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RESUMO

A espécie Uncaria tomentosa (Rubiaceae) é reconhecida por diversos povos sul-
americanos, devido a sua importancia etnofarmacoldogica. Na sua maioria, o0s
estudos realizados com U. tomentosa empregam como matéria prima vegetal a
casca, devido a fracao rica em alcaldides. Entre os constituintes quimicos relatados
para a es pécie destacam-se os flavondides, triterpenos e al caldides, aos quais é
atribuido um numero significativo de propriedades terapéuticas. A escassez de
metodologias analiticas para o doseamento do teor de alcaldides de U. tomentosa
motivou a realizagdo do presente trabalho, que visa a validacdo de m etodologia
analitica para matéria prima vegetal (DVSM), extrato seco (ESC) e c apsulas
contendo extrato seco de Uncaria tomentosa DC. O estudo propds a utilizagao de
metodologia espectrofotométrica e c romatografica para a qu antificacdo de teores
totais de alcaldides. Para fins de identificacdo da espécie foram utilizados métodos
cromatograficos por CCD, preconizados para flavondides e alcaldides. O perfil por
CCD encontrado para a D VSM, liofilizado e E SC foi diferente do r elatado na
bibliografia. O teor de alcaléides do extrato seco comercial (ESC), utilizando método
espectrofométrico foi de 8,41 mg/g, apresentando uma taxa de recuperacéo de
100,45%. Paralelamente, foi desenvolvido e v alidado um método de analise por
CLAE para o E SC, que per mitiu a qu antificacdo da fracdo alcaloidica, expressa
como isomitrafilina. O teor de a Icaldides totais encontrado foi de 14,58 mg/g e
apresentou taxa de recuperacdo de 99,95 a 100,44%. No teste de r obustez do
método analitico por CLAE, o ESC apresentou variagdes significativas com a
variacédo do pH e da temperatura. O ESC contido em capsulas de gelatina foi testado
quanto a estabilidade térmica, por um periodo de 90 dias, a50 + 2 °C € 90 £ 5% de
umidade relativa. O perfil de alcaléides totais foi obtido por CLAE e aos er
comparado com o E SC, nédo exposto a condigbes extremas, apresentou teores
equivalentes, porém, com mudanca no pe rfil dafragao alcaloidica, o qu e pode
caracterizar produtos de degradacao. Um perfil similar foi observado quando o ESC
foi exposto a luz UVC por 90 dias.

Palavras-chave: Uncaria tomentosa, casca, extratos, alcaloides, flavonoides,
meétodos espectrofotométricos, CLAE, estabilidade.






ABSTRACT

VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS FOR THE ANALYSIS OF THE
Uncaria tomentosa (WILLD) DC RAW MATERIAL, DRIED EXTRACT AND
GELATIN HARD CAPSULES CONTAINING IT

Uncaria tomentosa DC (Rubiaceae; cat’s claw) is a climbing bush widespreads in the
tropical South American countries, in which its etnopharmacological importance is
largely recognized. The m ain phytochemical studies on U. tomentosa revealed a
meaningful alkaloid fraction in its aerial parts and especially on its bark. Besides that,
other relevant components were also isolated from its bark, including flavonoids and
triterpenes, to which several pharmacological properties were formerly ascribed.
Notwithstanding the crescent importance in the research of novel drugs, it is to
denote the lack of official and validated analytical methods intended for the
determination of the alkaloids content in U. tomentosa. Thus, the aim of this work
was the development and v alidation of analytical method which allow the analysis
and content determination of the main alkaloids in the vegetal raw material (DVSM),
a commercial dry extract as well as in gelatin hard capsules containing it. For this
purpose, a spectrophotometric method and a chromatographic one were developed
and afterwards validated. In both cases the total alkaloids content was expressed as
isomitraphiline (reference standard). The identification by CCD analysis was carried
out on basis to several methods related earlier in the literature for flavonoids and
alkaloids. In general, the comparison from CCD profiles of genuine samples of U.
tomentosa bark depicted in the literature, DVSM, dry extract and ESC profiles led to
partial dissimilar results, which reinforce the need of additional efforts in this way. The
alkaloids content calculated spectrophotometrically for the commercial dry extract
(ESC) was 8,41 mg/g, with a recover of 100,45%. For the HPLC method, the total
alkaloids content correspond to the sum of the area under the peaks previously
characterized as alkaloids. The alkaloids content calculated for the same extract by
HPLC was 14.58 mg/g, with a recover rate of 99,95 to 100,44%. The method as a
whole fulfills the usual ICH validation requirements. The stability test under stress
conditions of pH and temperature for the ESC presented a significant variation of the
individual area of some peaks. The or iginal peaks assigned to isomitraphiline,
pteropodine and isopteropodine showed a decrease in intensity and a ¢ oncomitant

appearance of new peaks, originated from breakdown process presumably.

XV



A similar profile was observed by exposing ESC samples to the wave short UV

radiation during 90 days. There are also evidences in favor of degradation signals in
non-treated ESC samples.

KEY WORDS: Uncaria tomentosa, bark, extracts, flavonoids, spectrophotometric
methods, CLAE, validation, stability.
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1. INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA




O uso de fitoterapicos revelou um aumento a partir dos anos setenta em
diversos paises ocidentais, entre eles os EUA, Franca e Alemanha, o qual também
tem se refletido no Brasil. Este fenbmeno pode ser atribuido a varios fatores, entre
0s quais, o custo elevado que o tratamento pela medicina oficial vem representando
para alguns segmentos das ociedade menos favorecidos, ac onsolidagdo de
técnicas analiticas e o fortalecimento da tecnologia farmacéutica dos fitofarmacos,
no ambito nacional (ELISABETSKY, 1987).

A legislacdo sobre plantas medicinais e p rodutos fitoterapicos € objeto de
discussdo em quase toda a A mérica Latina. A legislagdo brasileira define como
medicamento fitoterapico “todo produto tecnicamente obtido e el aborado
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, com finalidade
profilatica, curativa ou para fins de d iagnéstico, com beneficio para o usuario®.
Através da Resolugdo — RDC n°® 17/2000, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) estabeleceu normas especificas para or egistro de m edicamentos
fitoterapicos, classificando-os como medicamento fitoterapico novo, similar ou

tradicional.

Com vistas para este cenario, a industria farmacéutica de fitoterapicos vem
procurando se adequar as novas tendéncias mediante o d esenvolvimento de
produtos quer efltam os avangos cientifico-tecnoldgicos, inerentes ao
reconhecimento dos fitoterapicos como medicamento. Junto com essa expansao no
arsenal terapéutico brasileiro, cresce também a preocupac¢ado com as condi¢cdes que
assegurem a qu alidade dos produtos e insumos fitoterapicos através de t écnicas
modernas e ef icientes (SILVA, 1999). Um dos primeiros passos para garantir a
qualidade € a validagcdo dos métodos analiticos aplicados ao controle das matérias-
primas, produtos intermediarios e produto final (PETRY, 1999), a qual é inerente ao

desenvolvimento e otimizacado do préprio método analitico.

As principais dificuldades encontradas no des envolvimento, otimizacdo e
validacdo de métodos analiticos sdo a necessidade de estes apresentarem
especificidade e a propria escassez de metodologia analitica validada ou oficial que
sirva como método de referéncia para o desenvolvimento de outros métodos, novos

ou alternativos. Alia-se a isto of ato de muitas substancias utilizadas como



marcadores, presentes ou nao no farmacdégeno, ndo serem, necessariamente
aquelas responsaveis pela agado farmacologica pretendida (ORTEGA, 1993). Essa
ultima situagéo é bastante frequente no caso das plantas medicinais originadas da
tradicao etnofarmacoldgica dos povos indigenas sul-americanos e que fazem parte,

de forma isolada ou em associagao, da composic¢ao de diversos fitoterapicos.

Entre as plantas medicinais advindas da h eranga sociocultural encontra-se
Uncaria tomentosa DC. (unha-de-gato) (SIMOES ec ol., 2003). Os Incas
beneficiaram-se dos principios ativos da unha-de-gato e a usaram no tratamento de
artrite, gastrite, reumatismo e inflamagdes em geral. No Brasil é utilizada também em
pacientes imunodeprimidos, tendo sido registrado por laboratérios de produtos
naturais, como medicamento imunoestimulante. Contudo, ndo se tem conhecimento
de estudos analiticos aprofundados e/ou validados destinados ao doseamento dos
principios ativos (REINHARD, 1999).

O presente trabalho de dissertagdo objetiva ao desenvolvimento e a validagao
de metodologia analitica aplicados a m atéria-prima de origem vegetal, ao extrato
seco e as capsulas duras de gelatina contendo extrato seco de Uncaria tomentosa
DC.



2. OBJETIVOS







2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e v alidar métodos analiticos para matéria-prima de or igem
vegetal, extrato seco e capsulas duras de gelatina contendo extrato seco de Uncaria

tomentosa DC.

2.2. Objetivos Especificos

a) Estabelecer critérios dei dentificacdo e dec aracterizagdo por métodos
cromatograficos (CCD e C LAE) para a e spécie Uncaria tomentosa DC e do
farmacogeno (casca), tendo como referéncia os perfis cromatograficos das
fracdes alcaloidica e flavonoidica;

b) Estabelecer e padr onizar um método de extragcdo, selecionando um sistema
liquido de extracdo que priorize a extragao dos alcaldides, visando a preparacao
de amostras liofilizadas para fins analiticos;

c) Desenvolver ev alidar método espectrofotométrico no ultravioleta para a
determinacao do teor de al caldides totais e da f racdo alcaloidica presentes na
matéria-prima, no extrato seco obtido comercialmente e em capsulas duras de
gelatina contendo extrato seco de Uncaria tomentosa;

d) Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para a determinagao do teor de alcaldides na matéria-prima, no extrato seco e
em capsulas contendo extrato seco de Uncaria tomentosa;

e) Realizar testes preliminares de estabilidade térmica e por luz UVC, com o intuito
de estabelecer critérios que i ndiquem processos de degr adacdo para os
principais alcaldides detectados por CLAE;

f) Propor uma metodologia geral para o es tabelecimento de pr otocolos de
validacdo de métodos analiticos similares, a s erem adotados pela industria

patrocinadora da mestranda.






3. REVISAO DA LITERATURA







3.1. Aspectos Botéanicos

Uncaria tomentosa DC. é um a espécie nativa da floresta Amazbnica ede
outras regides tropicais da América do Sul e Central, pertencente a familia
Rubiaceae, género Uncaria. Este género reune cerca de 50 a6 0 espécies
(ALONSO, 1998). E um arbusto trepador, que cresce apoiado aoutras arvores,
podendo atingir até 30 m de comprimento.

Apresenta folhas pecioladas, pareadas, ovais ou oblongas acuminadas, de
consisténcia membranosa, de c oloragdo verde claro com presenga de estipulas
interpeciolares e espinhos axilares macigo-lenhosos levemente curvados. Os talos
finais sdo felpudos; na base dos ramos ha um par de es pinhos em forma de
esporao, de uns dois cm de comprimento. As inflorescéncias sdo esféricas de 1,5 a
2 cm, pedunculadas sozinhas, ou as vezes em ramos que nascem nas axilas da
base dos peciolos. As flores sdo numerosas e p equenas, com auséncia total de
pélos e sem peciolos. O pedicelo é curto; o calice e a corola sdo tubulares (PENA e
col., 1998).

Os frutos sédo capsulas unidas, bicarpelares. As sementes sdo em forma de
asa, bicaudadas e numerosas (PENA e col., 1998). Seu caule tem textura fibroso-
laminar, coloracdo mesclada de marrom avermelhado e creme, tem a peculiaridade
de armazenar agua para satisfazer suas proprias necessidades vitais. As raizes séao

cilindricas e tem segmentos papilosos (ALONSO, 1998; figura 1).

O nome vem da semelhanga de seus espinhos com as unhas do gato, sendo
conhecida em diversos paises através de nomes populares, tais como cat’s claw,
ufa-de-gato, paraguayo, garabato, garbato-casha, tambor-huasca, ufia-huasca, ufia-
de-gavilan, hawk’s claw, saventaro, cip6-de-gato e arranha-gato (KEPLINGER e
col., 1999).
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Figura 1. Aspectos das partes aéreas da espécie Uncaria tomentosa DC. (ALONSO,
1998).

3.2. Aspectos Etnobotanicos e Etnofarmacolégicos

O género Uncaria apresenta algumas espécies com uso referenciado na
medicina tradicional de diversos paises (tabela 1). No Brasil, a Uncaria tomentosa é
recomendada na medicina popular como analgésico, antiinflamatério, antitumoral,
antiviral, citoprotetor, citostatico, depurativo e di urético (DUKE e col., 1994). Na
Colébmbia, ainda é usada em casos de disenteria e gonorréia (LAUS e col., 1994).
Algumas comunidades indigenas peruanas, além de alguns dos usos acima, utilizam
a Uncaria tomentosa como contraceptivo, anti-hemorragico e ant iasmatico
(KEPLINGER e col., 1999).
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Tabela 1. Espécies do género Uncaria e seus respectivos usos populares.

Espécie Uso popular

Uncaria gambir Antidiarréica

Uncaria perrottetti Antioxidante

Uncaria sinensis Antitérmica

Uncaria homomalla Depurativo do sangue

Uncaria longiflora Anti-reumatica e hipotensora

. Antioxidante e inibidora da

Uncaria rynchophylla ~ .
agregacao plaquetaria

Uncaria guianensis Antiinflamatéria

Fonte: Reinhard, 1999

Unha-de-gato consta no C atalogo de Plantas Uteis da A mazénia Peruana
(MINISTERIO DE EDUCACION, 1995), onde s&o relacionados usos no tratamento
das inflamagdes da pel e e das mucosas (abcessos cuténeos, ulceras gastricas,
gonorréia, inflamacgdes urinarias), de dores articulares (artrite, reumatismo, dores nos
membros), disturbios hepaticos e digestivos (colite, cirrose, diarréia, disenteria) e

como estimulante geral.

De todas as espécies do Género Uncaria, a U. tomentosa e U. guianensis sao
as espécies com o maior numero de oc orréncias nas literaturas etnobotanica e

etnofarmacologica (tabela 2).

Dentre as atividades relatadas para as espécies do gé nero Uncaria,
destacam-se as potenciais atividades imunomoduladoras, antimutagénicas,
antiinflamatorias, antivirais, depressoras do s istema nervoso central e di uréticas
(ALONSO, 1998).
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Tabela 2. Principais referéncias bibliograficas sobre aspectos etnoboténicos e
etnofarmacoldgicos relativos as espécies tomentosa e guianensis.

Espécie estudada Autor e data da pesquisa

Hemingway e Phillipson, 1974; Phillipson e col.,
1975; Montenegro e col., 1976; Cerri e col., 1988;

Uncaria tomentosa Aquino e col., 1990; Rizzi e col., 1993; Keplinger e

col., 1994.

Hemingway e Phillipson, 1974; Phillipson e col.,
Uncaria guianensis 1975; Montenegro e col., 1976; Wagner e col.,

1985.

Cabe citar que v arios autores acreditam na det urpagdo de al gumas das
informacdes etnofarmacoldgicas, uma vez que a diferenciacdo botanica entre as
espécies U. tomentosa e U. guianensis € tida como problematica, pela sua
semelhanga morfologica.

3.3. Aspectos Farmacoloégicos

Entre os primeiros estudos farmacolégicos de U. tomentosa relata-se uma
atividade antiinflamatéria moderada, associada a fracdo rica em esterdis,
principalmente, p-sitosterol, estigmasterol e campesterol (SENATORE e col., 1989).
Posteriormente, essa atividade foi relacionada aos heterosideos do acido quinévico
e aos alcaloides. Um extrato rico em heterosideos mostrou atividade antiinflamatoria
por via oral, usando o modelo do edema de pata induzido por carragenina em ratas,
produzindo uma inibicao de 87,2% com doses de 0,16 mg/kg. Porém, na atualidade
os dados farmacoldgicos disponiveis parecem indicar que essa atividade biologica é
devida a acgédo sinérgica de diversos compostos presentes na mesma (AQUINO e
col., 1991).

Com relagao aos processos inflamatorios, sabe-se que os radicais livres e o
estresse oxidativo sdo fatores importantes no desenvolvimento de artrite e de outros
processos inflamatorios do tipo crénico. Portanto, as substancias que modificam a

producdo desses fatores e que, consequentemente, reduzem o grau de lesdo dos
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tecidos, serao efetivas no combate a inflamagao (QUINTERA e col., 2003). Nesse
sentido, estudos in vitro recentemente publicados revelaram que os extratos aquoso
e hidroalcodlico de cascas do caule de U. tomentosa possuem propriedades
antiinflamatdrias relacionadas com a inibicdo da producéo do fator necrosante alfa
(TNF-alfa), principal agente inflamatério envolvido em disturbios digestivos e
artriticos, e tido como responsavel pelo sequestro de radicais livres (SANDOVAL e
col.,, 2000). Do mesmo modo, o e xtrato das cascas de c aule de U. tomentosa
demonstrou capacidades inibitérias da producado do fator necrosante Kappa-B e de

protecao celular perante o estresse oxidativo (SANDOVAL e col., 2000).

Foi demonstrado que extratos de U. tomentosa também reduzem a producéao
de prostaglandina E2, nos macrofagos estimulados com lipopolissacarideos,
sugerindo uma inibicado da expressao da 2-ciclooxigenase. Tanto o extrato etandlico
quanto o extrato aquoso inibiram de forma moderada a 1 -ciclooxigenase e a2 -
ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), porém o extrato aquoso foi mais efetivo sobre a
COX-1, enquanto que o extrato etandlico o foi na inibigdo da COX-2 (AGUILAR e
col., 2002).

Recentemente, um estudo duplo-cego com 40 pac ientes com artrite
reumatdide mostrou uma evolugdo muito favoravel no grupo que recebeu extrato de
Uncaria tomentosa, com redugéao significativa da dor articular e da r igidez matinal
(MUR e col., 2002).

Da mesma forma, um estudo in vitro realizado com células sanglineas, com o
intuito de verificar a agao dos alcaldides oxinddlicos pentaciclicos e tetraciclicos de
U. tomentosa sobre os linfécitos, mostrou que os alcaldides pentaciclicos sao
capazes de induzir um fator de regulagcdo e pr oliferagcdo de | infocitos. Os

tetraciclicos, por sua vez mostraram-se antagonistas destes (WURM e col., 1998).

Alguns trabalhos realizados na Argentina demonstraram que os extratos
metandlicos da casca da U. tomentosa e da U. guianensis apresentam compostos
que intervém nar edugdao da lipoperoxidacdo e da formacao de r adicais livres
induzidos por etanol, tetracloreto de carbono ou carragenina, assim como do feito

desses sobre as moléculas de DNA, em modelos experimentais in vitro. Os
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resultados evidenciaram que este extrato apresenta atividade antioxidante em
modelos que envolvem a ox idagdo dos lipideos componentes de m embranas
celulares, assim como também prevenindo o dano oxidativo aoD NA
(DESMARCHELIER e col., 1997).

Em estudos in vitro utilizando extratos de U. tomentosa foi observada uma
acao inibitéria de 90% sobre oc rescimento de linhas de células humanas
cancerosas. O resultado foi atribuido a uma agao reparadora do DNA, prevenindo a
mutacao de células e a diminuicdo do numero de glébulos brancos causados pelo

tratamento por quimioterapia (RIZZI e col., 1993).

Nesse mesmo contexto, uma atividade antileucémica foi relatada para
ensaios in vitro utilizando alcaldides pentaciclicos de U. tomentosa em diferentes
concentragdes, durante sete dias. Mediante analise colorimétrica observou-se que o
alcaléide uncarina mostrou ter oef eito antiproliferativo mais proeminente
(KEPLINGER e col., 1999).

Um estudo realizado por Piscoya e col. (2001) comparou, in vivo, o efeito de
extratos de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis em pacientes com osteoartrite
de joelho. Os critérios dor e ef eitos adversos foram analisados apds a primeira,
segunda e quarta semanas det ratamento. As inibicdes de TNF-alfa e de
prostaglandinas foram determinadas pelo teste ELISA. Como concluséo o trabalho
apresentou equivaléncia entre as espécies, sendo ambas efetivas como

antioxidantes e antiinflamatorias.

Estudos mais recentes avaliaram os possiveis efeitos da Uncaria tomentosa
sobre a hipertensdo. O efeito hipotensor foi atribuido, provavelmente, a presenca
dos alcaldides rincofilina, hirsutina e m itrafilina, uma vez queos mesmos
apresentaram atividade vasodilatadora (TAYLOR, 2002).

Uma relagdo das principais atividades farmacologicas relatadas para U.

tomentosa encontra-se resumida na tabela 3.
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Tabela 3. Principais atividades farmacoldgicas relatadas para Uncaria tomentosa

Atividade farmacolégica Referéncia

Keplinger e col., 1994; Lemaire e col.,

Imunoestimulante 1999; Sheng e col., 2000.

Inibicdo do fator de necrose tumoral |Sandoval e col., 2000.

Antimutagénica Rizzi e col., 1993.

Analgésica e antiinflamatoéria Herrera e col., 1998.

Sandoval-Chacon e col., 1998; Piscoya e
Antiinflamatéria col., 2001; Mur e col., 2002; Aguilar e col.,
2002; Aquino e col., 1997.

Desmarchelier e col., 1997; Sandoval e
col., 2000

Antioxidante

3.4. Aspectos Fitoquimicos

Uncaria tomentosa contém diversos metabdlitos secundarios bioativos. A
casca de caule e as raizes apresentam uma composicdo quimica variada, indicando
predominio de c ompostos polifendlicos, acidos organicos, alcaléides oxinddlicos
tetraciclicos e p entaciclicos, triterpenos, taninos e esterdis (AQUINO ec ol.,
1990,1991; JONES, 1995).

Os flavondides citados na literatura sao rutina, cinchocinas A e B, e catequina
(TAYLOR, 2002).

Entre os triterpenos isolados encontram-se os acidos 19-hidroxiursolico,

ursolico e oleandlico.
Os alcaldides oxinddlicos sdo considerados marcadores bioquimicos de U.

tomentosa e tidos, em parte, como responsaveis pela agao imunomoduladora e
citostatica (WAGNER e col., 1985; KEPLINGER e col., 1999; LAUS e col., 1994;
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JONES, 1995; LEMAIRE e col.,. 1999). A presenca de al caldides oxinddlicos é
majoritaria nas folhas e raizes (0,13 %), enquanto a casca de caule contém menos
(0,015 %). Entre os alcaldides isolados encontram-se corinoxeina, corinanteina,
hirsuteina, hirsutina, pteropodina, especiofilina, estrictosidina, uncarinas A, D, E e F,
diidrocorinanteina, mitrafilina, isomitrafilina, isopteropodina, rincofilina,
isorotundifolina e rotundifolina (KEPLINGER e col., 1999; TAYLOR, 2002).

Os alcaldides pentaciclicos e tetraciclicos (tabela 4) apresentam-se nas
folhas, cascas e r aizes (KEPLINGER e col., 1999). Seis alcaléides oxinddlicos
pentaciclicos sao referenciados na literatura como os marcadores da unha-de-gato

(figura 2).

Tabela 4. Alcaléides da Uncaria tomentosa DC.

Alcaldides pentaciclicos Alcaldides tetraciclicos
pteropodina rincofilina
isopteropodina isorrincofilina
especiofilina corinoxeina
uncarina isocorinoxeina
mitrafilina
isomitrafilina

Fonte: Keplinger e col., 1999

3.5. Toxicidade

Ensaios bioldgicos in vitro demonstram auséncia de toxicidade da planta e de
seus extratos, especificamente, através de testes conduzidos com células de ovario
de hamster e com a bactéria Photobacterium phosphoreum. Nenhuma toxicidade foi
detectada nos testes Neutral red Assay (NRA) e de proteinas totais (KB), tetrazélio
MTT e Microtox (SANTA MARIA e col., 1997).

A toxicidade aguda (DLsp) e a dos e maxima tolerada foram avaliadas em

testes pré-clinico e clinico, em ratos tratados com extrato aquoso de U. tomentosa,
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por via oral, em dose unica. A DL5, foi estabelecida em 8 g/kg de peso corporal, em
ratos (SHENG e col., 2000). Nenhuma toxicidade foi observada com doses inferiores
a 8 g/kg. Doses variando entre 10 e 80 mg/kg administradas durante oito semanas e
doses de 160 mg/kg, administradas durante quatro semanas, n&o apr esentaram
nenhuma toxicidade em ratos, considerando-se auséncia de mortes, alteragcbes
histopatoldgicas em figado, rins, coragéo e baco. No mesmo estudo foram também
conduzidos testes em homens adultos sadios. Doses de 5 mg/kg, administradas por

via oral durante 6 semanas consecutivas, ndo p rovocaram efeitos toxicos nos

pacientes.
Speciofilina 3R, 7S, 15S, 19S,
20S
Uncarina F 3R, 7R, 15S, 19S,
20S
Pteropodina 3S, 7R, 15S,
19S, 20S
Isopteropodina 3S, 7S, 15S,
19S, 20S
Mitrafilina 3S, 7R, 15S, 19S ,
20R
Isomitrafilina 3S, 7S, 15S,
19S, 20R

Figura 2. Alcaldides oxinddlicos pentaciclicos relatados na literatura para a espécie
Uncaria tomentosa.

3.6. Controle de Qualidade

Os alcalbides oxinddlicos pentaciclicos sado tidos como os marcadores tipicos
para Uncaria tomentosa, 0 que torna o s eu doseamento uma etapa minuciosa,

devido a escassa estabilidade quimica e a baixa concentragao destes compostos.

Estudos realizados comparando diferentes solventes para a extracdo dos
alcaldides de casca de U. tomentosa mostraram que o s olvente mais eficiente foi o
etanol. Essa conclusao foi baseada na a nalise comparativa por CLAE, utilizando
tampao fosfato 10 mM (pH 7,0) e acetonitrila (55:45, V/V) (SILVA e col., 2002). Os
autores também assinalam que as anadlises diretas de e xtratos brutos de U.
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tomentosa por CLAE n&o costumam ser satisfatorias, devido a baixa concentracéo
dos alcaldides. Por essa razao, € necessario trabalhar com fragdes enriquecidas de
alcaldides, enfatizando a a nalise dos seis alcaldides majoritarios pteropodina,
isopteropodina, especiofilina, uncarina F, mitrafilina e i somitrafilina (SILVA e col.,
2002).

Laus e K eplinger (1994) relatam um método de isolamento desses seis
alcaléides oxindolicos pentaciclicos majoritarios. Para tanto, realizaram extragéo
acido-base e analise por CLAE, usando sistemas diferentes. Como primeiro sistema
usaram acetonitrila:éter:tampao fosfato (pH 7,7) (34:1:65, V/V), fluxo de 1,0 mL/min,
temperatura da coluna de 12 °C e detecgdo em 254 nm. No segundo sistema
testado usaram acetonitrila:tampéo fosfato (pH 7,0) (45:55, V/V), fluxo de 1, 3
mL/min, temperatura da coluna de 80 °C e detec¢cdao em 245 nm. Apesar dos dois
sistemas apresentarem bons resultados, o s egundo sistema levou a uma melhor

resolugdo, com um tempo de analise de apenas 5 minutos.

A extracao acido-base para alcaldides oxindodlicos pentaciclicos € contestada
na bibliografia consultada, visto tratarem-se de c ompostos de facil isomerizagao,
quando aquecidos com meios acidos e alcalinos (GANZERA e col., 2001). Assim,
cascas de U. tomentosa submetidas a extragdo com etanol em soxhlet foram
posteriormente analisadas por CLAE, apresentando uma concentracdo total de
alcaldides de 12,61 mg/g. Desse total, a pteropodina foi responsavel por 51,62%,
enquanto que a isomitrafilina apareceu com um teor relativo de 2,30% desse total
(especificamente, 0,29 mg/g) (LAUS e col.,, 1994). Por outro lado, teores de
alcaldides totais (em média, 11,73 mg/g) foram relatados para a extragao acido-base
da cascas de U. tomentosa. Desse total, o teor de isomitrafilina foi de 0,21 mg/g de
casca (1,79% dot otal de al caldides), enquanto que a pt eropodina representou
49,01% do total dos alcaldides. De modo geral, a concentragdo dos seis alcaldides
majoritarios foi menor quando o método de e xtragdo acido-base foi utilizado em
cascas de U. tomentosa, o que faz crer que a i somerizagcao é realmente facilitada

quando estes sdo expostos a acidos e bases (LAUS e col., 1994).

A concentragao de alcaloides totais foi também verificada em trés variedades

de cascas de Uncaria tomentosa (variedades vermelho-escura, branca acinzentada
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e marrom amarelada). Na primeira, a concentragao foi de 20,30 mg/g de casca, na
segunda variedade foi de 17,88 mg/g e na terceira de 26,20 mg/g. Neste trabalho a
variagdo no teor calculado por CLAE, em relacdo a c oncentracdo de al caldides

totais, foi de 0,036 a 3,83% (m/m) em relagdo as cascas secas (LAUS e col., 1994).

Produtos comercializados no Mississipi e na Califérnia foram analisados por
CLAE quanto a concentracao de alcaldides totais. Neste caso, porém, o método de
escolha foi a extragdo metandlica. Os seis alcaldides maijoritarios foram isolados e
quantificados. O total da fragdo alcaloidica variou entre 0,156 e 0,962% (GANZERA
e col., 2001).
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4. MATERIAL E METODOS







4.1. Material

4.1.1. Matérias-Primas

A matéria-prima objeto de es tudo foi o ex trato seco de U nha-de-gato,
adquirido da Distribuidora Galena (Sao Paulo, Brasil, Lote: 0229051946). Como
material de referéncia foram utilizadas cascas rasuradas com procedéncia indicada
como Uncaria tomentosa DC., adquirida da Distribuidora Quimer (S&o Paulo, Brasil)
e pequena amostra auténtica, gentiimente cedida pela Profa. Dra. Amélia T.
Henriques (PPGCF, UFRGS). As capsulas de extrato seco de unha-de-gato foram
preparadas utilizando capsulas de gelatina dura, transparentes, n°. 0 (Braskap, lote:
T010298, Brasil), sem adi¢ao de adjuvantes.

4.1.2. Solventes, solugoes e reagentes

Todos os reagentes utilizados, a ndo ser que ocorra especificagdo contraria,

foram de grau de pureza pré-analise (p.a.) e de procedéncia Merck.

Acetato de etila, acetona, acetonitrila, acido acético glacial, acido cloridrico
concentrado, acido formico, &cido fosférico concentrado, &acido sulfurico
concentrado, alcool etilico, alcool metilico, aménia concentrada, n-butanol, cloreto de
aluminio hexaidratado, cloroférmio, diclorometano, dietilamina, éter etilico, metanol,
metiletilcetona, solugdo aquosa de m etenamina (hexametilenotetramina) a 0, 5%
(m/v), solugdo de macrogol 400 (Delaware) a 5% (m/v), solugdo metandlica de acido
acético a 5% (v/v), solugdo metandlica de difenilboriloxietilamina (Reagente Natural-
A) a 0,5% (m/v), solugbes tampéo fosfato pH 4,0; 5,0; 7,0; 8,0 e 10,0.

Os reagentes de D ragendorff ede M ayer foram preparados segundo
metodologia descrita por COSTA (1994).

Como substéncias de referéncia foram utilizadas isomitrafilina (ITl, lote 09417,
valido até 10/2005), e rutina (Sigma, lote 110K1423, valido até 03/2006).

25



4.1.3. Aparelhagem e Equipamentos

Preparacdo e caracterizacdo da matéria-prima vegetal, solucdo extrativa e
capsulas contendo extrato seco: autoclave (Quimis, mod. Q190, Brasil), balanga
analitica (AND-HR 120), evaporador rotatério (Buchi, mod. R-114, Suiga), banho de
agua (Biomatic, mod. 869, Brasil), banho de ultra-som (Branson, mod. 1510R-DTH,
EUA), centrifuga (Quimis, mod. Q 222T18/28, Brasil), desintegrador de c apsulas
(Nova Etica, mod. 301AC, Brasil), estufas bacterioldgicas (Quimis, mod. 316M,
Brasil), moinho de facas (Retsch, mod. SK4, Alemanha), potencidmetro (pHmetro
Micronal, mod. B374, Brasil), liofilizador (Edwards, mod. 4K, Inglaterra), termo-
higrémetro digital (Quimis, mod. 101 TH, Brasil), tamisador vibratério automatico
(Retsch, mod. 30, Alemanha).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia: Cromatografo a liquido de alta eficiéncia
Merck — Hitachi Model D-7000, bomba L-7100, detector UV/VIS L-7400, injetor
Rheodyne (10upL) L-7200, coluna Lichrospher® 100 RP-18 (5um) 125-4, com
interface Microsoft Windows NT, verséo 4.0.

Cromatografia em camada delgada: Cromatofolhas de gel des ilica GFs4,
revelagdo com auxilio de ldampada UV2s4/360 nm € reagentes de Dragendorff e Mayer.
Os detalhes especificos relacionados aos métodos utilizados séo tratados nos itens
respectivos.

Espectrofotometria: Espectrofotdbmetro Quimis (mod. 108 U2 UV/VIS, Brasil), com
cubetas de quartzo, de 1 cm de percurso optico.

Aquisicao e processamento de dados: Pentium 100 kHz, 16 MB de RAM, 1 GIGA.

O programa de estatistica usado foi o Excel 97 (Microsoft).

4.2. Métodos

4.2.1. Identificagao botanica da droga rasurada

A identificagcdo botanica da matéria-prima vegetal (casca rasurada) foi

realizada pelo Prof. Evandro José Linhares Ferreira, do departamento de Botanica
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da Universidade Federal do Acre (anexo 1) e posteriormente confirmada pela Profa.
Dra. L.A. Mentz do Instituto de Botanica da UFRGS.

4.2.2. Obtencao da droga vegetal seca moida (DVSM)

A matéria-prima constituida por casca rasurada foi moida em moinho de
facas, provido det amis de 0, 8 mm. O material moido resultante (DVSM) foi
acondicionado em frascos de pol ietileno preto e ut ilizado posteriormente na

preparacao de solucdes extrativas para analise.

4.2.2.1. Identificagao e caracterizagao da DVSM

Ensaios preliminares para detec¢ao de alcaldides

A 1,0 gde DVSM foram adicionados 10,0 mL de HCI 2N. A mistura foi
aquecida em banho de agua fervente, mantendo-a sob refluxo por 30 minutos. Apdos
resfriada, a solucdo foi filtrada. O filtrado foi transferido para funil de s eparagao,
alcalinizado com solugéo diluida de hidréxido de aménio a 10% e extraido trés vezes
com 10,0 mL de éter etilico. As fragdes orgéanicas foram reunidas em funil de
separacao e extraidas uma vez com 10,0 mL de HCI 2N. A fase aquosa foi dividida
em duas fracdes, que foram testadas com os reagentes de D ragendorff e M ayer
(COSTA, 1994).

Analise por cromatografia em camada delgada.

a) Alcaldides

Cerca de 1,0 g de DVSM foi extraido com 10,0 mL de solug¢do de hidroxido de
amonio a 20% (v/v). A seguir foram adicionados 25,0 mL de metanol e a mistura foi
aquecida a 60 °C em banho de agua, durante 5 minutos, e filtrada na s eqténcia
(VAN GINKEL, 1997).

Para as analises cromatograficas foram utilizadas cromatofolhas de gel de

silica GF2s4, sem ativagcao prévia. O tempo de s aturagédo foi de 30 m inutos, com
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distancia de migracao de 15 cm. Apds o desenvolvimento as placas foram secas e
borrifadas com reagente de D ragendorff. As manchas foram detectadas sob luz
ultravioleta (245 e 366 nm). Como referéncia foi utilizada solugdo metandlica de 0,25
mg/mL (m/V) de isomitrafilina. Os volumes de amostra e de substancia de referéncia
aplicados sobre as placas foram de 15,0 uL, em ambos os casos. Os sistemas

eluentes utilizados constam na tabela 5.

Tabela 5. Sistemas cromatograficos utilizados para a c aracterizagdo da droga
vegetal seca moida (DVSM).

Sistema Composicao (V/V)

SClI Acetato de etila:metanol (70:30)

SCll Tolueno:acetato de etila:dietilamina (70:20:10)

SCll Acetato de etila:isopropanol:sol.aquosa de NH,OH a 20% (100:2:2)
SCIvV Cloroférmio:metanol (85:15)

SCV Cloroférmio:etanol (60:40)

SCVI Acetato de etila:metanol:agua (100:13,5:10)

SCVII Tolueno:cloroférmio:etanol (28,5:57:14,5)

Fonte: Van Ginkel, (1997)

b) Flavonéides

Cerca de 10,0 gda D VSM foram extraidos com 50,0 mL de metanol. A
mistura foi aquecida por 20 minutos em banho-maria a 60 °C efiltrada (VAN
GINKEL, 1997). Para as analises cromatograficas foram utilizadas cromatofolhas de
gel de silica GF54, sem ativagédo prévia. O tempo de saturagéo foi de 30 m inutos,
com distancia de migracdo de 14 cm. Apds o d esenvolvimento, as placas foram
secas e b orrifadas, de forma consecutiva, com solugdo metandlica de reagente
Natural-A a 0,5% (m/V) e solugdo macrogol 400 a 5% (V/V). As manchas foram
detectadas sob luz ultravioleta (254 e 366 nm). Como referéncia foi utilizada solugéo
metandlica de rutina, em concentragdo de 50,0 ug/mL (WAGNER e BLADT, 1996).
Os volumes de amostra e de substancias de referéncia aplicados foram de 15,0 uL,

em ambos os casos. Os sistemas eluentes utilizados constam na tabela 6.

Avaliacao da perda por dessecagao
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Em pesa-filtro previamente tarado, cerca de 1,0 g de DVSM foi pesado
exatamente e, a seguir, colocado em estufa em temperatura de 105 °C, por 2 horas.
Apods resfriamento durante 30 minutos em dessecador provido de silica, o pesa-filtro
foi novamente pesado, recolocado em estufa por mais 1 h ora, repetindo-se o
procedimento até peso constante. Os resultados foram expressos como perda da
massa percentual, através da m édia de quatro determinagdes (FARMACOPEIA,
1988).

Tabela 6. Sistemas cromatograficos utilizados para a caracterizagdo da DVSM.

Sistema Composicgao (V/IV)
Scviil Acetato de etila: acido férmico:agua (88:6:6)
SCIX Acetato de etila: acido formico:agua (80:10:10)
SCX

n-butanol:acido acético:agua (100:10:30).

Fonte: Van Ginkel, (1997).

Analise granulométrica

Uma amostra de 100,0 g de D VSM foi analisada mediante uso de tamises
previamente tarados, com abertura de malha de 0,082; 0,106; 0,250; 0,300 e 0,420
mm. A operagao foi realizada em tamisador Retsch, a 60 v ibragbes por segundo,
durante 15 m inutos, para cada determinacdo. Os resultados expressos

correspondem a média de trés determinacgdes (VOIGT, 1993).

Determinacgao do teor de extrativos

Cerca de 1,0 g da DVSM, exatamente pesado, foi extraido por decoc¢ao com
100,0 mL de ag ua, durante 10 minutos. Apdés o resfriamento ov olume foi
completado a 100,0 mL. A solucdo resultante foi filtrada em papel de filtro, sendo
desprezados os primeiros 20,0 mL. Do restante do filtrado foi pesada uma aliquota
equivalente a 20,0 g, em pesa-filtro tarado. Essa foi evaporada até secura em banho
de agua f ervente, sob agitagdo ocasional. O residuo foi colocado em estufa a
temperatura de 105 °C, por 2hor as, resfriado em dessecador e pesado
(DEUTSCHES, 1992). O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, pela

meédia de trés determinagdes, segundo a equacao abaixo:
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TE =
(m-pd)

onde:
TE: teor de extrativos (%; m/m); g: massa do residuo seco (g); m: massa da amostra

(9); FD: fator de diluigédo (5); pd: perda por dessecacgao (Q).

Determinagao do teor de flavonodides totais

a) método espectrofotométrico com hidrélise acida (DEUTSCHES, 1992)

Uma amostra de 0,4 g de DVSM, exatamente pesada, foi transferida para
baldo de fundo redondo de 100,0 mL, acrescentando-se 1,0 mL de solugdao aquosa
de hexametilenotetramina a 0,5% (m/v), 20,0 mL de acetona R e 2,0 mL de &cido
cloridrico R. A mistura foi aquecida em banho de agua a 100 °C, durante 30 minutos
sob refluxo e, posteriormente, filtrada por algoddo para um baldo volumétrico de
100,0 mL. O residuo da extragdo e o algodao foram tratados, sucessivamente, com
duas porcdes de 20,0 mL de acetona R, com aquecimento até ebulicdo, sob refluxo,
por mais 10 minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente, as solugdes foram
filtradas para o bal &0 volumétrico de 100,0 mL, completando-se o v olume com
acetona R. Esta solugéo foi denominada solugdo—mae (SM). Em funil de separacéo,
20,0 mL de SM foram adicionados de 20,0 mL de agua e extraidos com 15,0 mL de
acetato de etila R. A extracao foi repetida trés vezes com 10,0 mL de acetato de etila
R. As fases organicas foram reunidas e extraidas duas vezes, em funil de
separacao, com 50,0 mL de agua. A fase orgénica resultante deste tratamento foi
transferida para baldo volumétrico de 5 0,0 mL, completando-se o v olume com
acetato de etila R (solugdo-estoque — SE). Uma aliquota de 10,0 mL de SE foi
adicionada de 2,0 mL de solugao etandlica de cloreto de aluminio a 1,5% (m/v) e o
volume completado a 25,0 mL com solugdo metandlica de acido acético a 5% (v/v),
constituindo a solugdo-amostra (SA). A solugcado de compensagao (SC) foi preparada
a partir de 10,0 mL de SE transferida para balao volumétrico de 25,0 mL, sendo o
volume completado com solugdo metandlica de acido acético a 5% (v/v). Apds 15
minutos da adicdo da solugdo de AICI; procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro
da absorvancia de SA, no comprimento de onda de 420 nm, utilizando SC como

branco.
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A concentracao percentual de flavonodides totais foi expressa como rutina,
pela média de trés determinacgdes, utilizando a formula abaixo:
AFD

:A1%

C=— 2"
1cm(M-Pd)

100

onde,
C: concentragdo percentual m/m de flavondides totais, expressos em gramas de

rutina por 100 g de amostra seca; A: absorvancia lida (U.A.); FD: fator de diluigao

: R Cnd- = 1% .
igual a 625; m: massa da droga vegetal (g); pd: perda por dessecagao (g) e Ay .

absorgao especifica do complexo rutina-AlCl; (171,65).

b) método espectrofotométrico sem hidroélise acida (DE SOUZA, 1996)

Uma amostra de 0,4 g de DVSM, exatamente pesada, foi transferida para
baldo de fundo redondo de 100,0 mL e submetida a extragdo sob refluxo, por 15
minutos, com 30,0 mL de agua. A extragao foi repetida por mais duas vezes com
30,0 mL de agua. As solugdes resultantes foram filtradas, reunidas em balao
volumétrico de 100,0 mL e seu volume completado com agua (solugdo-méae, SM).
Uma aliquota de 10,0 ml de SM foi transferida para baldo volumétrico de 100,0 mL,
completando-se o volume com agua. Separadamente, duas aliquotas de 10,0 mL
desta solucao foram transferidas para baldo volumétrico de 25,0 mL. Ao primeiro
baldo foram adicionados 2,0 mL de solug&o de cloreto de aluminio a 1,5% (m/v),
completando-se o v olume com &gua (solugdo-amostra, SA). No outro baldo, o
volume foi completado com agua para 25,0 mL (solugdo de c ompensacao, SC).
Apods 15 minutos da adi¢ao da solugao reagente de cloreto de aluminio, foi realizada

a leitura da SA a 315 nm, utilizando SC como branco.

A concentracido percentual do teor de flavondides totais foi expressa como

sakuranetina, pela média de trés determinacdes, utilizando a férmula abaixo:

AFD

:A1%

——FF 100

onde,
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C: concentragao percentual m/m de flavondides totais, expressos em gramas de
sakuranetina por 100 g de am ostra seca; A: absorvancia lida (U.A.); FD: fator de

diluicdo igual a 2500; m: massa da droga vegetal (g); pd: perda por dessecagao (g) e

Ai;/;’n: absorcgao especifica do complexo sakuranetina -AlCl; (526,25).

Determinacgao do teor de alcaléides totais

a) Método da extragcao acido-base (COSTA, 1994)

Uma amostra de 1,0 g de DVSM, exatamente pesada, foi transferida para
erlemmeyer. Sobre adr oga foi acrescentado 10,0 mL de s olugdo aquosa de
hidréxido de aménio a 10% (v/v) e 20,0 mL de cloroférmio. A mistura foi aquecida
durante 5 minutos em agua fervente. Apds o aquecimento procedeu-se a separagao
das fases aquosa e organica, utilizando funil de separagéo. A fase aquosa foi entéo
desprezada e sobre a fase organica acrescentou-se 10,0 mL de solu¢cdo aquosa de
HCI (1:1) (v/v) e 20,0 mL de éter. As fases foram novamente extraidas em funil de
separagao. A fase organica foi desprezada e sobre a fase aquosa acrescentou-se
10,0 mL de solugéo de hidréxido de aménio a 10% (v/v) e 20,0 mL de cloroférmio. A
fase aquosa foi separada e rejeitada. Uma aliquota de 1,0 mL da fase orgéanica foi
transferida para baldo volumétrico de 50,0 mL e seu volume foi completado com
metanol. Realizou-se a leitura da absorvancia, no comprimento de onda de 285 nm,

usando isomitrafilina como substancia de referéncia.

A concentracao percentual do teor de al caldides totais foi expressa como

isomitrafilina, pela média de trés determinagdes, utilizando a formula abaixo:

_ Aa Cpadréuo

g 100

Apadréo

onde,

Ca = concentragdo percentual da amostra (ug/mL); C,: concentragdo da s olugdo
padrdo de isomitrafilina (ug/mL); Aa: absorvancia da amostra; Ap: absorvancia da
solugdo padrdo de i somitrafilina. Os resultados finais consideraram a per da por

dessecacao da amostra.
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b) Método da extragao metandlica

Cerca de 1,0 g de D VSM, exatamente pesada, foi extraida com 25,0 mL de
metanol, sob refluxo durante 30 minutos. Depois de resfriada a mistura foi filtrada
com papel de filtro e o volume completado a 50,0 mL. Uma aliquota de 1,0 mL da
solugdo foi transferida para baldo volumétrico de 100,0 mL e o volume completado
com metanol. A absor¢do da s olugdo foi medida a 285 nm, comparando-a com
isomitrafilina. A concentragao percentual do teor de alcaldides totais foi expressa

como isomitrafilina, pela média de trés determinagdes, utilizando a férmula abaixo:

_ Aa Cpadré\o

a= 100

Apadréo

onde,

Ca = concentracdo percentual da amostra (ug/mL); Cp: concentracdo da s olucdo
padréo de isomitrafilina (ug/mL); Aa: absorvancia da amostra; A,: absorvancia da
solugdo padrdo de i somitrafilina. Os resultados finais consideraram a per da por

dessecacao da amostra.

4.2.3. Obtencao e car acterizagao da sol ucao extrativa e do ext rato seco

liofilizado

4.2.3.1. Preparacgao da solugao extrativa

A solugao extrativa foi obtida pelo método de percolagédo simples (PRISTA e
col.,, 1981). A relacdo droga:solvente utilizada foi de 1:10 (m/V). Uma amostra de
100,0 gd e DVSM foi adicionada de 600,0 mL de etanol 40% (V/V) e misturada
manualmente, até a obtencdo de um produto homogeneamente umedecido. Apos 24
horas, adr oga intumescida foi colocada em percolador cilindrico, sendo
cuidadosamente empacotada, sobre uma dupla camada de algodao e de papel de
filtro. A parte superior da coluna de droga empacotada foi protegida com papel de
filtro, deixando a mistura em maceragao durante 24 horas. Apos esse periodo,
procedeu-se a p ercolagao propriamente dita, com velocidade de gotejamento de
aproximadamente 20 gotas por minuto. A percolacao foi realizada em temperatura

ambiente e ao abrigo da luz. Apos a extragdo, o marco foi prensado em prensa
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hidraulica manual e o volume final completado de modo a restaurar a proporgao
inicial de extragdo de 1:10 (m/v), com um volume de percolado igual a 1000,0 mL. A

solugdo extrativa foi acondicionada em frascos proprios para a liofilizagao.

4.2.3.1.1. Caracterizagao da solugao extrativa

Determinagao do pH

Foram utilizados volumes de 10,0 mL de solucéo extrativa. O potenciémetro
foi calibrado, a25°C, apH 7,0 e 4,0 com solucbes tampao de fosfato e acetato,
respectivamente. O resultado expresso corresponde a média dec inco
determinagbes (FARMACOPEIA, 1988).

Determinacao da densidade relativa

Foi empregado picnédmetro de 25,0 mL, previamente calibrado, aferindo-se as
suas massas estando vazio e contendo agua, a 25 °C. Em seguida, foi determinada
a massa do mesmo contendo solucdo extrativa, a 25 °C. A densidade foi calculada
através do quociente entre a massa da solugao extrativa e massa de agua contida
no picnébmetro, sendo o resultado expresso pela média de trés determinagdes, com
correcéo de temperatura (FARMACOPEIA, 1998).

q25°C _ MsE
25°C Magua
onde,
d22°C . densidade relativa, msg: a massa da solugdo extrativa; magua: massa da

25°

aliquota de agua, ambas a 25 °C.

Determinagao do residuo seco

Para a avaliagao do teor de residuo seco foram pesados, exatamente, cerca
de 20,0 g da solugédo extrativa em pesa-filtros previamente tarados. As solugdes
foram evaporadas em banho de aguaf ervente, sob agitacdo ocasional. Apos
evaporagao, os pesa-filtros foram colocados em estufa a 105 °C, por duas horas,

resfriados em dessecador e pesados na sequéncia. O resultado foi calculado em
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relacdo a 100,0 gd e solugdo extrativa (%, m/m) e ex pressa am édia detrés
determina¢des (HARTKE e MUTSCHLER, 1986).

4.2.3.2. Obtencao do extrato seco liofilizado

A solugdo extrativa, obtida conforme oitem 4.2.3.1, foi concentrada em
evaporador rotatério, sob pressao reduzida, até o equivalente a 40% do volume
original. O concentrado obtido foi congelado e, na sequéncia, submetido a secagem
por liofilizagdo, nas condicbes expressas na tabela 7. Apds a liofilizagao, o produto
foi acondicionado em frascos ambar, hermeticamente fechados, mantidos em

dessecador provido de silica, até o momento de uso.

Tabela 7. Condi¢cdes experimentais de obtencdo do produto seco liofilizado.

Condicodes de liofilizagao Especificacoes
Tempo de liofilizag&do 72 horas
Pressao 10 mbar
Temperatura -60°C

4.2.3.2.1.Caracterizagao do extrato seco liofilizado

Determinagao da perda por dessecagao

Em pesa-filtro, previamente tarado, cerca de 1,0 g do extrato seco liofilizado
foi pesado exatamente e, a seguir, colocado em estufa a temperatura de 105 ° C por
2 horas. Ap06s resfriamento durante 30 minutos em dessecador provido de silica, o
pesa-filtro contendo o extrato seco liofilizado foi novamente pesado e recolocado em
estufa por mais 1 hora, repetindo-se o procedimento até peso constante. Os
resultados foram expressos como perda da massa percentual, através da média de
quatro determinacées (FARMACOPEIA, 1988).

Determinacgao do teor de flavonodides totais
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a) método espectrofotométrico com hidrélise acida

Uma amostra de 0,4 g do liofilizado, exatamente pesada, foi transferida para
baldo de fundo redondo de 100,0 mL, acrescentando-se 1,0 mL de solugdao aquosa
de hexametilenotetramina a 0,5% (m/V), 20,0 mL de acetona R e 2,0 mL de acido
cloridrico R. Em banho de agua a 100 °C, a mistura foi aquecida sob refluxo, durante
30 minutos e, posteriormente, filtrada por algod&o para baldo volumétrico de 100,0
mL. O residuo do liofilizado e o algodao foram tratados, sucessivamente, com duas
porcoes de 20,0 mL de acetona R, com aquecimento até ebulicdo, sob refluxo, por
mais 10 minutos. Apds resfriamento atemperatura ambiente, as solugdes foram
filtradas para o bal &0 volumétrico de 100,0 mL, completando-se o v olume com
acetona R. Esta solugéo foi denominada solugdo—mae (SM). Em funil de separacéo,
20,0 mL de SM foram adicionados de 20,0 mL de agua e extraidos com 15,0 mL de
acetato de etila R, procedendo-se em seguida conforme descrito pela Farmacopéia
Alema para a Determinacao do teor de flavondides totais (DEUSTCHES, 1992).

A concentragdo percentual do teor de flavonoides totais foi expressa como
rutina, pela média de trés determinacgdes, utilizando a férmula abaixo:
AFD

:A1%

C=-— 2=
1cm(m'pd)

100

onde,
C: concentragao percentual m/m de flavondides totais, expressos em gramas de

rutina por 100 g de amostra seca; A: absorvancia lida (U.A.); FD: fator de diluigao

igual a 625; m: massa da droga vegetal (g); pd: perda por dessecacgao (g) e A%g/;q:

absorgao especifica do complexo rutina-AlCl; (171,65).

b) método espectrofotométrico sem hidrélise acida

Uma amostra de 0,4 g do liofilizado, exatamente pesada, foi transferida para
baldo de fundo redondo de 100,0 mL e submetida a extracdo sob refluxo, por 15
minutos, com 30,0 mL de agua. A extragao foi repetida por mais duas vezes com
30,0 mL do mesmo liquido extrator. As solugdes resultantes foram filtradas, reunidas
em baldo volumétrico de 100,0 mL e seu volume completado com agua (solugéo-
mae — SM). Uma aliquota de 10,0 ml de SM foi transferida para baldo volumétrico de

100,0 mL e s eu volume foi completado com agua. Procedeu-se em seguida
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conforme descrito por De Souza (1996) para a Determinacao do teor de flavondides

totais, método sem hidrélise acida.

A concentracido percentual do teor de flavondides totais foi expressa como
sakuranetina, pela média de trés determinacdes, utilizando a férmula abaixo:

AFD

C=—rgr———
A]c{"m(m-pd)

100

onde,

C: concentragao percentual m/m de flavondides totais, expressos em gramas de
sakuranetina por 100 g de am ostra seca; A: absorvancia lida (U.A.); FD: fator de
diluicdo igual a 2500; m: massa da droga vegetal (g); pd: perda por dessecagao (g) e

1% .
A1cm :

absorcgao especifica do complexo sakuranetina -AlCl; (526,25).
Determinacgao do teor de alcaldides totais

a) Método da extragao acido-base

Uma amostra de1 ,0 gde extrato liofilizado, exatamente pesada, foi
transferida para erlemmeyer. Sobre o liofilizado foram acrescentados 10,0 mL de
solugdo aquosa de hidroxido de amoénio a 10% (v/v) e 20,0 mL de cloroférmio. A
mistura foi aquecida durante 5 minutos a um a temperatura de 100°C. Apds o
aquecimento, a fase aquosa foi separada da fase organica com auxilio de um funil
de separacdo e desprezada na seqiiéncia. A fase organica acrescentou-se 10,0 mL
de solugao aquosa de HCI (1:1) (v/v) e 20,0 mL de éter. A fase orgénica foi separada
em funil de separacdo e desprezada. A fase aquosa foram acrescentados 10,0 mL
de solugéo de hidréxido de amdnio a 10% (v/v) e 20,0 mL de cloroférmio. A fase
aquosa foi separada por funil de separacido e desprezada. Uma aliquota de 1,0 mL
da fase organica foi transferida para baldo volumétrico de 50,0 mL e seu volume foi
completado com metanol. Realizou-se a leitura da absorvancia, no comprimento de

onda de 285 nm, usando isomitrafilina como substancia de referéncia.

A concentracao percentual do teor de al caldides totais foi expressa como

isomitrafilina, pela média de trés determinacgdes, utilizando a férmula abaixo:

A;C =
, =P Cpadido

Apadréo

37



onde,

Ca = concentragdo percentual da amostra (pg/mL); Cp: concentracdo da s olugdo
padrdo de isomitrafilina (ug/mL); Aa: absorvancia da amostra; Ap: absorvancia da
solucao padrao de i somitrafilina. Os resultados finais consideraram a per da por

dessecacao da amostra.

b) Método por extragao metandlica

Cerca de 1,0 g do liofilizado foi exatamente pesado e transferido para baldo
volumétrico de 50,0 mL, sendo seu volume completado com metanol. Esta solugao
foi submetida a banho de ultra-som por 15 minutos e foi filtrada em papel de filtro.
Do filtrado foi medida uma aliquota de 5,0 mL que foi transferida para baldo
volumétrico de 100,0 mL e seu volume foi completado com metanol. A absorvancia
desta solugao e da solucdo de isomitrafilina foi lida em 285 nm e a concentragao de

alcaldides calculada pela equacgao:

B Aa Cpadrélo

= 100

Apadréo

onde,

Ca = concentragdo percentual da amostra (ug/mL); C,: concentragdo da s olugdo
padrdo de isomitrafilina (ug/mL); Aa: absorvancia da amostra; Ap: absorvancia da
solugdo padrdo de i somitrafilina. Os resultados finais consideraram a per da por

dessecacao da amostra.

Analise por cromatografia em camada delgada
Para a analise por CCD, a solugcdo de leitura do liofilizado foi preparada
conforme descrito anteriormente em Determinacdo do teor de alcalbides totais,

método por extracdo metandlica.

a) Alcaldides
Para o des envolvimento dos sistemas cromatograficos utilizou-se a mesma
metodologia descrita para a DVSM em Analise por cromatografia em camada

delgada — alcaldides.
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b) Flavondides
Para o des envolvimento dos sistemas cromatograficos utilizou-se a mesma
metodologia descrita para a DVSM em Andlise por cromatografia em camada

delgada — flavonoides.

4.2.4. Caracterizagcao do extrato seco comercial (ESC)

4.2.4.1. Anadlise granulométrica

Uma amostra de apr oximadamente 10,0 mg de E SC foi dispersa em oleo
mineral sobre lamina de vidro. O critério de medicdo adotado foi o didametro de Feret,
medindo 1000 particulas em microscépio Optico, provido de ndnio graduado, com
escala de 1 mm e com 100 divisdes (LANTZ, 1990).

4.2.4.2. Determinacgao da perda por dessecagao

Em pesa-filtro, previamente tarado, cerca de 1,0 g do E SC foi pesado
exatamente e, a seguir, colocado em estufa a temperatura de 105 ° C por 2 horas.
Apods resfriamento durante 30 minutos em dessecador provido de silica, o pesa-filtro
contendo ESC foi pesado novamente e recolocado em estufa por mais 1 h ora,
repetindo-se o procedimento até peso constante. Os resultados foram expressos
como perda da massa percentual, através da m édia de quatro determinacdes
(FARMACOPEIA, 1988).

4.2.4.3. Anadlise por cromatografia em camada delgada

a) Alcaloides

A amostra e o procedimento adotado para o ESC foram os mesmos descritos
para a D VSM relatados no item Analise por cromatografia em camada delgada -
alcaldides. Os sistemas cromatograficos usados foram os mesmos descritos para a
DVSM (tabela 5).
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b) Flavondides

A amostra e o procedimento adotado para o ESC foram os mesmos descritos
para a DVSM relatados no item na Andlise por cromatografia em camada delgada -
flavondides. Os sistemas cromatograficos usados foram os mesmos descritos para a
DVSM (tabela 6).

Determinacgao do teor de flavonodides totais

a) Método espectrofotométrico com hidrélise acida

Cerca de 1,50 g do ESC foram exatamente pesados e transferidos para balao
de fundo redondo de 100,0 mL e ot eor de flavondides determinado conforme
descrito para a DVSM em Determinacao do teor de flavondides totais, método com
hidrolise &cida (DEUTSCHES, 1992). A absorvancia foi lida 15 minutos apds a
adicao de AICl3 a 1,5% (m/v), no comprimento de onda de 420 nm. A concentragao
percentual def lavonodides totais calculada corresponde am édia det rés
determinacgdes e foi expressa como rutina, mediante a formula abaixo:

AFD

C=—t//———
Aleg(m-pd)

100

onde,
C: concentragdo de flavondides totais expressos em (g) de rutina por 100,0 g de
droga vegetal seca (g%); A: absorvancia lida (U.A.); FD: fator de diluigéo igual a 625;

Al% .

lem - absorcao

m: massa da s olugdo extrativa (g), pd: perda por dessecagéo;

especifica do complexo rutina-AlCl3 (171,65).

b) Método espectrofotométrico sem hidrélise acida

Uma amostra de 0,5 g do ESC foi dissolvida e diluida com agua a 500,0 mL.
Separadamente, duas aliquotas de 10,0 mL desta solugcdo foram transferidas para
baldes volumétricos de 25,0 mL. Ao primeiro baldo volumétrico foram adicionados
2,0 mL de solugéo de cloreto de aluminio a 1,5% (m/v), completando-se o volume
com agua (solugdo-amostra — SA). No segundo baldo o volume foi completado com
agua (solugao de compensacao — SC). Apos 15 minutos foi realizada a leitura de SA

a 315 nm, utilizando SC como branco.
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Os resultados forma expressos em concentragao percentual de flavondides

totais como sakuranetina, pela média de trés determinagdes, calculada pela férmula

abaixo:
C :JL”O
A‘Ic?n(m -pd)
onde,

C: concentracéo de flavonodides totais expressos em (g) de sakuranetina por 100 g
de droga vegetal seca (g%); A: absorvancia da amostra (U.A.); FD: fator de diluicdo

igual a 1250; m: massa da solugao extrativa (g); pd: perda por dessecagao (g);

A%g/;q: coeficiente de absor¢do do complexo sakuranetina-AlCl; (526,25).

Determinacgao do teor de alcaléides totais

a) Método por extragao acido-base

Uma amostra de 1,0 gde E SC, exatamente pesada, foi transferida para
erlemmeyer eot eor de al caldides calculado mediante a m esma metodologia
descrita para a DVSM em Determinacéo do teor de alcalbéides, método por extracéo
acido-base. A concentragdo percentual do teor de alcaldides totais foi expressa

como isomitrafilina, pela média de trés determinagdes, utilizando a férmula abaixo:

_ Aa Cpadrao

Ca 100

Apadréo
onde,
Ca = concentragdo percentual da amostra (ug/mL); Cp: concentragcdo da s olucdo
padrdo de isomitrafilina (ug/mL); Aa: absorvancia da amostra; Ap: absorvancia da
solucdo padrao de i somitrafilina. Os resultados finais consideraram a per da por

dessecacao da amostra.

b) Método por extracdo metandlica

Cerca de 1,0 gdo ESC foi exatamente pesado e transferido para baldo
volumétrico e o teor de alcaldides calculado mediante a mesma metodologia descrita
para a DVSM em Determinacdo do teor de alcaldides totais, método por extracédo
metandlica. Os resultados foram calculados em massa percentual e expressos como

isomitrafilina, pela média de trés determinacgdes.
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_ Aa Cpadrao

q= 100

Apadréo

onde,

Ca = concentragdo percentual da amostra (ug/mL); Cp: concentragcdo da s olucdo
padrdo de isomitrafilina (ug/mL); Aa: absorvancia da amostra; Ap: absorvancia da
solucdo padrao de i somitrafilina. Os resultados finais consideraram a per da por

dessecacao da amostra.

Controle microbiolégico de ESC

a) Contagem de microorganismos viaveis (bactérias e fungos)

O ESC foi ensaiado quanto a presenga de m icroorganismos viaveis, nas
condigdes especificas de bactérias e fungos, segundo o método de contagem em

placas da Farmacopéia Brasileira 4% edicao.

b) Pesquisa de patégenos
A presencga dos patdgenos E. coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida albicans no ESC foi testada segundo a

Farmacopéia Brasileira 42 edigao.

Determinacao do teor de al caléides por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Preparacao do padréo

Uma amostra de 10, 0 mg de isomitrafilina foi dissolvida em metanol e o
volume completado a 10,0 mL com o mesmo solvente. Uma aliquota de 2,5 mL
dessa solucgao foi diluida em metanol a 10,0 mL. A partir dessa solugao, aliquotas de
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mL foram retiradas, transferidas, separadamente, para baldes
volumétricos de 1 0,0 mL eo volume completado com metanol. As solugdes
resultantes foram codificadas como P1, P2, P3, P4 e P5, sendo suas concentragcdes
5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 ug/mL, respectivamente.

Cada solugédo foi filtrada por membrana hidrofilica HVHP e injetada em
triplicata no ¢ romatdgrafo seguindo as condicdes cromatograficas descritas na
tabela 8.
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Preparacao da amostra:

Cerca de 1,0 gdo ESC, exatamente pesado, foi transferido para baldo
volumétrico de 10, 0 mL, dissolvido em metanol e o v olume completado com o
mesmo solvente. Na sequéncia, foi retirada uma aliquota de 1,0 mL, transferindo-a
para um baldo volumétrico de 100,0 mL e completando-se o volume com metanol.
Esta solucdo foi submetida a banho de ultra-som por 15 m inutos, filtrada por
membrana hidrofilica HVHP e injetada em triplicata no cromatografo. As condigdes

cromatograficas utilizadas na analise estdo descritas na tabela 8.

Tabela 8. Condigbdes experimentais do método isocratico por CLAE.

Caracteristica Descrigao
Fase movel Tampao fosfato pH 7,0:acetonitrila (60:40, V/V)
Coluna Lichrospher® 100 RP-18 (250 mm X 4,0 mm, 3 pym)
Fluxo da fase movel 0,75 mL/min.
Comprimento de onda 245 nm
Volume de injegédo 10,0 pl
Temperatura de analise 28 °C

Observacao: Para remocéao de residuos, a coluna foi lavada com solugdo metandlica de

acido acético a 1%, durante 5 minutos, quando assim foi requerido.

Teste preliminar para a estabilidade do ESC

Amostras de ESC foram colocadas em camadas de 1,5 cm sobre placas de
Petri e e xpostas a |l uz ultravioleta (lampada germicida de marca Phillips, modelo
G30T8 UV-C long life), distante 20 cm. Apds a exposic¢ao a luz UVC em tempos pré-
determinados de 24 horas, 7, 14, 21, 30, 45, 60 e 90 dias, o perfil de alcaléides do
ESC foi avaliado pelo método por CLAE acima descrito, enquanto reducao de teor

de alcalbides e presenga de produtos de degradacéo.
4.2.5. Preparagao e caracterizagao das capsulas contendo ESC
Aproximadamente 1000 c apsulas foram preparadas utilizando maquina de

encapsular (Erli, mod. EG 9000, Brasil), de modo a obter capsulas n° 0 com 400 mg
de ESC.
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Determinacao da perda por dessecagao

A determinagcdo da perda por dessecacdo foi efetuada conforme a
Farmacopéia Brasileira 42 edicdo. Os resultados foram expressos como perda de
massa percentual, através da m édia de quatro determinagcbes (FARMACOPEIA,
1988).

Determinagao do peso médio das capsulas
A determinacdo do peso médio das capsulas foi efetuada conforme a
Farmacopéia Brasileira 42 edigao (FARMACOPEIA, 1988).

Tempo de desintegragcao das capsulas
O tempo de des integragdo das capsulas foi estabelecido conforme a
Farmacopéia Brasileira 42 edigao (FARMACOPEIA, 1988).

Teste preliminar de estabilidade térmica para capsulas contendo ESC

Cinguenta capsulas contendo ESC foram colocadas em estufa a0+ 2°C e
uma umidade relativa de 90 * 5%, por um periodo de 90 dias. O teor e o perfil dos
alcaldides foram avaliados no tempo zero e apos 30, 60 e 90 dias de exposicao,
conforme estipulado pela ANVISA (ANVISA, RE n° 560/2002), exceto pelo uso das
embalagens primaria, secundaria et erciaria. O perfil de a Icaldéides do ESC foi
avaliado pelo método por CLAE (Vide Determinacdo do teor de alcaldides por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), enquanto reducao de teor de alcaldides e

presenca de produtos de degradacgao.

4.2.6. Validagao de métodos analiticos

Validacao do método analitico por espectrofotometria no UV
Para essa finalidade foram avaliados os parametros de linearidade, exatidao,

precisao e robustez.

Linearidade: a c urva-padrao para isomitrafilina foi obtida utilizando as mesmas
concentragdes de 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 ug/mL, utilizadas na analise por CLAE
(Determinacdo do teor de alcaldides por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

Cada ponto da curva foi lido em triplicata. A linearidade foi avaliada pelos critérios de
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coeficiente der egressao, analise de A NOVA, limites de c onfianga para os
coeficientes angular e linear, erro sistematico constante e analise de residuos por
Durbin-Watson (FUNCK e col., 1992)

Precisdo: A precisdo do método foi verificada mediante seis determinagdes do teor
de alcaldides do ESC, todas realizadas no mesmo aparelho, pela mesma analista,
porém, em dois dias diferentes, considerando a concentragdo média correspondente
a 100% do esperado. Os resultados foram expressos em desvio padrao e coeficiente
de variagéao.

Exatidao: A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacéao, pela
adicao de quantidades conhecidas de ESC, de forma a obter amostras equivalentes
a 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115 e 120% da concentragdo nominal esperada.
Cada amostra foi lida em triplicata.

Robustez: A robustez do método testado levou em consideragao os fatores: pH da
solucao de leitura, comprimento de onda, temperatura da solugdo de leitura,
solvente.

Para a avaliacdo do pH da solugcao de leitura foram usadas solugao diluida de
NH4OH e solugdao 1 N de HCI. A solugao de leitura foi alcalinizada a pH 10,0 e a
absorvancia lida em 285 nm (Amax. da isomitrafilina). Para a avaliagdo em pH acido, a
solucao de leitura foi acidificada a pH 5,0. A leitura também foi realizada em 285 nm.
Para a avaliacdo da mudanca de comprimento de onda, a absorvancia da solugéo
de leitura, sem alteragao de pH, foi lida em 280 e 300 nm. Para avaliagao do fator
temperatura, foi determinada absorvancia em 285 nm de s olugcbes de leitura,
estando estas a 40 e 6 °C. Para a avaliagao do fator solvente, foi utilizado metanol
de duas procedéncias diferentes, seguindo uma mesma sistematica de obtengao da

solucao de leitura. A absorvancia foi lida em 285 nm.

Validacao do método analitico por CLAE
Para av alidacdo da metodologia analitica por CLAE foram avaliados os

parametros de linearidade, exatidao, precisao e robustez.

Linearidade: a c urva-padrao para isomitrafilina foi obtida utilizando as mesmas
concentragdes de 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 ug/mL, utilizadas na analise por CLAE
(Determinacao do teor de alcaléides por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

45



Cada ponto da curva foi injetado em triplicata. A linearidade foi avaliada pelos
critérios de coeficiente de regressao, analise de ANOVA, limites de confianga para
os coeficientes angular e linear, erro sistematico constante e analise de residuos por
Durbin-Watson (FUNCK e c ol., 1992). Neste caso, ov olume dei njecdo foi
programado para 10,0 puL, de modo a obter parametros de comparagao com dados
relatados (GANZERA e col., 2001).

Precisdo: A precisdo do m étodo foi verificada por seis determinagdes do ESC,
através de ensaios completos, realizados no m esmo laboratério, pela mesma
analista, com experimentos realizados em dois dias diferentes, considerando a
concentragdo média correspondente a 100% do valor esperado. Os resultados foram
expressos em desvio padrao e coeficiente de variagao.

Exatiddo: A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacéao, pela
adicdo de quantidades conhecidas do E SC, de forma a obter solugcbes de leitura
com as seguintes concentragdes equivalentes a 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115 e
120% do valor esperado. O resultado levou em consideracdo a m édia de trés
injegcdes de cada amostra.

Robustez: A robustez do método testado levou em consideragao os fatores: pH da
fase movel, comprimento de onda, temperatura, composicdo da fase mével, volume

de injegao e lote da coluna.

Para a avaliacdo do pH dafase moével foram usadas solugcbes-tampao de
fosfatos com pH 5,0 e 8, 0. Para a av aliagdo do f ator comprimento de onda, a
absorvancia foi lida em 243 e 247 nm. A avaliagcdo do fator temperatura foi realizada
em 25e 35 °C. Para avaliar o efeito da variacdo da fase movel, foram utilizadas
proporgdes de 65:35 e 70:30 (v/v) de tampao fosfato pH 7,0:acetonitrila. O fluxo da
fase movel variou entre 0,5 e 1,0 pL. As colunas cromatograficas usadas tiveram a

mesma procedéncia, porém, de lotes diferentes.

4.3. Elaboracao de fluxograma de desenvolvimento de fitoterapico monodroga

As etapas executadas no presente trabalho foram reproduzidas na forma de
um fluxograma, a ser utilizado pelo laboratério patrocinador da pesquisa, em outras

ocasides em que se fizer necessario o desenvolvimento de metodologia analitica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO







A identificagdo e caracterizagdo das matérias-primas vegetais utilizadas neste
trabalho foram realizadas para atender as demandas de qualidade que atualmente
incidem sobre um produto fitoterapico a base de c asca de U. tomentosa e, ao
mesmo tempo, estabelecer critérios que permitam identificar e c aracterizar um

extrato seco obtido no comércio pelo Laboratério Tiaraju Ltda.

A utilizacdo de extratos secos como produto intermediario, como foi o caso
implicito no pr esente trabalho, apresenta um grande numero de vantagens em
relacdo aos extratos moles, liquidos e a droga na forma de p6, o que explica seu uso

preferencial no ambito de industria de fitoterapicos.

Entre estas vantagens se destacam: a mais facil manipulagdo, maior
estabilidade quimica e m icrobioléogica, bem como maior homogeneidade de
distribuicdo dos constituintes ativos oud e interesse (LIST e S CHMIDT, 1989;
TAYLOR, 2002).

Nesse contexto, alegislagdo moderna remete aindustria farmacéutica de
fitoterapicos ao des envolvimento de m étodos que assegurem e c onfirmem a

eficiéncia da formulacado, em condi¢gdes susceptiveis de validagao.

Para essa finalidade sdo requeridos, porém, métodos analiticos validados e
parametros de qualidade fidedignos (WORLD, 1993), que possibilitem a identificagao
e caracterizagao das matérias-primas e, também, a padronizagcado e otimizagao de

qualquer transformacéo tecnoldégica.

Visto desse ponto de vista amplo, as monografias de Farmacopéias modernas
constituem um instrumento que viabiliza o controle de qualidade, principalmente, da
matéria-prima (MIGUEL e col., 2004), o qual, contudo, nao pode ser transposto para
o controle de processos tecnoldgicos ou para o controle de qualidade do produto

acabado de modo irrestrito.
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5.1. Caracterizagao do Extrato Seco Comercial (ESC)

5.1.1. Caracteristicas macroscopicas

A matéria-prima, utilizada pelo Laboratério Tiaraju nae laboragdo de
fitoterapicos a base de Uncaria tomentosa, foi adquirida do comércio, apresentando-
se na forma de p6 finamente dividido, de fluxo facil e de coloragdo marrom-escuro. A
analise preliminar do ESC em microscépio 6tico revelou tratar-se de particulas de

forma esférica, com caracteristicas proprias de um extrato seco por aspersao.

5.1.2. Analise granulométrica do ESC

O laudo de qualidade que ac ompanhou o ESC utilizado neste trabalho,
embora declare tratar-se de um extrato seco obtido por nebulizagdo, nao f az
nenhuma mengao as caracteristicas granulométricas do mesmo. Em face disso e
considerando que o tamanho das particulas em formas farmacéuticas pulvéreas tem
fundamental importancia na g arantia da u niformidade de dose, além de influir no
perfil de d issolucdo, uma das primeiras agbes tomadas foi a de c aracterizar a

granulometria do produto.

Entre os métodos de anal ise da distribuicdo granulométrica de pos , a
microscopia Optica é aceita e usualmente empregada (WELLS, 1988). Os resultados
da analise da distribuicdo granulométrica do ESC, realizada por microscopia optica,
adotando como critério de medida o didmetro de Feret (LANTZ, 1990), encontram-se

na tabela 9 e na figura 3.

Os resultados indicam um tamanho médio de particula proximo de 3,5 um,
com distribuicdo nao-normal, unimodal, com assimetria negativa, o que é
frequentemente observado em distribuigbes granulométricas de pos , incluindo
extratos secos obtidos por aspersdo (WELLS, 1988; DE SOUZA, 1996).
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Tabela 9. Analise granulométrica do extrato seco comercial (ESC), por microscopia
oOptica.

Intervalo de faixa Valor médio | Frequéncia relativa
granulométrica (um) (Mm) (%)
0-34 1,7 3.4
3,4-6,8 5,1 6,6
6,8 - 10,2 8,5 29,8
10,2-13,6 11,9 20,8
13,6 - 17,0 15,3 10,2
17,0 - 20,4 18,7 12,0
20,4 - 23,8 22,1 8,4
23,8 - 27,2 25,5 4.8
27,2-30,6 28,9 4,0
Total - 100
35 100
w0 | + 90
+ 80
25 + + 70
00 | + 60
< + 50
15 + + 40
10 + T30
+ 20
°1 110
0 0
diametro (um)
| —@— Fragao (%) —— Frag&o acumulada (%) |

Figura 3. Distribuicdo granulométrica do extrato seco comercial (ESC), expressa em
termos percentual e percentual acumulado.
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5.2. Identificagao e Controle de Qualidade para o Extrato Seco Comercial (ESC)

Uma das maiores dificuldades encontradas no estabelecimento de critérios de
identificacdo da or igem botanica e de qu alidade para aD VSM eo E SC foi a
obtencao de uma amostra auténtica da droga vegetal oficial, isto €, casca de Uncaria
tomentosa, ou de um a exsicata da planta, ja que se trata de vegetal inexistente na
regidao sul. Diversas tentativas de obt er uma amostra auténtica junto av arios
herbarios nacionais (UFRGS, UFMG e UFRJ) foram infrutiferas. Mais tardiamente,
obteve-se uma amostra auténtica de partes aéreas junto a Estagdo Experimental da
EMBRAPA, em LAVRAS-MG', que per mitiu a i dentificagdo da amostra de DVSM

como sendo da espécie Uncaria tomentosa DC.

Outro obstaculo enfrentado foi a semelhanca da espécie Uncaria tomentosa
com a Uncaria guianensis Willd. DC. A principal caracteristica morfolégica de
diferenciagdo baseia-se na a nalise comparativa dos espinhos e folhas (TAYLOR,
2002). Sendo a droga vegetal oficial desprovida destes elementos de diferenciacéo,
explica-se que a s ubstituicdo de uma espécie pela outra seja um fato relatado na
literatura. Na revisdo apresentada por Taylor (2002), referente a abor dagem
etnobotanica e etnofarmacologica do género Uncaria, a autora discute este e outros
problemas, ressaltando que as dificuldades para identificar corretamente as
espécies do Género podem ter constituido um importante fator de erro na
investigacao e comprovagao das suas indicagdes tradicionais. Pode-se acrescentar
o fato da casca de Uncaria tomentosa ser comercializada no Brasil na forma de
rasurado ou de pd, o que po tencializa a oportunidade de s ubstituicdo com U.
guainensis ou de adulteragdo com caules e cerne do tronco. Esta possibilidade de
substituicao foi descartada na ocasiao da identificacao botanica da amostra de droga
vegetal, porém, n&o contempla a possibilidade de adulteragédo do ESC devido a falta

de estruturas celulares organizadas.

Perante a falta de caracteristicas morfolégicas de identificagcdo procurou-se
estabelecer critérios cromatograficos de identificagdo mediante analise comparativa

utilizando amostras da dr oga vegetal comercializada no Brasil como casca de

! Pela identificago e auxilio, nosso agradecimento ao Curador do herbario Dr. Bot. Evandro José Linhares
Ferreira.
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Uncaria tomentosa e de uma pequena amostra auténtica de c asca®, procurando

para isso utilizar sistemas cromatograficos ja relatados na literatura.

5.2.1. Estabelecimento de critérios de identificagdo baseados na droga vegetal
seca moida (DVSM)

A amostra recebida de matéria-prima vegetal rasurada consistiu em estruturas
fibrosas alongadas, de aproximadamente 1 a 2 mm de didmetro e 2 a 10 centimetros
de comprimento, de cor amarelo-escura. O seu aspecto foi nao homogéneo, sendo
possivel discriminar a presenca de fibras marrom-escuras misturadas a outras de

tonalidade mais clara (figura 4).

Para fins analiticos, a amostra de matéria-prima vegetal rasurada foi moida
em moinho de facas e o pr oduto resultante identificado como droga vegetal seca
moida (DVSM).

5.2.1.1. Analise por cromatografia em camada delgada da DVSM e do ESC

A caracterizagdo por cromatografia em camada delgada é r eferida como
requisito indispensavel na identificacdo e caracterizagdo de drogas vegetais
(WAGNER e B LADT, 1996; WORLD, 1993). No presente trabalho, os sistemas
cromatograficos testados basearam-se naqueles descritos not rabalho de V AN
GINKEL (1997), quem os preconizou para a identificagcdo de f lavondides e
alcalodides. Estes sistemas foram codificados como SI, SllI, Slll, SIV, SV, SVI, SVII,
SVIII, SIX, SX (tabela 5 e 6).

Como substancias de referéncia foram usados o alcaldide isomitrafilina, cuja
ocorréncia em U. tomentosa ja fora anteriormente relatada (KEPLINGER e col.,
1999; LAUS ecol., 1994; GANZERA e col., 2001) eof lavondide rutina, cuja

auséncia em U. tomentosa fora relatada como sendo um parametro de diferenciagao

2 Nossos agradecimentos & Profa. Dra. A.T. Henriques e & Profa. Dra. L.A. Mentz, ambas da UFRGS, pelo
fornecimento e identificacdo da amostra auténtica.
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entre as espécies U. tomentosa e U. guianensis por Van Ginkel (1997). Para a
revelacao dos flavondides e dos alcaldides deu-se preferéncia a dois reagentes de
uso relatado para U. tomentosa, especificamente, o reagente Natural-A a 0,5% (m/v)
com solugdo metandlica de macrogol 400 a 5% , no caso dos flavondides, e o
reagente de Dragendorff, para alcaldides (VAN GINKEL, 1997).

Figura 4. Aspecto macroscopico da DVSM adquirida no comércio como “casca de
Uncaria tomentosa”. As setas indicam estruturas fibrosas de coloracdo mais escura.

Considerando a resolugéo e os valores de Rf das manchas dos padrdes e das
amostras utilizadas, os istema SV foi o que apresentou os resultados mais
satisfatorios na deteccéo dos alcaldides (figura 5), e o sistema SX na detec¢do dos
flavondides (figura 6), confirmando a preferéncia na escolha destes dois sistemas
por Van Ginkel (1997).

No cromatograma da D VSM, obtido com o sistema SV e revelado com o
reagente de Dragendorff, observam-se cinco manchas principais, da quais, quatro
amarelo-alaranjadas (Rf 0,24; 0,53; 0,61 e 0,88) e uma mancha de cor azul, com
valor de Rf de 0,49 (tabela 10). A mancha amarelo-alaranjada com valor de Rf 0,61
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mostrou comportamento cromatografico semelhante ao observado para o padrao de

isomitrafilina.

De modo geral, o c romatograma obtido apds revelacdo com reagente de
Dragendorff coincide com a descrigao feita por Van Ginkel (1997) para casca de U.
tomentosa, exceto pela presengca da mancha em Rf 0,88, que segundo a autora é de
se esperar em amostras de outras espécies de Uncaria, mas ndo em U. tomentosa.
Por sua vez, o cromatograma do extrato obtido por extragdo metandlica ndo mostrou
diferencgas significativas em relagédo ao obtido por extragdo acido-base, quando esse

mesmo sistema cromatografico foi utilizado.

Contudo, cabe salientar que a autora acima referida fez uso de uma
alcalinizagdo prévia a extragdo da droga com metanol, o que, em parte, poderia

explicar as discrepancias parciais assinaladas neste trabalho.

Quanto ao cromatograma obtido com o ESC (figura 5), péde-se perceber a
presenca de cinco manchas amarelo-alaranjadas (Rf 0,18; 0,24, 0,61; 0,70 e 0,89).
As manchas de cor azul (Rf 0,49) e amarela (Rf 0,53) presentes na cromatografia da
DVSM nao foram observadas noE SC, porém, am ancha com Rf 0,61,
correspondente a i somitrafilina, péde s er facilmente identificada. Por sua vez, a
amostra auténtica de casca de U. tomentosa, além das mesmas caracteristicas
cromatograficas assinaladas no ESC, apresentou uma mancha de cor verde (Rf
0,91) e duas manchas amarelas (Rf 0,53 e 0,05), revelando um maior numero de
coincidéncias em relacéo a descricao de Van Ginkel (1997), se comparada com a
DVSM e ESC.

De modo geral, é possivel afirmar que os trés cromatogramas obtidos para a
DVSM, ESC e amostra auténtica, embora apresentem diversas manchas em
comum, guardam diferengas substanciais, destacando-se a mancha azul (Rf 0,49),
observada apenas para a DVSM, e as duas manchas, uma esverdeada (0,91) e
outra amarela (0,05), observadas apenas na am ostra auténtica de c asca de U.

tomentosa.
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P A1 A2 ESC AA

Figura 5. Cromatograma de Uncaria tomentosa para alcaloides. Sistema: SV:
cloroférmio:etanol (60:40 v/v). P: padr&o isomitrafilina; A1: DVSM obtida por extragéo
acido-base; A2: DVSM obtida com extracdo metandlica; ESC: extrato seco diluido
com metanol; AA: amostra auténtica de casca de U. tomentosa. Distancia de
migragao: 15 cm, revelador: reagente de Dragendorff, com leitura em 366 nm.

No cromatograma relativo a andlise dos flavondides da DVSM pelo sistema
SX, utilizando reagente Natural-A (figura 6), observaram-se duas manchas de
coloracéo azul (Rf 0,94 e 0,42) e seis manchas de coloragdo laranja (Rf 0,51; 0,49;
0,46; 0,36; 0,24 e 0,18) (tabela 11). Para esse mesmo sistema cromatografico, o
cromatograma do ESC mostrou duas manchas de cor azul (Rf 0,94 e 0,45) e cinco
manchas de coloracéo laranja (Rf 0,66; 0,63; 0,51; 0,39 e 0,18).
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A amostra auténtica apresentou duas manchas de cor azul (Rf 0,94 e 0,45) e
trés manchas de cor laranja (Rf 0,77; 0,51 e 0,18). Assim, partindo do principio que
os métodos de extracdo utilizados neste trabalho e por Van Ginkel (1997) foram os
mesmos, as diferencas observadas podem ser atribuidas a matérias primas
diferentes (casca com e sem cerne) ou a uma degradacao quimica relacionadas as
operagbes de moagem e extragdo-secagem, implicitas na obtengdo da DVSM e do
ESC.

Em todos os materiais investigados identificou-se uma mancha com Rf 0,51,
com comportamento idéntico ao padrao rutina. Isto representa um forte ponto de
discrepancia, uma vez que a aut ora supracitada relata a auséncia de rutina em U.
tomentosa e preconiza, ao mesmo tempo, que esse flavondide ocorre em um Rf de

0,18 em U. guianensis.

Tabela 10. Valores de Rf e cores das manchas observadas por CCD para os
alcaloides, usando sistema SV e revelador de Dragendorff

Material pesquisado Valor de Rf Cor
Padrao isomitrafilina 0,61 Amarelo
0,88; 0,61; 0,53; 0,24 Amarelo
DVSM 0,49 Azul
ESC 0,89; 0,70; 0,61; 0,24; Amarelo
0,18
0,91 Verde
Amostra auténtica 0,89; 0,67; 0,61; 0,53; Amarelo
0,24; 0,05
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Rutina DVSM ESC AA

Figura 6. Cromatograma de Uncaria tomentosa para flavonoides obtido com o
sistema SX: n-butanol:acido acético:agua (100:10:30) (v/v). DVSM: droga vegetal
seca moida; ESC: extrato seco comercial; AA: amostra auténtica de casca de U.
tomentosa. Cromatofolhas de gel de silica 60 UV 254, tempo de saturagédo da cuba:
30 minutos, distancia de m igragdo: 14 cm, revelador solugdo metandlica de
Reagente Natural A 0,5% (m/v) e solugdo etandlica de polietilenoglicol 400 a 5%
(v/v) (366 nm).
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Tabela 11. Valores de Rf e cores das manchas observadas por CCD para flavonoéides
usando Sistema X.

Material pesquisado Valor de Rf Cor
Padrao Rutina 0,51 Laranja
0,94; 0,42 Azul
0,51; 0,49; 0,46; 0,36; Laranja
DVSM 0,24; 0,18
0,94; 0,45 Azul
ESC 0,66; 0,63; 0,51; 0,39; 0,18 Laranja
Amostra auténtica 0,94 0,45 Azul
0,77;0,51; 0,18 Laranja

Comparando os cromatogramas das trés amostras analisadas (DVSM, ESC e
amostra auténtica) com o perfil relatado para U. tomentosa por Van Ginkel (1997),
foi possivel estabelecer aoc orréncia em comum det rés manchas principais,
identificadas como alcaléides. Contudo, observa-se que ad iferengca entre a
composicao da fragao de alcaldides da amostra auténtica e da DVSM nao pode ser
atribuida completamente a pr esengca de cerne na amostra, uma vez que as
composi¢cdes dessa eda casca nao puderam ser diferenciadas em estudos
anteriores (REINHARD, 1999). Uma segunda alternativa a s er considerada diz
respeito ao efeito térmico associado a moagem, o qual poderia, em ultima instancia,

desencadear um processo de degradacao da fragao dos alcaldides.

5.2.1.2. Analise granulométrica da DVSM

Embora nao constitua um critério de qualidade farmacopéico, a analise da

distribuicdo do tamanho de particula da D VSM serve como parametro auxiliar na

garantia da reprodutibilidade dos métodos analiticos, que compreendem a extragéo

como parte integral do método. Sabidamente, a distribuicdo, o tamanho médio de
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particula e a superficie especifica de drogas vegetais em p6 tém uma relagao direta

com a homogeneidade e reprodutibilidade do processo extrativo (VOIGT, 1993).

Os resultados da analise granulométrica da DVSM (tabela 12) indicam uma

faixa granulométrica predominante compreendida entre 0,420 e 0, 106 mm, com

diametro médio aproximado de 0,27 mm, que corresponde a 76,6 % do total da

amostra (figura 7).

Tabela 12. Analise granulométrica da DVSM, mediante uso de tamises.

NA(mm) | CG(mm) DM (mm) IA (mm) Fr (%) FrR (%) FrP (%)
0,42 >0,42 - - 6,9 6,9 93,1
0,3 0,42-0,3 0,36 0,12 28,5 35,4 64,6
0,25 0,3-0,25 0,275 0,05 3,2 38,6 61,4

0,106 0,25-0,106 0,178 0,144 449 83,5 16,5
0,082 0,106-0,082 0,094 0,024 13,4 96,9 3,1
Coletor 0,082-0 0,041 0,082 3,1 100 0

Nota: AN: abertura nominal de malha; CG: classe granulométrica; DM: didmetro médio; IA: intervalo de

abertura; Fr: fracdo tamisada; FrF: fracdo retira acumulada; FrP: fracdo de passagem acumulada.

5.2.1.3. Determinagao do teor de umidade residual

A quantidade de agua presente na droga vegetal seca esta relacionada nao
somente a estabilidade dos constituintes quimicos, mas também ao calculo do teor
de substancias ativas. Assim, o teor de umidade residual € um parametro indicativo

das condi¢des de conservacéo das drogas vegetais.

Para o farmacdgeno casca, os limites farmacopéicos de umidade residual sao
de 8 a 14% (FARMACOPEIA, 1988). O teor de umidade residual determinado para a
DVSM foi de 8,44 + 007 % (CV%-= 0,83), indicando que o mesmo obedece a esse
critério farmacopéico estabelecido. Este valor foi levado em consideragao no calculo

do teor de flavonodides e de alcaldides da DVSM.
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Figura 7. Analise granulométrica da DVSM em termos de fragao retida percentual
(FrR%) e fracdo de passagem percentual (FrP%).

5.2.1.4. Determinagao do teor de extrativos

O teor de extrativos constitui um critério empirico de qualidade, que avalia o
rendimento de e xtragdo de s ubstancias em um determinado solvente, podendo
auxiliar na escolha de um liquido extrator adequado, ou, simplesmente, servir como
parametro de avaliagdo das caracteristicas das matérias-primas vegetais. O teor de
extrativos calculado para DVSM, utilizando agua como solvente, foi de 4,48 g% +
0,88 (CV% = 4,23).

5.2.1.5. Determinacgao do teor de flavonodides
A avaliacédo da qualidade da droga vegetal seca e das solugdes pressupde o
doseamento do teor de substancias ativas ou, no caso do seu desconhecimento, de

substancias cuja composicdo seja majoritaria na es pécie vegetal. No caso de

Uncaria tomentosa, a literatura atribui a varios grupos de substancias as atividades
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terapéuticas relatadas, entre elas, os alcaléides, flavondides e triterpenos
(SANDOVAL-CHACON e col., 1998).

Entre os métodos de det erminagcdo do teor de flavondides totais, os
espectrofotométricos contam entre os mais difundidos. Esses métodos, geralmente,
tém por fundamento af ormagdo de complexos metalicos entre polifendis e,
principalmente, com cloreto de aluminio (MABRY e c ol.,, 1970). No presente
trabalho, ot eor def lavondides foi determinado segundo métodos
espectrofotométricos preconizados na |l iteratura (ORTEGA, 1993; DEUTSCHES,

1992), com e sem hidroélise acida dos heterosideos flavonoidicos.

Os métodos espectrofotométricos propostos diferenciam-se basicamente na
fase de e xtracdo, a qual pode, oundo, incluir uma etapa de hi drélise acida
simultaneamente a extracdo. No método preconizado por alguns codigos oficiais,
como a Farmacopéia Alema (DEUTSCHES, 1992), os heterosideos flavonoidicos
sao hidrolisados com acido cloridrico, enquanto se processa a extracdo sob refluxo
dos mesmos. As agliconas resultantes s&do extraidas com solvente organico,
normalmente acetato de etila, e pos teriormente complexadas utilizando solugao
etandlica de cloreto de aluminio. O resultado disso é o deslocamento batocrémico da
absor¢cao maxima dos flavondides para comprimentos de onda préximos a regiao de
400-450 nm. O teor de flavondides totais € nor malmente expresso em termos de

rutina ou quercetina.

Diferentemente, no método sem hidrolise acida (ORTEGA, 1993; DE SOUZA,
1996 e PETRY, 1999) a complexagéao e a leitura espectrofotométrica sao feitas apos
extracdo e diluicdo direta da dr oga vegetal previamente extraida com solvente
hidroalcodlico. Apds adicao de cloreto de aluminio e uso como branco da solugao de
leitura ndo-tratada com cloreto de aluminio, o teor de flavondides totais € expresso
em termos deum flavondide (heterosideo ou agl icona) como, por exemplo,
quercetina, apigenina, sakuranetina, vitexina, entre outros (ORTEGA, 1993; PETRY,
1999).

Os resultados da determinacao do teor de flavondides por ambos os métodos

espectrofotométricos estao apresentados na tabela 13.
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Tabela 13. Teor de flavonodides totais (TFT) da DVSM, determinado pelos métodos
espectrofotométricos com hidrdlise e sem hidrdlise.

Método TFT (g%) +dp CV%
Com hidrolise (420 nm) 0,73 0,006 0,82
Sem hidrélise (315 nm) 0,53 0,002 0,37
Sem hidrélise (420 nm) 0,64 0,002 0,37

Embora os dois métodos tenham se mostrado precisos nos trés
comprimentos de on da del eitura utilizados, os teores de flavondides totais
calculados mostraram ser diferentes, uma vez que os comprimentos de ondad e
leitura, os valores de absorgao especifica e o efeito de interferentes foram diferentes.
Uma situagdo analoga foi descrita por De Souza (1996) e Petry (1999) para a

determinagao do teor de flavondides totais de folhas de Passiflora edulis Sims.

O espectro de varredura obtido para a solugao de leitura da DVSM hidrolisada
e adicionada de cloreto de aluminio, utilizando como branco a mesma solugdo sem
cloreto de aluminio (figura 8), permite evidenciar um maximo de absor¢gédo em 420
nm, o qual é acompanhado de uma absorgédo secundaria proxima a 480 nm. Com
base no primeiro comprimento de onda, o teor de flavondides totais foi de 0,73 g%,

calculado como rutina.

Por sua vez, o espectro de varredura da solugdo de leitura da DVSM nao
hidrolisada e adicionada de cloreto de aluminio, utilizando como branco a mesma
solugdo sem cloreto de aluminio (figura 9), mostrou maximos de absorgdo em 420
nm e 315 nm. Os teores calculados em ambos os comprimentos de onda foram de
0,53 g%, expresso como sakuranetina, e 0, 64 g%, expresso como rutina,
respectivamente. Cabe aqui esclarecer que a pr esenca de sakuranetina nao f oi
relata para U. tomentosa. Porém, nas condi¢cbes acima especificadas para a DVSM,
esse flavondide mostrou um comportamento analogo, adequando-se bastante bem

para fins analiticos.
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Figura 8. Espectro de v arredura UV-VIS para a solugdo de leitura da DVSM
hidrolisada e adicionada de cloreto de aluminio, utilizando como branco a mesma
solucao sem cloreto de aluminio.
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Figura 9. Espectro de varredura UV-VIS para a solugdo de leitura da DVSM néao
hidrolisada e adicionada de cloreto de aluminio, utilizando como branco a mesma
solucdo sem cloreto de aluminio.

Os valores da absorcao especifica da sakuranetina e da rutina tinham sido
calculados anteriormente por Silva (1999) e constam nas respectivas equagdes de
calculo. Observa-se que os teores de flavondides calculados a partir desses valores
foram diferentes e inferiores ao teor calculado pelo método de hidrdlise acida (0,73
g%).
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Nao foi possivel estabelecer comparagdes entre os teores calculados e teores
relatados na literatura para Uncaria tomentosa, dada a f alta desses nos diversos

trabalhos consultados.

5.2.1.6. Determinacao do teor de alcaléides para a DVSM

No caso especifico de Uncaria tomentosa, embora varios alcaldides tenham
sido identificados na casca (KEPLINGER e col. 1999; GANZERA e col., 2001),
aqueles disponiveis no mercado e que poderiam ser utilizados como substancias de
referéncia tém preco quase proibitivo. Por essa razdo, na execucgao deste trabalho
optou-se por utilizar apenas o alcaldide oxinddlico pentaciclico isomitrafilina como
substancia de referéncia, que além de ser relativamente mais barato, constitui um

dos alcaloides majoritarios isolados de cascas de U. tomentosa.

Os resultados da de terminacdo do teor de alcalbides totais para a D VSM

pelos métodos espectrofotométricos estao apresentados na tabela 14.

Tabela 14. Teor de alcaldides totais da DVSM, determinado por espectrofotometria,
com o método por extragao acido-base e com o método por extracdo metandlica.

Método Teor (g%) (* sd) CV%
Extracao acido-base 0,25 0,004 2,56
Extracao metandlica 0,55 0,006 1,05

O teor de alcaldides totais determinado para a DVSM mediante o método por
extracdo acido-base foi menor, se comparado com o obtido pela extracdo com
metanol, ficando em evidéncia a diferenga entre ambos os métodos. Um fator de
diferenciacao adicional pode estar relacionado a isomerizagdo dos alcaldides em
meio acido e al calino, fato ja antes relatado naliteratura para alcaléides de U.

tomentosa (LAUS e col., 1994). Adicionalmente, a isomerizagao dos alcaldides de U.
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tomentosa nao foi observada em processos de e xtragcdo metandlica anteriormente
relatados (GANZERA e col., 2001).

Por essa razdo, a extragédo diretamente com metanol surge como o método
de extracao de escolha e, ao mesmo tempo, torna obrigatéria, para fins oficiais e de
controle de qualidade, a dec laracdo exata do m étodo utilizado na e xtragao da
matéria-prima, assim como na pr odugdo de e xtratos secos e nas analises

quantitativas deste vegetal.

O método espectrofotométrico de determinagao do teor de alcalodides, embora
seja um método rapido e simples, tem, contudo, como principal desvantagem a falta
de especificidade, que torne o método capaz de identificar possiveis adulteragdes da

DVSM com outras partes da planta, que nio casca.

5.3. Doseamento do teor de flavondides e alcaléides para o ESC

5.3.1. Determinacgao da perda por dessecacao do ESC

A determinagcdo da perda por dessecagao do ESC indicou um teor de
umidade residual de aproximadamente 7,6% (dp = 0,08; CV% = 1,11), quese
mostra apropriado para a preparagao de capsulas, principal uso para o qual esse
produto se destina. A perda por dessecacao calculada também constitui um valor a
ser inserido na formula de c alculo do d oseamento do teor de flavondides e de

alcaléides no ESC.

5.3.2. Determinagao do teor de flavondides do ESC

Os resultados da de terminacao do teor de flavondides para o E SC de U.
tomentosa, pelos métodos espectrofotométricos com hidrdlise e sem hidrolise, estéo
apresentados natabela 15. Os valores calculados foram inferiores aqueles vistos
para a DVSM, porém, conservam a mesma sequéncia constatada nesse, isto &, o

maior teor correspondeu ao método por hidrolise, seguido do teor calculado como
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rutina pelo método sem hidrélise. Outros comentarios que poderiam ser levantados
coincidem com os feitos antes noitem destinado a Determinacdo do teor de
flavonoides da DVSM.

Tabela 15. Determinagao do teor de flavonodides totais (TFT) do ESC, determinado
espectrofotometricamente pelos métodos com e sem hidrdlise.

Método (LE/I) Des‘z'; dp;dr“ CV%
Com hidrdlise (420 nm) 0,32 0,004 1,37
Sem hidrélise (315 nm) 0,24 0,006 2,59
Sem hidrélise (420 nm) 0,29 0,006 2,59

5.3.3. Determinagao do teor de alcaldides do ESC

Os resultados da d eterminacao espectrofotométrica dot eor de alcaldides

totais para o ESC de U. tomentosa estao apresentados na tabela 16.

Em comparagao com a DVSM, o teor de alcaléides determinado para o ESC
foi comparativamente menor, independente do método utilizado, o que coincide com

os resultados antes observados para o teor de flavonadides.

Tabela 16. Determinacédo espectrofotométrica do teor de al caldides totais para o
ESC

. Teor de alcaléides | Desvio padrao o
Metodo totais (9%) (* dp) CV%
Extracao acido-base 0,23 0,08 0,71
Extracao metandlica 0,47 0,04 0,66
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5.3.4. Resultados de outros testes realizados sobre o ESC

Além dos testes anteriormente abordados, durante a realizacdo deste trabalho
foram conduzidos testes adicionais, de modo a avaliar mais detidamente a
qualidade, assim como possiveis efeitos devidos a uma carga microbiana excessiva
no extrato seco comercializado (ESC). Os resultados desses testes estdo descritos

na tabela 17.

Tabela 17. Comparacao dos testes declarados pelo fornecedor para o ESC, com os
resultados relatados no presente trabalho.

Resultado Resultado
Teste Especificagao declarado pelo
fornecedor encontrado
P6 marrom
avermelhado com leve
Descrigéo odor caracteristico e De acordo De acordo
sabor amargo
pH 4,0-6,0 4,88 4,64
gg;g:cgoggo No méximo 6,0% 1,65% 7.6%
Controle
microbioldgico
Contagem total para |No maximo 1.000 ufc/g | Menor que 1.000 550 ufc/g
bactérias ufc/g
Contagem total para |No maximo 100 ufc/g | Menor que 100 34 ufcl/g
fungos ufc/g
Patégenos
E. coli Ausente Ausente Ausente
S. aureus Ausente Ausente Ausente
P. aeruginosa Ausente Ausente Ausente
Salmonella sp. Ausente Ausente Ausente

Nota: ufc/g = unidades formadoras de colbnias por grama

5.4. Validagdo do método de det erminacao dot eor de a Icaldéides por

espectrofotometria UV
Com base em testes preliminares e no teor de alcalbides totais determinados

para a DVSM e ESC, o liquido extrator de escolha foi o metanol. O processo de

extracdo dos alcaldéides empregando metanol tem av antagem de e xtrair os
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alcaldides tanto na forma livre quanto na forma de sais, devido a polaridade elevada
do metanol (SHARAPIN, 2000).

5.4.1. Determinagao do comprimento de onda de leitura

O maximo de absorcédo determinado para a DVSM, ESC e extrato liofilizado
deu-se no comprimento de onda de 340 nm. O padrao isomitrafilina apresentou perfil

diferenciado, tendo maximo de absor¢do em 285 nm.

Testes de linearidade

A linearidade do m étodo de de terminacdo doteor de al caldides totais foi
testada mediante a anadlise dos coeficientes de determinagao, linear (intersecéo) e
angular (inclinagdo), ANOVA da regressdo e ana lise de r esiduos pelo teste de

Durbin-Watson.

Os resultados para a analise de regressao linear da curva padrao encontram-

se nas tabelas 18 e 19.

Tabela 18. Valores referentes a curva padréao da isomitrafilina, em 285 nm.

Cor(isglnn:rf)c_;ao Me&;laAJTr)dp CV (%)
5 0,359 £ 0,002 1,08
7,5 0,486 + 0,002 0,84
10 0,650 + 0,003 0,64
12,5 0,861 + 0,007 0,51
15 1,013 £ 0,004 0,48

*Cada valor de absorvancia € média de trés determinacgdes.

Pela analise de regressao linear, a equacgao da reta obtida foi:
y =0,0006 + 0,06732 x,
com um valor de R? = 0,9937. Nao ha indicios de tendéncia a correlagcdo nem de
erro sistematico constante, a julgar pelos valores do teste de Durbin-Watson e pela

analise dos limites de confianga do coeficiente linear (intercepto).
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Teste de repetibilidade
Os resultados do teste de repetibilidade mostraram, para um valor médio de
0,568 U.A., um desvio padrédo de 0,006 U.A., o que corresponde a um CV% de 1,06

e, consequentemente, dentro das exigéncias usuais para este tipo de método.

Tabela 19. Valores da analise de regressao linear para isomitrafilina, em 285nm.
Coeficiente | Valor | E.P. (co;fiz:grftes) P(0,05) | LCinf. | LC sup.
Linear 0,0006 |0,0327 |0,01833 0,9863 |-0,1036 |0,1048
Angular 0,06732 |0,0031 |21,8130 0,0002 |0,0575 |0,0771

G.L.:=4,R?=0,9937; Erro padrao (regressao) = 0,02440; F(regressao) = 475,81;
P regressao, 0,05 = 0,00021. Durbin-Watson = DW 1,6431 > DW it 05 1,40
Observagao: LC sup. = limite de confianga superior; LC inf. = limite de confianga inferior

Os resultados do teste de precisdo intermediaria do método de
espectrofotométrico por UV, aplicado ao ESC, considerando valores analiticos para
dois dias consecutivos, com o mesmo analista, mesmo instrumento e uma mesma
solugdo, estdo apresentados na tabela 20. Para as condi¢bes experimentais
selecionadas, os resultados permitem afirmar que o método é preciso em termos de

validacao.

Tabela 20. Resultados do teste de precisdo intermediaria interdias para o método
espectrofotométrico do ESC, em 285 nm

Amostra Absorvancia

1° dia e 2° dia

Amostra 1 0,558 /0,576
Amostra 2 0,571 /0,557
Amostra 3 0,575/ 0,560
Amostra 4 0,563 /0,556
Amostra 5 0,574/ 0,567
Amostra 6 0,568 / 0,564
Média 0,568 /0,563

Desvio padréo 0,006 / 0,007

CV% 1,06% / 1,24%

Teste de exatidao

O teste de recuperacido, medida da exatiddo do método espectrofotométrico

por UV, foi aplicado utilizando ESC, considerando valores analiticos obtidos pelo
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mesmo analista, mesmo instrumento e aplicado a uma mesma solugdo. Os

resultados respectivos estao apresentados na tabela 21.

Tabela 21. Resultados do teste de recuperacédo para o método espectrofotométrico

do ESC, em 285 nm.

N° da amostra| Conc. teérica | Absorvancia | Conc. exper. % recuper.
1 80% 0,44 79% 101,27
2 85% 0,47 83,33% 102
3 90% 0,51 90,5% 99,45
4 95% 0,54 96,15% 98,80
5 100% 0,56 98,71% 101,31
6 105% 0,59 105,12% 99,89
7 110% 0,61 108,97% 100,95
8 115% 0,64 114,10% 100,79
9 120% 0,67 120,51% 99,58

Soma 904,04

Média 100,45%
Desvio padrao 1,054

CV% 1,059

Nota: Conc.: concentracao; exper.: experimental; %recuper.: percentual de recuperagéao

Teste de robustez

Os resultados dot este der obustez do m étodo analitico para o E SC de

Uncaria tomentosa estao apresentados na tabela 22.

Entre os fatores de variagdo escolhidos, isto €, pH e temperatura da solucéo
de leitura, solventes de procedéncia diferentes e comprimento de onda, merecem
destaque os dois primeiros por causa dav ariagdo que esses provocam.
Considerando que as substancias de interesse sdo bases fracas, o feito do pH é
possivel de ser explicado de modo plausivel em termos de dissociacao da base livre.
A variacdo observada nos resultados em funcdo dav ariagdo datemperatura é,

porém, mais dificil de explicar.
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5.5. Determinagcao do Teor de Alcaldéides por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Para o doseamento dos alcaldides totais por CLAE foi tomado como ponto de
partida o método preconizado por GANZERA e col. (2001), expressando os teores
de alcaldides individuais et otais como isomitrafilina. Com isto, pretendeu-se
estabelecer um método de referéncias, tido como mais sensivel e mais especifico do

que os métodos espectrofotométricos (Figura 10).

Tabela 22. Resultados do teste de robustez para o método espectrofotométrico do
ESC, em 285 nm.

pH da solucao de leitura Absorvancia
5,0 0,334
10,0 0,201
6,0 0,558
Média 0,364
Desvio padréo 0,180
CV% 49,45%
Temperatura da solugao de leitura Absorvancia
40 °C 0,116
6 °C 0,407
28 °C 0,553
Média 0,358
Desvio padréo 0,222
CV% 62,01%
Solvente (metanol) Absorvancia
Fabricante 1 0,554
Fabricante 2 0,543
Fabricante 3 0,559
Média 0,550
Desvio padrao 0,008
CV% 1,45%
Comprimento de onda Absorvancia
285 nm 0,550
280 nm 0,528
300 nm 0,510
Média 0,529
Desvio padrao 0,020
CV% 3,78%
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Figura 10. Cromatograma das eparacdo dos alcaldéides de ESC de Uncaria
tomentosa por CLAE.

O teor calculado para o pico da isomitrafilina foi de 5,14 mg/g, enquanto que a

analise efetuada utilizando o somatério dos picos, como equivalente a teor de

alcaloides totais expressos em isomitrafilina, foi de 14,58 mg/g.

5.5.1. Validagao do método por CLAE

5.5.1.1. Curva de calibragao para substancia de referéncia

Os dados relativos a curva de calibragdo encontram-se natabela 23 ena

figura 11, a partir dos quais foi realizada a analise de regressédo pelo método dos

minimos quadrados e a validagao da linearidade.
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Tabela 23. Curva de calibragcado por CLAE para a isomitrafilina

Concentragao (ug/mL) Area dos picos

5,0 132379
7,5 251312
10,0 287996
12,5 354290
15,0 413846

450000
400000 -
350000
300000 -
250000
200000
150000

Y=-179,6+28088,4 X

Area (mUA pg/mL)

100000
50000 -

O T T T
0] 5 10 15 20

concentracao (ug/mL)

Figura 11. Curva de calibragao para a substancia de referéncia isomitrafilina, com a
respectiva equagao da reta obtida por regressao linear.

Os dados relativos aos parametros coeficiente de determinacdo, desvio
padrao da regressao, F da regresséao, assim como dos coeficientes linear e angular
com os respectivos limites de confianca encontram-se na tabela 24. Pela analise dos
mesmos, nao foi observada nenhuma anomalia que indicasse erro sistematico
constante outendéncia a aut ocorrelacédo, de modo que al inearidade da curva-

padrao foi tida como validada.
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Tabela 24. Parametros utilizados na validagao da linearidade do método por CLAE.

Parametro Valores
R-Quadrado 0,99595
Erro padrao 817413
F (3. 0,05) 738,0
Intersecéao -179,6

Limites da intersecao

-35080,7 a 34721,47

Inclinagao 28088,44
Limites da inclinagao 24797,94 a 31378,94
Durbin-Watson (DWiit. 0,05 = 2.426

1,4)

5.5.1.2. Teste de repetibilidade para o método de CLAE aplicado ao ESC.

Os resultados do t este de repetibilidade, considerando a area do pico da

isomitrafilina e a somatéria das areas relativas aos picos da isomitrafilina, mitrafilina,

pteropodina e isopteropodina, para dias diferentes de analise, estdo apresentados

na tabela 25.

O valor médio para a precisao intermediaria foi de 0,79%, referenciado ao

pico de isomitrafilina, e de 0,31% para o somatério dos picos.

Os resultados obtidos demonstram que o método apresenta repetibilidade,

para as condi¢gdes experimentais adotadas em dois dias consecutivos de analise.
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Tabela 25. Resultados da precisao intermediaria do ESC pelo método de CLAE, no
1° e 2° dia de analise.

1°dia
Valores para .
. . Valores para a soma dos picos
Amostras isomitrafilina
Area Conc. Area Conc.
Amostra 1 148029 514 419898 14,58
Amostra 2 146589 5,09 419898 14,58
Amostra 3 148317 5,15 421626 14,64
Amostra 4 144573 5,02 419034 14,55
Amostra 5 145725 5,06 419322 14,56
Amostra 6 146589 5,09 421338 14,63
Meéedia mg% (+ dp) 5,09 mg/g £ 0,04 14,59 mg/g £ 0,03
CV % 0,94% 0,24%
2°dia
Valores para .
. o Valores para a soma dos picos
Amostras isomitrafilina
Area Conc. Area Conc.
Amostra 1 148029 514 419322 14,56
Amostra 2 148605 5,16 418170 14,52
Amostra 3 148605 5,16 419034 14,55
Amostra 4 147165 5,11 420186 14,59
Amostra 5 146877 5,10 421914 14,65
Amostra 6 146301 5,08 422202 14,66
Média mg% (+ dp) 5,12 mg/g £ 0,03 14,58 mg/g £ 0,05
CV % 0,64% 0,38%

5.5.1.3. Teste de exatidao para o método de CLAE aplicado ao ESC.

Os resultados do teste de e xatiddo, considerando a ar ea do pico da
isomitrafilina e a somatéria das areas relativas aos picos da isomitrafilina, mitrafilina,

pteropodina e isopteropodina, estdo apresentados na tabela 26.

A média dos valores de e xatiddao para o doseamento de isomitrafilina foi de

99,95% e para o doseamento de alcaldides totais expressos como isomitrafilina foi
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de 100,44%, nao tendo nenhum valor excedido a margem de 2% (98 a 102%) na
recuperacao. Novamente, os resultados nao indicam nada em contrario a validagao

do método neste quesito.

Tabela 26. Resultados do teste de exatiddo do ESC pelo método de CLAE

. S Valores para alcalbides
Valores para isomitrafilina .
N° da amostra | Conc. tedrica totais
Conc. % Recup Conc. % Recup
Exper. ) Exper. )
1 80% 80,80% 98,77 79,23% 100,97
2 85% 86,21% 98,6 83,85% 101,37
3 90% 91,25% 98,63 88,66% 101,51
4 95% 93,65% 101,44 93,24% 101,89
5 100% 101,14% 98,87 98,79% 101,22
6 105% 103,56% 101,39 106,70% 98,41
7 110% 109,32% 100,62 110,93% 99,16
8 115% 114,65% 100,31 114,81% 100,17
9 120% 118,95% 100,88 120,88% 99,27
Média 99,95 100,44

Observagao: conc. = concentragdo; conc. exper. = concentragao experimental; % Recup. =
recuperagao percentual.

5.5.1.4. Teste de robustez para o método de CLAE aplicado ao ESC.

Os resultados do teste de robustez do método analitico por CLAE para o ESC

estao apresentados na tabela 27.

Entre os fatores de variagdo selecionados, quais sejam: comprimento de
onda, fluxo do sistema, pH da solucao, lote de coluna, temperatura e composi¢cao do
eluente, os maiores efeitos foram assinalados para o pH e temperatura. Uma vez
que os alcaldides sao bases fracas, avariacdo entre os resultados é facilmente
explicada mediante o efeito do pH no grau de dissociagdo molecular. Os valores
apresentados com a variagdo da temperatura ndo foram representativos ja que a
temperatura utilizada variou 3 °C acima e abaixo da temperatura executada na
analise. No caso do teste de robustez para o método espectrofotométrico a variagao

foi significativa, porém a temperatura utilizada foi extrema. Além de um improvavel
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decréscimo na solubilidade dos alcaléides nos diferentes meios (fato nao testado no

presente trabalho) ndo foi possivel estabelecer nenhuma conclusdo plausivel que

explique esse fendbmeno.

Tabela 27. Resultados do teste de robustez do ESC pelo método de CLAE

Comprimento de onda

Valor para isomitrafilina

Valor para alcaléides totais

Area Conc. Area Conc.
245 nm 146877 5,10 419898 14,58
243 nm 143422 4,98 411834 14,30
247 nm 139102 4,83 410394 14,25

Média (mg%) * dp

4,97 mg/g £ 0,13

14,37 mg/g £ 0,17

CV%

2,61%

1,18%

Fluxo (mL/min)

Valor para isomitrafilina

Valor para alcaléides totais

Area Conc. Area Conc.
0,75 146877 5,10 419898 14,58
0,5 144573 5,02 419610 14,57
1,0 145725 5,06 415866 14,44

Média (mg%) * dp

5,06 mg/g + 0,04

14,53 mg/g + 0,07

CV%

0,79%

0,53%

pH da amostra

Valor para isomitrafilina

Valor para alcaléides totais

Area Conc. Area Conc.
6 146877 5,10 419898 14,58
5 58463 2,03 129310 4,49
8 40607 1,41 109150 3,79

Média (mg%) * dp

2,84 mgl/lg £ 1,97

7,62 mg/g + 6,03

CV%

69,57%

79,22%

Lote da coluna

Valor para isomitrafilina

Valor para alcaléides totais

Area Conc. Area Conc.
1° 146877 5,10 419898 14,58
2° 148029 5,14 412698 14,33
3° 147453 5,12 417018 14,48

Média (mg%) * dp 5,12 mg/g + 0,02 14,46 mg/g £ 0,12
CV% 0,39% 0,86%
Valor para isomitrafilina | Valor para alcaléides totais

RO E L Area Conc. Area Conc.
25°C 146877 5,10 419898 14,58
28 °C 144861 5,03 416730 14,47
35°C 126142 4,38 415002 14,41

Média (mg%) * dp

4,83 mg/g + 0,39

14,48 mg/g + 0,08

CV%

8,21%

0,59%

Composicao da fase movel

Valor para isomitrafilina

Valor para alcaléides totais

Area Conc. Area Conc.
65/35 146877 5,10 419898 14,58
60/40 143134 4,97 419322 14,56
70/30 144285 5,01 415578 14,43

Média (mg%) * dp

5,02 mg/g + 0,06

14,52 mg/g + 0,08

CV%

1,31%

0,55%

Observagao: conc = concentragao
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5.6 Validagao do sistema cromatografico

Os parametros avaliados para esta finalidade encontram-se resumidos na

tabela 28, os quais foram referenciados ao pico da isomitrafilina.

Tabela 28. Parametros de validac&o do sistema de separacao por CLAE, tendo

como referéncia o pico assinalado para a isomitrafilina.

Pico TR (min) RS N K’ (o}

1 9,74 7 e 4,8 16.179 26,71 1,21

Observagio: TR: tempo de retengdo; RS: resolugdo (% considera o pico 2 — pteropodina; *:
considera o pico 3 — mitrafilina); N: numero pratos teéricos; K': fator de capacidade e a: fator
de separacao.

5.7. Padronizagao do Extrato Liofilizado

No presente trabalho, foi incluida uma etapa adicional de obtengado de um
extrato liofilizado que pudesse servir como extrato padronizado, dada a escassez e
elevado preco dos alcaldides isolados. Para isso, deu-se atencdo aquelas etapas

julgadas como as mais criticas na padronizagao do liofilizado.

5.7.1. Caracterizagao da solugao extrativa

Para a realizacao dos ensaios de caracterizacdo da solucdo extrativa, foram
verificadas algumas propriedades relevantes para a sua caracterizagao tecnoldgica,

entre as quais a determinacao do residuo seco, do pH e densidade.

A determinacdo do residuo seco expressa a concentragao de solidos soluveis
na solucao extrativa, servindo de referéncia para a obtencao do rendimento ponderal
do processo extrativo, como também para oc alculo do rendimento apdés o
procedimento de secagem (DE SOUZA, 1996). O residuo calculado foi igual a 1,88 +
0,03 (CV% = 1,59).
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Os resultados da determinacao do pH e da densidade da solugao extrativa de

U. tomentosa séo apresentados na tabela 29.

Tabela 29. Densidade e pH da solug&o extrativa, obtida com uma proporgéo droga:
solvente de 1:10 (m/v).

Densidade relativa * dp CV% pH £ dp CV%

1,001 + 0,001 0,08 5,26 + 0,09 1,70

5.7.2. Caracterizagao do extrato liofilizado

Liofilizagdo € um método que permite a secagem de um corpo apos prévia
congelagdo, removendo-se a a gua congelada, por sublimagdo, sem que o gel o
formado passe ao estado liquido (PRISTA e col.,, 1981). O teor de aguar esidual
determinado (Tabela 30) estd dentro do valor-limite de 4% , estabelecido para
extratos secos pela Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA, 1988).

Tabela 30. Resultado da perda por dessecacgao do liofilizado

Média 3,49%
Desvio Padrao 0,128582
CV% 3,68

A caracterizagao qualitativa do perfil de alcaldides do liofilizado foi efetuada
por CCD, com o intuito de verificar possiveis alteracbes devidas ao processo de
liofilizacdo. Para isso, foram utilizadas as mesmas condicdes experimentais
descritas para a DVSM. O padrdao de manchas e os valores de Rf observados na

DVSM e no extrato liofilizado mostraram ser comparaveis.
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Para uma avaliagdo mais acurada da influéncia do processo de liofilizagao do
extrato, foi quantificado o teor de flavondides e d e alcalbides totais por métodos
espectrofotométricos. No caso do primeiro utilizaram-se os métodos com e sem
hidrolise, ja descritos para aD VSM. Os resultados dot eor def lavondides

encontram-se descritos na tabela 31.

Tabela 31. Resultado da determinacdao do teor de flavondides totais com e sem
hidrdlise, pelo método espectrofotométrico, para o extrato liofilizado.

. Teor de Flavondides | Desvio padrao o
Método totais (g%) (£ dp) CV%
Com hidrdlise 2,62 0,02 0,73
Sem hidrdlise 1,40 0,04 1,73

Para adet erminacdo dot eor deal caldides totais pelo método
espectrofotométrico foi utilizado o metanol como solvente e o alcaldide oxinddlico
pentaciclico isomitrafilina como padréo de referéncia (GANZERA e col., 2001). Os

resultados encontram-se expressos na Tabela 32.

Tabela 32. Resultado da det erminagcdo do teor de alcaldides totais do extrato
liofilizado utilizando método espectrofotométrico.

Teor de Desvio padrao
Método Alcaloides totais CV%
(9%) (£ dp)
Extra%ao acido- 0,77 0,03 1,12
ase
EXtraga.O 1,80 0,07 0,85
metandlica

O método baseado na extracido metandlica do liofilizado apresentou maiores
teores de al caldéides doque o baseado na e xtracdo acido-base, repetindo os

resultados anteriormente descritos neste trabalho para a DVSM e o ESC.

O perfil dos alcaldides presentes no extrato liofilizado foi avaliado por CLAE
(Figura 12).
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Figura 12. Doseamento dos alcaldides totais do liofilizado por CLAE

No cromatograma sao observados somente trés picos, identificados como

isomitrafilina (pico 1), pteropodina (pico 2) e i sopteropodina (pico 3), oques e

diferencia do cromatograma antes descrito para o ESC.

Com af inalidade de resumir os resultados encontrados nas analises

anteriormente relatadas utilizando métodos espectrofotométricos, os teores de

alcaldides e de flavonoides para a DVSM, liofilizado e ESC estao relacionados nas

tabelas 33 e 34.

Tabela 33. Resultado da det erminacdo do teor de alcaléides totais da DVSM,

liofilizado e ESC utilizando método espectrofotométrico.

Teor de Teor de Teor de
Método alcaldéides alcaléides alcaldides
totais (g%) totais (g%) totais (g%)
DVSM Liofilizado ESC
Extracao acido-base 0,25 0,77 0,23
Extracao metandlica 0,55 1,80 0,55
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Tabela 34. Resultado da determinacédo dos teores de flavondides totais da DVSM,
liofilizado e ESC, determinados espectrofotometricamente.

Teor de Teor de Teor de
. flavonoides flavonoides flavonoides
Método . 1o . o . o
totais (g%) totais (g%) totais (g%)
DVSM Liofilizado ESC
Com hidrélise (420 nm) 0,73 2,62 0,32
Sem hidrélise (315 nm) 0,53 1,40 0,24
Sem hidroélise (420 nm) 0,64 - 0,29

5.8. Estudo preliminar de estabilidade do ESC

A estabilidade do ESC foi avaliada preliminarmente mediante analise
comparativa do perfil da fragdo alcaloidica, por CLAE, quando exposto a luz UVC.
Com isso objetivou-se estabelecer critérios que permitam diferenciar os produtos de
degradacao dos alcaldides originalmente presentes. As andlises foram realizadas
considerando periodos de exposi¢cao de 24 horas, 7, 14, 21, 30, 45, 60 e 90 dias. A
figura 13 descreve o per fil dos alcaldides nof inal dos 90 dias de teste de
estabilidade a luz UVC.

O ESC, no final dos 90 dias, apresentou teores de 4,95 mg/g de isomitrafilina
e de 14,76 mg/g de al caldides totais, expressos como isomitrafilina, que ndose

diferenciam daqueles determinados no ESC original.

Quando comparado com o c romatograma original do ESC, n&of oram
observadas alteragdes significativas, o que, contudo, ndo pode ser afirmado quando
o perfil apds 90 dias € comparado, por exemplo, com o do e xtrato liofilizado (figura

12). Neste caso fica evidente o surgimento de, pelo menos, trés picos adicionais.
Tendo essa observacao por fundamento, parece provavel que uma maior

multiplicidade de pi cos, como o obs ervado nafigura 13, seja um indicativo de

degradacao desencadeada pela exposi¢ao a luz ultravioleta.
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Figura 13. Perfil dos alcaldides do ESC apéds exposi¢ao a luz UVC por 90 dias.

5.9. Capsulas contendo ESC de Uncariatomentosa

A forma farmacéutica escolhida para o E SC de Uncaria tomentosa foi

capsulas de gelatina dura, por se tratar de forma farmacéutica usada na empresa e

cujo processo de produgao ja se encontra validado.

A determinacao do peso meédio das capsulas esta descrita na tabela 35.

Tabela 35. Determinacido do peso médio das capsulas

Peso médio 445,75 mg
Limite 480,3 mg
Limite 410,6 mg
Desvio padrao + 8,52 mg
CV% 1,90

O tempo médio de desintegracao das capsulas foi de 15,2 minutos.

O teste de estabilidade térmica realizado com as capsulas contendo extrato

seco foi efetuado em condi¢cbes forcadas de armazenamento, com o propdsito de
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monitorar as reagdes de degradagao. O tempo do estudo foi de 90 dias e as analises
foram efetuadas no tempo zero, no final de 30, 60 e 90 dias. O resultado final do

experimento é ilustrado na figura 14.

2,5
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Retention Time (min)

Figura 14. Cromatograma de E SC, apds a exposicdo de 90 di as, das capsulas a
estabilidade térmica.

O doseamento do alcaléide isomitrafilina foi de 4,98 mg/g e do teor de
alcaloides totais expressos como isomitrafilina foi de 14,85 mg/g, o que revela
apenas um pequeno desvio em relagdo aos teores previamente calculados para o

ESC sem tratamento.

De forma semelhante, a comparagéo deste cromatograma com o descrito na
figura 12 p ermite destacar um padrdo de desdobramento dos picos originalmente
observado no cromatograma do extrato liofilizado, o que pode ser interpretado como

evidéncia de degradacgao térmica.

5.10. Fluxograma de Desenvolvimento de Metodologia de Analise
O processo de desenvolvimento do processo analitico (Figura 15) tem inicio

com a chegada da matéria-prima vegetal (MPV) ao laboratério. Inicialmente, faz-se

uma amostragem da mesma e sao verificadas as caracteristicas organolépticas (cor,
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odor e aparéncia). Satisfazendo-se as especificacdes, sao realizadas as reacdes de

caracterizagao. Caso contrario, a MPV é devolvida ao fornecedor.

As reagdes quimicas de c aracterizacdo buscam evidenciar a presenca do
grupo de s ubstancia(s) responsavel(is) pela agdo farmacolégica e/ou auséncia de
substancias toxicas. Caso o resultado obtido n&do estiver de acordo com a
especificacao da MPV, o fornecedor devera ser contatado para que se possa efetuar
a devolucdo do m aterial. Se o resultado satisfizer as especificacbes, oteste de
cromatografia em camada delgada (CCD) deve ser realizado. Nesta analise a MPV é
testada frente a um padrao, com o intuito de evidenciar a presencga de substancias

pesquisadas.

A realizacido do teste de CCD também é util na pesquisa de substancias de
referéncia que sao constituintes da planta. Isto permite a deteccéo de falsificacdo do
material vegetal. Caso sejam confirmadas adulteragdes do material vegetal ou que
este n&o apresente a(s) substancia(s) identificada(s) como marcadora(s), a M PV

sera devolvida ao fabricante.

Na sequéncia, avalia-se oteor de umidade. Este é um indice importante
porque indica a quantidade de agua que permanece na droga apds a secagem da
planta, permitindo a proliferagdo de microrganismos e/ou a hidrdlise de constituintes.
Se o teor de umidade for elevado, o m aterial deve ser reprovado e devolvido ao

fabricante. Caso contrario, o teor de cinzas devera ser avaliado.

A determinacdo do teor de cinzas compreende a determinagao de cinzas
totais, cinzas sulfatadas e c inzas insollveis em &acido cloridrico. Esta analise
constitui um indice individual e simultaneo de identificacido e pureza. Este ensaio
permite verificar impurezas inorganicas nao volateis que podem estar presentes
como contaminantes. As cinzas totais incluem derivados do tecido vegetal, cinzas
fisioldgicas e d e materiais estranhos, especialmente areia e terra aderentes a
superficie da droga. Caso o teor for acima da especificagdo, a matéria-prima devera
ser reprovada. Nao ocorrendo a reprovagao, o analista devera partir para a pesquisa

de agrotoxicos e metais pesados na MPV.
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Posteriormente, faz-se a determinagcao dos niveis de metais pesados e dos
valores de cloretos e sulfatos presentes na MPV. O ensaio do limite de cloretos e
sulfatos fornece um indicativo do teor de agrotdxicos, enquanto que o ensaio do
limite de chumbo fornece um indicativo da contaminagao por metais pesados. Estes
ensaios sao importantes tendo em vista que a contaminagao por pesticidas e metais
pesados tem ocorrido devido ao aumento da poluicdo ambiental por metais tdxicos e

através do uso abusivo de agrotoxicos, inclusive no cultivo de plantas medicinais.

Novamente, satisfazendo-se os resultados, passa-se a etapa seguinte que é o
controle microbiolégico. Caso contrario, aM PV ér eprovada e dev olvida ao
fornecedor. O controle microbiolégico da MPV garante a determinagdo do numero
de unidades formadoras de colénia (UFC) para fungos e bactérias. Esta etapa é de
suma importancia considerando-se que f atores como afalta de c uidado com o
manejo, secagem e ar mazenamento favorecem od esenvolvimento de

microrganismos viaveis, intensificando a sua contaminacgéo.

Somente apods realizarem-se todas as etapas descritas anteriormente € que
ocorre a aplicagao da metodologia analitica propriamente dita. O objetivo destes
estudos é estabelecer as condicbes necessarias para o dos eamento doteor de
principios ativos do material vegetal por um método de escolha e, em caso
necessario, de um segundo método. Caso todos os parédmetros estiverem de
acordo, o analista deve realizar o doseamento do teor de principio(s) ativo(s), que
deve(m) estar de acordo com o valor declarado pelo fornecedor ou estabelecido em
cbédigos oficiais. Caso ndo se cumpra a especificagdo, novamente, aM PV é

reprovada e devolvida ao fornecedor.
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Figura 15. Fluxograma de Desenvolvimento.
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6. CONCLUSOES







- As amostras de DVSM, extrato liofilizado e ESC de U. tomentosa, analisados por
CCD apresentaram perfil cromatografico diferente do descrito por Van Ginkel (1997),
principalmente em relacdo a critérios de diferenciagcdo da pr ocedéncia vegetal
baseada no perfil de flavondides e d e alcaldides. As discrepancias observadas
reforcam a necessidade de estabelecer métodos oficiais de extragcao e de separagao

padronizados, utilizando matéria primas certificadas.

- Os métodos espectrofotométricos de determinacdo do teor de flavondides, com e
sem hidrélise, mostraram-se simples e de f acil execug¢ao, contudo, conduzem a
valores diferentes em funcdo dos fatores de c alculo, absor¢cao especifica e
comprimento de onda de | eitura. Para fins de padronizagcdo de métodos, salienta-se
a necessidade de e xplicitar detalhadamente os critérios de e xtracdo e de calculo

adotados.

- A proposta de e xpressar o teor de flavondides em termos de rutina, no método
espectrofotométrico por hidrolise acida, baseia-se nof ato da DVSM, extrato
liofilizado e ESC apresentarem um maximo de absorcdo em 420 nm, que coincide
com o da rutina. Contudo, a presenca de uma absorgao secundaria em comprimento
de onda levemente superior levanta restricbes enquanto especificidade e efeitos de

interferentes.

- Para o calculo do teor de flavondides por espectrofotometria sem hidrdlise acida, o
uso da s akuranetina como flavondide de referéncia surge como uma opgao mais
sélida que a anterior (método com hidrdlise), uma vez que seu espectro de absorgéo
UV-Vis apresenta maximos de absor¢cdao que coincidem com os observados no
espectro da DVSM, liofilizado e ESC. A escolha do comprimento de onda de leitura
em 315 nm, mesmo que n&o seja o de absor¢cao mais forte, evita as interferéncias

relatadas para o pico de 420 nm.

- O método espectrofotométrico de determinacao do teor de alcaldides mostrou ser
de facil implantagao no laboratorio, porém, esta sujeito a restricdes. A principal delas
refere-se a falta de especificidade, que impede diferenciar teores de alcaldides de

amostras contendo produtos de degradagao.
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- O método analitico por CLAE proposto para o E SC apresentou repetibilidade,
precisdo intermediaria e exatidao satisfatdrias. No entanto, ot este de robustez
evidenciou a nec essidade de um maior controle sobre os fatores de v ariagao

temperatura, comprimento de onda e pH da solucio de leitura.

- O estudo de estabilidade térmica, tomando como referéncia o extrato liofilizado,
mostrou que a multiplicidade de picos observada no cromatograma do ESC é muito
provavelmente resultado de produtos de degradagdo. Sendo o ESC um extrato seco
obtido por aspersdo, isso reforca ai déia de m onitorar os processos de

transformacgao tecnolégica que impliquem no uso ou no surgimento de calor.

- O estudo de estabilidade preliminar, avaliou a influéncia da luz UVC sobre o ESC e
apontou a formagéo de novos picos no cromatograma avaliado por CLAE. Isso torna
evidente a necessidade de controle das condigbes de embalagem e armazenamento
do ESC, bem como de produto acabado, elaborado a partir de extrato de Uncaria

tomentosa.

- No seu conjunto, os resultados obtidos das analises por CLAE sugerem a
necessidade da realizagao de estudos adicionais de otimizagdo das metodologias de
doseamento, acompanhados de testes biolégicos especificos para a atividade

pretendida.
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ANEXOS







UNIVERSIDADE FEDERAL DO ACRE PARQUE ZOOBOTANICO

HERBARIO

Rio Branco-Acre, 10 de janeiro de 2004.

Em resposta av . solicitagdo relativa ai dentificagdo de amostra botanica
encaminhada ao H erbario da U niversidade Federal do Acre no passado més de

dezembro, informamos que as amostras correspondem a seguinte espécie:

Nome Vulgar Nome Cientifico
“‘Unha de Gato” Uncaria tomentosa (Willd.) DC
Atenciosamente,

Evandro José Linhares Ferreira
Ph.D. em Botanica Sistematica (City University of New York)

Curador do Herbario da Universidade Federal do Acre

Herbério da UFAC, BR364, Km 4 — CEP: 69915-900 Fone/Fax (068) 229-1642 — Fax (068) 229-1246 — Rio Branco - Acre.
E-mail curador do herbario: evandroferreira@yahoo.com
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Anexo 3
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