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RESUMO: Ha relatos de farmacos sintéticos psicoativos, que possuem restricdes de venda e uso, ndo
mencionados na composi¢do de fitoterapicos emagrecedores comercializados livremente. Sendo necessario
identificar tais adulterantes, padronizou-se técnica em cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC) em
placa de silica gel para anorexigenos e coadjuvantes do emagrecimento (femproporex, mazindol, anfepramona,
fenfluramina, hidroclortiazida, furosemida, fluoxetina, benzocaina, diazepam, midazolan, flurazepam, bromazepam,
nitrazepam, clordiazepoxido, cafeina, fenolftaleina) para testar interferéncia analitica com fitofarmacos (carqueja,
clorella, fucus, centella, jurubeba, maracuja, alcachofra, gingeng, guarana, boldo, alcachofra, espinheira-santa,
espirulina, citrin extract, aloina, cascara sagrada, sene). Valores de Rf e cores desenvolvidas pelos farmacos e
fitofarmacos foram comparados, repetindo CCDC para mistura de possiveis interferentes. Concluiu-se que a
técnica é seletiva, rapida, simples e de baixo custo, podendo ser desenvolvida em qualquer laboratério analitico
para a identificagdo das substancias quimicas sintéticas em formulagdes de fitoterapicos.

PALAVRAS-CHAVE: CCDC; cromatografia; anorexigeno; fitoterapico; cromatografia; padronizagéo

ABSTRACT: There are reports of synthetic substances not mentioned in the composition of slimming
phytotherapics freely marketed being they responsible for the apparently miraculous effects of these formulations.
These substances act in the Central Nervous System (CNS) with sale and use restrictions. Due the need to identify
those adulterants, a comparative thin layer chromatography technique (TLC) was validated for drugs (1mg/mL in
methanol solution) used in the treatment of obesity (femproporex, mazindol, diethylpropion, fenfluramine,
hydrochlorotiazide, furosemide, fluoxetine, benzocaine, diazepam, midazolam, flurazepam, bromazepam,
nitrazepam, clordiazepoxide, caffeine, phenolphthalein). Analytical interference with 20 mg of standard phytodrugs
(Cynara scolynmus, Aloe vera, Peumus boldus, Baccaharis sp, Rhamnus purshiana, Centella asiatica, Garcinia sp,
Chorella pyrenoidosa, Maytenus ilicifolia, Spirulina maxima, Fucus sp., Paullinia cupana, Pfaffia paniculata,
Amorphophallus konjac, Solanum paniculatum, Passiflora alata Cassia angustifolia) extracted with 5 mL of
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methanol was tested. Analytical technique of TLC was developed in silica gel G60’s plate, 0.5 mm, 20x20 cm, with
mobile phase and sequence of detection reagents for substances of acid/neutral and basic characters. The Rf's
values and developed spot colors were considered. The procedure for the "natural products” was performed, whose
results were compared to the patterns, with repetitions for the suspicious products. It was concluded that the
technique is selective, fast and simple and have low cost. It could be developed at any analytic laboratory for the
identification of the synthetic anorexic drugs in phytomedicine composition.

KEYWORDS: TLC; chromatography; anoretic drug, phytotherapics, validation.

INTRODUGAO

A obesidade, no sentido estrito, consiste num aumento das reservas lipidicas armazenadas sob a forma
de triglicérides no tecido adiposo (ANDREOLLI et al, 2000). Estima-se que 40 milhdes de brasileiros sdo obesos, o
que constitui um problema de saude publica. Além disto, ha uma cobranga social por uma silhueta perfeita, que
deixa o individuo obeso com a auto-estima baixa e com disposigéo a fazer de tudo para perder peso (ZACHE et al,
2000). Dentre os varios tratamentos disponiveis, esta o uso de farmacos sintéticos e produtos naturais.

Relatos na literatura (CFF, 1997; VALLADAO & LISBOA, 1992) e através de observacdes pessoais,
percebe-se que a automedicagdo com “produtos naturais” emagrecedores tem aumentado consideravelmente nos
Ultimos anos, visto que a populagdo, em geral, acredita que estes medicamentos ndo trardo danos a saude.
Corrobora com esta crencga, a existéncia de propaganda enganosa de algumas industrias farmacéuticas que visam
ao lucro sem se preocupar com a saude publica. No entanto, conforme demonstrado por pesquisas, muitos
produtos vendidos como “naturais” mostram a adicdo, ndo declarada nas formulagdes, de substancias
anorexigenas sintéticas e coadjuvantes (benzodiazepinicos, antidepressivos) (CUNHA et al, 2000; ALMEIDA &
RIBEIRO, 1998; CHASIN et al, 1998; LUCAS et al, 1997; PERLINGEIRO et al, 1997; SANTOS et al, 1997;
CHAVES et al, 1994; NAPPO & CARLINI, 1993; NAPPO, 1992; AURICCHIO et al, 1991; ALMEIDA & RIBEIRO,
1999) inclusive, em produtos chineses tradicionais (RAY et al, 1999; CHANG et al, 2000).

Dentre os grupos de farmacos antiobesidade comercializados no Brasil (cartaticos/laxantes, hormdnios,
produtos naturais, anestésicos locais e aminas simpatomiméticas), este ultimo (farmacos anorexigenos sintéticos)
estdo freqlentemente envolvidas em abuso e, além de serem responsaveis pelos efeitos anorexigenos
miraculosos das formulagbes para emagrecer, possuem restricbes e contra-indicagées de uso, podendo levar a
tolerancia, dependéncia quimica e sindrome de abstinéncia (KOROLKOVAS & BURKHALTER, 1982; HARDMAN
& LIMBIRD, 1996).

Ha varios métodos e técnicas analiticas para identificacdo de substancias, os quais sdo escolhidos
avaliando desde fatores referentes a substancia (propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas) como também do
método (disponibilidade, simplicidade, viabilidade financeira, adequagéao técnica, dentre outros). Um método muito
usado para estudar a adulteracdo de fitoterapicos emagrecedores por farmacos anorexigenos e coadjuvantes
(benzodiazepinicos, diuréticos) é a cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), porque os farmacos
estdo na ordem de miligramas e por apresentar procedimentos analiticos mais rapidos, robustos, abrangentes, de
baixo custo e que vem auxiliando na identificagdo dos grupos de substancias supracitados (AURICCHIO et al,
1991).

Sabendo dos efeitos indesejados ja descritos que tais adulterantes podem causar, além da necessidade
de alertar toda a sociedade sobre os perigos advindos do uso e abuso de substancias psicoativas nas formulagdes
para emagrecimento, resolveu-se padronizar técnica analitica em CCDC para possibilitar o estudo da incidéncia
de adulterantes sintéticos em produtos fitoterapicos emagrecedores.
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METODOLOGIA

A anadlise cromatografica dos farmacos anorexigenos sintéticos e dos fitoterapicos baseou-se na
metodologia classica de CCDC descrita por MORAES, 1991 com adaptagéo. Para garantir a performance do
método, realizaram-se analises cromatograficas do farmaco sintético, do fitofarmaco de referéncia, da associagéo
de fitofarmacos e da associagdo de farmaco sintético com fitofarmacos. Utilizaram-se, como pardmetros de
validagdo, a comparagcdo do Rf (fator de retencdo) e da cor desenvolvida na sequéncia de reveladores

empregados para a detecgdo do perfil cromatografico do fitoterapico e dos padrées de farmacos sintéticos
analisados concomitantemente.

Para a analise dos farmacos sintéticos (femproporex, mazindol, anfepramona, fenfluramina, furosemida,
fluoxetina, benzocaina, diazepam, midazolam, flurazepam, bromazepam, nitrazepam, clordiazepéxido, cafeina),
cedidos gentilmente por industrias fabricantes com certificado de pureza, submeteu-se 20 pL da solugéo padrao
de 1 mg/mL em metanol a CCDC para farmacos de carater basico (anorexigenos sintéticos) e de carater
acido/neutro (benzodiazepinicos), conforme Figura 1. A sibutramina (Plenty®, Medley e Reductil®, Abbott) ndo foi
analisada por estar indisponivel no mercado (industrias e farmacias de manipulagédo) a época da pesquisa.

Farmacos sintéticos Seqiiéncia de Reveladores
1.  mazindol Padrao (*)
2. femproporex (1mg/ml em Metanol) Carater acido/neutro:
3. anfepramona 1. Luz UV (A=264nm)
4. fenfluramina 20uL 2. Cloreto férrico
5. hidroclortiazida l 3. Calor (105 °C)
6. furosemida 4. Reativo de Dragendorff
7. fluoxetina 5. Reativo lodoplatinado acido
8. benzocaina CCDC
9. diazepam Carater basico:
10. midazolam / \ 1. Luz UV (A=264nm)
11. flurazepam 2. Ninidrina/calor (105 °C)
12. bromazepam caréter caréter 3. Reativo de Forrest
13. nitrazepam 4cido/neutro basico 4. Reativo de Iodoplatinado
14. clordiazepoxido 5. Reativo de Dragendorff.
15. cafeina \ /
Medir Rf
Anotar cores desenvolvidas
Fase Movel: Carater acido/neutro: cloroférmio - acetona (9:1). Carater basico: acetato de etila — metanol — hidroxido de
amonio (85:10:5)

Figura 1. Condi¢des cromatograficas para analise dos farmacos sintéticos (padrdes, a esquerda), incluindo a seqiiéncia de
reveladores utilizados na revelagéo dos farmacos de carater acido e basico.

Aos fitoterapicos de referéncia (FR) adicionaram-se metanol (20 mg do produto com 5 mL de metanol)
para extrair eventuais anorexigenos sintéticos presentes, além de biomarcadores dos mesmos. Apds evaporagao,
adicionou 0,2 mL de metanol ao residuo para realizagdo da CCDC tanto para farmaco de carater acido/neutro
quanto para de carater basico, conforme a Figura 2. Os produtos de referéncia utilizados foram cedidos por uma
farmacia de manipulagéo conceituada com ISO 9002 e s&o eles: alcachofra (Cynara scolynmus), aloe (Aloe vera),
boldo (Peumus boldus Mol.), carqueja (Baccaharis sp), cascara sagrada (Rhamnus purshiana), Centella asiatica,
citrin extract (Garcinia sp), clorela (Chorella pyrenoidosa), espinheira santa (Maytenus ilicifolia), espirulina
(Spirulina maxima), Fucus sp., guarana (Paullinia cupana), ginseng falso (Pfaffia paniculata), glucomanan

(Amorphophallus konjac), jurubeba (Solanum paniculatum), maracuja (Passiflora alata) e sene (Cassia
angustifolia).
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FR Fitoterapico Referéncia (FR) Seqiiéncia de Reveladores
(20 mg)
I Alcachof Carater acido/neutro:
) cacholra 5 mL de metanol p.a. L. Luz UV (A=264nm)
2- Aloe Vortex 1 min 2. Cloreto férrico
3- Boldo Filtragdo com papel de 3. Calor (105 °C)
;1- gz?rqueja . filtro Whatman n° 1 451 geat@vo ]I)?gefdprff
- ascara sagrada 5 0 . cativo lodoplatinato
6- Centella asiatica v Evaporagio (BM 37°C) acido.
7- Citrin extract Residuo € 200 pL de metanol . .
8- Clorella Carater basico:
9- Espinheira santa L. Luz UV (A=264nm) .
10- Espirulina 20 uL 2. Ninidrina/calor (105 °C)
11- Fucus s 3. Reativo de Forrest
12- Glucomr;nan CCDC 4. Reativo Iodoplatinato
13- Guarand caréter 4cido/neutro e carater basico 5. Reativo Dragendorff.
14- Jurubeba
15- Maracuja )
16- Ginseng Medir Rf
17- Sene Anotar cor da mancha

Fase Moével: Carater acido/neutro: cloroférmio - acetona (9:1). Carater basico: acetato de etila — metanol —
hidréxido de aménio (85:10:5)

Figura 2. Condi¢des cromatograficas para analise dos fitofarmacos de referéncia (a esquerda), revelados com os mesmos
reveladores utilizados para os padrdes sintéticos (direita).

Os resultados (Rf e cores desenvolvidas) dos fitoterapicos de referéncia foram comparados com os dos
padrdes de anorexigenos sintéticos para verificar possiveis interferéncias, tais como sobreposicao de substancias
com Rfs idénticos ou similares e alteragdo da cor da mancha, que podem ocorrer na analise dos produtos ditos
“naturais”.

As placas cromatograficas utilizadas foram confeccionadas em suporte de vidro 20 x 20 cm, com
espessura de 0,5 mm de silica gel G60 (Merck). Para tal, preparou-se uma emulsdo com 40 g de silica, 80 mL de
agua destilada e 0,5 mL de etanol 96°GL que foi aplicada sobre 6 placas de vidro. Estas foram secas a
temperatura ambiente e, antes do uso, foram ativadas por 1 hora a 110 °C. A corrida cromatografica foi realizada
em cuba cromatografica DESAGA® e padronizada em 10 cm de altura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados cromatograficos (Rf e cores desenvolvidas) dos farmacos, tanto para os de carater
acido/neutro como para os de carater basico, estao dispostos nas tabelas 1 e 2. Foram feitas repeticbes da CCDC
para os farmacos sintéticos (n=10, para os de carater basico e n=8, para os de carater acido/neutro) o que
possibilitou a obtengdo de Rf mediano e da cor desenvolvida.
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Tabela 01. Rf e cor desenvolvida para os farmacos de farmacos de carater basico, conforme o revelador
empregado (Mediana, N = 10).

Reveladores

Farmaco Luz UV Ninidrina/Calor | R. Forrest R. lodoplatinato | R. Dragendorff
0,13 0,11 0,11 - -
Furosemida
azul rosa vermelha
- 0,51 - 0,51 0,51
Fluoxetina
roxa branca branca
- 0,58 - - -
fenfluramina
roxa
- 0,77 - - -
Mazindol
vermelha
0,96 0,96 0,96 0,96 0,96
anfepramona
marrom amarela laranja rosa laranja
- 0,95 - - -
femproporex
roxa
0,96 0,96 - -
Benzocaina
amarela vermelha

Legenda: (-) = ndo detectado.

Tabela 02. Rf e cor desenvolvida para os farmacos de farmacos de carater acido/neutro, conforme o revelador
empregado (Mediana, N=8).

Farmaco REVELADORES
Luz U.V. | Cloreto férrico Calor R. Dragendorff | R. lodoplatinato acido
0,20 - - 0,20 0,20
bromazepam
azul marrom roxa
- - 0,45 0,45
cafeina
- marrom roxa
- - - 0,14 0,14
clordiazepoxido
marrom roxa
0,75 - 0,75 0,75
diazepam
incolor marrom roxa
- 0,04 0,04 0,04 0,04
furosemida
castanha Cinza cinza cinza
0,10 0,10
flurazepam
marrom marrom
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- - 0,25 0,25

midazolam
- marrom roxa
0,54 - - 0,54 0,54

nitrazepam
marrom marrom Roxa

Legenda: (-) = ndo detectado.

Apesar de alguns Rfs iguais (anfepramona e benzocaina) ou bem proximos (anfepramona,
benzocaina e mazindol), a identificagao destas substancias foi possivel devido a diferenga nas cores da mancha
apresentada em cada revelador e/ou na seqiiéncia de reveladores utilizados.

Para fazer a discriminacao de resultados foram analisados os Rfs e a coloragdo das manchas
desenvolvidas nos respectivos reveladores, devendo haver coincidéncia de resultados em toda a sequéncia de
reveladores. Por isso, ndo se fez comparagao especifica entre produtos naturais e padrdes sintéticos que
apresentaram discrepancia de resultados (seletividade existente), ou que desenvolveram manchas de cores
diferentes nos mesmos reveladores, mesmo que obtivessem o mesmo Rf.

Durante as comparacgdes de resultados, consideraram-se apenas os fitoterapicos de referéncia que
apresentaram resultados proximos aos dos padrdes de farmacos sintéticos. Nestes casos, foram feitas novas
aplicagdes visando a identificagdo precisa. Este procedimento de repeticdo da andlise ndo é adequadamente
descrito por outros trabalhos que utilizaram a cromatografia em camada delgada (SANTOS et al, 1997;
AURICCHIO et al, 1991). Apesar de alguns fitofarmacos (carqueja, guarana, espinheira santa, espirulina, aloina,
cascara sagrada) terem apresentados Rfs proximos aos de farmacos sintéticos (mazindol, anfepramona,
furosemida, fluoxetina, midazolam, nitrazepam e bromazepam) ndo ocorreu interferéncia analitica apreciavel, ja
que as manchas dos fitoterapicos ndo possuem comportamento igual a dos padrées sintéticos frente a
seqUéncia de reveladores.

Neste trabalho, a separagao e identificagdo de biomarcadores dos produtos fitoterapicos néo foi
almejado. As condi¢des cromatograficas tinham que ser adequadas apenas para a separagéo e identificacéo dos
contaminantes anorexigenos sintéticos.

Por fim, primou-se por escolher técnica simples, rapida e de baixo custo que possa ser utilizada em
outros laboratérios com o objetivo de auxiliar na triagem de adulteragéo de fitoterapicos emagrecedores, visto
que a maioria dos outros trabalhos utilizou técnicas mais dispendiosas como espectrofotometria UV/Vis
(CHAVES et al, 1994), cromatografia liquida de alta eficiéncia (ALMEIDA & RIBEIRO, 1999), cromatografia
gasosa (LUCAS et al, 1997; CHANG et al, 2000) e eletroforese capilar (RAY et al, 1999).

A adaptagao da técnica analitica para obtencao de extratos de padrbes de fitoterapicos e de
“produtos naturais” com uso do metanol mostrou-se adequada, visto que o objetivo era analisar a interferéncia de
substancias presentes nestes produtos com os padroes de farmacos sintéticos soltveis em metanol.

CONCLUSAO

A técnica em CCDC mostrou-se reprodutivel, robusta, abrangente, precisa e de facil execugéo,
sendo adequada para procedimentos de triagem de adulteragdo de produtos naturais por farmacos
sintéticos.

A interferéncia dos fitofarmacos na analise dos farmacos sintéticos € desprezivel e, uma vez
suspeita, deve-se buscar confirmagdo por outras técnicas e/ou outros métodos de analise — incluindo
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG).
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