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RESUMO

SOUSA, A.S.D., Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek: Aspectos quantitativos e
qualitativos da droga vegetal. fls. 34 Monografia (Graduacao). Universidade Federal

da Paraiba, Jodo Pessoa, 2017.

O presente estudo consiste na revisdo bibliografica dos métodos qualitativos e
guantitativos utilizados no controle de qualidade da Maytenus ilicifolia Mart. ex
Reissek. Espécie popularmente conhecida como, “espinheira-santa”, “erva
cancerosa’, “espinho-de-deus”, “salva-vidas”. O objetivo principal foi o de reunir um
conjunto de informacgdes de consideravel relevancia, fundamentadas na literatura
nacional e internacional, sobre os métodos qualitativos e quantitativos utilizados no
controle de qualidade da M. ilicifolia. Além de descrever as caracteristicas principais
da M. ilicifolia, propriedades gerais, com énfase nas propriedades utilizadas no
tratamento de gastrite e Ulceras gastricas. Algumas técnicas de controle de qualidade
foram selecionadas, como os métodos gravimétricos, espectrofotométricos e a
cromatograficos, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Concluiu-
se gue temos uma boa variedade de técnicas a se utilizar para o controle de qualidade
da droga vegetal M. ilicifolia, desde técnicas mais simples que podem ser utilizadas
em laboratérios menos elaboradas, a técnicas sofisticadas e mais avangadas como a
CLAE.

PALAVRAS-CHAVE: Maytenus ilicifolia, CLAE, UV, Gravimetria.



ABSTRACT

SOUSA, A.S.D., Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek: Quantitative and qualitative
aspects of the vegetal drug. fls. 34 Monograph (Graduation). Federal University of

Paraiba, Jodo Pessoa, 2017.

The present study consists of the bibliographic review of the qualitative and
guantitative methods used in the quality control of Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek.
Species popularly known as, "espinheira-santa”, "cancerous herb", "thorn", "life-
saving". The main objective was to gather a set of information of considerable
relevance, based on the national and international literature, on the qualitative and
guantitative methods used without quality control of M. ilicifolia. In addition to
describing as main features of M. ilicifolia, general properties, with emphasis on real
estate, without treatment of gastritis and gastric ulcers. Some quality control
techniques were selected, such as gravimetric, spectrophotometric and
chromatographic methods, such as High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). It was concluded that it is a good variety of techniques for a quality control
application of the M. ilicifolia plant drug, from simpler techniques that can be used in
less elaborated laboratories to sophisticated and more advanced techniques such as
HPLC.

KEY WORDS: Maytenus ilicifolia, HPLC, UV, Gravimetry.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, observou-se um crescimento no uso da medicina
tradicional e complementar pela populacdo dos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, como uma alternativa a terapia alopatica na atencéo basica, ja que
esta, possui um menor custo e também maior acessibilidade (WHO, 1999).

Em 3 de maio de 2006 foi criada a portaria do ministério da saude de n° 971,
gque em suas diretrizes aprova a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Sautde. Esta que engloba a Relac&o
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e também medidas para incentivar o
acesso dos usuérios (Brasil, 2006). Também visando melhorias no controle de
qualidade de fitoterapicos foi a criada a RDC 14/2010, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), publicada, no dia 5 de abril de 2010, onde ela atualiza
0s procedimentos de registro desse tipo de medicamento, com as principais
mudancas focadas no controle de qualidade, adequando os testes utilizados ao nivel
de conhecimento cientifico internacional (ANVISA, 2010).

De forma a melhorar o controle de qualidade dos fitoterdpicos e dos produtos
tradicionais fitoterapicos, foi implementada a RDC 26/2014 que dispde sobre seus
registros. Onde esta estabelece os requisitos minimos para o registro e renovacao de
registro de medicamento fitoterapico e dos produtos tradicionais fitoterapicos
(ANVISA, 2014).

Entre os anos de 2013 e 2015 foi possivel observar que, no Brasil houve um
aumento na busca por tratamentos que utilizam como base as plantas medicinais e
os medicamentos fitoterapicos no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS) segundo
o Ministério da Saude (BRASIL, 2016). A maior procura e crescimento da popularidade
das plantas medicinais e dos fitoterapicos, nos faz atentar para problemas adversos
de saude que podem ser causados por: adulteracdo dos produtos com outros
componentes, erros de identificagdo dessas drogas, contaminacdo por substancias
toxicas e interacdes com outras medicacdes (KLETER et al., 2009).

E de grande importancia para o consumidor ao adquirir produtos como
fitoterapicos e drogas vegetais, que este tenha a seguranca de estar comprando a
droga com o ativo correto e também que este esteja na quantidade minima descrita

nas literaturas oficiais. Os métodos analiticos qualitativos e quantitativos aplicados ao
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controle de qualidade vao ter justamente o papel de garantir a qualidade do produto
gue o consumidor esta adquirindo, fato diretamente ligado ao efeito que esse produto

vai apresentar.
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1.1 PROBLEMATICA

Devemos ressaltar a importancia do controle de qualidade das drogas vegetais,
para assegurar que os produtos que estdo sendo comercializados contenham
realmente substancias bioativas na quantidade minima aceitavel, e que este também
nao esteja contaminado por fungos, bactérias ou defensivos agricolas.

A forma como a Maytenus ilicifolia, € comercializada, que € geralmente
pulverizada ou rasurada, dificulta a identificacdo morfolégica da droga. Onde est4,
pode vir contaminada por outras substancias, ou até mesmo com a droga ativa
trocada. Isto mostra a relevancia do controle de qualidade aplicado as drogas

vegetais.

1.2 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A escolha do tema se deu principalmente pelo fato de que a M. ilicifolia € uma
droga vegetal muito utilizada pela populacéo, seja na forma de fitoterapico ou da droga
na sua forma bruta, apenas rasurada. Dado o nimero de estudos que comprovam a
sua acao e importancia no tratamento de enfermidades, se faz necessario chamar
atencao para meétodos de controle de qualidade que possam ser utilizados para trazer
uma maior confiabilidade no produto que estd sendo comercializado para a populacéo.

O levantamento bibliogréfico feito sobre os métodos utilizadas no controle de
qualidade da M. ilicifolia, visa justamente dar um embasamento inicial das técnicas

disponiveis.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Reunir um conjunto de informacdes de consideravel relevancia, fundamentadas
na literatura nacional e internacional, utilizando as principais técnicas analiticas
qualitativas e quantitativas aplicadas no controle de qualidade da Maytenus ilicifolia
Mart. ex Reissek.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Abordar sobre os principais métodos utilizadas no controle de qualidade da
M. ilicifolia;

» Realizar uma revisao sobre os principais métodos utilizadas no controle de

qualidade dos marcadores especificos da droga vegetal selecionada.
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3 METODOLOGIA

A pesquisa bibliografica realizada possui um carater cientifico. Com
informacdes de origem nacional e internacional sobre os métodos analiticos utilizados
no controle de qualidade da M. ilicifolia. Os dados foram coletados de forma indireta
por meio de fontes secundéarias como: livros, artigos cientificos, teses e na base de
dados periodicos CAPES/MAC, abrangendo as plataformas: SciELO, PubMed e
Google académico. Foram selecionados trabalhos 6 artigos publicados entre os anos
de 2004 a 2015.

A palavra chave utilizada na busca em bancos de dados foi Maytenus ilicifolia
e 0s artigos selecionados para esta revisdo estdo de acordo com 0s seguintes
critérios: abordagem do tema analise qualitativa e quantitativa, relacionado aos

marcadores quimicos e técnicas espectroscopicas, cromatogréaficas e alternativas.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Familia Celestraceae

Segundo Spivey e colaboradores (2002), a familia Celastraceae € formada por
106 géneros e 1300 espécies, estas sdo amplamente encontradas em regifes
tropicais e subtropicais, que incluem o norte da Africa, América do Sul e algumas
partes do leste da Asia, particularmente na China. Algumas caracteristicas s&o tipicas
dessa familia, grande parte apresenta-se como pequenas arvores, com cascas e
folhas resinosas. As espécies da familia sdo bastante estudadas, devido a sua acdo
terapéutica popularmente conhecida, por sua ampla distribuicdo geografica e também
grande diversidade e complexidade estrutural dos metabdlitos secundarios isolados
da mesma (COPPEDE et al., 2014).

Na familia Celastaceae, o género Maytenus se destaca como o de maior
namero, estando inserido na subfamilia Celastroideae. Cerca de 76 espécies sao
encontradas no Brasil em diferentes ambientes, como na mata atlantica (M.
distichophylla, M. macrophylla), mata de altitude (M. erythroxylon), campos rochosos
(M. opaca) e em regibes da caatinga (M. truncata, M. imbricata, M. ilicifolia, M.
catingarum, M. impressa, M. obtusifolia), predominantemente distribuida entre os
estados da Bahia e Ceara (ROCHA et al., 2004; NIERO et al., 2011). A muitos anos,
as folhas de Maytenus séo utilizadas no Brasil, na forma de infusédo pelos indigenas
no tratamento de problemas gastrointestinais (hiperacidez, uUlceras gastricas,
duodenais e gastrite cronica) (ROCHA, et al., 2004).

Em seu estudo Niero e colaboradores (2011) mostram que as substancias
isoladas dos extratos do género Maytenus tem apresentado significante atividade
bioldgica. Apesar de seus bons resultados, apenas 15% das 76 espécies conhecidas,
tem seu efeito farmacoldgicos estudados. Os efeitos corroboram com as classes de
substéancias isoladas no género, como: flavonoides, taninos condensados triterpenos,

sesquiterpenos e alcaloides.
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4.2 Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek

A espécie M. ilicifolia é originaria do sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e norte da
Argentina. Os estudos apresentados sobre esta, mostram a sua importancia e uso
comum no tratamento de Ulceras gastricas, sendo ja encontrados fitoterapicos a base
do seu extrato (JORGE et al., 2004). Ela é popularmente conhecida como “espinheira-
santa”, “erva cancerosa’”, “espinho-de-deus”, “salva-vidas” (NIERO et al., 2011).

Estudos prévios mostram que os extratos das folhas da M. ilicifolia apresentam
notoria atividade farmacoldgicas, entre elas o efeito protetor em lesGes gastricas.
(JORGE et al., 2004; LEME et al., 2013).

Morfologicamente, a espinheira-santa é caracterizada como um subarbusto ou
arvore, ramificado desde a base, com cerca 5,0 m de altura. Seus ramos novos
glabros angulosos, tetra ou multicarenados onde suas folhas apresentam a margem
inteira ou com espinhos em ndamero de um a varios, distribuidos regular e
irregularmente no bordo, geralmente concentrados na metade apical de um ou de
ambos os semilimbos (Fig. 01). Suas flores apresentam-se pequenas, brancas e
pouco vistosas (Fig. 02) (CARVALHO-OKANO, 1992; RAMDOMSKI, 1998;
BITTENCOURT, 2000).

Figura 01: Caracteristicas morfol6gicas de Maytenus ilicifolia.

Disponivel em:<https://sites.google.com/site/florasbs/celastraceae/espinheira-santa> Acesso
em 24 out. 2017.
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Figura 02: Flores de Maytenus ilicifolia.

Disponivel em: <http://meubloguezinho-dudu.blogspot.com.br/2010/10/droga-derivada-de-
uma-arvore-de-folha.html > Acesso em 24 out. 2017.

Quanto as suas propriedades farmacolégicas Cunha e colaboradores (2004),
relatam que a M. ilicifolia apresenta um leque diversificado de atividades, com
destaque para 0 seu uso no tratamento de gastrite e Ulcera péptica. Estudos feitos
com o infuso das folhas da M. llicifolia demostram efeito comparavel a medicamentos
como ranitidina e cimetidina (SOUZA et al., 1991).

Outras ac¢bes farmacoldgicas também sdo atribuidas ao extrato da droga
vegetal, como atividade antineoplasica (ALONSO, 1998), antioxidante (MATTEI et al.,
1998), antimicrobiana (LIMA et al.,1969) entre outras.

Na composicdo quimica da M. Ilicifolia, varias classes de metabolitos
secundarios foram identificadas, como os taninos, flavonoides (epicatequina,
epigalocatequina). Além destes, também foram identificadas outras substancias
como: terpenos (maitenina, tringenona, isotenginona Il, congorosinas A e B, &cido
maitendico), triterpenos (friedelanol e friedelina) e 6leos essenciais (friedenelol),
glicolipideos (monogalactosildiacilglicerol, digalactosildiacilglicerol,
trigalactosildiacilglicerol, tetragalactosildiacilglicerol e sulfoquinovosildiacilglicerol) e
os alcaloides (maiteina, maitanprina e maitensina) (ALONSO, 1998; CARLINI et al.,

1988; MENDES et al., 2006).
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4.3 Métodos analiticos utilizados no controle de qualidade da Maytenus

ilicifolia

Apos levantamento bibliografico foram registrados cinco artigos cientificos que

apresentam que tratam da analise qualitativa e quantitativa de classes de metabdlitos

especiais e/ou marcadores quimicos (Quadro 1).

QUADRO 1 - Artigos cientificos selecionados.
Titulo Ano
de
publicacéo

“Comparacéao do teor de taninos 2015

entre duas espécies de espinheira-
santa (Maytenus aquifolium Mart. e
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek)
cultivadas no Horto Medicinal do
Refagio Biologico Bela Vista - RBBV
da Itaipu Binacional — Foz do lguacu,
PR - Brasil.”
“‘Analise farmacognostica de 2012
amostras de espinheira santa -
Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch.
(Celastraceae) comercializadas em
farmacias e banca popular de
Votuporanga — Sao Paulo”
“‘Determinacao espectrométrica 2008
dos flavondides das folhas de
Maytenus
(Celastraceae) e de Passiflora
(Passifloraceae) e comparacdo com
método
CLAE-UV”
“‘Development and validation of a 2004
LC-method for determination of
catechin and epicatechin in agueous
extractives from leaves of Maytenus
ilicifolia”
“Development and validation of 2010
an HPLC method for the
determination of epicatechin in
Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch.,
Celastraceae “
“A quantitative validated method 2011
using liquid chromatography and
chemometric analysis for evaluation
of raw material of Maytenus ilicifolia
(Schrad.) Planch., Celastraceae.”

Autores

HOLNIK et al.,
2015

SILVA et al.,
2012

CHABARIBERI
et al., 2008

SOARES et
al,.2004

LOPES et al.,
2010

BELTRAME et
al., 2011
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4.3.1 Gravimetria e espectrofotometria na determinacao de taninos

Segundo Skoog e colaboradores (2006), os métodos gravimétricos sao
quantitativos e se baseiam na determinacdo da massa de um composto puro ao qual
o analito esta quimicamente relacionado. Esta metodologia de analise baseia-se
principalmente na medida de massa feita com auxilio de uma balanca analitica,
instrumento que fornece dados altamente exatos e precisos. Varios métodos
analiticos fundamentam-se nas medidas de massas. Entre os métodos que utilizam o
fundamento da medida de massas, podemos citar a gravimetria por precipitacdo, onde
o analito vai ser separado de uma solucdo da amostra como um precipitado e entao
convertido a uma espécie de composicdo ja designada que possa ser pesada. A
gravimetria de volatilizagdo, onde o analito vai ser isolado dos outros componentes da
amostra pela conversdo a um gas de composicado quimica elucidada. O peso desse
gas vai servir como a medida da concentracdo do analito.

Mais outros dois tipos de gravimetria sao citados na literatura. A
eletrogravimetria, onde o analito é separado pela deposi¢cdo em um eletrodo por meio
do uso de uma corrente elétrica. A massa desse produto fornece entdo uma medida
da concentracao do analito (SKOOG et al., 2006). A titulacdo por gravimétrica, onde
vai se medir a massa do reagente, que possua uma concentracdo conhecida,
necessaria para reagir totalmente com o analito, fornecendo entdo a informacéo
necessaria para determinar a sua concentracdo (SKOOG et al., 2006) E por ultimo a
espectrometria de massas atdbmicas, onde vai se empregar um espectrometro de
massas para fazer separacdo dos ions gasosos formados a partir dos elementos que
compdem uma amostra da matéria. A concentracdo destes ions resultantes é entédo
determinada pela medida da corrente elétrica que ser produzida quando esses ions
atingirem a superficie de um detector ibnico (SKOOG et al., 2006).

A Farmacopeia Brasileira preconiza a analise gravimétrica como teste para o
controle de qualidade da espinheira-santa, por meio da quantificacéo de taninos totais.

Esta técnica consiste na extracdo da droga pulverizada com agua, por meio do
aquecimento da amostra. Ao extrato da droga se adiciona 0 reagente
fosfomolibdotlngstico e se faz a leitura da absorbancia da amostra em 760 nm.

Nessa técnica também sdo medidas a absorbancia da solucdo amostra para

polifendis ndo adsorvidos por po de pele e também a absorbancia da solugéao padréo,
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a porcentagem de taninos é expressa entdo em pirogalol (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2012). Esta técnica foi empregada em um estudo realizado por Holnik
e colaboradores, onde eles quantificaram o teor de taninos totais em amostras de
Maytenus. Os resultados encontrados estavam em conformidade com os valores pré-
estabelecidos na farmacopeia brasileira para polifendis e taninos totais, mostrando
assim eficiéncia no método (HOLNIK, 2015).

Em 2008 um estudo realizado por Silva e colaboradores (2012), foi feita a
quantificacdo de taninos totais por meio de um método gravimétrico que apresenta
uma metodologia diferente do preconizado pela farmacopeia brasileira. O método de
extracdo seguiu 0 mesmo principio, onde se utilizou a 4gua como extrator por meio
de aquecimento, porém a quantificacéo dos taninos foi adaptada de uma metodologia
descrita por Caldeira e colaboradores (1998), onde foi adicionado acetato de cobre a
4% a solucéo e entdo foram efetuadas pesagens para se observar a formacao de um
precipitado, o tanato de cobre. Com isso, ao final, foi possivel se observar o peso dos
taninos totais contidos na amostra. A metodologia em questéo se mostrou eficiente e
simples, conseguindo atingir o objetivo proposto e quantificando de maneira eficiente

o teor de taninos totais na amostra.

4.3.2 Espectrometria

Segundo Skoog e colaboradores (2006), a espectrometria tem como
fundamento as interacdes da radiagcdo com a matéria. Os métodos espectroscopicos
de analise baseiam-se na medida da quantidade de radiacdo produzida ou absorvida
pelas moléculas ou pelas espécies atbmicas de interesse. A classificacdo dos
métodos vai ser de acordo com a regido do espectro eletromagnético envolvida na
medida. As regides espectrais que tém sido empregadas sdo raios g, 0s raios X,
ultravioleta (UV), visivel, infravermelha (IV), microondas e radiofrequéncia (RF). Os
métodos espectroquimicos tém se mostrado como uma das ferramentas mais
amplamente empregadas para a elucidacdo de estruturas moleculares, bem como na
determinacdo qualitativa e quantitativa de compostos organicos e inorganicos
(SKOOG et al., 2006).

Os meétodos espectrométricos sdo muito utilizados na identificacdo e

quantificacdo de compostos, se mostrando de grande importancia na quantificacao de
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marcadores no controle de qualidade da M. ilicifolia, Chabariberi e colaboradores
(2008), desenvolveram um trabalho utilizando uma técnica que apresenta uma
modificacdo do método originalmente descrito nas Farmacopeias Francesa e
Europeia para a quantificagédo de flavonoides. Na metodologia empregada o material
foi extraido utilizando-se uma solucdo etanol:dgua sob refluxo. Uma aliquota da
solucdo de trabalho rotaevaporada foi posteriormente dissolvida em metanol e
adicionado os seguintes reagentes, acido acético glacial, acido férmico e &cido acético
anidro. Posteriormente, foi acrescentado ALCL3 a solucao final e foi medida a sua
absorbancia no comprimento de onda de 419 nm (Pharmacopée Francaise, 1992;
European Pharmacopoeia, 2000).

Algumas modificagbes importantes foram feitas na metodologia fundamentada
das Farmacopeias Francesa e Europeia, com o intuito de melhorar os resultados
obtidos. Uma destas foi o comprimento de onda utilizado para medir a absorbancia,
que foram alterados para A max = 412 nm (F.F.) e 419 nm (F.E.) para os extratos de
Maytenus (Celastraceae). Optou-se pela leitura no maximo de absorcao por conta da
presenca de O-glicosideos e duas agliconas nos extratos de M. ilicifolia (TIBERTI et
al., 2007). Outra alteracao feita, foi a escolha da rutina como substancia de referéncia
para construcdo da curva analitica e calculo do teor de flavonoides totais, modificacao
justificada por esta ser um flavonol diglicosilado (derivado de quercetina), cuja
estrutura quimica é préxima dos flavonoides glicosilados presentes na espécie
estudada e também pelo seu menor custo em relacao a outros padrdes de flavonoides
utilizados.

Os resultados obtidos com o emprego dessa metodologia mostraram um
aumento na concentracao de flavonoides, quando comparados com os resultados das
farmacopeias utilizadas como referéncia, fato que foi explicado por uma possivel
reacdo dos constituintes do extrato da M. ilicifolia com o acido boérico. Uma
comparacao dos resultados obtidos com a metodologia modificada da Farmacopeia
Francesa e a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), mostra que este método
€ uma alternativa para a quantificacéo de flavonoides, devido os seus bons resultados,
seu baixo custo, rapidez e menor quantidade de reagentes utilizados quando
comparado ao método de CLAE (CHABARIBERI et al., 2008).
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4.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o tipo mais versatil e mais
amplamente empregado de cromatografia por eluicdo. Skoog preconiza o uso desta
técnica para separar e determinar espécies em uma grande variedade de materiais
organicos, inorganicos e biolégicos. Na cromatografia liquida, a fase movel € um
solvente liquido, o qual contém a amostra na forma de uma mistura de solutos. O tipo
de cromatografia liquida de alta eficiéncia € geralmente definido pelo mecanismo de
separacao ou pelo tipo de fase estacionaria. Estes incluem a particdo ou cromatografia
liquido-liquido, adsorcéo ou cromatografia liquido-solido, troca ibnica ou cromatografia
de ions, cromatografia por exclusao, cromatografia por afinidade, cromatografia quiral
(SKOOG et al., 2006).

Alguns fatores sdo de importancia para a CLAE, e a escolha destes vai
depender da natureza da molécula analisada. O sistema de solventes utilizado é um
destes. A eluigdo com um Unico solvente ou com uma mistura de solventes de
composicdo constante é denominada isocratica e a eluicdo por gradiente, dois tipos
de sistemas solventes com diferencas significativas de polaridade sdo empregados.
Quanto aos sistemas de bombeamento utilizados, ha trés tipos principais de bomba:
a de seringa acionada por rosca, a bomba reciproca e a bomba pneumatica de
presséo constante (SKOOG et al., 2006).

Além dos fatores ja citados deve-se observar a importancia do tipo de coluna
utilizada. O tipo de colunas mais utilizada na cromatografia liquida, possui como
recheio particulas de silica, as quais séo sintetizadas aglomerando-se particulas de
silica de tamanho submicrométrico sob condi¢cées que levam a formacao de particulas
maiores com diametros altamente uniformes. Outros tipos de materiais utilizados
como recheio sdo as particulas de alumina, polimeros porosos e resinas de troca
ibnica (SKOOG et al., 2006).

Outro elemento de crucial importancia na CLAE € o tipo de detector a ser
utilizado. O detector deve ser pequeno e compativel com a vazéo de liquido. Nenhum
sistema de deteccdo universal de alta sensibilidade esta disponivel para a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Dessa forma, o tipo de detector a ser
empregado vai depender da natureza da amostra analisada. Os tipos de detectores

gue sao mais amplamente utilizados na cromatografia liquida baseiam-se na absorc¢éo
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da radiacéo ultravioleta ou visivel fazendo o uso das linhas a 254 nm e 280, ja que
muitos grupos funcionais organicos sao absorvidos nessa regido. Nos instrumentos
modernos se utiliza arranjos lineares de fotodiodos que podem adquirir um espectro

completo a medida que o analito deixa a coluna (SKOOG et al., 2006).

A CLAE é uma das técnicas utilizadas para quantificar marcadores da M.
ilicifolia (tabela 1). Esta metodologia € uma das descritas pela Farmacopeia Brasileira
para o controle de qualidade da droga vegetal em questdo. Segundo esta, deve se
utilizar um cromatdgrafo provido de detector de ultravioleta a 210 nm, uma pré coluna
empacotada com silica quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano, coluna de 250
mm de comprimento e 4,6 mm de di@metro interno, empacotada com silica
quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano (5 um) com fluxo da Fase mével de 0,8
mL/minuto. Os eluentes indicados sdo mistura de agua e acido trifluoracético a 0,05
% (v/v) (eluente A) e uma mistura de acetonitrila e acido trifluoracético a 0,05% (v/v)
(eluente B), conforme tabela 2. O gradiente da fase movel deve adotar sistema de
gradiente descrito na tabela a baixo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2012).

TABELA 1: Gradiente da fase mével.

Tempo Eluente A Eluente B Eluicdo
(minutos) (%) (%)

0-13 82 > 75 18 - 25 Gradiente
linear

13-16 75 — 66 25— 34 Gradiente
linear

16-20 66 — 58 34 — 42 Gradiente
linear

20-23 58 — 35 42 — 65 Gradiente
linear

23-25 35 - 82 65 — 18 Gradiente
linear

25-28 82 18 Isocrética

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2012.
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Soares e colaboradores (2004), propuseram um método simples e rapido para
determinacdo e simultdnea separacdo de catequina e epicatequina de extratos
aguosos em folhas de M. ilicifolia, visando resolver alguns problemas como o uso de
fases de eluicdo complexas, trabalho extensivo para preparagdo de amostras, baixa
resolucao e grande tempo para uma separacédo total do material e seus constituintes.
Em sua metodologia foi utilizado um cromatografo acoplado a detector por UV a 280
nm, pré-coluna Shimadzu, coluna Nova-Pak C18RP-column 150mm x 39mm i.d., com
fluxo da fase movel de 1,5 ml / min. Como eluente foi utilizada uma solucédo de
acetonitrilo, agua, acido acético (50:49:1 v/v/v). O ensaio de validacdo do método
proposto mostrou adequacdo na separacdo e quantificacdo da catequina e
epicatequina nos extratos aquosos. Nao apresentando variacdes significativas nos
picos e tempos de retencdo mostrando ser um método rapido simples e preciso, que
pode ser utilizado em futuras quantificacdes (SOARES et al., 2004)

Lopes e colaboradores (2010) desenvolveram e validaram um método de CLAE
para determinacdo de epicatequina, este que fosse simples e reprodutivel. Foi
utilizado um cromatografo com leitor de UV a 210 nm para deteccédo e determinagéo,
coluna RP C-18 (5 ym) como fase estacionaria, com fluxo de 0,8 mL/min, a fase maével
foi constituida por agua (0.05% TFA) como solvente A e acetonitilo (0.05% TFA) como
solvente B. Para remogé&o de substancias interferentes foi utilizada uma mistura de
agua e acetato de etila 0 que otimizou a extracao de taninos condensados da amostra,
modificacdo esta que se mostrou simples e eficaz.

Todas as técnicas de separacdo apresentam alguma espécie de limitacao
quanto a sua aplicacdo, na CLAE-UV/VIS ha uma limitacdo quanto a deteccdo de
algumas substéancias, fato que pode ser atribuido a presenca de croméforos. Com o
intuito de diminuir essas limitagcdes alguns recursos podem ser utilizados como, 0 uso
de detector de arranjo de diodo (DAD) (BELTRAME et al., 2012).

Beltrame e colaboradores (2012), fizeram modificagbes no detector e coluna
visando contornar possiveis problemas. Outro fato observado é que os dados gerados
pela andlise por CLAE, em sua maioria, sdo complexos para serem analisados
visualmente (BELTON, 1998). Com o propésito de otimizar sua compreensao algumas
técnicas podem ser utilizadas, como por exemplo a analise multivariada. Esta pode

ser fundamentada pela impressao digital cromatografica dos compostos (LYANG et
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al., 2004). Beltrame e colaboradores usaram a analise multivariada para otimizar o

resultado de suas analises. Em seu estudo foi utilizada a técnica de CLAE acoplada a

detector éptico matriz de diodos 200-400 nm, coluna silica de fenilhexil, fase movel

composta por 4gua com AcOH 0,1% como solvente A e uma solugdo de ACN como

solvente B com fluxo de 1 mL/min. Os métodos utilizados demostraram-se proveitosos

para o controle de qualidade de matérias-primas compostas por M. ilicifolia
(BELTRAME et al., 2012).

Na tabela 2 foram resumidos os principais parametros utilizados por cada

pesquisador em seu estudo, assim possibilitando uma melhor visualizacdo das

diferencas e semelhancas entre os artigos selecionados.

TABELA 2: Métodos e parametros de comparacao dos artigos selecionados

Autores

Técnica

Preparo

da amostra

Marcador

es
Coluna

Fase

movel

Comprime

nto de onda

Fluxo

Fonte: Do autor.

SOARES et
al., 2004

CLAE-UV

H20

Catequina e

Epicatequina
Cis

ACN:H20:A
cOH

280 nm (UV)

1,5 ml/ min

LOPES et
al., 2010

CLAE-UV

Acetato de

etila/metanol

Epicatequin

Cis

ACN:H20:A
cOH

210 nm (UV)

0,8 mL / min

BELTRAME
etal., 2012

CLAE-DAD

Etano/H20

Epicatequin

Silica de
fenilhexil
ACN:H20:A

cOH
210 nm (UV)

1,0 mL/ min
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de controle de qualidade para a M. ilicifolia sdo bem diversificadas
e apresentam boa confiabilidade. Os métodos gravimétricos para quantificacéo de
taninos totais podem ser considerados técnicas viaveis, ja que nao utilizam
aparelhos de custo muito alto, facilitando entdo o seu uso na rotina de laboratorios
que ndo tenham acesso a técnicas mais sofisticadas para o controle de qualidade.

O desenvolvimento de um método espectroscopico alternativo para anélise de
marcadores da M. ilicifolia se mostra de grande importancia, ja que a métodologia
possibilita o uso de outro marcador de importancia da M. ilicifolia, que esta
diretamente ligado com a sua atividade farmacolédgica, tendo em vista que na
Farmacopeia Brasileira apenas um marcador é utilizado para este controle de
qualidade. Outro beneficio que a técnica mostra é o uso de um padrdo de menor
custo, a rutina. Resultados bastante eficientes também séo observados quando se
compara esta técnica com a CLAE, apresentando um baixo custo, rapidez e uso de
uma menor quantidade de reagente. Este conjunto de fatos destaca a importancia

do uso dessa técnica no controle de qualidade da droga vegetal.

O método mais utilizados entre os estudos selecionados, foi o de CLAE. Este
que é preconizada pela Farmacopeia Brasileira e que apresenta uma alta
confiabilidade na analise gquantitativa dos marcadores epicatequina e catequina,
utilizados no controle de qualidade da M. ilicifolia. Algumas modificacdes positivas
podem ser observadas entre as técnicas utilizadas nos estudos selecionados,
visando melhorias na analise e otimizacado do tempo. A técnica de CLAE demostrou
ser de grande importancia quando se leva em consideragdo parametros como a
precisdo, exatidao e rapidez na analise, tendo como ponto negativo apenas o seu

alto custo.
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