WANG et al., 2008; CHEN et al., 2009).

De acordo com esta mesma revisao, percebe-se um numero bem menor
de métodos empregando eletroforese. Sado onze trabalhos voltados para a
determinacao de adulterantes, dos quais, apenas um permite a determinacéao
de um diurético, a furosemida, como possivel adulterante (CIANCHINO et al.,
2008).

3.9 Validacao Analitica

A necessidade de se mostrar a qualidade de medicdes quimicas, através
de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez
mais reconhecida e exigida (RIBANI et al., 2004). A validacdo de métodos
analiticos comprova através de evidéncias objetivas que requisitos para uma
determinada aplicacdo ou uso especifico sdao atendidos assegurando a
confiabilidade dos resultados.

O objetivo de uma validacao, portanto, é demonstrar que o método é
apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinagdo qualitativa,
e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos
(BRASIL, 2003).
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As técnicas de separagao, tais como cromatografia liquida de alta
eficiéncia e eletroforese capilar, vém se destacando na quimica analitica pela
capacidade de realizarem andlises qualitativas e quantitativas em amostras
ambientais, farmacéuticas, biologicas e em alimentos (RIBANI et al., 2004).
Para tanto, devem apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisao,
limite de deteccado (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatiddo, robustez,
adequados a analise.

Especificidade: é a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes. Avalia o grau
de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes,
impurezas e produtos de degradacdo, bem como outros componentes de
propriedades similares, que possam estar presentes.

Linearidade: é a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que o0s resultados obtidos sido diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. A
linearidade é obtida por padronizacao interna ou externa e formulada como
expressdo matematica (equacao da regressao linear) usada para o calculo da
concentragdo do analito a ser determinado na amostra real. O coeficiente de
correlagao linear (r) é frequentemente usado para indicar a adequabilidade da
curva como modelo matematico. Um critério minimo aceitavel do coeficiente de

correlacao (r) deve ser = 0,99.

Intervalo: o intervalo especificado é a faixa entre os limites de
quantificagdo superior e inferior de um método analitico. E estabelecido pela
confirmacdo de que o método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade
adequados quando aplicados a amostras contendo quantidades de substancias
dentro do intervalo especificado.

Precisdo: € a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A
precisdao em validagdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes:
repetitividade (expressa a precisdo nas mesmas condi¢cdes de operacdo em
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pequeno espaco de tempo); precisdo intermediaria (expressa as variacdes no
mesmo laboratério envolvendo diferentes dias, diferentes analistas e diferentes
equipamentos, entre outros); reprodutibilidade (expressa a precisao entre
laboratérios, mediante estudos colaborativos usualmente aplicados para
padronizacdo de metodologias). A precisdo pode ser expressa como desvio
padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%).

Limite de Deteccdo: € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado,
sob as condicdes experimentais estabelecidas. O limite de deteccao é
estabelecido por meio da andlise de solucbes de concentragdes conhecidas e
decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel. No caso de métodos
instrumentais a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na
relagédo de 3 vezes o ruido da linha de base.

Limite de Quantificagdo: menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condigdes experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo €
estabelecido por meio da andlise de solugdes contendo concentracdes
decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com precisdo e
exatidao aceitaveis. Também pode ser determinado por meio do ruido. Neste
caso, determina-se o ruido da linha de base e considera-se como limite de
quantificacdo aquela concentracdo que produza relacado sinal-ruido superior a
10:1.

Exatiddo: € a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relacdo ao valor verdadeiro. A exatiddo é calculada como
porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida do analito adicionado a
amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro

aceito, acrescida dos intervalos de confiancga.
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Robustez: € a medida da capacidade do método em resistir a pequenas
e deliberadas variagcbes dos parametros analiticos. Indica a confianca do

método durante o uso normal.

A legislacao brasileira, no que diz respeito a validagdo de metodologias,
tem sido mais bem definida nos ultimos dez anos através de resolucbes e
recomendacgdes do INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacédo
e Qualidade Industrial) e da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
(RIBANI et al., 2004).

Apesar dos esforcos realizados para a harmonizacao das definicdes em
torno da validacao, a literatura disponivel tem demonstrado haver diferentes
interpretagcbes, 0 que acaba ocasionando discordancias entre os profissionais
de controle de qualidade quanto a definicdo e execucdo dos parametros
analiticos de validacdo. Por outro lado esta caracteristica € um tanto
intencional, pois, permite a adaptacao para cada tipo de problema. Cabe ao
analista identificar quais parametros devem ser avaliados durante o
desenvolvimento do método analitico, de acordo com o tipo de método e sua
respectiva aplicacao (ERMER, 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacao

- Equipamento de eletroforese capilar com detector por condutividade
sem contato (CE-C*D) construido em laboratério (CARVALHO et al, 2009).

- Gerador de fung¢des BK Precision, modelo 4013 DDS.

- Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com sistema de separacao
isocratico modelo 882 Compact IC Plus acoplado a detector por amperometria
pulsada (HPLC-PAD) modelo 871 Advanced Bioscan e Interface 771 IC
Compact Interface, Metrohm® (Suica).

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

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

- Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Millipore Synergy® UV
(resistividade de 18,2 MQ.cm@25°C).

- Sistema de filtragéo a vacuo com filtro de acetato de celulose 0,45 pm
Sartorius® (Alemanha).

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

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

4.2 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza grau-
analitico. Como substancias quimicas de referéncia foram empregadas
matérias-primas de grau farmacéutico obtidas junto a farméacias de
manipulagdo ou fornecedores do segmento farmacéutico, acompanhadas de
certificado de analise. Os farmacos estudados como adulterantes, bem como
os farmacos estudados como interferentes na validacdo dos métodos

encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 - Farmacos estudados como adulterantes e interferentes no

desenvolvimento do trabalho.

Farmaco Fornecedor Pureza (%)
Amilorida Deg 100,46
Clortalidona Deg 98,5
Hidroclorotiazida Deg 99,4
Furosemida Galena 99,2
Fenolftaleina Deg -
Anfepramona Genix Ind. Farm. Ltda 98,0
Femproporex Genix Ind. Farm. Ltda 100,42
Sibutramina Deg 99,30
Fluoxetina Deg 100,5
Paroxetina Genix Ind. Farm. Ltda 99,94
Sertralina Deg 99,26
Bupropiona Genix Ind. Farm. Ltda 100,0
Diazepam Deg 98,99
Flurazepam Deg 99,56
Alprazolam Deg 100,18
Bromazepam Opcéao Fénix Dist. Ins. Ltda 99,8
Clonazepam Opcéao Fénix Dist. Ins. Ltda 99,9
Medazepam Pharma Nostra 98,79
Midazolam Pharma Nostra 100,06
Clordiazep6xido Opcao Fénix Dist. Ins. Ltda 99,57

Metanol e acetonitrila grau HPLC Tedia®, fosfato de sédio Nuclear®,
hidroxido de sodio (NaOH) Vetec®, &cido fosférico (HsPO,) (85%) e dodecil
sulfato de sédio Merck® também foram utilizados.

As solucbes-padrao dos farmacos estudados foram preparadas nas
concentragdes 1 g L. As solugdes foram mantidas refrigeradas. A partir das

solugcbes em estoque foram preparadas as solugdes de trabalho, por meio de
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diluicho em agua ultrapura (eletroforese capilar) ou na fase mobvel
(cromatografia).

4.3 Procedimentos Analiticos

4.3.1 Determinagdes por CE

Todas as determinacdes eletroforéticas foram realizadas no aparelho de
eletroforese capilar construido em laboratério (Figura 4). 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 catiénica, com injecao anddica e deteccao catddica.

Geradar de funcies

Bloco de acrilico

Controlador de
remperatura

Ventiladores

Figura 4 - Foto do equipamento CE-C*D construido em laboratério.
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Utilizou-se capilar de silica fundida (Polymicro, Phoenix /AZ, USA) com
68 cm de comprimento (46 cm até o detector), 75 um de didmetro interno e 360
um de didmetro externo. O capilar novo foi condicionado lavando-se com
NaOH 1 mol L™, durante 40 minutos, &gua ultrapura, durante 15 minutos, e por
fim eletrélito de trabalho durante 30 minutos empregando vacuo, em pressao
constante de -600 mmHg. No inicio de cada dia o capilar foi lavado com NaOH
0,1 mol L e com agua ultrapura, durante 15 minutos cada, e 30 minutos com o
eletrélito. Entre as inje¢cdes das amostras, fez-se a lavagem do capilar com
eletrolito de trabalho, durante 5 minutos, e no final do dia, o capilar foi lavado
com eletrdlito de trabalho por 20 minutos e 4gua ultrapura por 10 minutos.

O sistema de injecdo hidrodindmica das amostras é baseado na
elevacao de uma das extremidades do capilar até uma determinada altura
(maximo 28 cm), provocando, assim, a entrada de determinado volume de
amostra. As analises foram realizadas em temperatura de 25°C.

Para as separacées eletroforéticas, uma fonte de alta tensao aplica uma
diferenca de potencial de até +30 kV entre o catodo e o anodo (eletrodos de
platina), ambos mergulhados na solucao do eletrdlito de trabalho juntamente
com o capilar. O gerador de funcdes é responsavel pela aplicacdo de um sinal
de onda senoidal de alta frequéncia em um dos eletrodos, localizados na placa
do circuito de deteccéo, que envolvem o capilar.

O eletrdlito de trabalho foi preparado diariamente. O pH do eletrdlito foi
ajustado com solucdes de acido fosférico e hidroxido de sédio 0,1 mol L e em
seguida, filtrado em membrana 0,45 um.

4.3.2 Determinagdes por HPLC

As determinagbes cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo
liqguido com sistema de eluicao isocratica acoplado a detector por amperometria
pulsada (Figura 5). Utilizou-se Coluna analitica C18 de dimensdes 4,6 mm x
150 mm x 5 ym (Dionex) para a separagao cromatografica e eletrodo de ouro
para a deteccdo amperométrica. Diariamente, a coluna cromatografica (C18) foi

condicionada com a fase mével a ser utilizada nos experimentos por
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aproximadamente 30 minutos, tempo suficiente para a estabilizagdo da linha
base. Apos esse intervalo de condicionamento, as solugdes de trabalho foram
injetadas de forma manual utilizando-se al¢a de injecao de 20 pL. No final do
dia a coluna era lavada com agua ultra pura por uma hora, em fluxo de 0,5
mL/minuto e solugdo de acetonitrila:agua ultrapura (90:10) por 30 minutos
também em fluxo de 0,5 mlL/minuto, sendo esta dUltima a solugdo de
armazenamento da coluna.

A preparagao da fase mével foi seguida do ajuste do pH com solugdes
de é&cido fosférico e hidréxido de sédio 0,1 mol L™ e filtragdo em membrana
0,45 um.

A limpeza do eletrodo de ouro Vario Cell para Bioscan (Metrohm®), com
8 mm de didmetro e 2 mm de espessura, compreendeu a aplicagao de ciclos
de limpeza durante a medida e quando necessario polimento manual do

eletrodo utilizando suspenséo de diamante Metrohm®.

Figura 5 - Foto do equipamento HPLC-PAD (Metrohm®, Suica).
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Célula de Deteccao

Eletrodo de

rabalho
L (AU) Eletrodo de
Referéncia
(Hy-REF)

. [2mm
8 mm

Figura 6 - Foto da célula de deteccao aberta com o eletrodo de trabalho de ouro (Au) e o
eletrodo de referéncia de hidrogénio (Hy-REF) empregado na deteccdo amperométrica
(Metrohm®, Suica).

4.3.3 Amostras de Formulagdes Fitoterapicas

As formulagdes farmacéuticas analisadas neste trabalho foram
adquiridas em farmacias de manipulacdo de nove estados brasileiros: Rio
Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC), Parana (PR), Sao Paulo (SP), Rio de
Janeiro (RJ), Minas Gerais (MG), Ceara (CE), Goias (GO) e Distrito Federal
(DF). Efetuou-se a compra dos produtos naturais emagrecedores mais
comercializados em cada farmacia contatada. A Tabela 4 descreve as 26
amostras analisadas com suas respectivas composigoes.

Para a andlise das amostras foram preparados pools com 20 capsulas
de cada amostra e calculado o peso médio das capsulas para cada uma delas.

Os extratos foram obtidos a partir do peso médio de cada amostra que
foi diluido em metanol até volume final de 25 mL. Apéds, o extrato metandlico foi
filtrado com algodao seguido de filtracdo em membrana de acetato de celulose
0,45 pm.



Tabela 4 — Composicao e origem das 26 amostras analisadas.
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AMOSTRA COMPOSICAO ORIGEM
A Fucus vesiculosus 80mg, Centella asiatica 80mg, MG
Spirulina  maxima 80mg, Passiflora sp. 50mg,
Rhamnus  purshiana 100mg, cafeina 30mg,

hidroclorotiazida 10mg

B Cassia augustifolia, Fucus vesiculosus, furosemida, RS
Rhamnus purshiana, Garcinia cambogia, Cyamopsis
Sp

C Hidroclorotiazida, Fucus vesiculosus, Rhamnus DF
purshiana, Cassia augustifolia, Centella asiatica,
ranitidina, triptofano, Cordia Ecalyculata

D Gelidium corneum, vitamina C, vitamina E, Phaseolus MG
vulgaris, Chlorella pyrenoidosa, gelatina, furosemida

E Amorphophallus konjac, Cynara scolymus, CE
hidroclorotiazida, Rhamnus purshiana, Centella
asiatica, Ptychopetalum olacoides

F Rhamnus purshiana, Centella asiatica, Cynara RS
scolymus, Baccharis trimera, Fucus vesiculosus,
Equisentum sp., Cassia augustifolia, Spirulina
maxima, Passiflora sp

G Slendesta, Caralluma fimbriata RS

H Caralluma fimbriata 200mg, Cassia nomame 100mg, RS
picolinato de cromo 10ug, Camelia sinensis (White
tea) 100mg, Phaseolus vulgaris 200mg, Plantago
psyllium L. 200mg, Fucus vesiculosus 100mg,
Equisentum sp. 100mg

I Formulacdo ndo declarada RS

J Centella asiatica, Cynara scolymus, RJ
carboxemetilcelulose, Rhamnus purshiana, Spirulina
maxima

K Cynara scolymus, Rhamnus purshiana, Garcinia SP
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cambogia, Cyamopsis sp., Gymnema sylvestre,
Passiflora sp., Cassia augustifolia

L Camelia sinensis (Cha Vermelho) SP
Gymnema sylvestre, Phaseolus vulgaris, Camelia RS
sinensis (Cha Verde), Citrus aurantium, Caralluma
fimbriata, quitosan

N Rhamnus purshiana, Spirulina maxima, estearato de RS
magneésio, Fucus vesiculosus, carboxemetilcelulose,
Centella asiatica

0] Caralluma fimbriata, Citrus aurantium, Phaseolus RS
vulgaris

P Garcinia cambogia 250mgq, Citrus aurantium 200mg, RS
picolinato de cromo 100ug

Q Caralluma fimbriata, Phaseolus vulgaris, Garcinia SP
cambogia, Gymnema sylvestre, Citrus aurantium

R Garcinia cambogia, Rhamnus purshiana, Fucus SP
vesiculosus, Cynara scolymus, Equisentum sp.,
Amorphophallus konjac, Cassia augustifolia, Centella
asiatica, Ginkgo biloba L., Passiflora sp

S Cordia ecalyculata Vell, Garcinia cambogia, Camelia RS
sinensis (Cha Verde)

T Citrus aurantium, Fucus vesiculosus, Centella GO
asiatica, Camelia sinensis (Cha Verde)

U Furmulacao nao declarada SC

Vv Camelia sinensis (Cha Verde) 250mg SC

W Caralluma fimbriata GO

X Cordia ecalyculata Vell PR

Y Citrus aurantium, carnitina, Camelia sinensis (Cha SC
Verde), quitosan

Z Cynara scolymus, Centella asiatica, Garcinia RS

cambogia, Equisentum sp., Rhamnus purshiana,
Fucus vesiculosus, Spirulina maxima, Gelidium

corneum
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho dois métodos de separacdo, ambos com deteccédo
eletroquimica, foram desenvolvidos com o objetivo de realizar uma
investigagcdo comparativa da presenca de farmacos sintéticos como
adulterantes em produtos naturais emagrecedores. Diuréticos (amilorida,
clortalidona, hidroclorotiazida e furosemida) e laxantes (fenolftaleina), farmacos
coadjuvantes na perda de peso, compreendem as classes principais deste
estudo. Além destas classes foi investigada a interferéncia de outros farmacos
também empregados no tratamento do excesso de peso. Sao eles
anorexigenos, antidepressivos e benzodiazepinicos, farmacos ja encontrados
como adulterantes nestas formulacdes, inclusive em associagéao.

Os diuréticos e o laxante estudados foram escolhidos por serem os mais
comumente usados nos dias de hoje. A fenolftaleina, embora proibida a sua
comercializagcdo como laxante no Brasil, continua sendo identificada como
adulterante em outros paises como na Holanda e nos Estados Unidos
(CARVALHO et al., 2011(b)).

Os capitulos a seguir tratam da otimizagcdo da separacdo destes
farmacos por CZE-C*D e IPC-PAD, bem como da validagdo dos métodos para
a determinacdo de amilorida, clortalidona, hidroclorotiazida, furosemida e

fenolftaleina como adulterantes em formulagdes fitoterapicas emagrecedoras.

5.1 Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

5.1.1 Otimizagao das Condigdes do Eletrélito de Trabalho

Em um primeiro momento, a otimizagdo do método eletroforético
envolveu a escolha do eletrélito de trabalho. Solucées de fosfato, borato e
acetato foram testadas em concentragdes de 10 a 50 mmol L. Com os
tampbes borato e acetato nao foi possivel detectar o sinal dos cinco
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adulterantes estudados, além disso, a estabilizacdo da linha base ndo se
mostrou satisfatéria. Por outro lado, o tampéo fosfato possibilitou a deteccéao
dos farmacos em boa parte da faixa de concentragdo estudada (15-30 mmol L
) conforme mostra a Figura 7. Observou-se que com 0 aumento da
concentracdo de fosfato obteve-se um pequeno aumento no tempo de
migracao dos farmacos. Logo, o tampéo fosfato obtido a partir de solugcbes de
acido fosférico na concentragdo de 20 mmol L™ foi escolhido, pois, permitiu a
deteccdo dos adulterantes estudados em tempo satisfatorio, além de
proporcionar uma linha base bastante estavel durante a corrida eletroforética.
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Figura 7 - Efeito da concentragdo do tampao fosfato no eletrélito de trabalho sob os tempos de
migragao dos farmacos sintéticos em concentragdes de 100 mg L™ Condicoes: eletrdlito de
trabalho com metanol 30% (pH 9,2), potencial de separagao -15 Kv, capilar de silica fundida 75
Hm x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); detecgao indireta por C*D operando em 400 kHz;
temperatura 25 °C; inje¢do hidrodindmica por gravidade de 20 cm durante 60 s.

Definido o melhor tampéao a ser empregado, fez-se o estudo do pH a fim
de melhorar a resolugdo dos sinais. Os farmacos estudados apresentam
diferentes constantes de dissociacédo (pKa) que sao afetadas diretamente pelo
pH do sistema. Sabendo-se que o pH do eletrélito de trabalho é o parametro
mais importante por influenciar na seletividade da analise e ser o principal
determinante da ionizacdo dos analitos, uma ampla faixa de pH (2,0-11,0) foi
avaliada inicialmente. Do pH 2,0 ao pH 4,0 n&o foram obtidos sinais referentes
aos farmacos em estudo. A partir de pH 5,0 foi possivel identificar o
aparecimento do sinal da amilorida conforme mostra a Figura 8. Em pH 8,0 ja
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foram também identificados os sinais da hidroclorotiazida e da furosemida. Do
pH 8,5 ao pH 10,0 todos os farmacos foram identificados no eletroferograma.
Do pH 10,0 em diante houve um aumento na corrente gerada que acabou por
influenciar negativamente na estabilizacdo da linha base. Assim, um ajuste fino
de pH foi feito em torno do pH 9,0, pois este apresentou menor tempo de
analise para os farmacos. O pH 9,2 foi escolhido como sendo o ideal para a
andlise de todos os farmacos em estudo.

Levando em conta que os farmacos em estudo possuem varios grupos
receptores de prétons na sua estrutura, mesmo em pH 9,2 eles se encontram
nas formas protonadas, logo, a deteccao dos mesmos acontece no catodo.
Também é sabido que em pH acima de 9,0 o fluxo eletroosmoético (EOF)
apresenta uma grande magnitude resultante da ionizacdo dos grupos silanois
na parede do capilar de silica. Como consequéncia, o EOF que é direcionado
do anodo para o catodo, também foi responsavel pelo carreamento dos cations
ao catodo juntamente com o fluxo eletroforético das espécies catibnicas
(TAVARES, 1996).
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Figura 8 - Efeito da variacdo do pH no eletrélito de trabalho e nos tempos de migragao dos
farmacos sintéticos em concentragbes de 100 mg L7, para valores de pH (7,0 a 10,0).
Condigdes: eletrdlito de trabalho tampao fosfato 20 mmol L™ contendo metanol 30% (V/v),
potencial de separacéo -15 Kv, capilar de silica fundida 75 pm x 360 pm x 68 cm (46 cm até o
detector); deteccdo indireta por C*'D operando em 400 kHz; temperatura 25 °C; injegdo
hidrodindmica por gravidade de 20 cm durante 60 s.
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A fim de melhorar a resolucao dos picos e diminuir o tempo de migracao
das espécies, verificou-se a influencia da adicdo dos solventes organicos,
metanol e acetonitrila, no eletrélito de trabalho (JAGER; TAVARES, 2001).
Metanol e acetonitrila foram adicionados ao tampéao fosfato em concentragdes
de 5-50% (v/v). Observou-se que com o aumento da concentragcdo de metanol
houve consequentemente um aumento no tempo de retencdo dos farmacos
(Figura 9). Por outro lado, o aumento na concentracdo de acetonitrila levou a
uma diminuicdo da viscosidade do eletrdlito de trabalho, provocando uma
mudanca na mobilidade aparente dos analitos e, portanto, diminuindo o tempo
migracdo destes. Esta diminuicdo no tempo de migracdo fez com que os
farmacos fossem identificados muito préximos, prejudicando bastante a
resolucdo dos sinais. Em concentracées acima de 30% resultou inclusive na
co-migracao da clortalidona, fenolftaleina e da hidroclorotiazida. Enquanto isso
0 metanol, apesar de acarretar um pequeno aumento no tempo de andlise,
auxiliou a separacao dos farmacos, principalmente a partir da concentracéao de
20% (v/v). Porém, em concentracdes mais altas de 40 e 50% (v/v) a presenca
de metanol provocou uma diminuicdo na sensibilidade dos sinais, muito
provavelmente por diminuir a condutividade do eletrdlito de trabalho. Devido a
isso 0 solvente metanol na concentragéo de 30% foi a condi¢cdo escolhida para
a aditivacao do eletrdlito de trabalho.

Finalmente, chegou-se a um eletrélito ideal para a determinacdo de
amilorida, clortalidona, fenolftaleina, hidroclorotiazida e furosemida nas
seguintes condigdes: tampao fosfato 20 mmol L™ contendo metanol 30% (v/v)
em pH 9,2.
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Figura 9 - Efeito da concentracdo solvente organico metanol nos tempos de migracao dos
farmacos sintéticos em concentracées de 100 mg L, para concentracdes de solvente de 5 a
50%. Condicdes: eletrélito de trabalho tamp&o fosfato 20 mmol L™ (pH 9,2), potencial de
separacao -15 Kv, capilar de silica fundida 75 pm x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector);
deteccdo indireta por C*D operando em 400 kHz; temperatura 25 °C; injecdo hidrodinamica por
gravidade de 20 cm durante 60 s.

5.1.2 Otimizag&o dos Parametros Operacionais

Apos otimizar o eletrdlito de trabalho para os cinco farmacos em estudo,
coube realizar a otimizacdo dos parametros operacionais da CE-C*D. Estes
parametros compreendem potencial de separacdo, frequéncia de corrente
alternada na deteccao e injecao hidrodinamica.

O potencial de separacdo avaliado para o método variou em uma faixa
de 8-17 kV. Com o aumento do valor do potencial foi observado a diminuicao
no tempo de migracdo dos farmacos (Figura 10 ). O potencial de 15 kV
proporcionou a melhor resolucéo dos picos além de baixo ruido na linha base
em um tempo de migragao satisfatério para os cinco adulterantes.
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Figura 10 - Efeito do potencial de separacdo nos tempos de migracdo dos farmacos sintéticos
em concentragdes de 100 mg L™, para valores de 8-17 kV. Condicdes: eletrélito de trabalho
tampéo fosfato 20 mmol L™ (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), capilar de silica fundida 75
Hm x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); detecgao indireta por C*D operando em 400 kHz;
temperatura 25 °C; inje¢ao hidrodindmica por gravidade de 20 cm durante 60 s.

O aparelho de eletroforese capilar utilizado neste trabalho é equipado
com um sistema de injecao hidrodindmico por gravidade (CARVALHO et al.,
2009). Assim os parametros de altura e tempo de injecéo definem a quantidade
de amostra que é introduzida no capilar. Os tempos de injecao estudados
foram de 60 e 120 s (Figura 11), enquanto que a altura de inje¢ao variou de 10
a 25 cm (Figura 12). Como esperado observou-se que quanto maior o tempo e
a altura de injegdo, maior a quantidade de amostra injetada, resultando
diretamente no aumento da altura e area do pico. Avaliando esses fatores, a
altura de 20 cm e o tempo de 60 s definiu a condi¢ao ideal de injecao, levando
em conta a sensibilidade e a resolucédo dos picos. O tempo de 120 s em altura
de 20 cm ou mais ocasionou a co-migracdo da hidroclorotiazida com a

fenolftaleina em virtude do grande aumento na area dos sinais.
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Figura 11 - Efeito do tempo de injecdo na éarea dos picos dos farmacos sintéticos em
concentracbes de 100 mg L™ , para valores de 60 e 120 s. Condicdes: eletrélito de trabalho
tampéo fosfato 20 mmol L (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), potencial de separacao -15
Kv, capllar de silica fundida 75 pm x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector); detecgéo indireta
por C*D operando em 400 kHz; temperatura 25 °C; injecdo hidrodinamica por gravidade de 20
cm.
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Figura 12 - Efeito da aItura de injecdo na altura dos picos dos farmacos sintéticos em
concentracdes de 100 mg L™, para vanres de 10, 15, 20 e 25 cm. Condi¢cdes: eletrdlito de
trabalho tampéao fosfato 20 mmol L™ (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), potencial de
separacao -15 Ky, capllar de silica fundida 75 pm x 360 um x 68 cm (46 cm até o detector);
deteccdo: indireta C*D operando em 400 kHz; temperatura 25 °C; injegdo hidrodinamica por
gravidade de 60 s.

A frequéncia de corrente alternada € um paréametro de extrema
importdncia na deteccdao por condutividade sem contato, pois, afeta
diretamente a razdo sinal/ruido nas corridas eletroforéticas (SILVA, 2003). A
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faixa da frequéncia estudada foi de 200-1000 kHz. A frequéncia de 400 kHz
apresentou a melhor condicao para deteccdo indireta dos adulterantes na
deteccdo por condutividade sem contato, resultando em picos com boa

sensibilidade e ao mesmo tempo bem resolvidos (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito da frequéncia de operagcdo do detector na &rea dos picos dos farmacos
sintéticos em concentragcdes de 100 mg L, para valores de 200 a 1000 kHz. Condigoes:
eletrdlito de trabalho tampao fosfato 20 mmol L™ (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v),
potencial de separagéo -15 Kv, capilar de silica fundida 75 um x 360 um x 68 cm (46 cm até o
detector); deteccdo indireta por C*D; temperatura 25 °C; injegdo hidrodinamica por gravidade
de 20 cm durante 60 s.

Finalmente, a determinacdo dos adulterantes investigados ficou defenida
sob as seguintes condicdes: eletrélito de trabalho tampao fosfato 20 mmol L™
(pH 9,2) contendo 30% de metanol (v/v); potencial de separacdo de 15kV;
injecdo por gravidade hidrodindmica de 20 cm de altura durante 60 s; e
frequéncia de operacao do detector de 400 kHz. Estas condicdes resultaram no
eletroferograma mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Eletroferograma dos adulterantes (100 mg L'1) (a) amilorida, (b) clortalidona, (c)
fenolftaleina, (d) hidroclorotiazida, (e) furosemida. Condigbes: eletrélito de trabalho tampéao
fosfato 20 mmol L™ (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), potencial de separagdo -15 Ky,
capilar de silica fundida 75 pm x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); deteccao indireta por
C*D operando em 400 kHz; temperatura 25 °C; injecdo hidrodinamica por gravidade de 20 cm
durante 60 s.

5.1.3 Validacao do Método

A validagdo de um método analitico é fundamental para implementar um
controle de qualidade em qualquer laboratério de analises. Os resultados
obtidos com a validagdo do método por CZE-C*D seguem abaixo, bem como o
modo como foram efetuados.

Farmacos pertencentes a diferentes classes farmacolégicas podem ter
acao direta ou indireta na perda de peso e, desse modo, se tornam possiveis
adulterantes em formulacdées naturais emagrecedoras. A especificidade do
método CZE-C*'D foi avaliada pela interferéncia de outros farmacos
emagrecedores na determinacao dos farmacos em estudos. Para isso foram
analisados farmacos das classes dos anorexigenos (anfepramona,

femproporex e sibutramina), antidepressivos (fluoxetina, paroxetina, sertralina e
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bupropiona) e benzodiazepinicos (diazepam, alprazolam, flurazepam,
lorazepam, clonazepam, bromazepam e clordiazepdxido), os quais foram
denominados de interferentes. De todos os interferentes estudados, apenas a
anfepramona, fluoxetina e paroxetina foram detectados nas condi¢des
previamente otimizadas. Porém estas espécies nado interferiram de fato na
determinacao dos diuréticos e do laxante, pois, foram totalmente separadas
destes, podendo inclusive ser analisadas junto dos demais na forma protonada.
A Figura 15 mostra o eletroferograma dos adulterantes junto dos interferentes
detectados. Os demais farmacos estudados como possiveis interferentes nao
foram detectados nas condigdes otimizadas, provavelmente por ndo estarem
bem ionizados em pH 9,2, co-migrando com o EOF em suas formas neutras.

1,4

1,2 4
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Figura 15 - Eletroferograma dos adulterantes e dos interferentes estudados (100 mg L'1) (a)
fluoxetina, (b) paroxetina, (c) amilorida, (d) anfepramona, (e) clortalidona, (f) fenolftaleina, (g)
hidroclorotiazida, (h) furosemida. Condigées: eletrolito de trabalho tampao fosfato 20 mmol L™
(pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), potencial de separagéo -15 Kv, capilar de silica fundida
75 um x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); deteccdo indireta por C*D operando em 400
kHz; temperatura 25 °C; injecao hidrodindmica por gravidade de 20 cm durante 60 s.

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de curvas

analiticas com os seguintes niveis de concentragdo cada (10, 50, 100, 200,
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300, 400 e 500 mg L"), calculados em triplicatas. Os dados de linearidade estao

expostos na Tabela 5.

Tabela 5 — Dados de linearidade do método CZE-C*D.

Adulterante Faixa Faixa de Equacéo da Reta r
Linear Trabalho
(mgL")  (mgL")

Amilorida 10-500 10-100 y = 0,000968x — 0,00615 0,99
Clortalidona 10-500 10-100 y = 0,00106x + 0,00601 0,99
Hidroclorotiazida 10-500 10-100 y = 0,00094x +0,01364 0,99
Furosemida 10-500 10-100 y =0,00102x + 0,00106 0,99

Fenolftaleina 10-500 10-100 y =0,00136x - 0,01672 0,99

(n=3)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados pela
determinacao do ruido da linha base de sete replicatas. A estimativa do limite
de deteccao teve por base a relacao de trés vezes o ruido de linha de base,
enquanto que a do limite de quantificagdo foi considerada dez vezes o ruido da
linha de base (Tabela 6).

Tabela 6 — Limites de deteccao (LD) e limites de quantificacdo (LQ) para os

adulterantes estudados pelo método CZE-C*D.

Adulterante LD (mg L) LQ (mg L)
Amilorida 1,22 4,06
Clortalidona 1,83 6,10
Hidroclorotiazida 1,60 5,36
Furosemida 2,52 8,42
Fenolftaleina 1,96 6,65

(n=7)



59

A precisdo intra-dia do método (repetibilidade) foi analisada em trés
concentracdes diferentes (baixa, média e alta), e determinada em funcao da
média dos valores de area dos picos e estimativa do desvio padrao relativo de
todas as injecoes (triplicatas). A precisdo intermediaria foi calculada em
triplicata na concentracdo de 50 mg L' com dois dias de diferenca. A precisdo
foi expressa através do coeficiente de variagdo percentual (CV%) conforme
mostra a Tabela 7. Uma variabilidade de 15% foi aceita para os ensaios
considerando-os como bioanaliticos uma vez que nao existem limites

especificados para ensaios com fitoterapicos (BRASIL, 2003).

Tabela 7 — Precisdo intra-dia e intermediaria do método CZE-C*D.

Adulterante Preciséo Intra-dia Preciséo
(CV%) Intermediaria
(CV%)

25mgL’ 50mgL' 100mgL" 50 mg L
Amilorida 3,02 0,62 1,63 5,4
Clortalidona 2,33 53 2,5 3,6
Hidroclorotiazida 2,21 2,65 1,87 7,3
Furosemida 6,67 4,68 3,23 1,86
Fenolftaleina 1,93 4,47 2,81 9,1

(n=3)

A exatidao foi calculada pelo método da adicdo do padrdao. O método da
adicdo do padréao consiste na adicdo de uma concentracdo conhecida da
substancia de interesse (25 mg L) que est4 sendo analisada & amostra antes
da extracao desta. Ao extrato final da amostra sdo adicionados trés diferentes
concentracdées do mesmo analito, obtendo-se uma curva analitica na amostra
(20, 40 e 60 mg L™"). A concentracdo (x) encontrada pela equacdo da reta
quando y = 0 corresponde a recuperacao alcancada do valor inicialmente
adicionado & amostra, neste caso 25 mg L. O método da adicdo do padrao é
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trabalhoso, mas é especialmente importante quando a amostra é muito
complexa. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de
recuperacado de cada analito. A recuperagao (exatiddo) encontrada para cada
um dos analitos foi de 98,6% para a amilorida, 101,9% para a clortalidona,
101,0% para a hidroclorotizida e furosemida e 93,6% para a fenolftaleina.

O método mostrou-se robusto uma vez que nao sofreu variagbes na
reprodutibilidade quando submetido a pequenas variacoes de pH e a mudanca
no lote do metanol. Além disso, a analise foi reproduzida quando realizada por

diferentes analistas.

5.1.4 Aplicagao Analitica

Um total de vinte e seis amostras de formulagées naturais
emagrecedoras foi analisado pelo método CZE-C*D com o intuito de verificar a
aplicabilidade do método em amostras reais e investigar a possivel adulteragao
de algum destes produtos.

Embora comercializadas como produto natural, cinco amostras
continham diurético sintético declarado no rétulo da embalagem. Trés delas
continham hidroclorotiazida (amostras A, C e E) e duas furosemida (amostras B
e D). A analise destas amostras comprovou a presenca destes farmacos com a
deteccdo e confirmacdo dos picos. A Figura 16 mostra do eletroferograma
obtido do screening da amostra A, contendo hidroclorotiazida, enquanto a
Figura 17 mostra o screening da amostra B contendo furosemida. O
doseamento da concentracao do farmaco presente em cada uma das amostras

foi calculado pelo método da adicdo do padrao.
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Figura 16 - Eletroferograma de amostra fitoterapica A, na qual foi detectado o pico
eletroforético da hidroclorotiazida. A amostra contém Fucus vesiculosus 80mg, Centella
asiatica 80mg, Spirulina maxima 80mg, Passiflora sp. 50mg, Rhamnus purshiana 100mg,
cafeina 30mg, hidroclorotiazida 10mg. Condicoes: eletrélito de trabalho tampéao fosfato 20
mmol L (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), potencial de separacéo -15Kv, capilar de silica
fundida 75 pm x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector); deteccéo indireta por C*D operando
em 400 kHz; temperatura 25°C; injecao hidrodindmica por gravidade de 20cm durante 60 s.
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Figura 17 - Eletroferograma de amostra fitoterapica B, na qual foi detectado o pico
eletroforético da furosemida. A amostra contém Cassia augustifolia, Fucus vesiculosus,
furosemida, Rhamnus purshiana, Garcinia cambogia, Cyamopsis sp. Condi¢des: eletrdlito de
trabalho tampéo fosfato 20 mmol L™ (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), potencial de
separacao -15Kv, capilar de silica fundida 75 um x 360 pm x 68 cm (46 cm até o detector);
deteccdo indireta por C*D operando em 400 kHz; temperatura 25°C; injecdo hidrodinamica por
gravidade de 20cm durante 60 s.
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As demais amostras foram submetidas a um screening a fim de
identificar o aparecimento de algum pico caracteristico aos dos adulterantes
estudados. Em sete amostras houve o aparecimento de sinal semelhante ao
dos adulterantes estudados. Os picos foram confirmados com a adicao
individual dos farmacos (spike) na amostra. Em quatro destas amostras todos
os analitos foram separados, indicando nao se tratar de nenhum dos
adulterantes estudados, porém, nas outras trés foi confirmada a adulteragcéao
com hidroclorotiazida. A concentracao dos farmacos nas amostras foi também
calculada pelo método da adicdo do padrao, obtendo-se a recuperacédo do
composto em cada uma das amostras da mesma forma que foi feito o ensaio
da exatiddo. As amostras contendo farmacos sintéticos declarados e as
amostras adulteradas com a respectiva concentracao encontrada estdo na
Tabela 8.

Tabela 8 — Amostras contendo farmacos sintéticos declarados e amostras
adulteradas analisadas pelo método CZE-C'D com suas respectivas

concentragoes.
Amostra Farmaco/Adulterante Concentracao
(mg/capsula)
A Hidroclorotiazida 11,1
B Furosemida 15,8
C Hidroclorotiazida 22,5
D Furosemida 28,7
E Hidroclorotiazida 1,2
T Hidroclorotiazida 2,1
X Hidroclorotiazida 0,6
Y Hidroclorotiazida 7,0
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5.2 Cromatografia de Par I6nico (IPC)

5.2.1 Otimizacao do Método

A primeira etapa na otimizagdo do método por IPC-PAD foi o estudo do
potencial de oxidacao-reducdo dos farmacos em estudo. Uma varredura na
faixa de potenciais de -0,2 V a +1,1 V foi realizada no modo DC (corrente
continua, do inglés, direct current) do equipamento. No modo DC um potencial
constante é aplicado no eletrodo de trabalho e as espécies analisadas sao
oxidadas ou reduzidas de acordo com as propriedades eletroquimicas. A faixa
de potenciais analisada foi determinada em funcéo do uso do eletrodo de ouro,
para o qual se estabelece uma faixa ideal de trabalho de -0,35 V a +1,1 V
quando em meio acido e -1,25 V a +0,75 V quando em meio basico.
Hidroclorotiazida, clortalidona e furosemida apresentaram comportamento
semelhante de oxidacao (entre os potenciais +0,8 V e +1,0 V), enquanto que, a
amilorida, apresentou potencial de oxidacdo em torno de +0,5 V, dificultando a
analise simultdnea deste farmaco junto dos demais. Na Figura 18 pode-se
observar o comportamento dos adulterantes nos diferentes potenciais
estudados. Neste estudo, a fenolftaleina ndo apresentou um comportamento
adequado por nao possuir muitos grupamentos oxidantes ou redutores,
dificultando a sua determinag&o. Sendo assim, o potencial de +0,8 V (E1) por
0,4 segundos foi escolhido como potencial de amostragem do pulso, e 0s
potencias de oxidacédo de +1,0V (E») por 0,4 segundos e de reducédo de -0,2 V
(Es) por 1,2 segundos como potenciais de limpeza e regeneragdo do eletrodo
de ouro, totalizando um ciclo de 2 segundos (Figura 19).
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Figura 18 — Estudo do potencial dos adulterantes estudados na faixa de -0,2 V a +1,1 V pelo
modo DC (corrente continua, do inglés, direct current) do equipamento. Adulterantes:
furosemida, hidroclorotiazida, clortalidona, amilorida e fenolftaleina (10 mg L'1). Fase movel:
tampéo fosfato 5 mmol L (pH 4,5) e metanol 50% (v/v).
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Figura 19 - Ciclo de potenciais escolhido para o recondicionamento e regeneragao do eletrodo
de ouro. O potencial de amostragem (E;) escolhido foi +0,8V, enquanto que o potencial de
oxidacao e de reducao (E, e E3) foram de +1,0V e -0,2V respectivamente.

A fase moével foi otimizada variando-se quatro componentes: fosfato de
sédio, acetonitrila, metanol e dodecil sulfato de sddio. Partiu-se de uma solugcao
de fosfato de sédio analisada nas concentragdes de 1, 5, 10 e 15 mmol L.

Fosfato de sédio 5 mmol L proporcionou uma linha de base mais estavel,
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além de possibilitar a deteccao dos trés adulterantes. No entanto foi observada
uma fraca separacdo entre clortalidona e a furosemida. Os testes foram
efetuados em pH 5,0 (4cido) e pH 9,0 (basico), com o intuito de pré-determinar
a faixa de pH ideal a ser avaliada posteriormente. A analise em pH 5,0 resultou
em um cromatograma com menor interferéncia no ruido da linha de base.

A fim de melhorar a resolucao dos picos buscou-se avaliar a influéncia
da presenca de solventes organicos na fase movel. Concentragdes de 10 e 25,
30 e 40% (v/v) de acetonitrila foram adicionadas ao eluente. 30% de acetonitrila
mostrou-se ideal na separacdo dos picos cromatograficos apesar de estes
estarem pouco resolvidos, entretanto, a linha de base se tornou bastante
instavel. Passou-se entdo para o estudo do solvente organico metanol. Metanol
nas concentracoes de 10 e 25, 30 e 40% (v/v) foi adicionado ao eluente. O
metanol adicionado ao eluente levou a uma maior estabilizacdo da linha de
base, porém, voltou-se a questdo da ma separacao da clortalidona da
furosemida, além da fraca resolugdo dos picos. Mesmo assim a concentracao

de metanol 40% (v/v) foi a escolhida dentre as demais (Figura 20)
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Figura 20- Cromatograma dos adulterantes (5 mg L") (a) hidroclorotiazida, (b) clortalidona e
furosemida. Condicdes: fase mével tampao fosfato 5 mmol L™ (pH 4,5) e metanol 50% (V/v);
coluna C18; potencial de amostragem de +0,8 V; potenciais de limpeza de -0,2 Ve +1,0 V; e
fluxo de 0,5mL/min.
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Por fim, optou-se por investigar a formacao de par i6nico, na tentativa de
resolver o problema da separacao dos picos. Para isso, foi adicionado dodecil
sulfato de sédio (SDS) a fase moével fosfato de sédio 5 mmol L contento
metanol 40% (v/v). Partiu-se de uma concentracdo de 0,5 mmol L™ de SDS,
que ocasionou a total separacdo dos trés picos cromatograficos, porém
estendeu para quase trinta minutos o tempo de analise que era de quinze
minutos. Foi-se reduzindo, entdo, a concentracdo de SDS para 0,4, 0,3, 0,2 e
0,1 mmol L. A concentracdo de 0,3 mmol L foi a de escolha, uma vez que,
0,1 e 0,2 mmol L™ nao foram suficientes para a separacdo e, portanto, 0,3
mmol L™ separou bem os sinais resultando em um pequeno aumento no tempo
de retencdo das espécies. Para diminuir o tempo de corrida sem interferir na
boa separacdo dos sinais ja alcancada, aumentou-se a concentracao de
metanol de 40 para 50% e aumentou-se a vazao do eluente para 1,0 mL/min.

Finalmente foi verificada a influéncia de pequenas mudancgas no pH da
fase movel. Andlises em pH 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 e 6,0 foram avaliadas e
4.5 foi o pH de escolha. Logo, a determinacdo dos adulterantes investigados
por IPC-PAD ficou definida sob as seguintes condicdes: fase movel tampao
fosfato 5 mmol L™ (pH 4,5) contendo SDS 0,3 mmol L™ e metanol 50% (v/v);
potencial de amostragem de +0,8 V; potenciais de limpeza de -0,2 V e +1,0 V;
e fluxo de 1,0mL/min. Estas condigdes resultaram no cromatograma
apresentado na Figura 21, com menos de dez minutos de analise.
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Figura 21- Cromatograma dos adulterantes (5 mg L'1) (a) hidroclorotiazida, (b) clortalidona, (c)
furosemida. Condicdes: fase mével tampao fosfato 5 mmol L™ (pH 4,5) contendo SDS 0,3 mmol
L" e metanol 50% (v/v); coluna C18; potencial de amostragem de +0,8 V; potenciais de limpeza
de -0,2V e +1,0 V; e fluxo de 1,0mL/min.

5.2.2 Validagao do Método

Assim como o método por CZE-C'D passou por um processo de
validagdo, também o método por IPC-PAD foi avaliado pelos mesmos
parametros de validacdo que o método anterior.

A especificidade do método IPC-PAD foi avaliada pela interferéncia de
outros farmacos emagrecedores na determinacao dos farmacos em estudos.
Os interferentes estudados foram os mesmo anorexigenos (anfepramona,
femproporex e sibutramina), antidepressivos (fluoxetina, paroxetina, sertralina e
bupropiona) e benzodiazepinicos (diazepam, alprazolam, flurazepam,
lorazepam, clonazepam, bromazepam e clordiazepoxido). De todos os
interferentes  estudados, apenas o0s benzodiazepinicos bromazepam,
clonazepam, lorazepam e alprazolam foram detectados nas condigcoes
previamente otimizadas, sendo que o lorazepam e o alprazolam nao foram
totalmente separados pelo método. De qualquer forma, estes farmacos nao

interferiram na determinacdo dos diuréticos, pois, saem da coluna em um
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tempo superior ao dos adulterantes estudados. A Figura 22 mostra o
cromatograma dos adulterantes junto dos interferentes detectados. Os demais
farmacos estudados como possiveis interferentes ndo foram detectados nas

condi¢des otimizadas.
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Figura 22 - Cromatograma dos adulterantes (5 mg L'1) (a) hidroclorotiazida, (b) clortalidona, (c)
furosemida, (d) bromazepam, (e) clonazepam, (f) lorazepam, (g) alprazolam. Condi¢des: fase
mével tampao fosfato 5 mmol L™ (pH 4,5) contendo SDS 0,3 mmol L" e metanol 50% (v/v);
coluna C18; potencial de amostragem de +0,8 V; potenciais de limpeza de -0,2 Ve +1,0 V; e
fluxo de 1,0mL/min.

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de curvas
analiticas com os seguintes niveis de concentracéo (1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50
mg L"), calculados em triplicatas. Os dados de linearidade para o método IPC-
PAD s&o mostrados na Tabela 9.

Os limites de detecc¢éo e de quantificacao foram também calculados pela
determinagdo do ruido da linha base de sete replicatas. A estimativa do limite
de deteccao teve por base a relacao de trés vezes o ruido de linha de base,
enquanto que a do limite de quantificagdo foi considerada dez vezes o ruido da
linha de base (Tabela 10).
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Tabela 9 — Dados de linearidade do método IPC-PAD.

Adulterante Faixa Linear Equacao da Reta r
(mg L)

Hidroclorotiazida 1-50 y = 0,10935x - 0,25481 0,99
Clortalidona 1-50 y = 0,38245x - 0,28878 0,99
Furosemida 1-50 y =1,07321x + 1,70671 0,99

(n=3)

Tabela 10 — Limites de deteccado (LD) e limites de quantificagao (LQ) para os
adulterantes estudados pelo método IPC-PAD.

Adulterante LD (mg L™ LQ (mgL™)
Hidroclorotiazida 0,98 3,25
Clortalidona 0,15 0,51
Furosemida 0,08 0,28
(n=7)

A precisdo intra-dia do método (repetibilidade) foi analisada em trés
concentracdes diferentes (baixa, média e alta), e determinada em funcao da
média dos valores de area dos picos e estimativa do desvio padrao relativo de
todas as injecdes (triplicatas), conforme mostra a Tabelat1.

Tabela 11 — Precisao Intra-dia do método IPC-PAD.

Adulterante Precisao Intra-dia (CV%)
15mg L 25mg L 50 mg L™
Hidroclorotiazida 1,69 1,8 4,54
Clortalidona 1,52 1,51 3,53
Furosemida 5,45 0,79 1,56

(n=3)
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A exatidao foi calculada pelo método da adicao do padrao para o qual
uma concentragdo conhecida do analito de interesse (10 mg L) foi adicionado
a amostra anteriormente a extracdo desta . Ao extrato final da amostra séao
adicionados trés diferentes concentracées do mesmo analito, obtendo-se uma
curva analitica na amostra (10, 20 e 30 mg L™"). A concentracéo (x) encontrada
pela equacao da reta quando y = 0 corresponde a recuperacao alcangada do
valor inicialmente adicionado & amostra, neste caso 10 mg L. Os resultados
obtidos foram expressos em porcentagem de recuperacdo de cada analito. A
recuperacao (exatiddo) encontrada para cada um dos analitos foi de 105,6%
para hidroclorotiazida, 114,2% para clortalidona e 105,4% para furosemida.

O método mostrou-se robusto uma vez que néo sofreu variacées na
reprodutibilidade quando submetido a pequenas variacoes de pH e a mudanca
no lote do metanol. Além disso, a analise foi reproduzida quando realizada por
diferentes analistas.

5.2.3 Aplicagao Analitica

As mesmas amostras analisadas pelo método CZE-C*D foram também
analisadas pelo método IPC-PAD com o intuito de verificar a aplicabilidade do
método em amostras reais e confirmar as formulagdes adulteradas, inclusive
quanto a dose encontrada.

O screening das amostras A, B, C, D e E que continham farmacos
declarados revelou a presenca dos picos cromatograficos correspondentes a
cada um dos farmacos: hidroclorotiazida ou furosemida. A Figura 23 mostra o
eletroferograma da amostra A contendo hidroclorotiazida e, a Figura 24
corresponde ao eletroferograma do screening da amostra B contendo
furosemida. Essas amostras tiveram de ser diluidas para a determinacédo da
concentragdo devido a alta sensibilidade do método. A concentragdo destes

diuréticos nestas amostras foi calculada pelo método da adigdo do padrao.
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Figura 23: Cromatograma da amostra fitoterapica A, na qual foi detectado o pico eletroforético
da hidroclorotiazida. A amostra contém Fucus vesiculosus 80mg, Centella asiatica 80mg,
Spirulina maxima 80mg, Passiflora sp. 50mg, Rhamnus purshiana 100mg, cafeina 30mg,
hidroclorotiazida 10mg. Condicées: fase mével tampao fosfato 5 mmol L™ (pH 4,5) contendo
SDS 0,3 mmol L' e metanol 50% (v/v); coluna C18; potencial de amostragem de +0,8 V;
potenciais de limpeza de -0,2 V e +1,0 V; e fluxo de 1,0mL/min.
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Figura 24: Cromatograma da amostra fitoterapica B, na qual foi detectado o pico eletroforético
da furosemida. A amostra contém Cassia augustifolia, Fucus vesiculosus, furosemida,
Rhamnus {ourshiana, Garcinia cambogia, Cyamopsis sp. Condigdes: fase mével tampao fosfato
5 mmol L (pH 4,5) contendo SDS 0,3 mmol L' e metanol 50% (v/v); coluna C18; potencial de
amostragem de +0,8 V; potenciais de limpeza de -0,2 V e +1,0 V; e fluxo de 1,0mL/min.
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As demais amostras foram submetidas a um screening a fim de
identificar o aparecimento de algum pico caracteristico aos dos adulterantes
estudados. As amostras encontradas como adulteradas pelo método CZE-C*D
também foram confirmadas no método IPC-PAD. A concentracao dos farmacos
nas amostras foi também calculada pelo método da adicdo do padrao. Outra
comparacao que pode ser feita € com relacdo as concentracdes dos farmacos
encontradas que é compativel entre os métodos. A Tabela 12 mostra as
amostras contendo farmacos sintéticos declarados e as amostras adulteradas

com a respectiva concentragio encontrada.

Tabela 12 — Amostras contendo farmacos sintéticos declarados e amostras
adulteradas analisadas pelo método IPC-PAD com suas respectivas

concentragoes.
Amostra Farmaco/Adulterante Concentracao
(mg/capsula)
A Hidroclorotiazida 10,9
B Furosemida 16,4
C Hidroclorotiazida 22,9
D Furosemida 29,6
E Hidroclorotiazida 1,17
T Hidroclorotiazida 2,2
X Hidroclorotiazida 0,7
Y Hidroclorotiazida 7,1

5.3 Analise Comparativa dos Métodos de Separacao

De acordo com os resultados expostos até aqui € possivel realizar uma
avaliacdo comparativa dos métodos de separacdo desenvolvidos nesta
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pesquisa. As duas metodologias atingiram o objetivo inicial, mostrando-se
aptas para a determinacao dos adulterantes de escolha em amostras reais de
produtos naturais emagrecedores. Conseguiu-se também alcancar uma alta
sensibilidade em ambos o0s métodos, condicdo essencial para este tipo de
aplicacado. A Tabela 13 mostra que a sensibilidade do método por IPC-PAD foi
ainda maior que a do método por CZE-C'D, sendo que, este Ultimo sofre
influéncia direta da condutividade do eletrélito de trabalho enquanto que o

primeiro € dependente do potencial aplicado no eletrodo.

Tabela 13 - Analise comparativa entre os métodos de separacao

desenvolvidos.

Método Adulterantes LD LQ Interferentes
Separados (mg L™ (mg L™ Separados
CZE-C*D Amilorida 1,22 4,06 Fluoxetina
Clortalidona 1,83 6,10 Paroxetina
Hidroclorotiazida 1,60 5,36 Anfepramona
Furosemida 2,52 8,42
Fenolftaleina 1,96 6,65
IPC-PAD Hidroclorotiazida 0,98 3,25 Bromazepam
Clortalidona 0,15 0,51 Clonazepam
Furosemida 0,08 0,28 Lorazepam
Alprazolam

Considerando os limites de quantificacdo alcangados para todos os
adulterantes, o método eletroforético € apto para quantificar concentracées de
até 0,10 mg/capsula de amilorida, 0,15 mg/capsula de clortalidona, 0,13
mg/capsula de hidroclorotiazida, 0,21 mg/c4psula de furosemida e 0,15
mg/capsula de fenolftaleina enquanto o método cromatografico permite
quantificar concentracbes de até 0,08 mg/capsula de hidroclorotiazida, 0,01
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mg/capsula de clortalidona e 0,007 mg/capsula de furosemida. Estes valores
sdo consideravelmente menores que os valores correspondentes as doses
minimas indicadas para cada um destes farmacos que sao de 5 mg/capsula
para amilorida, 12,5 mg/capsula para clortalidona e hidroclorotiazida e 20,0
mg/capsula para furosemida. Logo, mesmo estando estes farmacos presentes
como adulterantes e em concentracbes bastante baixas, ambos os métodos
possuem uma alta capacidade de detecta-los.

De todos os resultados obtidos, certamente o que mais chamou a
atencao foi a proximidade dos valores encontrados pelos dois métodos, para a
concentracdo dos adulterantes presentes nas amostras fitoterapicas. Estes
valores levaram a confirmacao da exatidao de um método pelo outro (Tabela
14).

Tabela 14 - Comparagdo entre as concentracdes encontradas para o0s

adulterantes presentes nas amostras pelos métodos CZE-C*D e IPC-PAD.

Amostra Farmaco/Adulterante Concentragao (mg/capsula)
CZE-C*D IPC-PAD
A Hidroclorotiazida 11,1 10,9
B Furosemida 15,8 16,4
C Hidroclorotiazida 22,5 22,9
D Furosemida 28,7 29,6
E Hidroclorotiazida 1,2 1,17
T Hidroclorotiazida 2,1 2,2
X Hidroclorotiazida 0,6 0,7
Y Hidroclorotiazida 7,0 7,1

Os métodos apresentaram ainda boa seletividade. Farmacos
pertencentes as principais classes que podem estar presentes,
concomitantemente, em produtos emagrecedores nao interferiram diretamente

na andlise dos adulterantes estudados. Mais que isso, trés destes farmacos
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ditos interferentes foram detectados no método CZE-C*D (fluoxetina,
paroxetina e anfepramona) e quatro no método IPC-PAD (bromazepam,
clonazepam, lorazepam e alprazolam) sendo possivel, portanto, a identificacao
deles nas amostras, embora os métodos ndo tenham sido validados para os
mesmos.

Em muitos casos de adulteracdo de produtos naturais se tem a
necessidade de empregar métodos que certifiguem a identificacdo do
adulterante, como a espectrometria de massas, por exemplo. Porém
equipamentos desse tipo costumam despender altos valores para aquisicao e
manutencdo dos mesmos, ndo sendo uma realidade na andlise de rotina da
maioria dos laboratérios. A disponibilidade de dois métodos diferentes, porém
equivalentes, pode ser a solucao nestes casos. Os métodos desenvolvidos
nesta pesquisa fazem uso de técnicas de separacao bastante acessiveis e que
podem, quando empregadas juntas, fornecer a confirmacdo requerida na
identificacdo dos adulterantes.



76

CONCLUSAO

O consumo de substancias emagrecedoras tem aumentado nos ultimos
anos como consequéncia dos padrdes culturais de beleza impostos pela
sociedade atual. Parte deste consumo é representado por farmacos de origem
sintética, mas o que tem chamado a atencdo é a procura por produtos de
origem natural. Acompanhando o aumento da procura por estas formulagdes
tem crescido também os relatos de casos nos quais estas formulacées sao
encontradas adulteradas com farmacos de origem sintética.

Neste contexto, tem se buscado identificar cada vez mais essas fraudes,
uma vez que estdo em desacordo com a legislacdo de muitos paises e, para
isso se faz necessario a disponibilidade de metodologias analiticas que
permitam investigar adulterantes pertencentes a diferentes classes
farmacoldgicas, tendo em vista que as possibilidades de adulteracdo sao
bastante amplas.

Este trabalho desenvolveu duas metodologias analiticas empregando
técnicas com alto poder de separacgao e seletividade. Os métodos foram ainda
acoplados a detectores de carater eletroquimico que oferecem alta
sensibilidade na medida. Portanto ambas as metodologias mostram-se aptas
para serem aplicadas na investigacao de adulterantes em formulagdes ditas
naturais.

O método por CZE-C'D permite a determinacdo simultinea dos
diuréticos amilorida, clortalidona, hidroclorotiazida e furosemida e do laxante
fenolftaléina como adulterantes em formulacdes fitoterapicas. Além disso,
possibilitou a deteccdo dos antidepressivos fluoxetina e paroxetina e do
anorexigeno anfepramona como possiveis interferentes.

O método por IPC-PAD permite determinar os diuréticos
hidroclorotiazida, clortalidona, furosemida, além de identificar os
benzodiazepinicos bromazepam, clonazepam, lorazepam e alprazolam.

Ainda nao havia na literatura metodologias analiticas que priorizavam a
determinacdo de diuréticos e laxantes na condicdo de adulterantes de

formulacbes farmacéuticas naturais. Os métodos desenvolvidos foram
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validados sob os parametros de especificidade, linearidade, precisao, exatidao,
limite de deteccao e de quantificacdo e robustez, apresentando resultados
dentro dos limites preconizados para a aplicagcdo dos mesmos.

Os métodos foram ainda aplicados na investigacao de 26 amostras reais
de produtos naturais para emagrecer. Em trés destes produtos foi identificada a
presenca ilegal do diurético hidroclorotiazida em concentragdes que variaram
de 0,6 a 7,0 mg/capsula. Além disso, outras cinco amostras ditas naturais
continham declarado no rétulo das embalagens a presenca dos diuréticos
sintéticos hidroclorotiazida ou furosemida.

Ainda nao existe uma regulamentacdo unificada estabelecida pelos
6rgaos governamentais para o controle de produtos fitoterapicos. Cada pais
tem a sua legislagao, porém a comercializacao destes produtos é globalizada.
Talvez por isso a adulteracdo de produtos naturais vem sendo uma pratica
recorrente em diversas partes do mundo. Logo, uma regulamentacéo efetiva
para os produtos de origem natural, pode resultar na reducao destas infracoes,
ou punicdo dos infratores, garantindo assim os direitos dos consumidores de
realizar um tratamento de qualidade, seguro e eficaz, sem prejuizo a saude.
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