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Resumo. Este trabalho descreve o comportamento cromatografico do medicamento nimorazol em associagdo
empregando dois adsorventes, vinte e sete fases moéveis e quatro agentes de deteccdo. Nestas condi¢des, a
cromatografia em camada delgada permitiu a separacdo e identificacdo dos farmacos nimorazol, cloranfenicol e
nistatina utilizando uma técnica simples, eficaz e de baixo custo.

Palavras-chave: Nimorazol, cromatografia em camada delgada, separagéo e identificacéo.

Abstract. This paper describes the chromatographic behavior of nimorazole combined medicine employing two
adsorbents, twenty-seven four mobile phases and detection agents. Accordingly, the thin layer chromatography allowed
the separation and identification of drugs nimorazole, chloramphenicol and nystatin using a simple, effective and
inexpensive technique.
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Introducéo

Os agentes quimioterapicos, da classe dos Freydiere, 1979). Estudos in vitro sugerem que esse
nitroimidazolicos apresentam atividade amebicida, farmaco em combinacdo com radiagcdo, pode atuar
giardicida, tricomonicida (Brunton et al., 2012). sobre células hipéxidas em tumores para aumentar
Possuem relevancia médica no combate as aresposta a terapia antineoplasica (Henk, 2003).
doencgas endémicas no Brasil e em todo mundo, A producd@o dos medicamentos € garantida
particularmente em locais de superpopulacdo, pelo controle de qualidade, que deve garantir a
pobreza e baixas condi¢cdes de higiene (Lima,1992, identidade, o teor e a pureza dos medicamentos que
Sanyal, 1995, Rang & Dale, 2011). Muitos desses sd@o produzidos. Os testes oficiais de identificacdo
farmacos apresentam-se associados a outros embora especificos, nem sempre sdo suficientes
farmacos, como antibidticos e antifingicos. para estabelecer prova de identidade absoluta. Por

O mecanismo de acdo dessa classe de outro lado, estes testes, de maneira geral ndo sdo
medicamentos esta associado ao grupo nitro, que aplicaveis a misturas de substancias e quando os
se comporta como aceptor de elétrons para sdo apresentam um alto custo devido ao fato de
proteinas transportadoras de elétrons. As formas serem utilizados equipamentos sofisticados.
reduzidas produzem lesbes bioquimicas, tais como A cromatografia em camada delgada (CCD)
a perda da estrutura helicoidal do DNA, ruptura do é uma das técnicas mais utilizadas para a
corddo e inibicdo resultante da sintese de &cidos separacdo e identificacdo de produtos sendo
nucléicos, que leva & morte da célula do protozoario amplamente empregada para o controle de
(Brunton et al., 2012). gualidade analitico (Collins, 2006; Valladdo, 2008;

O nimorazol, embora possua atividade para  Farmacopeia Brasileira, 2010, Yano, 2011, Kogawa,
protozodrios, apresenta interesse clinico para as 2013). A técnica permite a deteccao de substancias
atividades radiosensibilizantes (Lau et al.,, 1992, que podem estar associadas a outros principios
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ativos, bem como produtos de degradacdo de
principios ativos, produtos de sintese, solventes
residuais, etc. A grande vantagem da CCD é que
trata-se de uma técnica simples, flexivel e de baixo
custo (Collins, 2006; Valladao, 2008).

O nimorazol, apresenta-se associado a
outros farmacos, sendo desta maneira, essencial a
sua separacgdo para posterior determinagdo. Nao ha
relatos de trabalhos envolvendo a identificacdo do
nimorazol em produtos farmacéuticos. Os artigos
disponiveis na literatura tratam de féarmacos
relacionados, da classe dos imidazdlicos, e que
utilizam técnicas instrumentais, necessitando de
equipamentos sofisticados, (Begg & Grimmet, 1972,
Kamel & Maksoud, 1984, Patel et al., 1998, Kulik, et
al., 2011). Dentro desse contexto, o trabalho buscou
estabelecer uma metodologia simples, eficiente e de
baixo custo para a separacdo e identificacdo do
nimorazol em preparagfes farmacéuticas utilizando-
se a cromatografia em camada delgada.

Métodos

Farmacos

referéncia
Foram utilizados como padr@es os farmacos

empregados como substancia de

nimorazol, cloranfenicol e nistatina, de grau
farmacéutico, fornecidos pelas industrias
farmacéuticas.
Preparacdes comerciais

Comprimidos contendo nimorazol em
associacdo foram obtidos no comércio. Os

comprimidos apresentaram 0,250g de nimorazol,
0,250g de nistatina e 100.000 Ul de cloranfenicol.

Preparo das amostras

Os comprimidos contendo nimorazol foram
pesados individualmente, calculado o peso médio
dos mesmos e entdo triturados e homogeinizados
(Farmacopeia Brasileira, 2010).

Uma amostra correspondendo a 1,0 g de
nimorazol foi pesada e tratada com
aproximadamente 40,0 mL de metanol (Synth)
durante 30 minutos em frasco envolto com papel
aluminio em agitador magnético. Em seguida,
filtrou-se para baldo volumétrico e completou-se o
volume para 50,0 mL, obtendo-se solugbes com
20,0 mgmL™* de nimorazol. Um volume de 5 pL foi
aplicado nas cromatoplacas fornecendo uma
concentracdo de 100 pg de nimorazol por mancha.

Preparo dos padrdes

Foram preparados solugbes a 1% em
metanol (m/v) dos farmacos padréo (nimorazol,
cloranfenicol e nistatina).

Adsorventes e preparo das camadas

Os adsorventes utilizados foram a silica gel
G (Merck) e a celulose microcristalina (Merck). As
camadas foram preparadas em espalhador
(Desaga), sobre placas de vidro 20x20cm. Apoés
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terem sido preparadas, as camadas foram secas ao
ar livre e entdo ativadas a 105°C — 110°C por 30
minutos no caso da silica gel G e por 10 minutos, no
caso da celulose microcristalina.

Fases moveis

As fases moéveis utilizadas (grau analitico, Synth),
em desenvolvimento unidimensional ascendente
simples, em cadmara saturada, foram:

cloroférmio: metanol: 4gua (20:22:10)
n-butanol: agua: acido acético (200:200:05)
acetato de etila: metanol (100:15)

n-butanol: acido acético: agua (03: 03: 01)

n- butanol: acido acético: agua (12: 03: 05)
n-butanol: etanol: agua (4:1:5)

n-butanol: piridina: 4gua (1:1:1)

cloroférmio: metanol (9:1)

cloroférmio: metanol: acido férmico (90:5:5)
cloroférmio: metanol: acido férmico (90:10:5)
cloroférmio: metanol: acido formico (90:12:5)
cloroférmio:metanol:hidréxido de amaonio
(75:25:1)

n-butanol: propanol: agua (25:50:25)
cloroférmio: metanol (98:2)

benzeno: acetona (3:2)

hexano: acetona: etanol (19:6:1)

metanol: isopropanol (7:3)

cloroférmio: acetona: metanol (17:5:1)
metanol:acetona (1:1)

cloroférmio: dietilamina (9:1)
cloroférmio:etanol.dietilamina:agua (80:10:10:1)
acetato de etila:hidréxido de aménio:metanol
(10:1:2)

benzeno: metanol (7:3)

tolueno: metanol (7:3)

cloroférmio: metanol: agua (180:15:1)

acetona

acetato de etila: dietilamina (19:1)

Agentes reveladores

Foram utilizados os agentes reveladores:

Luz ultravioleta (onda curta e longa)

Solucdo etandlica de acido fosfomolibdico a
5,0% (m/v) seguida de aquecimento a + 105°C;
Solucdo a 5,0% (v/v) de anisaldeido em
metanol contendo 5,0% (v/v) de acido sulfurico;
Solucdo sulfdrica de dicromato de potassio a
5,0% seguida de aquecimento a * 105°C
durante 30 minutos (placas de Silicagel GFs4)
e 90°C durante 2 minutos (placas de celulose
microcristalina).

Aplicacdo das amostras e padrdes

Foram utilizadas micropipetas de 5uL das
solugbes padrdo e amostras. As diferentes solucdes
foram aplicadas na linha de partida localizada a 1,5
cm da borda inferior da cromatoplaca e distanciadas
1,5 cm entre si. O desenvolvimento foi ascendente
simples, num percurso de 10 cm.
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Resultados e discusséo

A identificacao de farmacos em preparacées
farmacéuticas sdo ensaios fundamentais no controle
de qualidade, tendo como principal requisito, a
especificidade. = A monografia para o farmaco
nimorazol matéria prima esta disponivel na
farmacopeia italiana (Farmacopea, 1996) e €
necessario realizar dois ensaios para garantir a
identificacdo do farmaco além de serem necessarias
varias etapas para sua realizacdo, o que se perde
em especificidade, principalmente em amostras
complexas como comprimidos contendo mais de um
farmaco, além dos excipientes presentes.

Os resultados obtidos com as fases moveis,
com excec¢do da fase moével nimero 17 (metanol:
isopropanol), foram vélidos apenas para nos
direcionar quanto a fase estacionaria e aos agentes
reveladores, pois nenhuma delas merece destaque
esquematico porque as separacles efetivas foram
obtidas de forma isolada. Quando se

cromatografava a mistura de farmacos havia
superposi¢do das manchas.

Com relacdo as fases estacionarias, as
cromatoplacas de celulose, embora em alguns
casos tenha apresentado resultados satisfatérios
para o nimorazol, quando associados aos outros
farmacos, ndo o foram, além do tempo de
desenvolvimento ser relativamente maior (20-40
minutos para a silicagel GF,s, e 90-110 para a
celulose).

O resultado de algumas das fases moveis
utilizando a silica gel GF,s4 € mostrado na Tabela 1.

A maior dificuldade no processo de
separacdo dos farmacos entre si foi com relacédo a
nistatina, pois as manchas apresentavam-se
difusas, com extensa cauda. A nistatina ndo pode
ser evidenciada pela luz UV quando utilizou-se as
fases moéveis 25 e 26, provavelmente em funcéo da
concentracdo aplicada, que foi equivalente a que
aparece nos comprimidos.

Tabela 1. Valores de Rf para algumas das fases moéveis utilizadas com as fases estacionarias de silica gel GF2s4

Fase moével Farmacos Valores de RF

0,80
Nimorazol 0,71
1 Cloranfenicol 0,22
Nistatina 0,25
0,95
0,83
Nimorazol 0,0
12 Cloranfenicol 0,64
0,0
Nistatina 0,62
0,94
0,54
0,74
Nimorazol 0,0
13 Cloranfenicol 0,35
Nistatina 0,43
0,45
0,53

0,15 (c)
Nimorazol 88
14 Cloranfenicol 0 ;17
Nistatina 061
0,71

Nimorazol 0’3(’)70(0)
15 Cloranfenicol 037
N 0,0
Nistatina 0.67
0,01
0,0
Nimorazol 0,08
. 0,15
16 Cloranfenicol 0.0
Nistatina 0.10
0,20
0,32
Nimorazol 0,35
17 Cloranfenicol 0,55
Nistatina 0,05

68



Vallad&o et al. Separacao e identificacdo do farmaco nimorazol em comprimidos por cromatografia em camada delgada

Das fases moveis estudadas, a Unica que
apresentou uma boa separagéo, tanto dos farmacos
isolados, quanto dos farmacos associados nas
prepara¢des comerciais, sendo inclusive promissora
para estudos quantitativos foi a fase maével 17
(metanol: isopropanol; 7:3), como pode ser visto na

Figura 1, uma vez que as manchas se apresentam
suficientemente separadas e uniformes em forma e
dimenséo. Os valores de Rf para a fase mével 17
sdo: 0,05 para a nistatina; 0,35 para o nimorazol e
0,55 para o cloranfenicol.

1 2 3

<X

Figura 1. Representagdo do cromatograma obtido em camada de silica gel GF2s4 pelo sesnvolvimento da fase moével n°
17 (metanol: isopropanol; 7:3),e revelado pela luz UV. B) Branco; 1) amostra comercial; 2) amostra comercial;

3)nimorazol; 4)nistatina e 5) cloranfenicol.

Com relacéo aos reveladores, a Tabela 2 mostra as
cores obtidas das manchas, evidenciando que a luz
ultravioleta é o melhor método para revelacdo, ndo
destruindo a amostra, 0 que a torna promissora em
estudos quantitativos. Outra vantagem da utilizacdo

deste método de revelacdo é o fato de ndo usar
reagentes, o que diminui 0s gastos huma analise.

Quanto a cromatografia, embora haja
necessidade de um padrdo especifico para
comparacdo, € uma técnica bastante (til para a
analise qualitativa de farmacos. O trabalho permitiu
a deteccdo do nimorazol associado a outros
farmacos em comprimidos, além de ser uma técnica
de baixo custo, r4pida, simples e acessivel a todos
os laboratorios.

Tabela 2. Cores das manchas das solu¢des padréo de principios ativos contido no medicamento estudado frente aos
diferentes reveladores utilizados (diferentes adsorventes e fases méveis)

Farmaco Ag. Rev. 1 Ag. Rev. 1 Ag. Rev. 2 Ag. Rev. 2 Ag. Rev. 3 Ag. Rev. 3
GF2s4 celulose GFas4 Celulose GFs4 celulose

Nimorazol violeta violeta amarela amarela castanha castanha
Nistatina parda azul claro cinza escuro cinza escuro castanha castanha
Cloranfenicol violeta violeta cinza cinza castanha castanha

Agente revelador (Ag. Rev.). Ag. Rev. 1: luz ultravioleta, ondas curtas e longas; Ag. Rev. 2: acido fosfomolibdico; Ag.

Rev. 3: dicromato de potassio.

Concluséo

Com a cromatografia em camada delgada,
utilizando o desenvolvimento ascendente simples foi
possivel separar e identificar os farmacos nimorazol,
cloranfenicol e nistatina quando se apresentam
associados em comprimidos. Verificou-se que
dependendo do (s) farmaco(s) em estudo, podem
ser selecionadas outras fases moveis e, optar-se
por diferentes reveladores, o que faz com que
possamos adequar o processo as disponibilidades
do laboratério de trabalho.

Ainda, utilizando-se as fases moveis e
estacionarias adequadas é possivel associar a
cromatografia em camada delgada a outras
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técnicas, como por exemplo, a espectrofotometria, e
tentar a quantificac@o desses farmacos.
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