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RESUMO

A utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de enfermidades é uma pratica
tradicional respaldada pela etnofarmacologia. A espécie Maytenus obtusifolia Mart
(Celastraceae) € conhecida popularmente como carne de anta, congonha brava de
folha mitda e lenha branca, e € bastante utilizada para tratamentos de Ulcera
gastrica e como antisséptico. Apresenta distribuicdo em regides litoraneas ocorrendo
desde o estado do Pard até Sdo Paulo. Estudos anteriores da espécie relataram a
presenca de triterpenos pentaciclicos, flavonoides e alcaloides em sua composicao
quimica. E os estudos farmacologicos demonstraram atividade antimicrobiana do
Oleo essencial e atividade gastroprotetora e antitlcera do extrato. Dessa forma, os
objetivos deste trabalho foram realizar o controle de qualidade do material vegetal
através dos ensaios farmacopéicos, desenvolver e validar metodologia analitica para
quantificacdo de compostos fendlicos no extrato etandlico de M. obtusifolia (EEMO),
verificar a fotoestabilidade dos compostos em estudo e avaliar as atividades
antioxidante e antimicrobiana do extrato. Foram avaliadas a determinacdo de agua
em drogas vegetais, determinagéo de cinzas totais e cinzas sulfatadas, ensaio limite
de metais pesados, determinacdo de densidade aparente de solidos, teor de
flavonoides totais, taninos totais e determinacdo de contamina¢do microbiol6gica de
acordo com as metodologias descritas na farmacopeia brasileira 52 edicdo. A
quantificacdo de fendlicos totais foi realizada por método espectrofotométrico
utilizando o acido ascorbico como padrdo. Observou-se que a espécie apresenta
riqueza de compostos polifendlicos visto que obteve-se (134,76 mg EAG/g + 0,377)
no ensaio de compostos fendlicos totais, bem como (17,85% + 0,234) de taninos
totais, (4,72% = 0,102) de flavonoides totais calculados como apigenina e (6,24% =*
0,064) de flavonoides calculados como hiperosideo. O método analitico foi
desenvolvido e validado por CLAE-DAD para os marcadores (-)-Epigalocatequina
(EGC), (+)-Catequina (CAT) e (-)-Epicatequina (EPI) e apresentou especificidade,
linearidade, precisdo, precisao intermediaria, exatiddo e robustez de acordo com as
especificacdes exigidas pela ANVISA no Guia de Validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos (RE n° 899/2003). O EEMO apresentou pequenas varia¢des no teor do
marcador CAT (7,594%) e seu isbmero EPI (4,718%) quando exposto a luz visivel,
enquanto concentracdo da (-)-Epigalocatequina manteve-se inalterada. Quando
avaliado sob radiacdo UVA, observou-se reducédo significativa de EGC (36,180%),
CAT (17,293%) e EPI (29,878%). A atividade antioxidante foi realizada através do
método indireto com radical DPPH e apresentou resultados tdo eficientes (Clso
21,01+ 1,02 pg/mL), quanto o padrdo Acido ascérbico (Clso 19,17 * 2,32 ug/mL),
cujo uso € consagrado como antioxidante. A avaliacdo da atividade antimicrobiana
do EEMO foi realizada nas concentracbes de 1024 até 32 pg/mL, pela técnica de
microdiluicdo em meio liquido frente a 4 cepas bacterianas e 8 fungicas e observou-
se que as concentracbes de 1024, 512, 256 e 128 pg/mL apresentaram atividade
frente as bactérias e fungos.

Palavras-chave: Maytenus obtusifolia  Mart.; Controle de qualidade;
Desenvolvimento e validacdo analitica; Fotoestabilidade; Atividade antioxidante;
Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The use of natural products for the treatment of diseases is a traditional practice
supported by ethnopharmacology. The species Maytenus obtusifolia Mart
(Celastraceae) is popularly known as carne de anta, congonha brava de folha miuda
e lenha branca, and is often used for gastric ulcer treatments and as an antiseptic. It
presents distribution in coastal regions occurring from the state of Para to S&o Paulo.
Previous studies of the species reported the presence of pentacyclic triterpenoids,
flavonoids and alkaloids in its chemical composition. And the pharmacological
studies have demonstrated antimicrobial activity of essential oil and gastroprotective
activity and antiulcer for the extract. Thus, the objectives of this paper was to perform
quality control of plant material through pharmacopeial trials, to develop and validate
analytical methodology for quantification of phenolic compounds in ethanol extract of
M. obtusifolia (EEMO), ascertain the photostability of the compounds under study
and evaluate the antioxidant and antimicrobial activities from extract. The
determination of water in vegetable drugs, determination of total ash and sulphated
ash, heavy metals limit test, determination of bulk density solids, total flavonoid
content, total tannin and determination of microbiological contamination were
evaluated in accordance with the methods described in Brazilian pharmacopoeia 5th
edition. The quantification of total phenolic was performed by spectrophotometric
method using ascorbic acid as standard. It was observed that the species has a
wealth of polyphenolic compounds since there was obtained (134,76 mg GAE / g
0,377) in the assay of total phenolic compounds , as well as (17,85% * 0.234) of total
tannins, (4,72 + 0,102 %) of total flavonoids and calculated as apigenin and (6,24% *
0,064) flavonoids calculated as hyperoside. The analytical method was developed
and validated HPLC-PDA for markers (-)-Epigallocatechin (EGC), (+)-Catechin (CAT)
and (-)-Epicatechin (EPI) and showed specificity, linearity, precision, intermediate
precision, accuracy and robustness in accordance with the specifications required by
ANVISA in the Guide to Validation of analytical and bioanalytical methods (RE n°
899/2003). The EEMO showed small variations in the CAT marker content (7,594 %)
and its isomer EPI (4,718 %) when exposed to visible light, while the concentration of
(-)-Epigallocatechin remained unchanged. When assessed under UVA radiation,
there was a significant reduction EGC (36,180 %), CAT (17,293 %) and EPI (29,878
%). The antioxidant activity was performed using the indirect method with DPPH
radical and presented efficient results (ICso 21,01 + 1,02 pg/mL), as the standard
ascorbic acid (ICso 19,17 + 2,32 ug/mL) whose use is established as an antioxidant.
The evaluation of the antimicrobial activity from EEMO was performed at
concentrations from 1024 to 32 pg/mL, using the technigue of microdilution in liquid
medium against 4 bacterial and 8 fungal strains and it was observed that the
concentrations of 1024, 512, 256 and 128 pg/mL showed activity against bacteria
and fungi.

Palavras-chave: Maytenus obtusifolia Mart.; Quality control; Development and
Analytical Validation; Photostability; Antioxidant activity; Antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas e produtos naturais com fins terapéuticos € uma pratica
antiga, fundamentada na medicina popular. A partir da experimentagéo e aplicacao
das plantas medicinais para prevenir e tratar diversas doencas, o0 homem percebeu
o potencial das substancias naturais, que apresentavam importantes atividades
biologicas (DREWS, 2000).

A natureza, de um modo geral, é a responsavel pela produgcédo da maioria das
substancias organicas conhecidas, entretanto, o reino vegetal contribui com a maior
parcela da diversidade quimica conhecida e registrada na literatura. A variedade e a
complexidade das moléculas que constituem os metabdlitos secundarios de plantas
e organismos marinhos ainda é inalcancéavel por métodos laboratoriais. Isto seria a
consequéncia direta de milhdes de anos de evolucdo, atingindo um refinamento
elevado de formas de protecdo e resisténcia as intempéries do clima, poluicdo e
predadores (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacolégica e o
desenvolvimento de drogas, ndo somente quando seus constituintes sdo usados
diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a
sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente ativos (WHO, 2003).

Segundo Calixto e colaboradores (2001), estima-se que aproximadamente
40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou
indiretamente a partir de fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12%
de microrganismos e 3% de animais.

O Brasil é o pais que apresenta a maior floresta tropical e a maior
biodiversidade vegetal do mundo. Estima-se a existéncia de aproximadamente dois
milhdes de espécies distintas entre animais, vegetais e microrganismos (RIBEIRO et
al.,, 1999). Desta forma, nosso pais desponta com grande potencial no
desenvolvimento de medicamentos oriundos de produtos naturais.

No entanto, o aproveitamento dessa biodiversidade para a producédo de
medicamentos a base de plantas ainda € muito escasso, constituindo-se numa
tarefa complexa, devido a dificuldade de integragdo das diversas areas do
conhecimento necessarias para completar a cadeia de producdo dos
fitomedicamentos. A falta de tecnologias apropriadas, a dificuldade de obtencao de

matérias-primas com a qualidade desejada e a inexisténcia de metodologias e
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especificacdes de controle de qualidade para a maioria das espécies conhecidas
ameacam a seguranca do consumo destes produtos (BASSANI et al., 2005).

O processamento de insumos vegetais para a producdo de medicamentos
exige conhecimentos além dos acumulados com a etnofarmacologia, demandando
pesquisas de metodologias analiticas, padroniza¢éo do controle de qualidade e boas
praticas de fabricacdo para a garantia da qualidade do produto (SIMOES et al,
2007).

Visando regular a producdo de medicamentos que utilizem produtos naturais
no pais, a Secretaria de Vigilancia Sanitdria do Ministério da Saude elaborou
requisitos legais para a normatizacdo do registro de medicamentos fitoterapicos e
uso de insumos de origem vegetal através da portaria SVS n° 6 de 31 de janeiro de
1995. Desde entdo outras resolucdes foram publicadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com objetivo de padronizar as técnicas de andlise
destes insumos. Atualmente, a resolu¢cdo em vigor € a RDC n° 26 de 13 de maio de
2014, que estabelece os requisitos minimos para o registro e renovacgao de registro
de medicamentos fitoterapicos.

A qualidade de um medicamento fitoterapico € assegurada através da
qualidade de seus insumos, das técnicas utilizadas para a producdo e do uso de
métodos analiticos validados que assegurem a padronizacdo das especificacdes
para o controle de qualidade do produto final (SOARES, 2001; FARIAS, 2004). A
necessidade de produzir fitomedicamentos seguros para 0 consumo constitui um
desafio para o controle de qualidade de medicamentos fitoterapicos, pois, as
metodologias validadas e descritas nas literaturas oficiais séo bastante escassas,
principalmente no que concerne as plantas nativas do pais.

Com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos
fitoterapicos, bem como elucidar a composicdo quimica de espécies nativas do
nordeste brasileiro, tomou-se como objeto de estudo a espécie Maytenus obtusifolia
Mart., pertencente ao género Maytenus e a familia Celastraceae. Estudos com esta
espécie relataram a ocorréncia de flavonoides, alcaloides, terpendides, entre outros,
com registro de relevante atividade gastroprotetora, antimicrobiana e depressora do
sistema nervoso central, destacando o potencial farmacoldgico da espécie.
(GONZALEZ et al., 1989; ITOKAWA et al., 1994; GUNATILAKA, 1996; SOUSA &
ALMEIDA, 2005; MOTA, 2009; MEDEIROS, 2010; DEEPA & BAI, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir com o estudo farmacogndstico do género Maytenus da familia
Celastraceae por meio do estudo fitoquimico e farmacolégico de Maytenus

obtusifolia Mart.

2.2 Especificos

Realizar controle de qualidade do material vegetal seco, com padronizacdo de

metodologias e especificacdes;

Desenvolver metodologia analitica para determinacdo quantitativa dos marcadores
fitoquimicos (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-Epicatequina em extrato
etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

Validar o método desenvolvido segundo Resolugédo n° 899/2003 (ANVISA);

Avaliar a fotoestabilidade do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. por

exposicdo da amostra em camara de fotoestabilidade;

Avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.
por método DPPH;

Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

frente as cepas;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracdes sobre a familia Celastraceae

A familia Celastraceae é composta por 98 géneros e aproximadamente 1.264
espécies, apresentando-se geralmente como arvores ou arbustos (MEDEIROS et
al.,, 2010; MOSSI et al.,, 2010). As plantas desta familia sdo amplamente
encontradas em regibes tropicais e subtropicais, incluindo o norte da Africa, América
do Sul e algumas partes do leste da Asia, particularmente na China (SPIVEY et al.,
2002). Sao pouco representadas nas zonas temperadas (Figura 1, p. 30)
(RIBEIRO et al., 1999; JUDD et al.,, 2002; CARVALHO-OKANO et al., 2004). No
Brasil sdo encontrados predominantemente quatro géneros: Maytenus Juss.,
Austroplenckia Lund., Franhofera Mart. e Salacia Mart. (SIMMONS et al., 2008).

2

Figura 1. Mapa de distribuicdo da familia Celastraceae no mundo.
(http://www.tropicos.org/Name/42000222?tab=maps&usenonflash=1#)

As plantas desta familia apresentam-se como arvores ou arbustos, armados
ou inermes, com folhas simples, alternas ou opostas, com ou sem estipulas. Flores,
geralmente, pequenas, ordenadas em inflorescéncias axilares racemosas ou
cimosas. Flores andrdginas ou unissexuadas por aborto, com pétalas imbricadas,

livres entre si. Quanto a cinco estames; epissépalos, dispostos nos bordos ou sob os
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bordos de um disco carnoso; anteras rimosas. Ovario supero, formado de dois a
cinco carpelos bi ou pentalocular, assentado sobre o disco ou envolvido por ele;
cada l6culo do ovario, com um a dois 6vulos, raramente mais, com intertegumentos.
Fruto capsular, drupaceo, samaréide ou bacaceo; semente, em geral, com arilo de
colorido vivo, com ou sem endosperma carnoso; embrido axial, reto, com
cotilédones membranosos, brancos, lineares ou oblongos e eixo radicula-hipocdélito
mais ou menos curvos (BARROSO, 1984).

Os primeiros estudos quimicos das Celastraceas datam do fim do século XIX,
a partir do isolamento da maitansina, um alcaloide ansamacrolideo presente no
lenho de plantas do género Maytenus sp. provenientes da Africa Oriental e que
exibe atividade antitumoral (KUPCHAN et al., 1972). O interesse farmacolégico por
esta familia intensificou-se com a descoberta da acdo antitumoral apresentada pela
tingenona, um quinonametideo de natureza triterpénica pentaciclica (MARINI-
BETTOLO, 1974). No Quadro 1 (p. 31) estdo representadas as estruturas das
primeiras moléculas isoladas do género Maytenus.

CH30 N

CH30

MAITANSINA TINGENONA

Quadro 1. Representacao estrutural do alcaloide Maitansina e do triterpeno

Tingenona.

O aprimoramento tecnoldgico e a descoberta de técnicas mais refinadas
permitiram a descoberta de outros tipos de metabdlitos secundarios biologicamente
ativos, dentre os quais destacam-se flavonoides (VILEGAS et al., 1999;
SANNOMIYA et al., 1998; SILVA et al., 2008), alcaloides (CORSINO et al., 1998),
derivados agarofuranicos, terpenoides, taninos condensados (GONZALEZ et al.,
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1982; SHIROTA et al., 1994), catequinas, proantocianidinas, glicosideos (FONSECA
et al, 2007) e triterpenos quinonametideos (CORSINO et al., 2000; BUFFA FILHO
et al., 2002), entre outros.

Existem iniUmeras propriedades atribuidas aos extratos de representantes da
familia Celastraceae na medicina tradicional, dentre elas destacam-se a estimulante,
a supressora do apetite, sedativa, emética, purgativa, antitumoral (PERESTELO et
al.,, 2010), antimicrobiana (LUO et al.,, 2005; ESTEVAM et al., 2009), anti-
inflamatoria (SOSA et al., 2007), inseticida e repelente de insetos (KALIX e
BRAENDEN, 1985; DEEPA & BAI, 2010), anti-HIV (FERREIRA et al.,, 2010) e
antioxidante (SILVA et al., 2009).

Destaca-se, a atividade antiulcerogénica que ja foi reportada em varias
espécies desta familia, como Maytenus ilicifolia (JORGE et al., 2004), Maytenus
aquifolium (GONZALEZ et al.,, 2001), Maytenus truncata (SILVA et al., 2005),
Maytenus obtusifolia (MOTA, 2009) e Austroplenckia populnea (ANDRADE et al.,
2006).
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3.2 Consideragdes sobre o género Maytenus

O género Maytenus € o maior género da familia Celastraceae e o mais
representativo em espécies na América do Sul em relacdo ao continente americano
(GENTRY, 1993; JOFFILY & VIEIRA, 2005). Atualmente sdo descritas cerca de 225
espécies das quais 80 sdo encontradas no territério brasileiro ocorrendo em
diferentes habitats, desde as florestas amazoénica e atlantica ao cerrado (Figura 2, p.
33) (CARVALHO-OKANO & LEITAO-FILHO, 2005; NIERO et al., 2011).

Espécies deste género foram reportadas em ambientes com vegetacdo de
Caatinga como a M. truncata Reiss., M. imbricata Mart. ex Reiss., M. ilicifolia Mart.
ex Reiss., M. catingarum Reiss., M. impressa Reiss., M. obtusifolia Mart., distribuidas

predominantemente entre a Bahia e o Ceara (ROCHA et al., 2004).

Figura 2. Mapa de distribuicdo do género Maytenus no mundo.
(http:// http://lwww.tropicos.org/Name/40015252?tab=maps&usenonflash=1)

De acordo com a etnofarmacologia sul-americana, varias espécies de
Maytenus apresentam usos terapéuticos para o tratamento de problemas gastricos,
tais como gastrite e Ulcera (BAGGIO et al., 2007; NIERO et al., 2011). Um exemplo
classico consiste na utilizacdo de medicamento fitoterapico registrado junto a

ANVISA e produzido a partir das folhas de Maytenus Iilicifolia, popularmente
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conhecido como espinheira-santa. Este medicamento € prescrito para o tratamento

de gastrites e como protetor gastrico.

Diferentes espécies de Maytenus

tém sido

investigadas por suas

propriedades terapéuticas. Estes estudos sugeriram que a maioria das atividades

biolégicas sdo devido a presenca de compostos fendlicos, particularmente dos

flavonoides, glicosideos, terpenos, esteroides e alcaloides (NIERO et al., 2011). O

Quadro 2 (p. 34) apresenta algumas espécies do género Maytenus com atividades

biologicas descritas na literatura.

Espécie Atividade Referéncias
Arenas & Azorero, 1977,
) S Corréa, 1984;
Antiulcera, Diurética, Laxante, _ .
) ) ) . Montanari & Bevilacqua, 2002;
Antitumoral, Digestiva, Abortiva,
o o _ . Jorge et al., 2004;
M. ilicifolia Antiséptica, Antiasmatica,
. . . Pessuto et al., 2009;
Analgésica, Anti-inflamatoria e
Vellosa, 2006;
Emenagoga o
Teixeira, 2013;
Nogueira 20009.
Silva et al., 2005;
M. truncata Antillcera, Anti-inflamatoria Fonseca et al., 2007;
Salazar et al., 2001.
Andrade et al., 2007,
_ Niero et al., 2006;
M. robusta Antidlcera

Andrade et al., 2008;
Brasil, 2013.

M. aquifolium

Antitllcera, Analgésica e

Antioxidante

Souza-Fomigoni et al., 1991,
Coelho et al., 2003;
Tiberti et al., 2007;

Gonzalez et al., 2001,
Corsino et al., 2003.

Quadro 2. Espécies do género Maytenus com atividades biolégicas descritas.
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M. chuchuhuasca

Antimitotica, Citotoxica

Morita et al., 2008;
Shirota et al., 1994.

Analgésica, Antiinfecciosa,

Dias et al., 2007;

M. rigida Anti-inflamatéria, Antitlcera, Estevam et al., 2009;
Antidiarréico Santos et al., 2007.
o . o Magalhées et al., 2011,
M. salicifolia Antialérgica, Antioxidante

Valladao et al., 2009.

M. senegalensis

Anti-inflamatodria, Antibacteriana,
Antitumoral e Anti-HIV

Sosa et al., 2007;
Lindsay et al., 2006;
Hussein et al., 1999;
Tin-Wa et al., 1971.

M. boaria

Anti-inflamatdria, Antipirética,
Purgativa

Alarcon et al., 1995;
Blackhouse et al., 1994.

M. obtusifolia

Antillcera, Anti-inflamatoria,
Antitumoral, Antimicrobiana,
Depressora do sistema nervoso

central

Medeiros et al., 2010;
Mota, 2009;
Corréa, 1984;
Sousa & Almeida, 2005.

M. canariensis

Antimicrobiana

Gonzalez et al. 1996;
Herrera et al., 1996.

M. gonoclada

Antimicrobiana, Antiprotozoario

Silva et al., 2011;
Silva et al., 2012.

M. evonymoids

Antifungica

Shemer, 2007.

M. distichophylla

Antioxidante, Antimicrobiana,

Anticolinesterasica

Ferreira, 2014.

M. ovatus

Antitumoral

Kupchan et al., 1972.

M. forsskoaliana

Antihipertensiva, Antimicrobiana,
Antipirética, Citotoxica

Deeb et al., 2003.

M. imbricata

Antimicrobiana, Antinociceptiva

Carvalho Veloso et al., 2014;

Rodrigues et al., 2012.

Continuacéo do Quadro 2. Espécies do género Maytenus com atividades bioldgicas

descritas.
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M. serrata

Antitumoral

Kupchan et al., 1977.

M. guianensis

Antiagregante plaquetaria

Maia et al., 2009.

M. diversifolia

Antitumoral

Lee et al., 1982;
Nozaki et al., 1986;
Nakao et al., 2004.

M. nemerosa

Antitumoral, Citotoxica

Hecht, 1983;
Sheng-Ding et al., 1984.

M. vitis-idaea

Antitumoral

De Almeida et al., 2010.

M. heterophylla

Antimicrobiana,
Anti-inflamatoria,

Anticitomegalovirus

Orabi et al., 2001;
Murayama et al., 2007,
Da Silva et al., 2010.

M. rothiana

Antitllcera

Jain & Surana, 2010.

Continuacédo do Quadro 2. Espécies do género Maytenus com atividades bioldgicas

descritas.

O Quadro 3 (p. 37), apresenta alguns constituintes quimicos isolados deste

género com suas respectivas estruturas.
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0

23-NOR-6-OXO-TINGENOL 23-OXO-ISO-TINGENONA 6-OXOPRISTIMEROL

0

7,8-DIHIDRO-6-OXO-TINGENOL 7a-HIDROXIBLEFARADOL CANAROL

0
7-HIDROXI-6-OXO-IGUESTEROL 7-HIDROXI-CANAROL 6-OXO-TINGENOL

COO0Me

LO00Me

HO

7

HO CHO O

ISOPRISTIMERINA 111 BLEFARADOL ZEILASTERAL

Quadro 3. Constituintes quimicos isolados de espécies do género Maytenus.
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TOOM e

ISOXUXUARINA Aa NETZASCUTIONINA Aa

HC00C,,

XUXUARINA Ca 7°. 8-DIHIDRO-ESCUTIDINA Ba

: UMBELATINA a
COOCH;3 COO0CH;3

CANGOROSINA B ISOCANGOROSINA A

Continuacgéo Quadro 3. Constituintes quimicos isolados de espécies do género Maytenus.
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TRIESCUTINA A

MAITEINA AQOUIFOLIUNINA E-I

e L A

WILFORDINA EVONINA

Continuacdo Quadro 3. Constituintes quimicos isolados de espécies do género Maytenus.
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ACIDO URSOLICO KRUKOVINA B

28.30-DIHIDROXI-LUPAN-20(29)-EM-3-ONA LUPAN-20(29)-EM-3-ONA

BETULINA

KRUKOVINA A

B-AMIRINA ACIDO MAITENFOLICO

Continuacdo Quadro 3. Constituintes quimicos isolados de espécies do género Maytenus.
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15a-HIDROXI-21-OXO-PRISTIMERIN DISPERMOQUINONA

7a-HIDROXI-7.8-DIHINDROIGUFESTFRIN CFl ASTROI

COOMe

NFETZAHUAI COIFNO 200-HIDROXITINGENONA

Continuacao Quadro 3. Constituintes quimicos isolados de espécies do género Maytenus.
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ACIDO PULPONICO CANGORONINA 3-OXO-FRIEDELAN-28-ATO DE METILA

OH
ACIDO SALASPERMICO MAITENSIFOLINA C FRIEDELAN-3-OX0O-29-AL

HOH,C -

MAITENFOLIOL 0 FRIEDELAN-3,7-DIONA

3, 25, 26-TRIHIDROXI-FRIEDELAN-7-EM-6-ONA |

3B-FRIEDELINOL ILICIFOLINA

ACIDO 6B-HIDROXI-ORTOSFENICO

Continuacgéo Quadro 3. Constituintes quimicos isolados de espécies do género Maytenus.
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OH

CANFEROL

OH

OH
APIGENINA ACIDO CLOROGENICO

OH

PROCIANIDINA B1

OH

HO 0 . ol o
HYPERINA
0 OH
OH
0
OH
OH on
EPIGALOCATEQUINA-3-GALATO RUTINA

Continuacdo Quadro 3. Constituintes quimicos isolados de espécies do género Maytenus.
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3.3 Maytenus obtusifolia Mart.

Popularmente conhecida como carne de anta, congonha brava de folha miuda
e lenha branca (Figura 3, p. 45), a espécie em estudo, Maytenus obtusifolia Mart. &
utilizada na medicina popular para o tratamento de Ulceras estomacais, como
antisséptico e tratamento de cancer. Apresenta distribuicdo em regides litoraneas
ocorrendo desde o estado do Para até Sdo Paulo. E abundante na restinga,
principalmente do estado do Rio de Janeiro, embora também seja encontrada em
regides de maior altitude (Figura 4, p. 47)

Maytenus obtusifolia Mart. € uma arvore ou arbusto medindo até 5,0 metros
de altura. Ramos novos glabros, cilindrico-achatados. Folhas coriaceas, glabras,
asperas; peciolo curto, medindo de 0,2-0,4 cm de comprimento; estipulas
inconspicuas; limbo medindo de 3,0-11,0 cm de comprimento e 2,0-6,5 cm de
largura; nervura primaria saliente na face abaxial e nervuras secundérias capilares,
nao salientes, muitas vezes insconspicuas; forma eliptica, oval, obovada, orbicular;
base cuneada a obtusa; apice agudo, obtuso, truncado; margem geralmente inteira,
as vezes subrevoluta, subrepando-crenada. Inflorescéncias em cimeiras
paniculiformes; pedunculo principal medindo até 3,5 cm de comprimento. Sépalas
obtusas, medindo cerca de 0,1 cm de comprimento. Pétalas obovais, medindo cerca
de 0,2 cm de comprimento e 0,15 cm de largura. Estames com filetes achatados na
base. Estigma capitado, séssil ou com estilete distinto; ovario imerso no disco
pateliforme, as vezes saliente. Fruto capsular, bivalvar, orbicular, ligeiramente
apiculado; pericarpo maduro de coloracdo alaranjada (Figura 5, p. 48) (CARVALHO-
OKANO, 1992).
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Figura 3. Maytenus obtusifolia Mart. no local de coleta, municipio de Santa Rita.

(Foto: Josean Fechine Tavares, 2007).

Estudos fitoquimicos realizados com as raizes desta espécie resultaram na
descoberta de celastréides na espécie, como a pristimerina, tingenona e 22-
hidroxitingenona (LUCA et al., 1978). Freire (1998) relatou a presenca de triterpenos
pentaciclicos da série friedelano, oleanano e ursano, como a friedelina, 7-
oxofriedelina, 3-oxo0-29-hidroxifriedelano, 3-oxo-11a-hidroxi-20(29)-lupeno, 3p-11a-
dihidroxi-20(29)-lupeno.

Em adicdo aos achados anteriores, Silva (2008) relatou o isolamento e
identificacdo do &cido 3,4-seco-fridelan-3-0ico, dos flavonoides (-)-epicatequina, (+)-
catequina, (-)-4’-O-metil-epigalocatequina e ouratea-proantocianidina A e do
alcaloide maitenina.

Sousa (1998) relatou o isolamento de triterpenos pentaciclicos e alcaloides
como o 3B-hidroxi-9,12-en-oleanano, 3B-hidroxi-9,12-en-ursano, 3B-hidroxi-11,13-
en-oleanano e a N-metil-flindersina.

Também foram investigadas as propriedades farmacolégicas da espécie,
onde Sousa & Almeida (2005) avaliaram o extrato cloroférmico das raizes de
Maytenus obtusifolia Mart. e verificaram que o0 mesmo apresentou acao depressora
do sistema nervoso central confirmado pelo ensaio de atividade locomotora
espontanea, bem como efeito neuroléptico possivelmente via agcdo dopaminérgica
central.

O extrato etandlico e a fase acetato de etila das folhas apresentaram

atividade gastroprotetora envolvendo possivelmente a participagdo de grupos
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sulfidrilas, bem como estimularam o processo de cicatrizagdo da Ulcera gastrica
(MOTA, 2009).

Medeiros e colaboradores (2010), relataram atividade antimicrobiana do 6leo
essencial obtido das folhas de Maytenus obtusifolia Mart. O 6leo inibiu 0 crescimento
de todas as estirpes das bactérias quando testado in natura. Dentre os fungos
testados, cinco foram sensiveis ao material.

No Quadro 4 (p. 49), sdo exemplificados alguns constituintes quimicos

isolados desta espécie com suas respectivas estruturas.



Figura 4. Mapa de distribuicdo da espécie Maytenus obtusifolia Mart.
representada por (®) (CARVALHO-OKANO, 1992)

47



48

Figura 5. Aspecto de um ramo de Maytenus obtusifolia Mart. (a) Ramo com flores.
(b) Detalhe da inflorescéncia. (¢) Ramo com frutos. (CARVALHO-OKANO, 1992)
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HOOC Me0C

ACIDO 3,4-SECO-FRIEDELAN-3-OICO 3,4-SECO-FRIEDELAN-3-ATO

3-0X0-29-HIDROXIFRIEDELANO 3-0X0-11a-HIDROXI-20(29)-LUPENO

Quadro 4. Constituintes quimicos isolados de Maytenus obtusifolia Mart.
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7-OXOFRIEDELINA FRIEDELINA

L0 CH;

HO :
OH

PRISTIMERINA 22-HIDROXITINGENONA

TINGENONA

MAITEINA |

N-METILFLINDERSINA

Continuacao Quadro 4. Constituintes quimicos isolados de Maytenus obtusifolia Mart.
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OH
O M e O Me
HO 0. OH OH
"oH
OH
(-)-4’-O-METIL-EPIGALOCATEQUINA PROANTOCIANIDINA A
OH OH
OH OH
HO 0.
"oH
OH OH
(+)-CATEQUINA (-)-EPICATEQUINA

Continuagdo Quadro 4. Constituintes quimicos isolados de Maytenus obtusifolia Mart.

3.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo um conjunto de substéncias quimicas que
apresentam anéis aromaticos contendo hidroxilas ligadas nas formas simples ou de
polimeros. Esses compostos podem ser obtidos de fontes naturais ou através de
sintese (BALASUNDRAM et al., 2006). Quando presentes em vegetais podem estar
na forma livre ou complexados a acucares (glicosideos) e proteinas (CROFT, 1998).

A biossintese destes compostos ocorre principalmente pela via do acido
chiguimico, que da origem aos taninos hidrolisaveis, acidos fendlicos, lignanas,
ligninas e cumarinas. Mas também conta com a participacdo da rota do acetato via
acido malonico originando os flavonoides (SOUSA, 2007).

A producao dos compostos fendlicos pode ser influenciada pelo componente

genético da planta e pelo ambiente. Além da variedade genética, fatores ambientais,
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tais como disponibilidade de &gua, composicdo do solo, irradiagdo solar e
intensidade luminosa, diferencas de temperaturas entre dias e noites, empregos de
fertilizantes, de herbicidas e de pesticidas, podem afetar substancialmente o
conteudo de fendlicos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Estes metabdlitos secundarios ocorrem em tecidos ou células especializadas,
de acordo com o grau de desenvolvimento e diferenciagdo. Sao importantes para a
fisiologia e morfologia do vegetal, embora ndo participem das funcdes vitais do
organismo. Atuam na protecdo contra fungos e bactérias, contribuem com o
processo de pigmentacdo, conferem caracteristicas anti-herbivoria e protegem
contra radiacao ultravioleta (BRAVO, 1998; NACZK & SHAHIDI, 2006; POPA et al.,
2008).

Muitos estudos estdo sendo realizados com o objetivo de caracterizar cada
vez mais fenodlicos. A presenca destes compostos em plantas tem chamado a
atencdo da comunidade cientifica para a investigacdo das suas propriedades
farmacoldgicas, visto que ja foram relatadas atividade anti-hipertensiva,
antiulcerogénica, antimicrobiana, antitumoral e neuroléptica, entre outras (GORDON,
1996; TUCKMANTEL et al., 1999).

3.4.1 Acidos fendlicos

Os &cidos fenolicos sdo uma classe importante de compostos fendlicos e
dividem-se em 2 grandes grupos, os &cidos hidroxibenzéicos e os &acidos
hidroxicinAmicos. Derivam de moléculas nédo fendlicas: &cido benzdico e cindmico,
respectivamente conforme demonstrado no Fluxograma 1 (p. 54) (HELENO et al.,
2015). Os passos das reacdes, compostos iniciais, enzimas e compostos formados
nesta via sdo exemplificados no Quadro 5 (p. 55).

Inicialmente, ocorre desaminacdo do aminoacido fenilalanina e/ou tirosina
originando o acido cindmico e/ou p-cumarico, respectivamente. Os anéis dos acidos
recém-formados sdo hidroxilados e metilados para formar seus derivados. A
desaminacéao, hidroxilagcdo e metilacdo séo as trés principais reacdes envolvidas na
formacéo dos acidos fendlicos (GROSS, 1985).

A formacdo do &cido benzoico também pode resultar da degradagédo da
cadeia lateral do acido cindmico. E em seguida sofrer hidroxilacdo e metilagdo do

anel aromatico originando seus derivados. (GROSS, 1985).
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Os &cidos hidroxibenzoicos séo caracterizados pela presenca de um grupo
carboxila substituido em um fenol, conferindo esqueleto C6-C1. Exemplos desta
classe incluem o acido p-hidroxibenzoico, acido gélico, acido protocatecuico, acido
salicilico e acido vanilico (VERMERRIS & NICHOLSON, 2006).

Os acidos hidroxicindmicos apresentam esqueleto basico composto por 9
atomos de carbono em configuracdo C6-C3. Os principais exemplos encontrados na
natureza sdo o acido cinamico, acido p-cumarico, acido caféico, acido ferrulico e
acido sinapico. Estes acidos sdo comumente encontrados na natureza na forma de
ésteres do acido quinico, acido chiquimico ou &cido tartarico. Como por exemplo o
acido clorogénico que corresponde ao éster do acido caféico e &cido quinico
(VERMERRIS & NICHOLSON, 2006).
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Acido Chiquimico L-Tirosina
Acidos Fenilacéticos |« L-Fenilalanina 10— NH:
CaH, 1> NHs OH
T A 4 l v
Acido Benzoico <« Acido Cinamico > Acido p-cumarico
2
OH—» 3 OH —»| 11
A\ ¥
Acido Acido Quinico Acido Caféico
p-hidroxibenzoico OH 12
OH—/» 4 A4
v Acido Ferrdlico
Acido 14 ‘
Protocatecuico oule Acido 3. 4 0u 5.0 OCH; —»| 13
Acido Gentisico cido 3, 4 ou 9-U- . Y
cafeoilquinico Acido Sinapico

OH—»| 5

r
Acido Galico

6
CHz —»
—» H
H
A J 7 ?
Acido Vanilico T > Acido Veratrico
OCH;—»| 8 CH3

Y
Acido Siringico

Fluxograma 1. Representacao geral da biossintese dos acidos fendlicos derivados

da via do acido chiquimico.
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COMPOSTO INICIAL ENZIMA COMPOSTO FINAL
] ]
OH Fenilalanina \/\O H
N Hg Ambonia Liase

L-Fenilalanina

Acido Cinamico

0

o

Acido Cinamico

Oxidase

OH

.

Acido Benzoico

.

3

OH Acido Benzoico OH
4-hidroxilase
HO
Acido Benzoico Acido p-hidroxibenzoico
0
HO |
OH
0
H HO
/@A OH Acido p- Acido Protocatecuico
hidroxibenzoico
HO 3-hidroxilase H
o o . HO
Acido p-hidroxibenzoico OH
OH
Acido Gentisico
0 0
HO H HO ‘
OH Acido OH
Protocatecuico
HO 5-hidroxilase HO
Acido Protocatecuico OH
Acido Gélico

Quadro 5. Precursores, enzimas e produtos formados na via dos acidos fendlicos.
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o

X
HO

Acido Protocatecuico

Acido
Protocatecuico
3-0-

metiltransferase

HyCO
0OH

2

HO

Acido Vanilico

Acido Vanilico

] ]
H3C0 OH Acido Vanilico H5CO :@AO H
4-O-
HO metiltransferase

H5CO

Acido Veratrico

H5CO |
OH

HO

Acido Vanilico

Acido Vanilico
5-hidroxilase e
Acido Vanilico
5-0-

metiltransferase

0
O H
OH

HO

<

0 CHj

Acido Siringico

]

©/\/\OH

Acido Cinamico

Acido Cinamico

4-hidroxilase

]

Iona
HO

Acido p-cumarico

OH

NH
HO 2

L-Tirosina

Tirosina Amonia

Liase

]

/@/\AOH
HO

Acido p-cumérico

Continuacdo Quadro 5. Precursores, enzimas e produtos formados na via dos
acidos fendlicos.
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]

11 /@/\Wo H
HO

Acido p-cumarico

Acido p-
cumarico 3-

hidroxilase

HO ;©/\/\OH
HO

Acido Caféico

0
|
| T
HO

Acido Caféico

Acido Caféico 3-
O_

metiltransferase

0

H5CO :©/\/\O q
HO

Acido Ferrulico

14

HO'"

OH

Acido Quinico

0
Acido Ferrulico H
0
‘ 5-hidroxilase e H3C 0 \/\O i
H5CO N e )
13 OH | Acido Caféico/5-
hidroxiferralico HO
U > 0CH
Acido Ferrdlico metiltransferase 3
Acido Sinapico
]
HO
:G/VO H
HO
Acido Caféico
4-Cafeato-CoA
" ligase e 0
Quinato-O- \)ko e
HO hidroxicinamiltra
nsferase HO
OH

Acido 3,4 ou 5-O-cafeoilquinico

Continuagédo Quadro 5. Precursores, enzimas e produtos formados na via dos

acidos fendlicos.
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3.4.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem uma importante classe de polifendis, presentes em
relativa abundancia entre os metabdlitos secundarios dos vegetais (CARVALHO et
al., 2003). A capacidade destes compostos em atuar como agentes antioxidantes
nos sistemas bioldgicos talvez seja sua atividade mais importante e a que mais atrai
atencdo dos pesquisadores nas ultimas décadas (WU et al., 2015; CHENG et al.,
2015).

Os flavonoides absorvem radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta
(UV) e do visivel e, desta maneira, apresentam papel importante na defesa das
plantas frente a radiacdo UV. A antocianina presente nas flores confere cor e
contribui com a polinizacdo de espécies vegetais. Além disso estdo envolvidos na
fotossintese, transferéncia de energia, respiracdo, morfogénese, determinacdo do
sexo e representam uma barreira quimica contra microrganismos, insetos e outros
animais (HAVSTEEN, 2002; HEIM et al., 2002; CUSHNIE & LAMB, 2005;
ADEROGBA et al., 2006).

A estrutura basica flavonoidica é o nacleo flavano ou 2-fenil-benzo-y-pirano,
que consiste em 15 &tomos de carbono organizados em trés anéis (C6-C3-C6),
denominados A, B e C representado na Figura 6 (p. 58). As vérias classes de
flavondides diferem aos niveis de oxidacdo e padrdo de substituicdo do anel C,
engquanto que os compostos individuais dentro de uma classe diferem no padrdo de
substituicdo dos anéis A e B (PIETTA, 2000).

Figura 6. Nucleo flavano.

A pesquisa original dos flavonoides aparentemente comecou em 1936,
guando o cientista hungaro Albert Szent-Gyorgi descobriu uma sinergia entre a

vitamina C pura e cofatores ainda nao identificados a partir de cascas de limdes, que
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ele nomeou inicialmente de citrin e, em seguida, vitamina P que corresponde ao
flavonoide rutina (3-o-rutinosideo-quercetina) da classe dos flavondis (MURRAY,
1998).

Mais de oito mil flavonoides foram relatados e esse amplo espectro de
moléculas € devido as varias substituicdes dos grupos hidroxila nos anéis A e B, que
sao alvos de metilagéo, glicosilacdo e outras reacdes (HODEK et al.,, 2002). E de
acordo com sua estrutura molecular dividem-se em: flavonas, flavanonas, flavonais,
isoflavonas, antocianidinas, catequinas, dihidroflavanondis e chalconas. No quadro 6

(p. 59), sdo apresentadas as estruturas béasicas das principais classes de

flavonoides.
O OH O 0 @
0 0
CHALCONA FLAVONA FLAVANONA FLAVANONOL

N
g ) o5
OH
=

ISOFLAVONA FLAVAN-3-OL FLAVONOL ANTOCIANIDINA

Quadro 6. Estruturas basicas das principais classes de flavonoides.

Nas plantas, os flavonoides podem ser encontrados na forma livre de aglicona
ou conjugada a acgucares como O-glicosideos e C-glicosideos. Os O-glicosideos
possuem acucares ligados as substituicdes hidroxila da aglicona, geralmente na
posi¢do 3 ou 7, enquanto os C-glicosideos se ligam ao carbono 6 ou 8 (RIJKE et al.,
2006).

No Quadro 7 (p. 61) séo relatadas algumas classes de flavonoides e suas
propriedades (ZUANAZZI & MONTANHA, 2007).




60

Estudos espectroscopicos dos flavonoides revelaram que a maioria das
flavonas e flavonois exibem duas bandas de absor¢cdo maxima. A banda 1 (320-385
nm) representa a absorcdo do anel B, enquanto a banda 2 (250-285 nm)
corresponde a absorcédo do anel A. A presenca de alguns grupos funcionais ligados
ao esqueleto podem alterar as absorg¢des tradicionais como por exemplo do Canferol
(3, 5, 7, 4’ hidroxi) em 367 nm para 371 nm na quercetina (3, 5, 7, 3’, 4’ hidroxi) e
para 374 nm na miricetina (3, 5, 7, 3’, 4’, 5’ hidroxila) (YAO et al., 2004).

A auséncia do grupo hidroxila na posicdo 3 em flavonas as distingue dos
flavonodis. Flavanonas apresentam anel heterociclico saturado C sem conjugacéo
entre os anéis A e B, tal como determinado pelas suas caracteristicas espectrais. As
flavanonas exibem uma absorcdo maxima da banda 2 muito forte entre 270 e 295
nm a exemplo da naringenina em 288 nm e taxifolina em 285 nm e apenas um
ombro para a banda 1 em 326 e 327 nm.

Os compostos com mono substituicdo do anel B, apresentam a segunda
banda em 270 nm, porém podem exibir duas bandas ou uma banda em 258 nm com
ombro em 272 nm quando ocorre di, tri ou orto substituicdo do anel B. As
antocianinas apresentam absor¢édo de banda 1 distinto na regido de 450-560 nm
devido ao sistema hidroxicinamil do anel B e absorc¢des da banda 2 na regido de 240
a 280 nm gracas ao sistema benzoil do anel A. As cores das antocianinas variam de
acordo com o numero e a posi¢ao dos grupos hidroxila (WOLLENWEBER & DIETZ,
1981).



CLASSES

CARACTERISTICAS

61

Flavonas, flavonois

e seus heterosideos

Antocianinas

Chalconas

Auronas

Dihidroflavanonois

Flavanonas

Dihidrochalconas

Flavanas, leucoantocianidinas e

proantocianidinas

Isoflavonas

Co-pigmentacao em flores;

Protecado contra raios ultravioleta

Pigmentacédo do vermelho ao azul

Pigmentacdo amarela

Pigmentacdo amarela

Presentes em tecidos de madeira

Apresentam sabor amargo

Apresentam sabor amargo

Substancias adstringentes com

propriedades tanantes

Propriedades estrogénicas e antifiingicas

Biflavondides Propriedades antifingicas

Quadro 7. Classes de flavonoides e suas propriedades.

3.4.2.1 Propriedades biologicas dos flavonoides

Um grande numero de grupos de pesquisa vem contribuindo
significativamente para o desenvolvimento da quimica de produtos naturais de
plantas, através da interacdo com a farmacologia. A descoberta de alvos
terapéuticos no processo de etiologia das doencas e estudos de modelagem

molecular relacionando a estrutura-atividade apresentam-se como importantes



62

ferramentas na busca e na avaliacdo das novas moléculas (COUTINHO et al.,
2009).

Os estudos relacionando a estrutura-atividade dos flavonoides sé&o
importantes no processo de busca de novos agentes anti-inflamatérios. Eles
objetivam identificar os grupos funcionais responsaveis pela acdo farmacolégica e
entender melhor como se da a interagédo do flavonoide com o receptor, de forma a
poder aperfeicoar a molécula original em termos de atividade (THEOHARIDES et al.,
2001; LATTIG et al., 2007).

Os compostos polifendlicos, de modo geral, estdo inseridos na dieta dos
seres humanos (OVASKAINEN et al., 2008). Os flavonoides tém sido reportados por
exercer uma ampla variedade de atividades biolégicas. Estas incluem: anti-
inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antialérgica (COOK & SAMMAN, 1996;
MURRAY, 1998; CUSHNIE & LAMB, 2005; PAN et al., 2010; MISHRA et al., 2013),
citotdxica, antitumoral, e vasodilatacao (WILLIAMS et al., 2004; CHEBIL et al., 2006;
TSUCHIYA, 2010). Sdo capazes de inibir a peroxidacdo lipidica, agregacéo
plaquetéria, fragilidade capilar, a atividade das enzimas cicloxigenase e lipoxigenase
(GRYGLEWSKI et al., 1987; SCHEWE et al., 2002; PENG & KUO, 2003). Eles
também atuam como antioxidantes, neutralizantes de radicais livres e quelantes de
cations divalentes (KELLY et al., 2002; PANDEY et al., 2012).

As atividades no trato gastrointestinal também foram relatadas, principalmente
a antitlcera, antiespasmaodica, antidiarreica e anti-secretéria (GHAYUR et al., 2007;
MOTA, 2009; VELAZQUEZ et al., 2009; PRASAD et al., 2013).

Catequinas, apigenina, quercetina, naringenina, rutina e rutosideo
apresentaram atividade hepatoprotetora. (TAPAS et al., 2008).

Alguns compostos deste grupo foram capazes de inibir varias enzimas como
hidrolases, hialuronidase, fosfatase alcalina, arilsulfatase, cAMP fosfodiesterase,
lipase, kinase e a-glucosidase (NARAYANA et al., 2001).

3.4.2.2 Biossintese de flavonoides

O esqueleto basico dos flavonoides, dois anéis aromaticos conectados por
uma ponte de trés carbonos (C6-C3-C6), resulta de rotas biossintéticas separadas: a
do &cido chiquimico e a do acetato via acido malénico (SOUSA, 2007). A via dos

fenilpropandides fornecem o p-cumaril-CoA ou 4-cumaril-CoA que consiste em um
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éster do 4cido hidroxicinAnimo e da origem ao anel B e a parte heterociclica do
esqueleto flavonico. A via acetato é responsavel pelo alongamento da cadeia
utilizando o malonil-coA como unidade de condensacdo (C2) (MAEDA &
DUDAREVA, 2012).

A via fenilpropandide inicia dos aminoacidos aroméaticos fenilalanina e tirosina,
que sao produzidos na via do chiquimato. A fenilalanina amonialiase (PAL) € a
primeira enzima comprometida com a via dos fenilpropanoides levando a producao
das ligninas, lignanas e flavonoides. Esta enzima catalisa a formacédo do acido trans-
cinamico a partir da fenilalanina. Em seguida, a cinamato-4-hidroxilase (C4H)
catalisa a hidroxilacado do acido trans-cinamico na posi¢cdo C4 para formar o 4cido p-
cumarico ou acido 4-cumarico.

O acido p-cumarico necessita ser transformado em seu tioéster CoA para
facilitar a conversao seguinte. Esta reacdo é catalisada pela 4-cumarato-CoA ligase
(4CL) que utiliza ATP como forma de energia. A formacédo da molécula de malonil-
CoA ocorre pela acdo da enzima acetil-CoA carboxilase (ACC) que é Mg?*-ATP
dependente (SASAKI & NAGANO, 2004).

Os esqueletos flavonoidicos sao formados pela unido de blocos oriundos dos
fenilpropandides e unidades condensadas da via acetato por uma série de reacdes
de condensacéo, isomeriza¢do, oxidacado e reducdo. A chalcona sintase (CHS) é a
principal enzima envolvida na formacao de todos os flavonoides (AUSTIN & NOEL,
2003). Ela catalisa a formacdo de um intermediario pela condensacdo de trés
unidades de acetato malonil-CoA ao 4-cumaril-CoA originando o composto (E)-3-(4-
hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxifenil)-prop-2-en-1-ona ou chalcona naringenina. O
composto 6’-deoxichalcona ou isoliquiritigenina pode ser formado a partir do malonil-
CoA e 4-cumaril-CoA via CHS, envolvendo a participacdo de outra enzima, a
policetideo redutase (PKR).

A chalcona isomerase (CHI) catalisa a ciclizacdo estereoespecifica da
chalcona naringenina a (2S)-naringenina, este composto apresenta o esqueleto
tradicional de um flavondide a flavanona (WINKEL-SHIRLEY, 2001; LEPINIEC et al.,
2006).

As flavonas sé@o biossintetizadas a partir de flavanonas pela introducéo de
uma dupla ligacao entre os carbonos 2 e 3. Dois tipos de enzimas, a flavona sintase
I-2-oxoglutarato dioxigenase dependente (FNS 1) e a flavona sintase Il (FNS II) sdo
catalizadores desta reacdo (CABRAL, 2009).
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A formacédo de isoflavonas a partir de flavanonas se da pela participacédo de
uma enzima monoxigenase citocromo P450 mista denominada 2-hidroxi-
isoflavanona sintase (IFS). Ela tem como substrato a 5-hidroxi e 5-deoxiflavanona. A
reacao em questao envolve um rearranjo oxidativo da flavanona, incluindo a troca do
anel da posicéo 2 para a 3. (DEWICK, 1994). Ainda segundo o autor, a sintese de
pterocarpanos procede das isoflavonas, através de intermediario pterocarpeno. O
processo é mediado pela enzima pterocarpano sintase (PTS). A transformacdo de
pterocarpanos hidroxilados na posicdo 6a se da a partir de acdo especifica da
enzima pterocarpano 6a-hidroxilase (P6aH). As prenilacdes nesta classe de
isoflavonoides sdo bem frequentes e ocorrem pela presenca de enzima especifica, a
pterocarpano prenil transferase (PTP).

A enzima flavanona 3-hidroxilase (FHT) é uma 2-oxoglutarato dioxigenase
dependente que catalisa a oxigenacao na posicao 3 da flavanona (2S-naringenina)
para formar o diidroflavonol (diidrocanferol) que é intermediario na rota biossintética
de flavandis, catequinas, procianidinas e antocianidinas. A flavonoide 3’-hidroxilase
(F3’H) é uma monoxigenase citocromo P450 que hidroxila a posi¢gao 3’ do anel B
dos flavonoides. Esta enzima pode ter como substrato o canferol ou diidrocanferol e
converté-los em quercetina e diidroquercetina, respectivamente.

A flavonol sintase (FLS) é responséavel pela producao de flavondis e catalisa a
formacdo de uma dupla ligac&o entre os carbonos C2 e C3. A diidroflavonol redutase
(DFR) promove a reducédo de diidroflavondis para formacdo de antocianina e
proantocinidina através da reducdo do grupo 4-ceto do diidroflavonol para a
leucoantocianidina correspondente. O primeiro composto colorido na via
biossintética das antocianinas € a antocianidina que exibe um sistema de dupla
ligagcdo conjugada englobando os anéis A, B e C. A enzima leucoantocianidina
dioxigenase/antocianidina sintase (LDOX/ANS) catalisa a formacg&o da antocianidina
e da leucoantocianidina consumindo 2-oxoglutarato e oxigénio como substrato. O
mecanismo de reagdo desta enzima foi investigado e foi possivel concluir que a
conversdao realizada pela LDOX/ANS 2-oxoglutarato dependente da
leucoantocianidina  (flavan-3,4-cis-diol) &  pseudobase  (3-flaven-2,3-diol),
provavelmente ocorre via 3-oxidacéo, 2,3-dessaturacdo e isomerizacao seguida de
estabilizacao por glicosilagéo na posicdo C-3 (NAKAJIMA et al., 2001; WELFORD et
al., 2001).
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Para a formacdo das proantocianidinas, a antocianidina redutase (ANR)
catalisa a reducdo NADPH dependente da cianidina a (-)-epicatequina (cisflavan-3-
ol). A enzima similar leucoantocianidina redutase (LAR) € responsavel pela reducéo
de leucoantocianidina a catequina (trans-flavan-3-ol) e foi descrita em legumes,
parreiras e alamo (TANNER et al., 2003; BOGS et al., 2005; YUAN et al., 2012).

No fluxograma 2 (p. 66) é possivel ver uma ilustracdo esquematica da
biossintese de flavonoides. O Quadro 8 (p. 67) contém uma lista de enzimas

envolvidas no processo de biossintese de varias classes de flavonoides.
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Fluxograma 2. Representacao geral da biossintese de flavonoides.
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Enzima Sigla
Acetil-CoA carboxilase ACC
Fenilalanina amonia liase PAL
Cinamato-4-hidroxilase ligase C4H
4-Cumarato-CoA ligase 4CL
4-Cumaril-CoA 3-hidroxilase CC3H
Chalcona sintase CHS
Policetidio redutase PKR
Chalcona isomerase CHI
2-Hidroxiisoflavanona sintase IFS
2-Hidroxiisoflavanona desidrase IFD
Flavona sintase | FNS |
Flavona sintase |l FNS II
Flavanona 4-redutase FNR
Flavanona 3-hidroxilase FHT
Flavonol sintase FLS
Dehidroflavonol 4-redutase DFR
Leucoantocianidina 4-redutase LAR
Antocianidina sintase ANS
Flavonoide 3-O-glucosiltransferase AGT
Pterocarpano sintase PTS
Pterocarpano 6a-hidroxilase P6aH
Prenil-pterocarpano transferase PTP
Prenil transferase PT
2-Hidroxiliase isoflavona 2’H
Isoflavona redutase IFR
S-Adenosil metionina SAM
2- Hidroxiisoflavanona desidrase 2HFR
3’, 5-hidroxilase 3, 5-H
O-metiltransferase OMT1
Antocianidina redutase ANR

flavonoides.

Quadro 8. Enzimas envolvidas no processo de biossintese de varias classes de
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3.5 Cromatografia

A cromatografia € uma técnica de separacdo na qual os componentes a
serem separados sdo distribuidos entre duas fases: uma fixa e de grande area
superficial, denominada fase estacionéaria, e outra, denominada fase modvel, um
fluido que percola através da fase estacionaria (LANCAS, 2009). Esta separagédo
fundamenta-se na migracéo diferencial dos componentes da mistura condicionada
por interacdes fisico-quimicas entre os analitos e as fases (PERES, 2002).

Os componentes que sao fortemente retidos na fase estacionaria movem-se
muito lentamente no fluxo da fase mével. Ao contrario, os componentes que se ligam
fracamente a fase estacionaria movem-se mais rapidamente. Como consequéncia
dessa diferenca na mobilidade, os componentes da amostra separam-se em bandas
ou zonas discretas que podem ser analisadas qualitativa e/ou quantitativamente
(SKOOG et al., 2002).

A invencédo da técnica é atribuida ao russo Mikhael Tswett, no inicio do século
XX, o qual foi capaz de separar pigmentos coloridos em extratos de folhas verdes de
plantas, utilizando um tubo preenchido com carbonato de calcio, dai o termo
cromatografia ser utilizado para descrever o fendmeno responsavel pelo movimento
das zonas coloridas dentro do tubo de vidro. Até o final da década de 60, a
cromatografia liquida era praticada, com pequenas modificacbes, de modo similar
aguela proposta por Tswett. A partir da década de 70, varias modificacdes foram
introduzidas nesta area, onde o termo cromatografia liguida moderna foi proposto
por Snyder e Kirkland. (LANCAS, 2009).

3.5.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Dentre as modificacbes que ocorreram a partir da década de 70, a
cromatografia adquiriu seu grau de automacao. Foram implementados
computadores para o0 monitoramento dos parametros experimentais, além do uso de
tecnologias mais sofisticadas, como o emprego de fases estacionarias mais
eficientes e bombas para liquidos de alta pressdo, o que contribuiu para o
surgimento de uma nova técnica, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(LANCAS, 2009).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC — High Performance
Liqguid Chromatography) utiliza instrumentos muito sofisticados que podem ser
totalmente automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que emprega
pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados, e uma fase
movel que é eluida sob altas pressdes. Ela tem a capacidade de promover
separacfes dos constituintes e andlises qualitativas e quantitativas de uma grande
guantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de
tempo de minutos, com alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade (COLLINS et al.,
1997).

A CLAE é a técnica analitica de separacdo mais usada. As razbes para a
popularidade do método sdo a sua sensibilidade, a facil adaptacdo para
determinacdes quantitativas, a sua adequacao a separacao de espécies nao volateis
ou termicamente frageis e, acima de tudo, a sua ampla aplicabilidade a substancias
de grande interesse para a inddstria, para muitos campos da ciéncia e para o
publico. Exemplos desses materiais incluem: aminodcidos, proteinas, &acidos
nucleicos, hidrocarbonetos, hidratos de carbono, drogas, terpenoides, pesticidas,
antibiéticos, esteroides, espécies organo-metalicas e muitas substancias inorganicas
(SKOOG et al., 2002).

Nos Ultimos doze anos foram desenvolvidos varios detectores
espectrofotométricos, bem como acoplamento com o espectrdmetro de massas,
tornando possivel a deteccdo da maioria dos compostos e analise de tracos em
amostras complexas, como sangue, urina, solo, alimentos, petréleo, etc
(MALDANER & JARDIM, 2009).

De acordo com a figura 7 (p. 70), o solvente que se encontra no reservatoério é
bombeado com o auxilio da bomba através do sistema de introdu¢do da amostra até
a coluna cromatografica, situada dentro de um forno para colunas. Nela, efetua-se a
separacdo dos componentes da mistura de acordo com a natureza da fase movel,
fase estacionaria e dos componentes analisados. A fase mdvel sai da coluna e
passa por um sistema de deteccdo, onde sao identificadas alteragcdes de alguma
propriedade fisica especifica. Esta variacao € transformada num sinal elétrico, que é
convenientemente registado e tratado matematicamente por um software. O grafico

obtido chama-se cromatograma.
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(b) (c)

! B . :
L]

Figura 7. Esquema de um cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE). (a)
reservatério da fase movel; (b) Bomba,; (c) auto injetor; (d) coluna; (e) detector; (f)
software de aquisicdo (SNYDER et. al., 2010).

3.6 Controle de qualidade de produtos naturais

O consumo de plantas medicinais “in natura” ou sob a forma de produtos
derivados, cresce de maneira significativa no Brasil e em todo o mundo. Esta
demanda é muito influenciada pela propaganda e divulgacdo nos meios de
comunicacdo. Comumente, estes produtos s&o veiculados como recursos
terapéuticos alternativos, isentos de efeitos indesejaveis e desprovidos de
toxicidade. Logo, observa-se uma comercializacdo descontrolada em locais publicos,
e na venda de formas derivadas simples em farmacias, supermercados e outros
estabelecimentos comerciais (SILVEIRA et al., 2008).

De forma geral, os fatores da expansao da fitoterapia devem-se aos efeitos
adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por tratamentos
“naturais”, crescente validagao cientifica das propriedades farmacolégicas de

espécies vegetais, desenvolvimento de novos métodos analiticos para o controle de
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qualidade, desenvolvimento de novas formas de preparagcbes e administracdo dos
produtos e relativo baixo custo (MELO et al., 2007).

Cordeiro e colaboradores (2005) concluiram que o consumo e a utilizacao
indiscriminada de produtos naturais acarretam no desenvolvimento de varios efeitos
adversos quando sdo associados a alimentos ou outros medicamentos e enfatizam
que o ditado popular “produto natural ndo faz mal” € um erro grave.

Foram realizados varios estudos envolvendo controle de qualidade de
produtos naturais e foi possivel observar que na grande maioria dos estudos, os
materiais analisados sempre apresentavam um ou mais dos parametros avaliados
fora dos valores preconizados pela monografia oficial, evidenciando-se a baixa
qualidade das drogas vegetais comercializadas (NUNES et al., 2003; MELO et al.,
2007; ALVARENGA et al., 2009; BARBOSA et al., 2010).

No que diz respeito ao controle microbiolégico dos produtos naturais, € de
suma importancia a realizacdo da quantificacdo de microrganismos devido a
seguranca e eficacia dos produtos. As falhas nas medidas preventivas e de controle
do manuseio e processo de fabricagdo podem levar ao comprometimento do
desempenho do produto como a quebra da estabilidade da formulacéo, a alteracao
das caracteristicas fisicas (cor, viscosidade) e quimicas (inativagdo do principio
ativo) do produto, com graves consequéncias a saude do consumidor, pelo uso de
produtos em desacordo com suas caracteristicas de qualidade estabelecidas,
ocasionando danos aos pacientes (YAMAMOTO et al., 2004; NASCIMENTO et al.,
2005; SIMOES et al., 2007).

Sendo assim, é necessaria a realizacdo do controle de qualidade das
matérias-primas vegetais, visando a obtencdo de drogas vegetais e medicamentos
fitoterapicos padronizados, eficientes e seguros, segundo as normas estabelecidas
pela legislacéo brasileira.

Visando regular o registro de novos medicamentos fitoterapicos no pais a
ANVISA publicou a RDC 26 de 13 de maio de 2014 que dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais
fitoterapicos. Esta legislacdo busca padronizar os ensaios necessarios para a
garantia da qualidade dos produtos originados de produtos naturais.

Em relagdo a droga vegetal, deve ser apresentado laudo de andlise da droga
vegetal, indicando o método utilizado, especificacdo e resultados obtidos para os

seguintes testes: avaliacdo organoléptica; identificacdo macroscopica e
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microscopica; determinacdo de matérias estranhas, teor de &agua, cinzas totais,
metais pesados, contaminacdo microbioldgica; descricdo da coleta e condi¢cdes de
cultivo; métodos de secagem e conservacdo descritos; perfil cromatografico e
quantificacdo dos marcadores (BRASIL, 2014).

Para o derivado vegetal, devem ser avaliados os solventes residuais; relacéo
aproximada droga vegetal: derivado vegetal; determinacdo de metais pesados, perfil
cromatografico, teor dos marcadores e contaminacdo microbiolégica. Caso
apresente-se na forma de extratos fluidos devem ser analisadas as caracteristicas
organolépticas, residuo seco, pH, teor alcodlico e densidade relativa. Ja no caso dos
extratos secos, determinar o teor de agua, solubilidade e densidade aparente. E
para os produtos acabados sdo avaliados o perfil cromatografico comparado ao
perfil da droga vegetal que o originou, teor dos marcadores e controle da qualidade

do fitoterapico de acordo com a forma farmacéutica apresentada (BRASIL, 2014).

3.7 Validacdo de metodologia analitica

A validacao consiste em um conjunto de procedimentos que devem garantir
que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Através de estudos experimentais, a validacdo deve
demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a
determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras
substancias em produtos farmacéuticos. Para tanto, deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo, exatidao,
adequados a analise (BRASIL, 2003).

Os parametros analiticos devem ser baseados na intencdo do uso do método,
0s quais dividem-se em quatro categorias: (I) testes quantitativos para determinacéo
do principio ativo em produtos farmacéuticos ou matéria-prima; (ll) testes
guantitativos ou ensaio-limite para determinacdo de impurezas e produtos de
degradacdo em produtos farmacéuticos ou matéria-prima; (lll) teste de performance
e (IV) testes de identificacdo (RIBANI et al., 2004; ICH, 2005).
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3.7.1 Seletividade / Especificidade

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinagdo em uma amostra
complexa como ativos, excipientes, impurezas e produtos de degradacg&o, bem
como outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

E o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um método analitico e
deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e subsequente uso do
método. A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma é
comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada com
esta substancia (padréo), sendo que, nesse caso, nenhum interferente deve eluir no
tempo de retencdo da substancia de interesse, que deve estar bem separada dos
demais compostos presentes na amostra. Uma segunda maneira é através da
avaliacdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrometro de massas),
gque comparam o0 espectro do pico obtido na separagcdo com o de um padrao,
utilizando-se isto como uma indicag&o da presenc¢a do composto puro (RIBANI et al.,
2004).

3.7.2 Linearidade

De acordo com a RE 899/2003, a linearidade é a capacidade de uma
metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no
minimo, 5 concentracdes diferentes (BRASIL, 2003).

O tratamento dos dados da linearidade caso haja correlacéo linear, baseia-se
em um conjunto de medi¢cbes experimentais como a regressao linear. Além dos
coeficientes de regressdo a e b, também € possivel calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlagdo (r). Este parametro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a

dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes
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de regressao estimados. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagéo igual a
0,99 e 0 INMETRO um valor acima de 0,90 (RIBANI et al., 2004).

A faixa de aplicacdo da linearidade corresponde ao intervalo entre o valor
superior e inferior da substancia em exame, que atenda aos requisitos de precisdo e
exatiddo. A ANVISA especifica um intervalo compreendido entre 80-120% da
concentracéo teorica para farmacos (SWARTZ & KRULL, 1998).

3.7.3 Precisao

A preciséo é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem mudltipla de uma mesma amostra. A partir dos
resultados obtidos, calcula-se a média, o desvio padrdo (DP) e o coeficiente de
variagao (CV%), expresso em termos de percentagem. A precisdo em validagéo de
métodos € considerada em trés niveis diferentes: repetitividade, precisao
intermediéaria e reprodutibilidade (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A repetibilidade ou precisdo intra-corrida representa a concordancia entre 0s
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentac&o. E verificada por, no minimo, nove determinagdes, contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, trés concentracdes, baixa, média e alta, com trés
réplicas cada ou minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracdo do teste
(BRASIL, 2003; SHABIR, 2003).

A Precisdo intermediaria ou precisdo inter-corridas corresponde a
concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a
determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias
diferentes com analistas diferentes (BRASIL, 2003; VIAL & JARDY, 2009).

E a Reprodutibilidade ou preciséo inter-laboratorial representa a concordancia
entre os resultados obtidos em laboratérios diferentes como em estudos
colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de metodologia analitica
(THOMPSON et al., 2002; BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).
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3.7.4 Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido
por uma medicao perfeita (RIBANI et al., 2004).

O numero de ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz adotada e
também com as caracteristicas da pesquisa. O ICH e a ANVISA estabelecem que
um minimo de nove determinagfes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis
de concentracédo devem ser obedecidos (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

concentragio media experimental
- u
concentragao tedrica

Exatidao = 100

3.7.5 Limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente
quantificado, sob condi¢cfes experimentais estabelecidas. Em métodos instrumentais
como a CLAE, esta estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na
relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade do analito em
uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob
condi¢gBes experimentais estabelecidas. Pode ser determinado por meio da anélise
de solucbes contendo concentracdes decrescentes do analito até o menor nivel que
apresente precisdo e exatiddo aceitaveis. Ou ainda, através da relacao sinal: ruido,
considerando a concentracdo que produza uma relacdo de 10:1 (BRASIL, 2003;
ICH, 2005).

3.7.6 Robustez
A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir

a pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos. Durante o
desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacdo da robustez.
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Constatando-se a susceptibilidade do método as variag6es nas condi¢des analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento
(BRASIL, 2003).

A robustez de um método cromatografico € avaliada, por exemplo, pela
variagdo de parametros como a concentragcdo do solvente organico, pH e forca
ibnica da fase movel em HPLC, programacédo da temperatura, bem como o tempo de
extracdo, agitacao, etc. As mudancas introduzidas refletem as alteracdes que podem
ocorrer qguando um método é transferido para outros laboratérios, analistas ou
equipamentos.

De acordo com a legislagao vigente o “Guia para validacdo de métodos
analiticos”, para avaliar a robustez em um método em CLAE € necessario variar
condicbes como a composi¢cdo da fase movel, pH, fluxo da fase moével em CLAE,
temperatura da coluna, coluna de fabricantes diferentes e/ou lotes diferentes, além
dos procedimentos de preparo das amostras.

3.8 Estudos de fotoestabilidade

Os guias disponiveis e estabelecidos pelo ICH (International Conference on
Harmonisation) preconizam testes de fotoestabilidade tanto para a substancia ativa
como para o0s produtos acabados (ICH, 2003). O teste tem como objetivo
demonstrar que uma exposi¢cdo a luz ndo resulta em alteracbes significantes no
produto (BRASIL, 2012).

De acordo com a Anvisa, existem duas opgdes para fontes de luz. A primeira
opcao, utiliza-se fonte de luz similar ao padrdao de emissdo D65/ID65, como uma
lampada fluorescente artificial combinando emissédo visivel e UV. D65 é o padréao
internacional reconhecido para luz do dia, como definido na ISO 10977:1993. ID65 é
0 equivalente ao padrdo de luz indireta de interiores. Para fonte de luz emitindo
radiacdo significativa abaixo de 320nm, deve ser utilizado filtro(s) para eliminar tais
radiacOes. Para a segunda opg¢do, a amostra deve ser exposta & uma combinagéo
das seguintes lampadas: a) Lampada branca fluorescente fria similar a 1SO
10977:1993 b) Lampada fluorescente UV com espectro distribuido entre 320nm e

400nm, e emissdo maxima de energia entre 350nm e 370nm.
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Para realizagdo do teste de fotoestabilidade, as amostras devem ser expostas
a ndo menos que 1,2 milhdes de lux.hora, integrados a uma energia de ultravioleta

proxima de ndo menos que 200 watt.horas/m? (BRASIL, 2012).

3.9 Atividades biolbgicas

3.9.1 Atividade antimicrobiana

Substancias antimicrobianas ou antibiéticas constituem um grupo especial de
agentes terapéuticos, geralmente produzidos e obtidos a partir de organismos Vivos.
S&o substancias que, em pequenas concentracdes, devem possuir atividade letal ou
inibitéria contra muitas espécies microbianas, e, além de prevenir o desenvolvimento
de microrganismos resistentes devem apresentar auséncia de efeitos indesejaveis
ao hospedeiro e estabilidade quimica, entre outras caracteristicas (COWAN, 1999).

As doencas infecciosas representam uma das principais causas de morte no
mundo com predominancia em regides tropicais. Nos paises em desenvolvimento, o
tratamento de tais doencas é dificil ndo s6 devido a ocorréncia de microrganismos
resistentes, mas também por causa da baixa renda da populacdo, que reduz a
acessibilidade a medicamentos adequados (KUETE et al, 2011).

Como alternativa ao crescente desenvolvimento de resisténcia e
patogenicidade desenvolvido pelos microrganismos, sao desenvolvidas muitas
pesquisas cujos objetivos sdo avaliar os efeitos farmacoldgicos de extratos vegetais
como estratégia para a descoberta de novos medicamentos de origem vegetal. O
Brasil é o pais com maior potencial para pesquisa com plantas medicinais por ter a
mais rica biodiversidade do planeta, distribuido em seis biomas distintos (NOLDIN et
al., 2006).

As plantas produzem uma variedade de metabolitos secundéarios com
potencial antimicrobiano e imunomodulador na tentativa de se adaptarem as
agressfes geradas pelo meio ambiente. Essas substancias sdo isoflavonoides,
indois, fitosterois, polissacarideos, sesquiterpenos, alcaloides, glucanas, e taninos
(WILLIAMS, 2001).

Atribui-se aos flavonoides e taninos a capacidade de inibir o crescimento ou
provocar a morte de microrganismos. Os flavonoides podem inibir importantes

enzimas virais como a transcriptase reversa e diversas proteases, bem como
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destruir protozoarios patogénicos, trazendo baixa toxicidade as células animais
(HAVSTEEN, 2002). Ja os taninos sdo 0s componentes que apresentam a maior
toxicidade em relacdo aos microrganismos, em especial os taninos condensados.
Atuam sobre inibicdo de enzimas extracelulares, privacdo de substratos,
comprometimento do metabolismo e acdo sobre a membrana celular (SCALBERT,
1991).

Desta forma, € necessario buscar alternativas de farmacos que possam ser
usados no tratamento de infec¢cdes ou adaptar as drogas existentes para que elas
possam voltar a ter a acdo esperada. Nesse contexto, numerosas pesquisas sobre a
atividade antimicrobiana de plantas contra bactérias, fungos, protozoérios e virus
tém sido realizadas, e as plantas medicinais podem ser empregadas como fonte de

novos agentes antimicrobianos.

3.9.2 Atividade antioxidante

A presenca do oxigénio, essencial ao funcionamento das células do
organismo, caracteriza-se pela continua producdo de radicais livres que é
equilibrada pela atividade de agentes antioxidantes nao enziméaticos e pela atividade
das enzimas antioxidantes. Assim, em condi¢fes fisiologicas, ha equilibrio entre
agentes oxidantes e as defesas antioxidantes. Quando esse equilibrio € rompido em
favor dos agentes oxidantes, diz-se que a célula ou organismo se encontra sob
estresse oxidativo, com potenciais danos ao sistema bioldgico (BARREIROS et al.,
2006).

Os radicais livres e algumas espécies ndo radicalares, sdo moléculas muito
reativas, derivadas de oxigénio e nitrogénio e formadas fisiologicamente no corpo
humano. Esta formacédo envolve, por exemplo, o0 combate aos microrganismos
invasores e a modulacao celular de certos processos (BHOOLA et al., 2003).

Considera-se um radical livre qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados. A
presenca destes elétrons desemparelhados confere a esta espécie um carater
paramagnético, ou seja, uma alta reatividade e um pequeno tempo de meia-vida. Os
principais radicais livres envolvidos no processo de estresse oxidativo sdo 0s
radicais de oxigénio ou espécies reativas de oxigénio (EROs). Entre as EROs

encontram-se os radicais: hidroxila (-OH); superéxido (O%); peroxil (ROO-); alcoxil



79

(RO-) e peréxido de hidrogénio (H202 — ndo radicalar). Existem também outros
radicais que participam do processo oxidativo, tais como os radicais de nitrogénio e
alguns metais de transicdo (LLESUY, 2002; MARRONI, 2002).

No organismo, a producdo de radicais livres esta envolvida em varios
processos fisiologicos como producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas.
Porém, se a producdo de radicais livres supera a capacidade antioxidante em um
sistema vivo, espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) podem
reagir com lipidios, proteinas, enzimas e com o DNA, conduzindo a dano estrutural
e/ou funcional nas células (BARREIROS et al., 2006).

Os flavondides e outros derivados fendélicos sdo conhecidos por atuarem na
captura e neutralizacdo de espécies oxidantes, como o0 anion superoxido, radical
hidroxila ou radical peréxido (ZUANAZZI & MONTANHA, 2007).

Quimicamente, existem trés caracteristicas que conferem aos flavonoides
suas importantes propriedades antioxidantes (RICE-EVANS et al., 1997). A primeira
ocorre devido aos substituintes doadores de hidrogénio, grupos hidroxilas vicinais no
anel B (grupamento catecol) que permitem aos flavonoides sofrerem uma reacao
redox ajudando-os a capturar radicais livres mais facilmente. O segundo trata-se de
um sistema de deslocamento estavel entre anéis aroméaticos, heterocicliclos e
multiplas uniBes insaturadas pela presenca de dupla ligacdo na posicdo C2-C3
conjugada com um grupamento 4-oxo. Além disso, a presenca da hidroxila na
posicdo 3 no anel heterociclico (C) e as hidroxilas 5 e 7 do anel (A) aliadas ao
grupamento 4-oxo também aumentam a atividade antioxidante (SICHEL et al., 1991;
FIRUZI et al., 2005; SANDHAR et al., 2011). A molécula do flavonoide quercetina
(Figura 8, p. 80) possui este arranjo estrutural o que favorece seu emprego como
substancia padrao em estudos de avaliacdo da atividade antioxidante (PASCOAL et
al., 2011).

A atividade antirradicalar utilizando o radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazil), tem sido muito utilizado para verificar a capacidade sequestradora de
radicais livres de muitos produtos naturais (ASSIMOPOULOU et al., 2005). O DPPH
€ um radical cromoforo estavel, com absorcdo maxima em 518 nm, em meio
etanodlico, apresentando solucdo de coloracdo violeta intensa e ao ser reduzido
forma a 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloracdo amarela, com

consequente desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma monitorada
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pelo decréscimo da absorbancia (ARNAO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2009). Na
Figura 9 (p. 81) é possivel observar a estrutura quimica do DPPH antes e ap0s a
reacao com o antioxidante.

A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante (quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante) ou sequestradora
de radicais e/ou a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.

Contribui com o
potencial
antioxidante

Aumenta a
/ atividade

antioxidante
Aumenta a “—
atividade .
antioxidante [—*
Facilita a
\ deslocalizacéo
de elétrons

Figura 8. Regides da estrutura flavonoidica com potencial antioxidante.
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Figura 9. Estrutura do DPPH antes e ap0s a rea¢gdo com o antioxidante (RUFINO et
al., 2007).

Diante do exposto, de modo a avaliar o potencial do material vegetal seco e
do extrato etandlico obtido a partir das folhas de Maytenus obtusifolia Mart., faz-se
necessario a execucao de um rigoroso controle de qualidade para a padronizacéo
de especificacbes do material. Bem como garantir o teor e a pureza dos marcadores

com vistas a torna-lo um promissor medicamento fitoterapico.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Material Botanico

O material vegetal utilizado foi coletado no municipio de Santa Rita, Estado da
Paraiba, em junho de 2014, e identificado pela botanica Profa. Maria de Fatima Agra
do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba
(LTF/UFPB). Uma exsicata desta espécie encontra-se catalogada no Herbéario
JPB/UFPB. Colegao de M. F. Agra et al., 3230.

4.2 Processamento das folhas de Maytenus obtusifolia Mart.

As folhas de Maytenus obtusifolia Mart. foram secas em estufa com ar
circulante a temperatura de 40 °C durante 96 horas. Em seguida, o material vegetal
foi submetido a um processo de pulverizagdo em moinho mecéanico tipo Harley,

obtendo-se 1.512,1 g de p6 seco das folhas.

4.3 Obtencao do extrato etandlico bruto (EEB) das folhas

O material vegetal seco e pulverizado foi pesado (1.000 g) e submetido a
maceracao exaustiva com etanol a 96% em recipiente de a¢o inoxidavel. Foram
realizados trés processos de extracdo contendo 4 litros de solvente em cada
repeticdo e intervalos de 72 horas entre eles, com objetivo de extrair a maior
guantidade de constituintes quimicos. As solucbes extrativas foram filtradas e
concentradas em rotaevaporador sob pressao reduzida a temperatura de 45 °C.

Apés a evaporacdo do solvente, obteve-se o extrato etandlico bruto (EEB), de
coloracdo verde escura e que pesou 321,3 g de extrato bruto das folhas (32,13 %
em relacdo ao peso seco da planta). O fluxograma 3 (p. 84) esquematiza o processo

descrito acima.
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Fluxograma 3. Obtencao do extrato etanodlico bruto (EEB) das folhas de Maytenus

obtusifolia Mart.

4.4 Controle de qualidade do material vegetal

O po6 obtido das folhas de Maytenus obtusifolia Mart. foi submetido a varios
testes de controle de qualidade para assegurar a qualidade do material vegetal. Os
ensaios foram realizados de acordo com os métodos gerais descritos no volume 1

da Farmacopéia Brasileira 52 edi¢éo e estdo disponiveis na Tabela 1 (p. 85).
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Tabela 1. Ensaios de controle de qualidade do material vegetal de Maytenus

obtusifolia Mart.

Ensaio Referéncia

Determinacéo de agua em drogas

vegetais

Determinacéo de cinzas totais

Determinacéo de cinzas sulfatadas
Ensaio limite de metais pesados
Farmacopéia Brasileira 52 edi¢éo,

Determinacéo da densidade aparente vol. 1

de solidos

Flavonodides totais

Taninos totais

Determinacéo da contaminacéo

microbiolégica

Compostos fendlicos totais SINGLETON et al., 1999.

4.4.1 Determinacado de agua em drogas vegetais

Trés métodos sdo empregados para a determinacdo de agua em drogas
vegetais: método gravimétrico (dessecacdo), método azeotrdpico (destilagdo com
tolueno) e método volumétrico (Karl Fischer). Os métodos escolhidos para o ensaio
foram o gravimétrico e o volumétrico (Karl Fischer) e em adicdo foi realizada a
quantificacdo do teor de 4gua por balanca de infravermelho. Todos foram realizados

em triplicata.
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4.4.1.1 Método gravimétrico

Transferiu-se cerca de 2 g, exatamente pesados, de amostra para pesa-fitro
tarado, previamente dessecado nas mesmas condicbes a serem adotadas para a
amostra, durante 30 minutos. Em seguida, a amostra foi dessecada a 100-105 °C
durante 5 horas, até peso constante. Calculou-se a porcentagem de 4gua de acordo

com a equagao:

(Pa + Pf)inicial — (Pa + Pf)final .

100
Pa

% Agua =

Onde: Pa — Peso da amostra (g)

Pf — Peso do pesa filtro (g)

4.4.1.2 Método volumétrico

Baseia-se na reacao quantitativa entre a agua e solucdo anidra de iodo e
diéxido de enxofre dissolvidos em piridina e metanol. A amostra pode tanto ser
titulada diretamente (método direto) quanto por retorno (método indireto). No ensaio
foi utilizado o reagente de Karl Fischer padronizado obtido da Merck® (Combititrant
5®, Lote , Validade 08/2016).

Admite-se o0 emprego de qualquer equipamento que permita a exclusao
adequada da umidade atmosférica e a determinacao do ponto final da titulacdo. Para
substéancias incolores, é possivel detectar-se o ponto de equivaléncia pela mudanca
de cor do reagente, de amarelo canario para ambar. Viragem inversa observada ao
se adotar a titulacéo por retorno. Todavia € mais freqiiente e preciso determinar-se o
final da titulacdo eletrometricamente. Compreende o uso de dispositivo elétrico
capaz de gerar diferenca de potencial de 200 mV entre dois eletrodos de platina
(4rea e distanciamento da ordem de 5 mm? e 2,5 cm, respectivamente) imersos na
solucdo a titular. Ao ser atingido o ponto de equivaléncia, ligeiro excesso de
reagente provoca elevacao brusca do fluxo de corrente para 50 a 150 pA durante 30
segundos a 30 minutos, dependendo da natureza da amostra (o periodo é menor
guando a substancia é solavel no reagente).

Transferiu-se 35 a 40 mL de metanol seco, para o recipiente de titulacao e foi

titulado com o reagente padronizado até viragem visual ou eletrométrica, com o
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intuito de eliminar toda a umidade que poderia estar presente. Rapidamente,
adicionou-se ao recipiente de titulacdo quantidade, exatamente pesada da amostra e

foi misturada e titulada até viragem visual ou eletrométrica (BRASIL, 2010).

4.4.1.3 Determinacao de agua em balanca de infravermelho

Transferiu-se cerca de 1,00 g, exatamente pesados, de amostra para o prato
metalico previamente tarado. Em seguida a amostra foi dessecada a 100-105 °C até

peso constante.

4.4.2 Determinacao de cinzas
4.4.2.1 Determinacao de cinzas totais

Para a realizagdo do ensaio de cinzas, pesou-se, exatamente, 3,0000 g da
amostra pulverizada e transferiu-se para o cadinho de platina previamente calcinado,
resfriado e tarado. A amostra foi distribuida uniformemente no cadinho e foi
incinerada aumentando, gradativamente, a temperatura até, no maximo, 600 + 25
°C, até que todo o carvao fosse eliminado.

Apos resfriamento em dessecador, o material foi pesado. A porcentagem de

cinzas foi calculada pela equacao:

] _ (Pa + Pc)inicial — (Pa + Pc)final
% Cinzas totais =1 — Pa x 100

Onde: Pa — Peso da amostra (g)

Pc — Peso do cadinho (g)

4.4.2.2 Determinacao de cinzas sulfatadas

Em cadinhos previamente -calcinados, resfriados e tarados, pesou-se,
exatamente, 1,0000 g da droga vegetal pulverizada. A amostra foi distribuida
uniformemente no cadinho, ao qual foram adicionados 2 mL de acido sulfdrico
concentrado. Em seguida, a amostra foi carbonizada em bico de Bunsen até que
nao se observasse o desprendimento de fumaca branca. Apos a carbonizacdo, o
cadinho foi incinerado na mufla, aumentando-se a temperatura gradativamente até a

temperatura de 800°C, até que ndo fosse detectada a presenca de particulas
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negras. ApOs a primeira incineracdo, adicionou-se 1 mL de acido sulfurico
concentrado ao residuo. Os residuos foram secos até peso constante.
Apos resfriamento em dessecador, o material foi pesado. A porcentagem de

cinzas sulfatadas foi calculada pela equacéo:

] (Pa + Pc)inicial — (Pa + Pc)final
% Cinzas sulfatadas = 1 — Pa x 100

Onde: Pa — Peso da amostra (g)

Pc — Peso do cadinho (g)

4.4.3 Ensaio limite de metais pesados

O ensaio limite consiste na formacdo de particulas solidas dos sulfetos de
metais pesados, em suspensdo, e posterior comparacdo visual da intensidade da
cor nas preparacbes amostra e padrdo em tubo de Nessler. O ensaio é
semiquantitativo e possibilita inferir se a amostra passa ou nao no teste,
representando o somatério da concentracdo dos elementos contaminantes na
amostra.

No preparo da Solucdo estoque de nitrato de chumbo, dissolveu-se
exatamente 159,8 mg de nitrato de chumbo em 100 mL de &gua adicionada de 1 mL
de &cido nitrico. Em seguida diluiu-se com agua para 1000 mL e homogeneizou-se.
A solucao foi preparada e armazenada em recipientes de vidro isentos de sais
soluveis de chumbo.

A Solucdo padrdo de chumbo (10 ppm Pb) foi preparada no dia do uso.
Foram diluidos 10 mL da solugédo estoque de nitrato de chumbo para 100 mL com
agua. Cada mililitro dessa solugcédo contém o equivalente a 10 pg de chumbo (10
ppm PDb).

Para o preparo do Tampao acetato pH 3,5, foram dissolvidos 25,0 g de
acetato de amonio em 25 mL de agua e adicionou-se 38 mL de &cido cloridrico 6 M.
O pH foi ajustado em 3,5 com hidréxido de aménio 6 M e &cido cloridrico 6 M. Em
seguida, foi diluido para 100 mL com agua e posteriormente homogeneizado.

O reagente de tioacetamida foi preparado pela dissolucdo de 4 g de

tioacetamida em agua, em seguida o volume foi completado para 100 mL com agua.
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Foram transferidos 0,2 mL da solucdo reagente a 1 mL da mistura de hidroxido de
sédio M, 5 mL de agua e 20 mL de glicerina. O material foi aquecido em banho-
maria por 20 s, resfriado e utilizado imediatamente.

No preparo da amostra, foram transferidos 2 g do po6 das folhas de Maytenus
obtusifolia Mart. para tubo adequado e diluiu-se com agua para 25 mL. O pH foi
ajustado para a faixa de 3,0 — 4,0 com 4cido acético 1 M. Em seguida, a amostra foi
diluida com &gua para aproximadamente 40 mL e foi, posteriormente,
homogeneizada.

No preparo do padrédo, foram transferidos 2 mL de solu¢éo padréo de chumbo
(10 ppm Pb) para o tubo, em seguida foi diluido para 25 mL com agua. O pH foi
ajustado para a faixa de 3,0 — 4,0 com &cido acético 1 M. O padréao foi diluido
novamente com agua para aproximadamente 40 mL e, posteriormente,
homogeneizado.

Para o preparo do controle transferiu-se, para um terceiro tubo, 2g da amostra
e adicionou-se 2 mL de solucédo padrédo de chumbo (10 ppm Pb). O pH foi ajustado
para a faixa de 3,0 — 4,0 com acido acético 1 M. Em seguida, o controle foi diluido
com agua para aproximadamente 40 mL e homogeneizado.

A cada uma das preparacoes, foram adicionados 2 mL de tampéao acetato pH
3,5 e 1,2 mL de tioacetamida. Em seguida, foram realizadas novas diluigbes com
agua para 50 mL, homogeneizou-se e ficaram em repouso por 2 minutos. Apos 2
minutos, uma coloracdo que varia do amarelo ao preto foi desenvolvida. Os tubos
foram observados de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo

branco.

4.4.4 Densidade aparente de solidos

Para avaliacdo da densidade aparente de sdélidos sem compactacao,
adicionou-se, cuidadosamente, quantidade do p6 das folhas de Maytenus obtusifolia
Mart. equivalente a 50 mL de uma proveta vazia previamente tarada na balanca. O

valor foi calculado segundo a equacgéo:

m
Densidade aparente (g/mlL) = -

Onde: m — massa da amostra (g)
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v — volume ocupado pela amostra (mL)

4.4.5 Determinacdao do indice de espuma

Pesou-se, exatamente, 1 g do material vegetal reduzido a p6 fino e transferiu-
se para um erlenmeyer contendo 50 mL de agua fervente. O conteudo foi mantido
sob fervura moderada por 30 minutos. Em seguida, apds o resfriamento, foi filtrado
para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado, através do filtro, até
100 mL.

O decocto obtido foi distribuido em 10 tubos de ensaio com tampa (16 mm de
didmetro por 16 cm de altura), em série sucessiva de 1 a 10 mL, e o volume do
liquido foi ajustado em cada tubo para 10 mL com &agua. Os tubos foram agitados
com movimentos verticais por 15 segundos, com duas agitacées por segundo.

O material ficou em repouso por 15 minutos e a altura da espuma foi aferida.
O indice de espuma foi calculado segundo a equacgdo 1000/A, sendo A o volume,
em mililitros, do decocto usado para preparacédo da diluicdo no tubo onde a espuma

foi observada.

4.4.6 Doseamento de flavonoides totais

O po6 das folhas de Maytenus obtusifolia Mart. foi submetido aos dois testes
disponiveis na 52 edicdo da farmacopeia Brasileira, para quantificacdo de

flavonoides totais.

4.4.6.1 Flavonoides totais calculados como Apigenina

Para o preparo da solugcao estoque, pesou-se, exatamente, cerca de 0,5 g da
droga pulverizada e o material foi transferido para um baldo de fundo redondo de
100 mL. Em seguida foram acrescentados a droga, 1 mL de solu¢cdo aquosa de
metenamina a 0,5% (p/v), 30 mL de solugéo de etanol a 50% (v/v) e 2 mL de &cido
cloridrico.

O material foi aguecido em manta de aquecimento por 30 minutos, sob
refluxo. A mistura foi filtrada através de algodao para baldo volumétrico de 100 mL e

o residuo da droga juntamente ao algodao utilizado foram recolocados no baldo de
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fundo redondo. Adicionou-se mais 30 mL de solucdo de etanol a 50% (v/v) e foi
aguecida novamente, sob refluxo, durante 15 minutos.

O material foi nhovamente filtrado através de algoddo para o mesmo baldo
volumétrico de 100 mL. A operacao foi repetida mais uma vez. Apdés resfriamento, o
volume do baldo volumétrico de 100 mL foi completado com solugcdo de etanol a
50% (v/v).

Para o preparo da solucdo amostra, foram adicionados 10 mL da solucéo
estoque em baldo volumétrico de 25 mL contendo 2 mL de solucdo de cloreto de
aluminio a 5% (p/v) em solucdo de etanol a 50% (v/v). Em seguida, o volume foi
completado com solucao de etanol 50% (v/v). Apés 30 minutos foi realizada a leitura
da amostra em espectrofotbmetro. A solucédo branco foi preparada com 10 mL da
Solucdo estoque em baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com
solucédo de etanol a 50% (v/v). Na auséncia do cloreto de aluminio.

As absorbancias das amostras e do branco foram medidas a 425 nm, apés 30
minutos do preparo das solucdes, utilizando o branco para ajuste do zero. O teor de
flavonoides totais, expressos em apigenina por 100 g de droga seca, foi calculado

segundo a equacao:

Abs x 250
(m—PD)x 336,5

TFT =

Onde:

TFT = teor de flavonoides totais;

Abs = absorbancia da solugcdo amostra;
250 = fator de diluicéo;

m = massa da droga (g);

PD = perda por dessecacao;

336,5 = absortividade especifica da apigenina.

O mesmo método foi seguido para a determinacdo de flavonoides totais no

extrato etandlico produzido.
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4.4.6.2 Flavonoides totais calculados como Hiperosideo

Para o preparo da solucdo estoque, pesou-se, exatamente, cerca de 0,4 g da
droga pulverizada e o material foi transferido para um baldo de fundo redondo de
100 mL. Em seguida foram acrescentados a droga, 1 mL de solugdo aquosa de
metenamina a 0,5% (p/v), 20 mL de acetona e 2 mL de &cido cloridrico.

O material foi aguecido em manta de aquecimento por 30 minutos, sob
refluxo. A mistura foi filtrada através de algodao para baldo volumétrico de 100 mL e
o residuo da droga juntamente ao algodéo utilizado foram recolocados no baldo de
fundo redondo. Adicionou-se mais 20 mL de acetona e foi aguecida novamente, sob
refluxo, durante 10 minutos.

O material foi hovamente filtrado através de algoddo para o mesmo baldo
volumétrico de 100 mL. A operacao foi repetida mais uma vez. Apos resfriamento, o
volume do baldo volumétrico de 100 mL foi completado com acetona. Em seguida,
transferiu-se 20 mL da solucéo acetbnica para funil de separacéo (125 mL) contendo
20 mL de agua destilada. A mistura foi agitada com 15 mL de acetato de etila, para
promover a extracdo dos constituintes de acordo com a polaridade. Este
procedimento de extracao foi repetido por mais trés vezes com porcdes de 10 mL de
acetato de etila.

Ao fim do processo extrativo, as fases de acetato de etila foram reunidas e
lavadas em funil de separacdo com duas por¢cées de 50 mL de agua destilada. A
fase acetato de etila foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi
completado com acetato de etila.

Para o preparo da solucdo amostra, foram adicionados 10 mL da solucéo
estoque em baldo volumétrico de 25 mL contendo 1 mL de solugéo de cloreto de
aluminio a 2% (p/v) em solucéo de acido acético 5% (v/v) em metanol. Em seguida,
0 volume foi completado com solugdo metanodlica de acido acético a 5% (v/v). A
solucdo branco foi preparada com 10 mL da solucdo estoque em baléo volumétrico
de 25 mL e o volume foi completado com solu¢do metandlica de &cido acético a 5%
(VIV).

As absorbancias das amostras e do branco foram medidas a 425 nm, apés 30
minutos do preparo das solugdes, utilizando o branco para ajuste do zero. O teor de
flavonoides totais, expressos em hiperosideo na amostra foi calculado segundo a

equacao:
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TET = Abs x 1,25
~ (m—PD)

Onde:

TFT = teor de flavonoides totais calculados como hiperosideo (%);
Abs = absorbancia da solugcdo amostra;

m = massa da droga (Q);

PD = perda por dessecacao (%; p/p).

O mesmo método foi seguido para a determinacdo de flavonoides totais no

extrato etandlico produzido.
4.4.7 Doseamento de taninos totais

Para o preparo da solucdo estoque, pesou-se, exatamente, cerca de 0,750 g
da droga pulverizada e o material foi transferido para um erlenmeyer de 250 mL com
boca esmerilhada. Em seguida foram acrescentados a droga 150 mL de &agua
destilada. O erlenmeyer contendo o material foi aquecido em banho-maria durante
30 minutos a temperatura de 60° C.

Apos resfriamento, o conteddo do erlenmeyer foi transferido para um baldo
volumétrico de 250 mL. O aparato de vidro foi lavado e as dguas de lavagem com
todo o conteudo da droga vegetal foram transferidos para o mesmo baldo
volumétrico de 250 mL. O volume foi completado com agua destilada. O material foi
deixado em repouso para decantar e o liquido sobrenadante foi filtrado em papel de
filtro, desprezando os primeiros 50 mL do filtrado.

Para o preparo da solu¢cdo amostra de polifendis totais (Al) foram diluidos 5
mL do fitrado em baldo volumétrico de 25 mL com &agua destilada. Posteriormente,
transferiu-se volumetricamente 2 mL dessa solugdo, 1 mL de reagente
fosfomolibdotingstico e 10 mL de agua destilada para baléo volumétrico de 25 mL e
o volume foi completado com solucdo de carbonato de sodio a 29% (p/v). A
absorbéancia foi determinada em 760 nm (Al) apés 30 minutos, utilizando agua

destilada para ajuste do zero.
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No preparo da solu¢gdo amostra para polifendis ndo adsorvidos por p6 de pele
(A2) foram pipetados 10 mL do filtrado e adicionou-se 0,1 g de p6 de pele SQR. O
material foi submetido a agitacdo mecanica em agitador magnético por 60 minutos.
Em seguida foi filtrado em papel de filtro. Do filtrado, foi coletado uma aliquota de 5
mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL com &gua destilada. Do baldo
anterior, foi transferido volumetricamente 2 mL desta solugdo, 1 mL de reagente
fosfomolibdotingstico e 10 mL de agua destilada para baldo volumétrico de 25 mL.
O volume foi completado com solucdo de carbonato de soédio a 29% (p/v). A
absorbancia foi determinada em 760 nm (A2) ap6s 30 minutos, utilizando agua
destilada para ajuste do zero.

O preparo da solucao padréo foi feito pela solubilizacdo, imediatamente antes
do uso, de 50 mg de pirogalol em baldo volumétrico de 100 mL com agua destilada.
Foram transferidos, volumetricamente, 5 mL da solucdo para baldo volumétrico de
100 mL e o volume foi completado com &gua destilada. Em seguida foram
transferidos, volumetricamente, 2 mL da solucdo anterior, 1 mL de reagente
fosfomolibdotingstico e 10 mL de agua destilada para baldo volumétrico de 25 mL e
o volume foi completado com solu¢cdo de carbonato de sddio a 29% (p/v). A
absorbancia foi determinada em 760 nm (A3) ap6s 30 minutos, utilizando agua
destilada para ajuste do zero.

O teor de tatinos, em porcentagem, expressos em pirogalol foi calculado de acordo

com a equacao:

B 62,5 x (A1 — A2)x m2
B A3 xml

TT

Onde:

TT = Teor de taninos totais calculados como pirogalol (%);

Al = absorbancia da solugédo amostra para polifendis totais;

A2 = absorbancia da solucdo amostra para polifenois ndo adsorvidos em po de pele;
A3 = absorbéancia da solucdo padréo;

m1l = massa da amostra utilizada no ensaio (g), considerando a determinacao de
agua;

m2 = massa de pirogalol (g).
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O mesmo método foi seguido para a determinagéo de taninos totais no extrato
etandlico produzido.

4.4.8 Doseamento de compostos fendlicos totais

A concentracdo de compostos fendlicos no extrato etanolico de Maytenus
obtusifolia Mart. foi determinada através do método espectrofotométrico
desenvolvido por Singleton e colaboradores (1999).

Brevemente, 0,5 mL da solucdo metandlica do extrato de Maytenus obtusifolia
Mart. (Img/mL) foram misturados a 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (diluido
1:10) e 2,0 mL de solucdo de carbonato de sédio 7,5% (m/v). Apds 2 horas de
incubacédo no escuro e a temperatura ambiente, as absorbancias foram medidas em
espectrofotometro (Lambda 25, Perkin Elmer, USA) a 765 nm.

Os resultados do teor de compostos fendlicos totais foram expressos como
equivalentes de acido galico (mg AG/g de extrato), calculados por meio de uma
curva padréo construida com concentracdes que variaram de 5 a 200 pg/mL.

O extrato etanodlico seco de Maytenus obtusifolia Mart. foi solubilizado em
solucdo de metanol:agua (9:1) e foi avaliado na concentracdo final de 200 pg/mL.
Para a avaliacdo do teor de compostos fendélicos do p6 das folhas da espécie, 1 g do
po foi submetido a extragdo com 10 mL da solucdo metanol:agua (9:1) por 1 hora
sob constante agitacdo em agitador magnético. Em seguida 1 mL da solucao
extrativa foi coletada, transferida para baldo volumétrico e diluida até alcancar a
concentragéo de 200 pg/mL.

4.4.9 Determinacéo da contaminacdo microbioldgica

4.4.9.1 Determinagdo do numero total de microrganismos mesofilicos

A metodologia foi realizada de acordo com as instrucbes descritas na
Farmacopéia Brasileira 52 edicdo, volume 1.

Foi preparada uma suspensao de 10,0 g da mistura de amostra em solugéo
tampdao cloreto de sodio-peptona pH 7,0. Em seguida, adicionou-se em placas de

Petri, separadamente, 15 - 20 mL de &gar caseina soja e agar Sabouraud-dextrose e
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aguardou a solidificacdo. Adicionou-se a superficie de cada meio de cultura, 0,1 mL
da amostra preparada.

As placas contendo agar caseina-soja foram incubadas a 32,5 °C = 2,5 °C
durante 3-5 dias e as placas contendo agar Sabouraud-dextrose a 22,5 °C + 2,5 °C
durante 5 - 7 dias para determinacdo do numero de micro-organismos aerobicos

totais e bolores e leveduras, respectivamente.

4.4.9.2 Pesquisa de patdégenos

4.4.9.2.1 Bactérias gram-negativas bile tolerantes

A amostra foi preparada utilizando a diluicdo 1:10 de ndo menos que 1 g do
produto a ser testado, com caldo caseina-soja (Diluicdo A) como diluente. A diluicdo
A foi homogeneizada e 1 mL do produto foi transferido para o Caldo de
Enriguecimento de Enterobactérias segundo Mossel. A amostra foi incubada a 32,5
°C + 2,5 °C por 24 a 48 horas. O produto cumpre o teste se ndo houver crescimento

de colbnias.

4.4.9.2.2 Escherichia coli

A amostra foi preparada utilizando a diluicdo 1:10 de ndo menos que 1 g do
produto a ser examinado. Utilizou-se 10 mL da diluicdo para 90 mL de Caldo de
Enriguecimento (Caldo Caseina-soja). Foi homogeneizada e incubada a 32,5 °C +
2,5 °C durante 18 a 24 horas.

Para selecdo e subcultura, transferiu-se 1 mL da amostra enriquecida para
100 mL de Caldo MacConkey. Incubou-se a 43 °C = 1 °C durante 24 — 48 horas. A
subcultura foi realizada em placa de Agar MacConkey e incubada a 32,5°C + 2,5 °C
durante 18 a 72 horas. O produto cumpre o teste se ndo houver crescimento de

colbnias.

4.4.9.2.3 Salmonella

A amostra foi preparada usando a diluicdo 1:10 de ndo menos que 10 g, do
produto a ser examinado. Homogeneizou-se e incubou-se a 32,5 °C = 2,5 °C durante
18 a 24 horas. Para selecdo e subcultura, transferiu-se 0,1 mL do conteudo para 10



97

mL de Caldo Enriquecimento Salmonella Rappaport Vassiliadis. Incubou-se a 32,5
°C + 2,5 °C durante 18 a 24 horas. A subcultura foi realizada em placa contendo
Agar Xilose Lisina Desoxicolato e incubada a 32,5 °C + 2,5 °C durante 18 a 48

horas. O produto cumpre o teste se ndo houver crescimento de col6nias.
4.5 Padronizagao quimica
4.5.1 Substancias quimicas de referéncia
As substéancias quimicas de referéncia, utilizadas como marcadores nas
analises por CLAE, foram adquiridas a (Phytolab, Vestenbergsgreuth, Alemanha) e

apresentaram elevado grau de pureza (>99%). No quadro 9 (p. 97) sao

apresentados os marcadores utilizados na validagao e suas respectivas estruturas.

OH OH
OH OH
HO 0
ol
OH
(+)-CATEQUINA (\)-EPICATEQUINA
OH
OH
HO 0 . o1
0N
OH

(-)-EPIGALOCATEQUINA

Quadro 9. Marcadores utilizados na validagdo de Maytenus obtusifolia Mart. e suas

respectivas estruturas.



98

As trés substancias quimicas de referéncias sdo flavonoides da classe dos
flavandis. O composto (-)-Epigalocatequina corresponde ao (2R,3R)-2-(3,4,5-
trinidroxifenil)-3,4-dihidro-1(2H)-benzopirano-3,5,7-triol. Enquanto a (+)-Catequina
(2R,3S)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro-2H-cromeno-3,5,7-triol e seu isémero (-)-
Epicatequina (2R,3R)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro-2H-cromeno-3,5,7-triol.

4.6 Solventes e reagentes

Os reagentes e solventes utilizados para as andlises foram grau CLAE
(Merck, Darmstadt, Alemanha). A agua ultrapura foi obtida através do equipamento
Milli-Q Gradient® (Millipore, Bedford, MA, EUA), utilizando-se agua com

condutividade menor que 0,50 yS/cm em todas as analises.

4.7 Desenvolvimento de metodologia analitica

As analises foram realizadas no laboratério de Controle de Qualidade da
HEBRON - Industria Quimica Farmacéutica Nacional, utilizando um cromatografo
liquido (Young Lin, Coreia do Sul) (Figura 10, p. 99) série YL9100, constituido de
bomba quaternaria YL9110, detector de arranjo de diodos (DAD) YL9160,
degasificador a vacuo YL9101l, compartimento de coluna YL9131 e injetor
automatico YL9150. A coleta e o processamento de dados foram realizados
utilizando o software YL-Clarity.

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna analitica
C18 LiChrocart Purospher Star (Merck, Alemanha) com 150 mm de comprimento,
4,6 mm de didmetro interno e 5 um de tamanho de particula, com pré-coluna (Merck,
Alemanha) 4x4 mm e mesma composic¢ao da coluna.

A fase movel A consistiu em solucéo de &cido fosférico 14mM e a fase movel
B de acetonitrila pura. Todas as solu¢cdes foram degaseificadas e filtradas atraves de
membrana filtrante de 0,45um (Millipore, Bedford, EUA).

Foram preparadas solucbes a partir do extrato etandlico de Maytenus
obtusifolia Mart. e das substancias quimicas de referéncia e em seguida foram
submetidas a andlise cromatografica. As condicbes avaliadas durante o
desenvolvimento do método estdo relacionadas na Tabela 2 (p. 100). Em cada
experimento observaram-se os tempos de retencédo (Tr), areas sobre os picos (Ap) e
resolucao (Rs) entre eles.



Figura 10. Cromatoégrafo liquido acoplado a detector DAD Young Lin®.
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Tabela 2. Condi¢cbes cromatogréaficas avaliadas no desenvolvimento do método.

100

Condicdes

Experimento

Fase mével

HsPO4 14mM: ACN (90:10)
HsPO4 14mM: ACN (70:30)
H3PO4 14mM: ACN (50:50)
H3PO4 14mM: MeOH (90:10)
H3PO4 14mM: MeOH (70:30)
HsPO4 14mM: MeOH (50:50)
Gradientes

Fluxo

0,8 mL/min
1,0 mL/min
1,2 mL/min

Temperatura

38°C
40°C
42°C

Comprimento de onda

210 nm
230 nm
280 nm
330 nm
350 nm

Solucéo diluente

MeOH
H20:MeOH (50:50)
H20:MeOH (85:15)

As separacOes foram realizadas através de um gradiente de eluicdo da

seguinte forma: de 0 a 38 min, a solugéo B seguindo uma mudanca linear de 5% a

25%, a partir de 38 a 40 min, isocratica com 25% de B e de 40-45 min, com a

solucdo B alterando linearmente de 25% a 5% (Tabela 3, p. 101). Utilizou-se fluxo

da fase movel de 1,0 mL/min, temperatura de forno 40°C e volume de injecédo de 10

pL. Realizou-se a deteccdo por UV no comprimento de onda de 280 nm.
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Tabela 3 - Descricdo das condigBes cromatograficas para andlise do extrato
etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

Coluna Coluna Lichrospher Lichrocart 5u, 150x4,6mm;
Fase Movel Gradiente
Temperatura
40°C
do Forno
Volume de
o 10pL
Injecao
Comprimento
280nm
de Onda
Fluxo 1,0 mL/min
Tempo de .
. 40 minutos
Andlise
Método C:\YLClarity\Maytenusobtusifolia\EEMO.met

4.8 Validacdo de metodologia analitica

De acordo com a classificacdo para os testes analiticos, descrita na
RE/ANVISA 899, de maio de 2003 (Guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos), o método proposto enquadra-se na Categoria |, cujos ensaios
necessarios encontram-se na Tabela 4 (p. 102).
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Tabela 4- Parametros avaliados na validacdo analitica do Extrato Etandlico de

Maytenus obtusifolia Mart..

Caracteristicas de e o
Especificagbes
desempenho

Determinar a capacidade do método em medir
exatamente um composto em presenca de
o outros componentes tais como impurezas,
Especificidade .
produtos de degradagdo e componentes da
matriz, que podem interferir significativamente

no resultado do teste.

Demonstrar a capacidade do método de obter
resultados diretamente  proporcionais a
concentracdo do marcador na amostra, dentro
_ ' de um intervalo especificado (5 concentracfes
Linearidade _ _
diferentes no intervalo de 50 a 500%).
Determinagéo do coeficiente de correlacdo (no
minimo 0,99); intersecdo com o0 eixo Y;

coeficiente angular.

Intervalo de concentracdo de trabalho, com
Intervalo . . . : e
preciséo, exatidao e linearidade aceitaveis.

Repetibilidade | 6 réplicas na concentracédo do extrato (100%).

Precisao o 2 dias diferentes com analistas diferentes. DPR
Intermediéria
<5,0%

Proximidade dos resultados obtidos
o analiticamente em relagcdo ao valor tedrico.
Exatidéao N _
Analise em 3 concentracdes (80, 100 e 120%),

3 réplicas cada. Recuperacédo: 90 — 110%.

Capacidade do método em resistir a pequenas
Robustez e deliberadas variagbes dos parametros

analiticos. Limite de aceitacdo de 95 — 105 %.
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4.8.1 Especificidade

Este parametro foi avaliado por meio da comparacéo dos tempos de retengcao
e perfis de pureza dos trés marcadores. As substancias de referéncia foram
analisadas nas seguintes concentracfes: (-)-Epigalocatequina 0,02 mg/mL, (+)-
Catequina 0,008 mg/mL e (-)-Epicatequina 0,0066 mg/mL.

O EEB de Maytenus obtusifolia Mart. foi analisado na concentracdo de 2
mg/mL. A fase movel, solucéo diluente e o etanol 96% utilizados na preparacéao do
extrato, foram avaliados, com auxilio do detector de arranjo de diodos (DAD), em
andlise de 190 a 400 nm, com intuito de verificar a existéncia de algum pico
coeluindo nos tempos de retencao dos marcadores.

4.8.2 Linearidade

Este parametro foi avaliado por meio da analise de 5 preparacfes dos
marcadores nas seguintes concentragcoes: 50%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%,
150%, 200%, 300%, 400% e 500% da concentracdo teorica do teste. Estas serdo
obtidas, por meio de diluicbes, em triplicata, resultando em 33 solucbes padrdes

para analise.

4.8.2.1 Solucao estoque de (-)-Epigalocatequina

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 2,5000 mg da substancia
quimica de referéncia (-)-Epigalocatequina que, em seguida, foi transferido para um
baldo volumétrico de 25,0 mL completando o volume com g.s.p. de solucao diluente.

Concentragao final da solugéo = 0,1 mg de (-)-Epigalocatequina/mL

Preparo das solucdes (50% - 500%):

a) 50%: pipetou-se 0,5 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucédo
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,010 mg/mL;
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80%: pipetou-se 0,8 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,016 mg/mL;

90%: pipetou-se 0,9 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,018 mg/mL;

100%: pipetou-se 1,0 mL da solucao padréo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,020 mg/mL;

110%: pipetou-se 1,1 mL da solucao padrédo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentragéo final da solugdo: 0,022 mg/mL;

120%: pipetou-se 1,2 mL da solucao padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,024 mg/mL;

150%: pipetou-se 1,5 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,030 mg/mL;

200%: pipetou-se 2,0 mL da solucéo padrédo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucdo
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,040 mg/mL;

300%: pipetou-se 3,0 mL da solugédo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucdo
diluente.

Concentracao final da solucéo: 0,060 mg/mL;
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j) 400%: pipetou-se 4,0 mL da solucdo padrédo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,080 mg/mL;

k) 500%: a solugdo mé&e que originou as demais diluicdes (20% - 400%) deste

parametro foi avaliada.

Concentracao final da solugéo: 0,100 mg/mL.

Apbs o preparo, as amostras foram filtradas para os vials usando filtro millex
HN (nylon) 0,45um x 13mm. As corridas cromatogréficas foram realizadas nas

condicBes do método conforme Tabela 3 (p. 101).

4.8.2.2 Solucao estoque de (+)-Catequina

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 1,0000 mg da substancia
guimica de referéncia (+)-Catequina que, em seguida, foi transferido para um balédo

volumétrico de 25,0 mL completando o volume com g.s.p. de solugdo diluente.

Concentracéo final da solucédo = 0,04 mg de (+)-Catequina/mL

Preparo das solucdes (50% - 500%):

[) 50%: pipetou-se 0,5 mL da solucdo padréo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucéo
diluente.

Concentragao final da solugéo: 0,0040 mg/mL

m) 80%: pipetou-se 0,8 mL da solugdo padréo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucéo
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,0064 mg/mL;
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90%: pipetou-se 0,9 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucéo
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,0072 mg/mL;

100%: pipetou-se 1,0 mL da solucdo padréo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracao final da solugéao: 0,0080 mg/mL;

110%: pipetou-se 1,1 mL da solucao padrédo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,0088 mg/mL;

120%: pipetou-se 1,2 mL da solucao padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracgao final da solucéo: 0,0096 mg/mL;

150%: pipetou-se 1,5 mL da solucdo padrédo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,012 mg/mL;

200%: pipetou-se 2,0 mL da solucéo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,016 mg/mL;

300%: pipetou-se 3,0 mL da solugédo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucdo
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,024 mg/mL;

400%: pipetou-se 4,0 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucdo
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,032 mg/mL;
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v) 500%: a solucdo mae que originou as demais diluicbes (20% - 400%) deste
parametro foi avaliada.
Concentragao final da solugdo: 0,040 mg/mL.

Apébs o preparo, as amostras foram filtradas para os vials usando filtro millex
HN (nylon) 0,45um x 13mm. As corridas cromatograficas foram realizadas nas

condi¢cbes do método conforme Tabela 3 (p. 101).

4.8.2.3 Solucao estoque de (-)-Epicatequina

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 1,6500 mg da substancia
quimica de referéncia (-)-Epicatequina que, em seguida, foi transferido para um
baldo volumétrico de 50,0 mL completando o volume com g.s.p. de solucéo diluente.

Concentracdao final da solucéo = 0,033 mg de (-)-Epicatequina/mL

Preparo das solucdes (50% - 500%):

w) 50%: pipetou-se 0,5 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucdo
diluente.

Concentrac¢dao final da solucéo: 0,0033 mg/mL;

X) 80%: pipetou-se 0,8 mL da solucédo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucéo
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,00528 mg/mL;

y) 90%: pipetou-se 0,9 mL da solucédo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucédo
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,00594 mg/mL;
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z) 100%: pipetou-se 1,0 mL da solucéo padréo estoque e a aliquota foi transferida

para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,0066 mg/mL;

completado com solugéo

aa)110%: pipetou-se 1,1 mL da solucéo padréo estoque e a aliquota foi transferida

para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,00726 mg/mL;

completado com solugéo

bb)120%: pipetou-se 1,2 mL da solucdo padrédo estoque e a aliquota foi transferida

para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi
diluente.

Concentracao final da solugéo: 0,00792 mg/mL;

completado com solugéo

cc) 150%: pipetou-se 1,5 mL da solucéo padréo estoque e a aliquota foi transferida

para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi
diluente.

Concentracgao final da solugéo: 0,0099 mg/mL;

completado com solugéo

dd)200%: pipetou-se 2,0 mL da solucéo padréo estoque e a aliquota foi transferida

para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi
diluente.
Concentracgao final da solugéo: 0,0132 mg/mL;

completado com solugéo

ee)300%: pipetou-se 3,0 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida

para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi
diluente.
Concentracéao final da solugéo: 0,0198 mg/mL;

completado com solugéo

ff) 400%: pipetou-se 4,0 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida

para baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi
diluente.
Concentracéao final da solugéo: 0,0264 mg/mL;

completado com solugéo

09)500%: a solugdo mae que originou as demais diluicdes (20% - 400%) deste

parametro foi avaliada.
Concentracao final da solugéo: 0,033 mg/mL.
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Apébs o preparo, as amostras foram filtradas para os vials usando filtro millex
HN (nylon) 0,45um x 13mm. As corridas cromatograficas foram realizadas nas

condi¢cBes do método conforme Tabela 3 (p. 101).

4.8.3 Precisao

4.8.3.1 Preparo das amostras

a) Preparo da solucao padréo de (-)-Epigalocatequina

Pesou-se em balanca analitica exatamente de 1,0 mg da substancia quimica
de referéncia (-)-Epigalocatequina e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10,0
mL completando o volume com g.s.p. de solucdo diluente. Foi retirada uma aliquota
de 1,0mL e diluida para baldo volumétrico de 5,0 mL, completando o volume com
g.s.p. de solucdo diluente. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN (Merck,

Alemanha) de 0,45 micra x 13 mm diametro.

Concentracdao final da solucéo padrédo = 0,02 mg de (-)-Epigalocatequina/mL

b) Preparo da solucéo padrao de (+)-Catequina

Pesou-se em balanca analitica exatamente de 1,0 mg da substancia quimica
de referéncia (+)-Catequina e transferiu-se para um baldo volumétrico de 25,0 mL
completando o volume com q.s.p. de solucéo diluente. Foi retirada uma aliquota de
1,0mL e diluida para baldo volumétrico de 5,0 mL, completando o volume com g.s.p.
de solucédo diluente. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN (Merck,

Alemanha) de 0,45 micra x 13 mm diametro.

Concentracgéo final da solucéo padréo = 0,008 mg de (+)-Catequina/mL

c) Preparo da solucao padréo de (-)-Epicatequina

Pesou-se em balanca analitica exatamente de 1,65 mg da substancia quimica

de referéncia (-)-Epicatequina e transferiu-se para um baldo volumétrico de 50,0 mL
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completando o volume com g.s.p. de solucéo diluente. Foi retirada uma aliquota de
1,0mL e diluida para bal&o volumétrico de 5,0 mL, completando o volume com q.s.p.
de solucédo diluente. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN (Merck,

Alemanha) de 0,45 micra x 13 mm diametro.

Concentracao final da solu¢éo padrao = 0,0066 mg de (-)-Epicatequina/mL

d) Preparo da solugcdo amostra do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia
Mart.

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 100 mg do extrato etandlico de
Maytenus obtusifolia Mart. e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10,0 mL
adicionando 5,0 mL de solucao diluente. Em seguida o material foi levado ao banho
ultrassénico por 20 minutos e apos retorno a temperatura ambiente, completou-se o
volume com g.s.p. de solucéo diluente. Foi retirada uma aliquota de 1,0mL e diluida
para baldo volumétrico de 5,0 mL, completando o volume com g.s.p. de solugéo
diluente. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN (Merck, Alemanha) de 0,45

micra x 13 mm diametro.

4.8.4 Repetibilidade

A repetibilidade do método foi avaliada através de 6 determinacdes a 100%
da concentracdo do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. com o mesmo
analista e mesma instrumentacdo. Para avaliacdo da precisdo foram preparadas 3
solugbes-mae conforme item 4.8.3.1.d, e a leitura foi realizada em triplicata. Os
resultados foram avaliados considerando a area do pico referente aos marcadores (-
)-Epigalocatequina, (+)-Catequina, (-)-Epicatequina e o coeficiente de variagédo
percentual, relativo a seis repeti¢cdes, tendo como critério de aceitagdo coeficiente de

variagdo menor que 5 %.

4.8.5 Precisao Intermediaria

A determinacdo da precisdo intermediaria foi realizada por um segundo
analista, no dia seguinte da repetibilidade, avaliando seis determinagdes a 100% da
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concentracdo do extrato etanolico de Maytenus obtusifolia Mart., utilizando a mesma

instrumentacdo e método analitico da repetibilidade.

4.8.6 Exatiddo

Para avaliar esse parametro foram preparadas 3 amostras, em triplicata, nas
concentracbes 80%, 100% e 120% da concentrcdo tedrica do teste (total de 9
amostras). Para analise deste parametro, utilizou-se método por adicdo de padréo,
no qual adicionam-se quantidades conhecidas de analito (marcador) a solucdo da
amostra de extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

A exatidao foi avaliada através da percentagem de recuperacao das solucdes
de marcadores (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina, (-)-Epicatequina adicionadas as
amostras de solucdo do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. O ensaio foi
realizado, em triplicata, com base na faixa de linearidade do método, através da
adicdo de quantidades crescentes de solucdes contendo (-)-Epigalocatequina 0,1
mg/mL, (+)-Catequina 0,04 mg/mL e (-)-Epicatequina 0,033 mg/mL a solucdo
amostra do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. contendo concentracéo

tedrica dos analitos semelhantes aos marcadores, conforme abaixo.

4.8.6.1 Solucao estoque de (-)-Epigalocatequina

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 1,0 mg da substancia quimica de
referéncia do marcador (-)-Epigalocatequina e, em seguida, foi transferido para um

baldo volumétrico de 10,0 mL completando o volume com g.s.p. de solucéo diluente.

Concentragéao final da solu¢éo = 0,1 mg de (-)-Epigalocatequina/mL

4.8.6.2 Solucao estoque de (+)-Catequina

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 1,0 mg da substancia quimica de
referéncia do marcador (+)-Catequina e, em seguida, foi transferido para um baldo

volumétrico de 25,0 mL completando o volume com g.s.p. de solucéo diluente.
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Concentracgao final da solugéo = 0,04 mg de (+)-Catequina/mL

4.8.6.3 Solucao estoque de (-)-Epicatequina

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 1,65 mg da substancia quimica
de referéncia do marcador (-)-Epicatequina e, em seguida, foi transferido para um

baldo volumétrico de 50,0 mL completando o volume com g.s.p. de solucéo diluente.

Concentragao final da solu¢do = 0,033 mg de (-)-Epicatequina/mL

4.8.6.4 Solucdo estoque do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 100 mg do extrato etandlico de
Maytenus obtusifolia Mart. e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10,0 mL
adicionando 5,0 mL de solucao diluente. Em seguida o material foi levado ao banho
ultrassénico por 20 minutos e apos retorno a temperatura ambiente, completou-se o

volume com g.s.p. de solucéo diluente.

a) Exatiddo 80%

Para avaliacdo da exatiddo neste ponto, foi tomada uma aliquota de 0,5 mL
da solucédo do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. (amostra-50%), e 0,3
mL das solucbes estoque de (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina, (-)-Epicatequina
(padrédo-30%). Transferiu-se para baldo volumétrico de 5,0 mL e completou-se o
volume com q.s.p. de solugéo diluente. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN

(nylon), 0,45um x 13mm diametro, ou equivalente.

b) Exatidao 100%

Para avaliacdo da exatiddo neste ponto, foi tomada uma aliquota de 0,5 mL
da solucéo do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. (amostra-50%), e 0,5
mL das solugbes estoque de (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina, (-)-Epicatequina

(padrédo-50%). Transferiu-se para baldo volumétrico de 5,0 mL e completou-se o
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volume com q.s.p. de solugéo diluente. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN

(nylon), 0,45um x 13mm diédmetro, ou equivalente.

c) Exatidado 120%

Para avaliagdo da exatiddo neste ponto, foi tomada uma aliquota de 0,5 mL
da solucdo do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. (amostra-50%), e 0,7
mL das solucbes estoque de (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina, (-)-Epicatequina
(padréo-70%). Transferiu-se para baldo volumétrico de 5,0 mL e completou-se o
volume com q.s.p. de solugéo diluente. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN

(nylon), 0,45um x 13mm didmetro, ou equivalente.

O critério de conformidade foi de 90 a 110 % de recuperagéo.

4.8.7 Intervalo

Este parametro foi avaliado por meio dos resultados das analises da
linearidade, precisdo e exatiddo do método do extrato etandlico de Maytenus
obtusifolia Mart. nas seguintes concentracdes: 20%, 50%, 80%, 90%, 100%, 110%,
120%, 150%, 200%, 300%, 400% e 500% da concentra¢ao tedrica do teste. Durante

este ensaio, o método foi avaliado nas concentracfes do intervalo de trabalho.

4.8.7.1 Solucao amostra de Maytenus obtusifolia Mart. (Solucédo méae)

Pesou-se em balanca analitica, exatamente, 100 mg do extrato etandlico de
Maytenus obtusifolia Mart. e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10,0 mL
adicionando 5,0 mL de solucéo diluente. Em seguida o material foi levado ao banho
ultrassonico por 20 minutos e apos retorno a temperatura ambiente, completou-se o

volume com g.s.p. de solucgéo diluente.
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Concentracgdo final tedrica da solucéo:
0,1 mg de (-)-Epigalocatequina/mL
0,04 mg de (+)-Catequina/mL
0,033 mg de (-)-Epicatequina/mL

Preparo das solucdes estoque (50-500%):

a)

b)

d)

f)

50%: pipetou-se 0,5 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com solugéo

diluente.

80%: pipetou-se 0,8 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com solugéo

diluente.

90%: pipetou-se 0,9 mL da solucdo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucdo

diluente.

100%: pipetou-se 1,0 mL da solucdo padréo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucao

diluente.

110%: pipetou-se 1,1 mL da solucéo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucéo

diluente.

120%: pipetou-se 1,2 mL da solucéo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucédo

diluente.
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150%: pipetou-se 1,5 mL da solucdo padréo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solucéo

diluente.

200%: pipetou-se 2,0 mL da solugéo padrdo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com solugéo

diluente.

300%: pipetou-se 3,0 mL da solucéo padrédo estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com solugéo

diluente.

400%: pipetou-se 4,0 mL da solucédo padrao estoque e a aliquota foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL. O volume foi completado com solugéo

diluente.

500%: a solugcdo mé&e que originou as demais diluicdes (20% - 400%) deste

parametro foi avaliada.

Concentracgéo final da solucdo 50% 0,010 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,004 mg/mL de (+)-Catequina
0,0033 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracgéao final da solucéo 80% 0,016 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,0064 mg/mL de (+)-Catequina
0,00528 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracgéao final da solucéo 90% 0,018 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,0072 mg/mL de (+)-Catequina
0,00594 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracao final da solugéo 100% 0,02 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,008 mg/mL de (+)-Catequina
0,0066 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracao final da solugéo 110% | 0,022 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,0088 mg/mL de (+)-Catequina
0,00726 mg/mL de (-)-Epicatequina
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Concentracgéao final da solugdo 120% | 0,024 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,0096 mg/mL de (+)-Catequina
0,00792 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracgéo final da solugdo 150% | 0,030 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,012 mg/mL de (+)-Catequina
0,0099 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracao final da solugédo 200% | 0,040 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,016 mg/mL de (+)-Catequina
0,0132 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracao final da solugédo 300% | 0,060 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,024 mg/mL de (+)-Catequina
0,0198 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracgéo final da solugdo 400% | 0,080 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,032 mg/mL de (+)-Catequina
0,0264 mg/mL de (-)-Epicatequina

Concentracgdo final da solugdo 500% | 0,100 mg/mL de (-)-Epigalocatequina
0,040 mg/mL de (+)-Catequina

0,033 mg/mL de (-)-Epicatequina

ApOs o preparo das amostras para analise, filtrou-se para os vials, usando filtro
millex HN (nylon), 0,45um x 13mm ou equivalente. As corridas cromatogréficas

foram realizadas nas condi¢c6es do método conforme Tabela 3 (p. 101).

4.8.8 Limites de deteccéao (LD) e quantificacao (LQ)

Existem varias maneiras de calcular os limites de deteccdo e quantificacao.
Porém, na maioria das metodologias os brancos séo utilizados como amostras. Na
técnica de CLAE nédo existem picos nas amostras em branco, sendo assim nao é
possivel o calculo de areas, médias e desvios padrdes necessarios para a
determinacdo do limite de quantificacdo utilizando o branco como amostras.
Portanto, para esta técnica, optou-se por analisar os padrdes dos marcadores em
concentracdes decrescentes. Por extrapolacdo matematica da curva de calibracao,

segundo equacéao descrita na RE n°® 899/2003, foi possivel determinar os limites de
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forma tedrica (RIBANI et al., 2004; EMER & MILLER, 2005; ICH, 2005: MENDONCA,
2008).

Para o calculo do limite de deteccéo foi utilizada a equacao:

3xs

Limite de deteccao:

Onde, “s” é a estimativa do desvio padrédo da equacédo da linha de regresséao,
dada pelo erro padrao obtido na estatistica de regressao. E “a” é a inclinagdo da reta
obtida para o marcador.

Para o célculo do limite de quantificacdo foi utilizada a equacao:

10x s

Limite de quantificacao:

Onde, “s” é a estimativa do desvio padrdo da equacao da linha de regressao,

dada pelo erro padrao obtido na estatistica de regressao. E “a” € a inclinacdo da reta

obtida para o marcador.
4.8.9 Robustez
Esse parametro foi realizado com trés preparagcdes problema na concentragéo

de 100% da concentracdo tedrica do teste.

As variantes avaliadas neste teste constam na Tabela 5 (p. 118).
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Tabela 5 — Descricdo dos parametros avaliados na robustez do extrato etandlico de
Maytenus obtusifolia Mart.

Parametros Condi¢bes do método Variagoes
Estabilidade de solugbes Imediato 24 hrs 48hrs
pH 3 2,8 3,2
Fluxo da fase movel 1,0 mL/min 0,8 mL/min 1,2 mL/min
Temperatura do forno 40°C 38 °C 42 °C
Gradiente Gradiente

Composicgéo da fase i o i o .
vel Agua acidificada 14mM [Agua acidificada 14mM Acido
mébve
HsPOa:Acetonitrila Trifluoroacético: Acetonitrila

LiChrocart LiChrospher
Coluna cromatogréfica | 100, RP18, 150x4mm,

SH

LiChrocart LiChospher
125x4mm, 5

4.9 Estudo de fotoestabilidade do EEB de Maytenus obtusifolia Mart.

As amostras foram divididas em 5 grupos, o primeiro foi utilizado como
controle, ou seja, ndo exposto a qualquer condicdo de estresse. O segundo grupo foi
protegido com papel aluminio e exposto a camara de fotoestabilidade. E o ultimo
grupo também submetido a exposicdo da camara UV, mas sem qualquer protecao.

As amostras foram expostas a camara de fotoestabilidade (Figura 11, p. 119),
Mecalor®, modelo EC/0,2/AR-F, que apresenta volume interno de 200 L. A
determinacdo da intensidade da luz é controlada digitalmente por sensores da
camara e apresentados em painel digital localizado na parte exterior da camara.
Este estudo foi realizado no laboratério de Controle de Qualidade da HEBRON -
InduUstria Quimica Farmacéutica Nacional. A exposi¢do ocorreu por um periodo de
tempo suficiente & exposicédo preconizada pela ANVISA (1,2 milhdes de lux.hora
(BRASIL, 2012).
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ApGs a exposicdo das amostras, todas foram submetidas as analises
cromatograficas para quantificagdo dos marcadores (-)-Epigalocatequina 0,02
mg/mL, (+)-Catequina 0,008 mg/mL e (-)-Epicatequina 0,0066 mg/mL, conforme
condi¢cGes cromatograficas definidas no Tabela 3 (p. 101).

-~

Figura 11. Camara de fotoestabilidade Mecalor® modelo EC/0,2/AR-F.
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4.10 Avaliacao das atividades bioldgicas

4.10.1 Avaliagéo da atividade antioxidante com radical DPPH

A atividade antirradicalar da amostra foi medida in vitro pelo ensaio de DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazil). Resumidamente, 0,1 mL de uma solu¢éo de DPPH (0,03
mM) foi adicionado a 0,1 ml de solugéo de extrato em diferentes concentracdes (O -
200 pg / mL). Ap6s 30 minutos de incubacdo no escuro, a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida a 518 nm. O acido ascorbico foi tomado como referéncia. A
porcentagem de inibicdo do radical livre de DPPH foi calculada com base no controle

de leitura utilizando a seguinte equagao:

_ (Acont — Aamostra)
DPPH reduzido (%) = x 100
Acont

Onde:
Acont: corresponde a absorbancia da reacéo controle;
Aamostra : COrresponde a absorbancia na presenca do extrato.

A atividade antioxidante do extrato foi expressa como Clso, em que a

concentracdo em (ug/mL) do extrato inibiu a formacao de radicais DPPH em 50%.

4.10.1.1 Anéalise estatistica

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata. O valor intermediario
da concentracdo inibitéria maxima (ICso) foi calculado utilizando o modelo de
regressao probit atraveés do programa (SPSS, versao 13.0) e assumindo um nivel de
confianca de 95% (P < 0.05).
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4.10.2 Avaliacédo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Maytenus

obtusifolia Mart.

4.10.2.1 Local de trabalho

Laboratorio de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/Centro
de Ciéncias da Saude/Universidade Federal da Paraiba. Periodo:

Novembro/Dezembro de 2014.

4.10.2.2 Produto testado

O produto utilizado no ensaio biolégico foi o extrato etandlico de Maytenus
obtusifolia Mart. O produto foi testado nas concentracdes de 1024 até 32 pg/mL,
sendo solubilizado em dimetilsuféxido-DMSO (MERCK), em uma proporcéo até 10
%, para nao interferir na biologia do microrganismo. E o volume final foi completado

para 3 mL com agua destilada e esterilizada.

4.10.2.3 Antimicrobianos sintéticos

Para o controle da atividade antimicrobiana foi utilizado o cloranfenicol (100
pug/mL) para bactérias; nistatina (100 Ul /mL) para leveduras e fluconazol (50 pg/mL)
para fungos filamentosos. Os produtos foram adquiridos comercialmente da SIGMA-
ALDRICH®,

4.10.2.4 Microrganismos

Nos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica do produto, foram incluidas
as espécies bacterianas: Staphylococcus aureus (ATCC-6538), Staphylococcus
aureus (M-117), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-25853) e Pseudomonas
aeruginosa (LM-116). Espécies de fungos leveduriformes Candida albicans (ATCC-
76645), Candida albicans (LM-108), Candida krusei (LM- 13), Candida krusei (LM-
08), Candida tropicalis (ATCC-13803) e Candida tropicalis (LM-36). E espécies de
fungos filamentosos Aspergillus flavus (LM-247) e Aspergillus fumigatus (LM-210).

As cepas foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo, Laboratério
de Micologia e de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade Federal da Paraiba. As mesmas foram mantidas em meios de cultura
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apropriados, Agar Nutriente-AN para bactérias e Agar Sabouraud Dextrose-ASD
para fungos (DIFCO Laboratories/Franga/EUA) e conservadas a 4 °C e a 35 °C.

A suspensao dos micro-organismos foi preparada conforme o tubo 0.5 da
Escala McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer
340-800), para 90% T (530 nm), correspondendo, aproximadamente, a 106 UFC/mL
(CLEELAND & SQUIRES, 1991; HADACECK & GREEGER, 2000; NCCLS, 2000).

4.10.2.5 Meios de cultura

Os ensaios de atividade antibacteriana e antifungica foram realizados em
meio liquido Caldo Nutriente-CN para bactérias (DIFCO Laboratories/Franca/EUA) e
RPMI 1640 para leveduras e fungos filamentosos (Acumedia/India). Os meios de
cultura foram preparados e usados conforme as instrugdes de cada fabricante.

4.10.2.6 Determinac&o da concentragdo inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM do extrato testado foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” e
em duplicata. Em cada orificio da placa, foram adicionados 100 pL do CN (bactérias)
e meio liqguido RPMI (leveduras e fungos filamentosos) duplamente concentrado.
Posteriormente, 100 pL do produto solubilizado, também duplamente concentrado,
foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma
diluicdo seriada a uma razéo de dois, foram obtidas concentra¢cdes de 1024 pg/mL
até 32 pg/mL, de modo que, na primeira linha da placa encontrava-se a maior
concentracdo e na ultima, a menor concentragdo. Por fim, foram adicionados 10 pL
do inéculo dos microrganismos nas cavidades, onde cada coluna da placa referiu-se,
especificamente, a uma cepa.

Foi feito controle de crescimento do microrganismo no meio de cultura, com
cloranfenicol (100 pg/mL) para bactérias, nistatina (100 Ul) para leveduras e
fluconazol (100 pg/mL) para fungos filamentosos. As placas foram seladas e
incubadas a 35°C / 24 — 72 h para os ensaios com bactérias e leveduras; e a
temperatura ambiente (28-30 °C) / 7-10 dias para fungos filamentosos. No ensaio
biolégico com as bactérias, apds 24 h de incubacédo, foram adicionados 20 uL de
solugéo do corante resazurina a 0,01 % (INLAB), reconhecido como um indicador
colorimétrico de oxido-reducdo (MANN & MARKAN, 1998).
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A mudanca de coloragao do corante do azul para vermelho, foi considerada
como indicadora de crescimento microbiano; e a permanéncia do azul, a auséncia
de crescimento microbiano. E foi considerada como CIM, a menor concentracdo do
produto capaz de inibir o crescimento das cepas bacterianas usadas nos ensaios,
verificados por uma ndo mudanca da coloragédo do corante indicador. A CIM do
produto sobre as cepas fungicas, foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir visualmente o crescimento microbiano verificado nas cavidades, quando
comparado com o crescimento controle.

Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média
geométrica dos valores de CIM obtidas nos dois ensaios (CLEELAND & SQUIRES,
1991; ELOFF, 1998; SOUZA et al., 2007).

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada
ativa ou ndo, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte / étima atividade;
600-1500 pg/mL= moderada atividade; >acima de 1500 pg/mL= fraca atividade ou
produto inativo (HOLETZ et al., 2001; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et
al., 2007).



RESULTADOS E DISCUSSAO




125

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle de qualidade do material vegetal

5.1.1 Determinacado de agua em drogas vegetais

Os resultados obtidos através das metodologias farmacopeicas
“Determinacédo da perda por dessecacao” (gravimétrico) e “Determinacdo de agua
em drogas vegetais” (volumétrico) e o método adicional de “Determinagédo de agua

em balanga de infravermelho” sdo apresentados na Tabela 6 (p. 125).

Tabela 6: Teores de agua obtidos através das metodologias “Determinagao de agua

em drogas vegetais”, “Determinacado da perda por dessecacao” e “Determinacao de
agua em balanca de infravermelho” (n = 5), na droga vegetal Maytenus obtusifolia

Mart.

_ Coeficiente
) Resultados o Desvio .
Método Média B de Variagéo
(n=5) Padrao (DP)

(CV%)

6,89%
6,99%
Gravimeétrico 7,04% 6,93% 0,092 1,33
6,95%
6,80%
6,50%
6,22%
Volumétrico 6,38% 6,41% 0,143 2,23
6,59%
6,34%
8,99%
9,04%
Infravermelho 9,07% 9,03% 0,057 0,63
8,96%
9,10%
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O excesso de 4gua em matérias-primas vegetais favorece a agdo de enzimas,
além de propiciar o desenvolvimento de fungos e bactérias (FARIAS, 2004), sendo
assim €& de fundamental importancia a realizacdo destes experimentos para a
determinacao das especificacdes de uma nova droga vegetal.

Na comparacédo dos resultados obtidos nos métodos gravimétrico, volumétrico
e infravermelho, foram observadas diferencas significativas nos teores de agua que
podem estar relacionados com a presenca de O6leo volatil e/ou de outros
constituintes termosensiveis, dependentes do tempo de exposicdo ao calor. Este
comportamento também foi observado por Isengard & Farber (1999) e Farias (2004)
em seus experimentos, onde os métodos de secagem em estufa determinaram néo
somente a perda de agua, como também dos demais constituintes volateis, que sao
arrastados juntamente com a agua.

O principio do aquecimento por radiagdo infravermelha é a transformacgéo da
energia radioativa em energia cinética, com liberacdo de energia térmica. Em
contraste com a transferéncia de calor por conveccdo, na secagem em estufa, a
energia térmica fornece quantidade de calor suficiente para que a liberacdo das
moléculas de agua ocorra mais rapidamente. Cabe ressaltar que, tal como na
secagem em estufa, a medida da perda de massa inclui ndo somente a agua
(ISENGARD & PRAGER, 2003).

Em estudo quimico realizado com Maytenus obtusifolia Mart., Medeiros
(2007) avaliou a composicdo do 6leo volatil desta espécie, onde foi possivel
observar por andlise em Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CG-EM) que o 6leo volatil obtido por hidrodestilacdo das folhas de
Maytenus obtusifolia apresentou 31 componentes, correspondendo a 99,99% do
O0leo essencial. Sendo 0s compostos majoritarios: octadeca-9,12,15-trien-1-ol
(31.08%), acido palmitico (29.95%), p-tiocresol (7.51%), acido linoléico metil éster
(5.68%) e acido laurico (4.58%).

Desta forma, os resultados encontrados para as técnicas de infravermelho
(9,03% + 0,057) e perda por dessecacédo (6,93 + 0,092) apresentaram valores
condizentes as perdas de agua e compostos volateis presentes no material vegetal.
Em contrapartida, a analise de determinacdo de agua em drogas vegetais realizada
com método volumétrico (Karl Fischer) apresentou valor médio de (6,41% = 0,185),
onde foi possivel observar a preservacdo dos compostos volateis e termosensiveis

pela auséncia de utilizacdo de fonte de calor. Sendo este o método escolhido como
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referéncia para a determinacdo de agua em material vegetal de Maytenus obtusifolia
Mart.

5.1.2 Determinacao de cinzas

Os resultados obtidos através dos métodos farmacopéicos de “Determinagao
de cinzas totais” e “Determinac&o de cinzas sulfatadas”, para a droga vegetal de

Maytenus obtusifolia Mart. estdo apresentados na Tabela 7 (p. 127).

Tabela 7: Teores de cinzas totais obtidos através das metodologias para
“Determinacao de cinzas totais” e “Determinagao de cinzas sulfatadas” (n = 5), na

droga vegetal Maytenus obtusifolia Mart.

_ Coeficiente
] Resultados o Desvio o
Método Meédia . de Variagao
(n=5) Padrao (DP)

(CV%)

5,12%
5,25%
Cinzas totais 5,30% 5,20% 0,136 2,62
5,01%
5,34%
6,27%
6,30%
6,48% 6,36% 0,123 1,93
6,51%
6,25%

Cinzas

sulfatadas

Na analise dos resultados obtidos para a determinacdo de cinzas totais
(5,20% + 0,136) e cinzas sulfatadas (6,36% + 0,123) foi possivel observar que os
valores referentes aos ensaios de cinzas totais apresentaram menor teor frente aos
resultados das cinzas sulfatadas.

O método de cinzas totais refere-se a quantidade total de material organico
residual apds a incineragao, incluindo as cinzas naturais derivadas do proprio tecido

vegetal e as cinzas néo fisioldgicas que sao oriundas de materiais estranhos, como,
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por exemplo, areia ou terra que possam aderir & superficie do material vegetal.
Estas cinzas sao constituidas por carbonatos, fosfatos, silicatos e silica.

Na determinacdo de cinzas sulfatadas, a droga vegetal é tratada com &cido
sulfurico que promove a conversao de oxidos, cloretos e carbonatos em sulfatos que
apresentam estabilidade térmica mais elevada (HARTKE, 1989; EVANS, 1996).

Portanto, a diferenca observada entre o teor de cinzas totais e de cinzas
sulfatadas, estad relacionada com a transformacdo dos oxalatos, haletos e

carbonatos em sulfatos.

5.1.3 Ensaio limite de metais pesados

O ensaio limite de metais pesados consiste na formacgéo de particulas sélidas
dos sulfetos de metais pesados, em suspensao, e posterior comparacao visual da
intensidade da cor nas preparacdes amostra e padrdo. O ensaio € semiquantitativo,
representando o somatdrio da concentracdo dos elementos contaminantes na
amostra. Os resultados obtidos neste experimento a partir do material vegetal de
Maytenus obtusifolia Mart. mostraram que o material analisado apresentou niveis
aceitaveis de metais pesados, abaixo de 10 ppm ao ser comparado ao material de
referéncia.

Estes metais podem ser provenientes do solo, da 4gua de irrigacdo ou da
atmosfera e aumentam com a poluicdo ambiental. A proximidade de estradas pode
favorecer a contaminacdo do solo pelo arraste de poluentes promovidos pelas
chuvas (FREIRE, 2005). Excipientes agropecuarios, tais como adubos contendo
cadmio, fungicidas e inseticidas contendo organofosforados também sao fontes de

contaminagao.

5.1.4 Densidade aparente de solidos

Os resultados obtidos através do método farmacopéico de “Determinagao de
densidade aparente de sélidos” para a droga vegetal de Maytenus obtusifolia Mart.

estdo apresentados na Tabela 8 (p. 129).
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Tabela 8: Densidades aparente obtidas através da metodologia para “Determinagao

de densidade aparente de sodlidos” (n = 5), na droga vegetal Maytenus obtusifolia

Mart.
_ Coeficiente
i Resultados o Desvio o
Metodo Media . de Variagao
(n=5) Padréo (DP)
(CV%)
0,40 g/mL
Densidade 0,41 g/mL
aparente de 0,40 g/mL 0,41 g/mL 0,008 2,05
solidos 0,42 g/mL
0,41 g/mL

A densidade aparente consiste em um importante parametro para o controle

do processo de extracdo de materiais vegetais, que podem ser usados como base

para prever propriedades de preenchimento e compactacdo, bem como fornece

informagdes importantes sobre o processo de secagem de extratos vegetais

(FONSECA, 2009).

5.1.5 Determinacdo do indice de espuma

Os resultados obtidos através do método farmacopéico de “Determinacao do

indice de espuma” para a droga vegetal de Maytenus obtusifolia Mart. estdo

apresentados na Tabela 9 (p. 129).

Tabela 9: indices de espuma obtidos através da metodologia para “Determinacéo do

indice de espuma” (n = 5), na droga vegetal Maytenus obtusifolia Mart.

Resultados )
Método Média
(n=5)

666,66
. 666,66
Indice de

666,66 666,66%
espuma

666,66

666,66
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A avaliacdo do indice de espuma reflete uma estimativa da presenca de
saponinas em materiais vegetais. Alguns estudos tem relatado atividade
imunoadjuvante desta classe de substancias o que abre possibilidades para a
realizacdo de futuros ensaios biol6gicos com o material de Maytenus obtusifolia
Mart. (SOLTYSIK et al., 1995; KENSIL et al., 1996; KAISER et al., 2010). Também
foram relatadas atividade antifingica das saponinas (CUNHA & ROQUE, 2005).

Em relacédo aos resultados obtidos, o indice de espuma da droga vegetal de
Maytenus obtusifolia Mart apresentou IE = 666,66 o que demonstra um grande teor
de saponinas presentes no material quando comparado a outras espécies
(OLIVEIRA et al., 2011).

5.1.6 Doseamento de flavonoides totais

Os resultados obtidos através do método farmacopéico de “Doseamento de
flavonoides totais calculados como Apigenina” e “Doseamento de flavonoides totais
calculados como Hiperosideo”, para a droga vegetal e extrato etandlico de Maytenus

obtusifolia Mart. estdo apresentados na Tabela 10 (p. 131).
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Tabela 10: Teores de flavonoides totais obtidos através das metodologias para
“‘Doseamento de flavonoides totais calculados como Apigenina” e “Doseamento de
flavonoides totais calculados como Hiperosideo” (n = 5), na droga vegetal e extrato

etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

) Resultados o Desvio Coeficiente de
Método Media . L
(n=5) Padrao (DP) | Variacao (CV%)
Flavonoides
_ 1,05%
totais
1,12%
calculados
1,07% 1,08% 0,027 2,49
como
. . 1,08%
Apigenina na
1,10%
droga seca
Flavonoides
totais 4.71%
calculados 4.60%
como 4.88% 4,72% 0,102 2,16
Apigenina no 4,75%
extrato 4.69%
etanélico
Flavonoides
_ 2,02%
totais
2,13%
calculados
2,18% 2,14% 0,082 3,84
como
_ ] 2,24%
Hiperosideo
2,11%
na droga seca
Flavonoides
totais 6,34%
calculados 6,26%
como 6,18% 6,24% 0,064 1,03
Hiperosideo 6,23%
no extrato 6,19%
etanoélico
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Os teores de flavonoides totais calculados como apigenina encontrados na
droga seca (1,08% = 0,027) e no extrato etandlico (4,72% + 0,102) e os calculados
como hiperosideo na droga seca (2,14% + 0,082) e no extrato etandlico (6,24% =+
0,064) de Maytenus obtusifolia Mart. demonstram a riqueza do conteddo
flavonoidico da espécie.

Comparando-se os resultados, € possivel observar que existe diferenca
significativa para ambos os casos (droga seca e extrato etandlico). Ao analisar as
metodologias, verifica-se a presenca de grande quantidade de agua (50%) na
solucéo extrativa do método 1 (flavonoides totais calculados como apigenina).

Em estudo realizado por Stankovic (2011), no qual determinou-se a
concentracdo de flavonoides em extratos de Marrubium peregrinum L., foi possivel
observar comportamento semelhante ao encontrado nos testes realizados com
Maytenus obtusifolia Mart. De acordo com o autor, a extracdo realizada com 100%
de &gua apresentou o menor teor de flavonoides, enquanto que o processo realizado
com metanol, acetona e acetato de etila forneceram concentracdes até 3 vezes
superiores.

Spagolla e colaboradores (2009) também observaram este comportamento
particular da 4gua no doseamento de flavonoides totais do mirtilo (Vaccinium ashei).
Ainda segundo os autores, proporcdes superiores a 50% de agua promoveram
variac@es significativas nos doseamentos dos flavonoides.

De acordo com Min & Chun-Zhao (2005), a concentracdo de flavonoides em
extratos de plantas dependem diretamente da polaridade dos solventes utilizados no
método. Desta forma, recomenda-se a utilizacdo de proporcdes entre solventes
organicos e a agua (DORES, 2007).

5.1.7 Doseamento de taninos totais

Os resultados obtidos através do método farmacopéico de “Doseamento de
taninos totais” para a droga vegetal e extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

estdo apresentados na Tabela 11 (p. 133).



133

Tabela 11: Teores de taninos totais obtidos através da metodologia para
“‘Doseamento de taninos totais” (n = 5), na droga vegetal e extrato etandlico de

Maytenus obtusifolia Mart.

_ Coeficiente
i Resultados o Desvio o
Metodo Media . de Variagao
(n=5) Padréo (DP)
(CV%)
6,61%
Doseamento
_ 6,34%
de taninos
_ 6,47% 6,51% 0,142 2,19
totais na
6,70%
droga seca
6,44%
Doseamento 17,84%
de taninos 18,12%
totais no 17,77% 17,85% 0,234 1,31
extrato 17,51%
etandlico 18,01%

Os teores de taninos encontrados na droga seca (6,51% + 0,142) e no extrato
etandlico (17,85% =+ 0,234) de Maytenus obtusifolia Mart. demonstram a riqueza do
conteudo polifendlico encontrado na espécie.

Os taninos apresentam notorias atividades bactericidas e fungicidas por trés
mecanismos comuns gerais: complexacdo com ions metdlicos, atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres e habilidade de complexar outras
moléculas, principalmente proteinas e polissacarideos presentes nestes
microrganismos. Ainda segundo os autores, também € possivel elencar a atividade
de taninos em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamagfes. Os taninos
favorecem a formacdo de uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, permitindo que, logo abaixo
dessa camada, o processo de reparacao tecidual ocorra naturalmente (MELLO &
SANTOS, 2001).

Varias doencas degenerativas como cancer, esclerose multipla,
arteroesclerose e o processo natural de envelhecimento estdo associados a altas

concentracdes intracelulares de radicais livres. Estudos recentes mostram que varios
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taninos atuam como captadores de radicais, 0S quais interceptam o oxigénio ativo
formando radicais estaveis (MELLO & SANTOS, 2001).

O extrato etanodlico de Maytenus obtusifolia Mart. foi avaliado por Mota e
colaboradores (2009) e este estudo confirmou a atividade gastroprotetora da espécie
cujo mecanismo de acdo envolve, principalmente, a participacdo de grupamentos
sulfidrilas e a cicatrizacdo com a formacdo de uma camada de tanino-proteinas

complexados envolvendo a mucosa estomacal (HASLAM, 1989).
5.1.8 Doseamento de compostos fendlicos totais
A curva de calibracdo, a equacéo da reta e o coeficiente de correlacdo linear

(r) obtidos através da leitura das solucdes do padrao acido galico sdo apresentados

na Figura 12 (p. 134).

Curva de Calibracao - Fendlicos totais

2,5
8 2
o
c
<«
215
o
a
< 1
0,5 y =0,0118x + 0,0956
r=0,9997
0
0 50 100 150 200 250

Concentragdo (ug/mL)

Figura 12: Curva de calibragao (5 — 200 pg/mL) para doseamento de fendlicos

totais expressos em equivalentes de Acido galico.

Os resultados obtidos através do método de “Doseamento de compostos
fendlicos totais” para a droga vegetal e extrato etandlico de Maytenus obtusifolia

Mart. estédo apresentados na Tabela 12 (p. 135). Os valores expressos em (mg AG/
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g de extrato) foram obtidos por calculo matematico de acordo com a equagéo da reta
(y = 0,0118x + 0,0956).

Tabela 12: Teores de compostos fendlicos totais obtidos através da metodologia
para “Doseamento de compostos fendlicos totais” (n = 5), na droga vegetal e extrato

etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

. . Coeficiente
] Resultados Meédia Desvio .
Método (Mg AG/) (Mg AG/g) | Padréo (DP) de Variagao
m m adréo
g g g g (CV%)
Doseamento
42,28
de
42,41
compostos
_ 41,73 41,95 0,377 0,90
fenolicos
_ 41,47
totais na
41,90
droga seca
Doseamento
de 135,80
compostos 134,02
fendlicos 135,29 134,76 0,856 0,64
totais no 134,95
extrato 133,76
etanolico

Os teores de flavonoides, taninos e, por fim, compostos fendlicos totais
encontrados na droga seca (41,95 mg AG/g * 0,856) e no extrato etandlico (134,76
mg AG/g + 0,377) de Maytenus obtusifolia Mart. confirmam a abundancia do
conteudo polifendlico encontrado na espécie em estudo. Estes resultados
demonstram o potencial farmacoldgico da planta, visto que estas classes de
substancias tem sido relacionadas, principalmente, as atividades antimicrobiana e
antioxidante (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; STRATIL et al.,, 2008; CETIN-
KARACA, 2011; STANKOVIC, 2011; ONDO et al., 2013).

Estudos realizados por Radomski (2006), Yariwake e colaboradores (2005) e

Haida e colaboradores (2012), com as espécies M. ilicifolia e M. aquifolium do
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género Maytenus, apresentaram grande quantidade de compostos fendlicos nas
folhas e extratos obtidos destes exemplares, o que demonstra ser uma caracteristica
do género.

Ainda de acordo com Radomski (2006), o teor de polifendis varia de acordo
com a luminosidade, sendo maior nas plantas que crescem a pleno sol em relacéo
as plantas de sombra. Esta tendéncia é coerente com o papel fotoprotetor dos

fendis, inclusive os flavonoides, na defesa das plantas (HARBORNE, 1994).
5.1.9 Determinacdo da contaminac¢do microbiolégica

Os resultados obtidos através das metodologias farmacopéicas de
“Determinagdo do numero total de microrganismos mesofilicos” e pesquisa de
patdogenos “Bactérias gram-negativas bile tolerantes”, “Escherichia coli’,
“Salmonella”, para a droga vegetal de Maytenus obtusifolia Mart. estdo apresentados
nas Tabelas 13 (p. 136) e 14 (p. 137).

Tabela 13: Teores de contaminacdo microbiana obtidos através das metodologias
para “Contagem total de bactérias”, “Contagem total de fungos e leveduras”, na

droga vegetal Maytenus obtusifolia Mart.

Limites farmacopéicos

(Farmacopéia

Método Resultados o .
Brasileira 52 edicéo,

volume 1)

Contagem total de bactérias 2720 UFC/g 100.000 UFC

Contagem total de fungos e
963 UFC/g 1000 UFC
leveduras
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Tabela 14: Pesquisa de patdégenos “Bactérias gram-negativas bile tolerantes”,
“Escherichia coli” e “Salmonella” segundo métodos farmacopéicos na droga vegetal

Maytenus obtusifolia Mart.

Limites farmacopéicos
Método Resultados | (Farmacopéia Brasileira

52 edicao, volume 1)

Pesquisa de patdégenos

“Bactérias gram-negativas bile Auséncia/g Auséncia
tolerantes”
Pesquisa de patdégenos o
o . Auséncia/g 10 UFCl/g
“Escherichia coli”
Pesquisa de patégenos o o
Auséncial/g Auséncia

“Salmonella”

Conforme recomendado pelo compéndio oficial “Farmacopéia Brasileira 52
edicao, volume 1” para drogas vegetais que serdo submetidas a processo extrativo a
frio, as andlises para determinacdo de microrganismos mesofilicos totais devem
apresentar valores inferiores a 100.000 UFC/g para a contagem de bactérias totais e
1000 UFC/g para contagem de fungos e leveduras totais. Em adicdo, também séo
necessarias as avaliacdes por pesquisa de patdgenos para bactérias gram-
negativas bile tolerantes, Escherichia coli e Salmonella.

De acordo com os resultados obtidos, é possivel observar que a droga
vegetal de Maytenus obtusifolia Mart. cumpriu com todas as especificacdes
recomendadas. De acordo com estudos realizados por Medeiros e colaboradores
(2010), o oleo essencial desta espécie apresentou bons resultados antimicrobianos,
reforcando suas propriedades de interferir no crescimento de diversos
microrganismos.

Niero e colaboradores (2011) também observaram propriedades
antimicrobianas em varias espécies do género Maytenus relacionadas a presenca

de metabdlitos secundarios como flavonoides, glicosideos, terpenos e alcaloides.
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5.1.10 Desenvolvimento de metodologia analitica

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) conduzido neste
estudo teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema cromatografico capaz
de eluir e apresentar boa resolucdo na separacdo dos metabdlitos secundarios de
interesse presentes no extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

Nas investigagbes preliminares para o desenvolvimento do método
cromatografico foram avaliadas a forca de eluicAo dos solventes orgéanicos
acetonitrila (MeCN) e metanol (MeOH) e as suas influéncias na retencdo dos
metabdlitos secundarios presentes no extrato.

O metanol e a acetonitrila foram escolhidos por ja apresentarem amplo uso e
aceitacdo nos protocolos internacionais e estudo de produtos naturais. Em relagéo
aos compostos fendlicos, estes solventes organicos sédo especialmente utilizados
para a separacdo e deteccdo de catequinas (YAYABE et al.,, 1989; GOTO et al.,
1996; SAIJO & TAKEDA et al., 1999; WANG et al., 2000).

O estudo com os diferentes solventes organicos possibilitou verificar
diferencas nas larguras dos picos, onde picos mais largos foram observados com o
uso do metanol enquanto a acetonitrila favoreceu a separacao dos constituintes com
picos mais finos. Apesar de apresentarem polaridade e forca de eluicdo préximas,
outros estudos ja haviam relatado este comportamento frente aos compostos
fendlicos. Este fendmeno pode ser atribuido ao maior momento dipolo da acetonitrila
com a resultante de uma interacdo dispersiva analito-fase mével mais forte
(GUILLAUME & GUINCHARD, 1995; SHARMA et al., 2005).

Durante a revisdo bibliografica, observou-se a necessidade do uso de fase
movel contendo pequena quantidade de &cido, com objetivo de evitar a ionizagéo
dos constituintes e minimizar os efeitos de cauda nos picos (CABRERA et al., 2003;
CASTRO et al.,, 2010; LI et al, 2012; DOLCI, 2012; NARUMI et al., 2014
GOTTUMUKKALA et al., 2014). Dessa forma, o &cido escolhido foi o &cido
ortofosférico na proporcdo de 14mM, pois apresentou menores perturbacdes na
linha de base quando comparado aos acidos férmico e acido acético.

O fluxo da fase movel escolhido para a separacdo dos metabdlitos
secundéarios foi o de 1,0 mL/min, visto que o fluxo de 0,8 mL/min promoveu leve
alargamento dos picos e aumento no tempo de corrida, devido a velocidade menor
de separacgao dos constituintes. O fluxo de 1,2 mL/min apresentou picos mais finos,
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porém houve coeluicdo de algumas substancias de interesse, descartando a
possibilidade de uso. Outro ponto que foi levado em consideracao para a escolha do
fluxo de 1 mL/min, foi o fato de que o aumento do fluxo gera maior pressao na
coluna e equipamento, o que poderia reduzir sua vida Util com analises frequentes.

Comprimentos de onda entre 210nm e 230nm ou 280nm s&o usualmente
escolhidos para a deteccdo de catequinas em produtos naturais (YAYABE et al.,
1989; GOTO et al., 1996; DALLUGE et al., 1998; SAIJO & TAKEDA, 1999; WANG et
al., 2000; GOTTUMUKKALA et al., 2014). O método foi desenvolvido, inicialmente,
para detectar o maximo de substancias possiveis incluindo os flavonoides que
absorvem em comprimentos de onda préximos a 330nm e 350nm conforme pode
ser observado na Figura 13 (p. 140).

Nos comprimentos de onda entre 210nm e 230nm, cada catequina
apresentou absorgdo intensa, entretanto, existe um grande numero de substancias
que absorvem fortemente nesta regido o que promoveu perturbacdes na linha de
base que poderiam afetar a precisdo dos resultados. Os comprimentos de onda
entre 330nm e 350nm apresentaram linhas de base com poucas variacfes e forte
absorcdo de substéncias, possivelmente flavonoides, os quais, infelizmente nao
apresentavam padrdes disponiveis para a quantificacdo. Desta forma, o
comprimento de onda escolhido para o estudo foi o de 280nm por ser o mais
apropriado para a deteccdo maxima de catequinas, conforme pode ser observado
nos espectros uv (Figura 14, p. 140).

Em relacdo a solucdo diluente, observou-se que ndo existe boa separacao
dos constituintes quando esta solucao é composta por mais de 60% de metanol. O
decréscimo do conteudo de metanol e o aumento da fracdo aquosa promoveram
melhor separacdo dos marcadores. As concentragbes de 0% a 15% de metanol
promoveram as melhores separacgfes, entretanto, o uso de 100% de agua como
solucéo diluente reduziu a deteccdo de catequinas em 20%. Este comportamento ja
havia sido observado por Wang e colaboradores (2000). Dessa forma, a solucao
diluente escolhida foi a proporcao da solu¢do dgua:metanol (85:15).

Por fim, optou-se pelo uso de gradiente visto que a separacdo dos
marcadores nao foi eficaz no modo isocratico. Durante as sucessivas injecoes e
variacdes de gradiente, observou-se que incrementos de 0,5%/min da fase movel B

(MeCN) possibilitaram a separagéao eficiente dos marcadores estudados.



140

[mv]
140

120

100

Voltage

[min.]

Figura 13. Cromatograma dos padrdes detectaveis pela metodologia analitica
desenvolvida em 280 nm. 1. Acido clorogénico (12,3min); 2. Acido trans-caféico
(14,2 min); 3. (-)-Epicatequina (16,3 min); 4. Daidzina (20,1 min); 5. Glicitina (21,5
min); 6. Acido ferrdlico (23,1 min); 7. Rutina (24,7 min); 8. Hyperosideo (25,2 min);
9. Luteolina-7-glicosideo (26,1 min); 10. Genistina (26,4 min); 14. Daidzeina (36,2
min); 15. Gliciteina (26,4 min).
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Figura 14. Espectros UV e bandas méximas de absor¢do dos marcadores (-)-

Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-Epicatequina.
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5.2 Validacdo de metodologia analitica

5.2.1 Especificidade

A especificidade teve como objetivo avaliar a capacidade do método em
identificar e separar os marcadores (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-
Epicatequina das demais substancias presentes na matriz.

A andlise dos cromatogramas obtidos dos padrbes, amostra, fase movel,
solucéo diluente e etanol 96% demonstraram que nao existem picos coeluindo com
0s picos dos padrdes (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-Epicatequina
conforme pode ser observado nas Figuras 15 (p. 142), 16 (p. 142), 17 (p. 142), 18
(p. 143), 19 (p. 143), 20 (p. 143), 21 (p. 144) . Em adicdo, foram avaliadas a pureza
dos marcadores e do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart., obtidos por
HPLC/DAD, observando-se 99,93% de pureza para (-)-Epigalocatequina, 96,0%
para a (+)-Catequina e 99,76% para a (-)-Epicatequina (Figura 22, p. 145).

Os resultados obtidos na avaliacdo de pureza dos picos dos marcadores
demonstraram que no comprimento de onda utilizado no método analitico, ndo
existem outros compostos quimicos nos tempos de retencao especificados.

Os parametros de conformidade do sistema para métodos analiticos por
CLAE e os limites recomendados séo assimetria de pico menor igual a 1,5, nUmero
de pratos tedricos acima de 2000, resolucdo minima entre picos de 2,0 e fator de
capacidade acima de 1,5 (SNYDER et al., 1997; FDA, 2000).

Desta forma, € possivel concluir que o método proposto para doseamento dos
marcadores (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-Epicatequina no extrato

etanolico de Maytenus obtusifolia Mart., & especifico.
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Figura 15. Cromatograma do padrao (-)-Epigalocatequina avaliado no parametro
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Figura 16. Cromatograma do padrao (+)-Catequina avaliado no parametro

especificidade.
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Figura 17. Cromatograma do padrao (-)-Epicatequina avaliado no parametro

especificidade.
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Figura 18. Cromatograma do extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.

avaliado no parametro especificidade.
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Figura 19. Cromatograma da fase movel avaliada no parametro especificidade.
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Figura 20. Cromatograma da solucéo diluente avaliada no parametro especificidade.
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Figura 21. Cromatograma da solucéo extrativa (etanol 96%) avaliada no parametro

especificidade.
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Figura 22. Pureza de pico dos marcadores (a) (-)-Epigalocatequina, (b) (+)-
Catequina e (c) (-)-Epicatequina avaliadas no parametro especificidade.

5.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela construcao de curvas de calibracao
dos padrdes (-)-Epigalocatequina (0,010 mg/mL a 0,100 mg/mL), (+)-Catequina
(0,0040 mg/mL a 0,0400 mg/mL) e (-)-Epicatequina (0,0033 mg/mL a 0,0330
mg/mL), que correspondem ao intervalo de 50 a 500% da concentragao de trabalho.
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O método dos minimos quadrados é usado para estabelecer a curva de
calibragdo. As amostras analisadas foram padrdes contendo somente o0 composto
examinado, nas concentracbes de 50%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 150%,
200%, 300%, 400% e 500% de acordo com o estabelecido na parte experimental
deste estudo. A curva de calibracdo foi preparada com os resultados de diferentes
concentracfes e a média de n repeticbes por nivel de concentracdo. A andlise de
variancia da regressdo levou a determinacdo da existéncia de um coeficiente
angular significativo e a validade da reta de regressao.

A Tabela 15 (p. 148) exibe os resultados das injecOes para obtencao da curva
padrao do marcador (-)-Epigalocatequina, que apresentou coeficiente de correlagéao
(r) = 0,9995 (n=33) e forneceu a equacéo da reta (y = 4148,6x — 16,071). A curva de
calibracéo e o grafico de residuos séo apresentados nas Figuras 23 (p. 149) e 24 (p.
149).

A Tabela 16 (p. 150) exibe os resultados das injecOes para obtencdo da curva
padrdo do marcador (+)-Catequina, que apresentou coeficiente de correlacéo (r) =
0,9998 (n=33) e forneceu a equacdo da reta (y = 15387x + 0,9041). A curva de
calibracédo e o grafico de residuos sdo apresentados nas Figuras 25 (p. 151) e 26 (p.
151).

A Tabela 17 (p. 152) exibe os resultados das injecOes para obtencao da curva
padrdo do marcador (-)-Epicatequina, que apresentou coeficiente de correlacéo (r) =
0,9998 (n=33) e forneceu a equacdo da reta (y = 11612x + 0,9107). A curva de
calibracdo e o grafico de residuos sdo apresentados nas Figuras 27 (p. 153) e 28 (p.
153). Estes resultados estdo de acordo com a recomendacdo da ANVISA para
validacdo de metodologias analiticas (RE n® 899/2003), na qual o valor minimo do
coeficiente de correlacdo deve ser 0,99.

A tabela 18 (p. 154) resume as equacOes das retas obtidas para cada
marcador nas repeticdes do parametro linearidade.

De acordo com os pressupostos da regressao, os residuos devem distribuir-
se aleatoriamente em torno de 0, tanto no modelo global como em relacdo a cada
variavel. Caso tal situacdo néo se verifique, sera necessario alterar o modelo
adotado (PIMENTEL & BARROS NETO, 1996).

Estudos realizados por Danzer & Currie (1998) e Miller (1991), demonstraram
gue a analise do gréafico dos residuos permite detectar problemas no ajuste da curva

como, por exemplo, desvios da linearidade, presenca de amostras atipicas,
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heterocedastidade e dependéncia entre os erros. Uma curva bem ajustada devera
apresentar erros com distribuicdo uniforme, média zero, varidncia constante
(homocedasticidade) e auséncia de amostras atipicas.

O calculo dos residuos de cada marcador confirmaram a validade do modelo
de calibragdo adotado, observando-se distribuicdo aleatéria de residuos proximos a
média zero, homocedasticidade e auséncia de amostras atipicas conforme Figuras
24 (p. 149), 26 (p. 151) e 28 (p. 153).

O método proposto para o doseamento de (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina
e (-)-Epicatequina no extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. é linear, pois
todos os marcadores apresentaram curvas-padrdo com coeficiente de correlagéo
superior a 0,99, confirmados pela andlise dos residuos, estando de acordo com a

especificacao estabelecida na resolugédo n° 899/2003 da ANVISA.



148

Tabela 15: Dados obtidos no parametro linearidade para o marcador
(-)-Epigalocatequina (n=33).

Nivel/Concentracéo Repeticao Area Média I?(;)I):{
50% 1 28,315
(0,010 mg/mL) g ;35733(25 28,357 2,14
80% 1 51,611
(0,016 mg/mL) :23 gigi; 51,804 1,18
90% 1 57,130
(0,018 mg/mL) :23 gg,gig 58,485 2,11
100% 1 64:103
(0,020 mg/mL) :23 gi,fgg 64,005 0,27
110% 1 70:928
(0,022 mg/mL) 2 ;;igg 71,422 0,89
120% 1 78:111
(0,024 mg/mL) 3 ;gégg 79332 161
150% 1 110,333
(0,030 mg/mL) g ﬁiéi 112,208 1,64
200% 1 152:317
(0,040 mg/mL) ; 12(1),522 151,552 0,51
300% 1 233:239
(0,060 mg/mL) ; ;g:ég; 234,692 0,55
400% 1 315,809
(0,080 mg/mL) ; ig:éllgﬁ 316,782 0,37
500% 1 398,466
(0,100 mg/mL) ;2:, ggiggi 396,983 0,45
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Figura 23: Regressao linear da curva de calibragcéo (0,010 — 0,100 mg/mL) para o
marcador (-)-Epigalocatequina.
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Figura 24: Grafico dos residuos dos dados de linearidade do marcador (-)-

Epigalocatequina.
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Tabela 16: Dados obtidos no parametro linearidade para o marcador
(+)-Catequina (n=33).

Nivel/Concentragao Repeticao Area Média I?;);Q
1 58,208
50%
(0,0040 mg/mL) ;23 :g,gg; oo -
1 101,591
0,
80% 2 102,978 102,331 0,68
(0,0064 mg/mL) 3 102,425
1 113,031
0,
90% 2 110,302 111,839 1,25
(0,0072 mg/mL) 3 112.184
1 122,635
0 1
100% 2 123,648 123,173 0,41
(0,0080 mg/mL) 3 123,235
1 134,386
0 1
110% 2 136,949 136,159 1,13
(0,0088 mg/mL) 3 137,141
1 149,062
0 L
120% 2 150,700 151,550 1,98
(0,0096 mg/mL) 3 154,888
1 183,613
0 L
© 0121(5)(:n/0 /mL) 2 w0
: g 3 186,881
1 249,190
0 L
© mégen/o /mL) 2 coLsb oL o
, g 3 253,017
1 365,724
0 L
300% 2 366,419 366,492 0,22
(0,0240 mg/mL) 3 367,333
1 495,217
0,
400% 2 494,903 494,757 0,11
(0,0320 mg/mL) 3 494,150
1 615,991
0,
500% 2 616,523 615,548 0,21
(0,0400 mg/mL) 3 614,130
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Figura 25: Regressao linear da curva de calibracéo (0,0040 — 0,0400 mg/mL) para

o0 marcador (+)-Catequina.
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Figura 26:

Grafico dos residuos dos dados de linearidade do marcador (+)-

Catequina.



152

Tabela 17: Dados obtidos no parametro linearidade para o marcador
(-)-Epicatequina (n=33).

Nivel/Concentracao Repeticédo Area Média I?(;)I):{
50% 1 40,312
(0,0033 mg/mL) g gé,ggg 40,398 3,06
80% 1 62:293
(0,00528 mg/mL) 2 géiij 61,125 248
90% 1 70,180
(0,00594 mg/mL) :23 22:222 69,358 1,63
100% 1 77,451
(0,0066 mg/mL) :23 ;23;2 76,578 1,46
110% 1 85,678
(0,00726 mg/mL) :23 23:2% 84,477 144
120% 1 95,301
(0,00792 mg/mL) g :g,ﬁg 94,391 1,20
150% 1 115;,339
(0,0099 mg/mL) 3 Egg;g 113,659 1,29
200% 1 158:544
(0,0132 mg/mL) 3 123(2); 157,265 0,75
300% 1 232:940
(0,0198 mg/mL) 2 ggé,ggg 231,515 0,64
400% 1 308:754
(0,0264 mg/mL) ; 28223(13 307,084 0,48
500% 1 386,065
(0,0330 mg/mL) ; ggijgg 383,567 0,61
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Figura 27: Regressao linear da curva de calibracao (0,0033 — 0,0330 mg/mL) para

o marcador (-)-Epicatequina.
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Figura 28: Gréfico dos residuos dos dados de linearidade do marcador (-)-

Epicatequina.
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Tabela 18: Equacdes das retas obtidas para cada marcador nas repeticdes do

parametro linearidade.

Marcador Repeticao Equacéo dareta
1 y =4159,3x — 16,959
. . 2 y =4148,1x — 15,892
(-)-Epigalocatequina
3 y =4138,3x — 15,361
Média y = 4148,6x — 16,071
1 y = 15408x + 0,0119
_ 2 y = 15408x + 0,6186
(+)-Catequina
3 y = 15346x + 2,0818
Média y =15387x + 0,9041
1 y =11667x + 1,4419
_ . 2 y =11598x + 0,7952
(-)-Epicatequina
3 y =11571x + 0,4950
Média y =11612x + 0,9107

5.2.3 Precisao

A precisdo do método foi determinada em dois dias consecutivos de anélise
por diferentes analistas e mesmo equipamento, obtendo-se os valores de
repetibilidade (intra-corrida) e preciséo intermediéria (inter-corridas). Os valores dos
teores e seus respectivos valores de DPR estdo representados nas Tabelas 19 (p.

155), 20 (p. 155) e 21 (p. 156) para o marcador (-)-Epigalocatequina.
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Tabela 19: Dados obtidos no parametro Precisdo intra-corrida do marcador (-)-

Epigalocatequina para o Analista 1.

Repeticdo  Areas Concentragbes
(mg/mL)
1 62,418 0.020
2 61,385 0.019
Analista 3 61,997 0,020
1 4 63,426 0,020
S 60,812 0.019
6 61,884 0.020
Média 0,020
bP 0,00028
DPR (%) 1,445

Tabela 20: Dados obtidos no parametro Precisdo intra-corrida do marcador (-)-

Epigalocatequina para o Analista 2.

Repeticao Areas Concentragoes

(mg/mL)
1 63,459 0,020
2 60,677 0,019
Analista 3 61,555 0,020
2 4 61,211 0,019
5 62,434 0,020
6 62,187 0,020
Média 0,020

DP 0,00031

DPR (%) 1,596
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Tabela 21: Dados obtidos no parametro Precisdo inter-corrida do marcador (-)-
Epigalocatequina comparando-se os resultados das analises das Analistas 1 e 2.

Repeticéo Areas Concentragoes

(mg/mL)
1 62,418 0,020
2 61,385 0,019
Analista 3 61,997 0,020
1 4 63,426 0,020
5 60,812 0,019
6 61,884 0,020
1 63,459 0,020
2 60,677 0,019
Analista 3 61,555 0,020
2 4 61,211 0,019
5 62,434 0,020
6 62,187 0,020
Média 0,020

DP 0,00029
DPR (%) 1,453

As Tabelas 22 (p. 157), 23 (p. 157) e 24 (p. 158) exibem os teores e seus

respectivos valores de DPR para o marcador (+)-Catequina.
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Tabela 22: Dados obtidos no parametro Preciséo intra-corrida do marcador (+)-

Catequina para o Analista 1.

Repeticao Areas Concentrages
(mg/mL)
1 124,385 0,0080
2 123,755 0,0080
Analista 3 122,436 0,0079
1 4 123,469 0,0080
5 122,366 0,0079
6 123,805 0,0080
Média 0,0080
DP 0,0001
DPR (%) 0,654

Tabela 23: Dados obtidos no parametro Precisdo intra-corrida do marcador (+)-

Catequina para o Analista 2.

Repeticao Areas Concentragoes
(mg/mL)
1 122,898 0,0079
2 124,611 0,0081
Analista 3 123,246 0,0080
2 4 123,114 0,0080
5 123,999 0,0080
6 122,003 0,0079
Média 0,0080
DP 0,0001

DPR (%) 0,733
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Tabela 24: Dados obtidos no parametro Precisédo inter-corrida do marcador (+)-
Catequina comparando-se os resultados das analises das Analistas 1 e 2.

Repeticéo Areas Concentragoes
(mg/mL)
1 124,385 0,0080
2 123,755 0,0080
Analista 3 122,436 0,0079
1 4 123,469 0,0080
5 122,366 0,0079
6 123,805 0,0080
1 122,898 0,0079
2 124,611 0,0081
Analista 3 123,246 0,0080
2 4 123,114 0,0080
5 123,999 0,0080
6 122,003 0,0079
Média 0,0080
DP 0,0001
DPR (%) 0,663

As Tabelas 25 (p. 159), 26 (p. 159) e 27 (p. 160) exibem os teores e seus

respectivos valores de DPR para o marcador (-)-Epicatequina.
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Tabela 25: Dados obtidos no parametro Precisdo intra-corrida do marcador (-)-

Epicatequina para o Analista 1.

Repeticdo Areas Concentragoes
(mg/mL)
1 76,145 0,0065
2 74,889 0,0064
Analista 3 75,236 0,0064
1 4 76,991 0,0066
5 75,148 0,0064
6 76,222 0,0065
Média 0,0065
DP 0,0001
DPR (%) 1,070

Tabela 26: Dados obtidos no parametro Precisao intra-corrida do marcador (-)-

Epicatequina para o Analista 2.

Repeticao Areas Concentragoes
(mg/mL)
1 75,171 0,0064
2 75,455 0,0064
Analista 3 76,003 0,0065
2 4 76,189 0,0065
5 76,531 0,0065
6 77,000 0,0066
Média 0,0065
DP 0,0001

DPR (%) 0,888
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Tabela 27: Dados obtidos no parametro Precisdo inter-corrida do marcador (-)-

Epicatequina comparando-se os resultados das andlises das Analistas 1 e 2.

Repeticéo Areas Concentragoes
(mg/mL)
1 76,145 0,0065
2 74,889 0,0064
Analista 3 75,236 0,0064
1 4 76,991 0,0066
5 75,148 0,0064
6 76,222 0,0065
1 75,171 0,0064
2 75,455 0,0064
Analista 3 76,003 0,0065
2 4 76,189 0,0065
5 76,531 0,0065
6 77,000 0,0066
Média 0,0065
DP 0,0001
DPR (%) 0,957

O parametro precisdo intra-corrida foi realizado com seis réplicas na
concentracdo 100% dos marcadores (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-
Epicatequina, e apresentou como resultado na 12 execuc¢do, os desvios padrdes
relativos de 1,445, 0,654 e 1,070 para cada um dos compostos respectivamente. E
DPR de 1,596, 0,733, 0,888 para a 22 execuc¢do atendendo as exigéncias normativas
gue recomendam DPR < 5,0% (ANVISA, 2003). As variagbes dos DPRs néao séo
significativas 0 que demonstra que o meétodo € preciso e admite variacdo de
analistas.

Os valores de desvios padrdes relativos obtidos para a preciséo inter-corrida
(n=12) foram de 1,453 para a (-)-Epigalocatequina, 0,663 para a (+)-Catequina e
0,957 para a (-)-Epicatequina, os quais também estdo abaixo do limite estabelecido
pela legislacdo brasileira vigente para validacdo de métodos analiticos, cujo DPR
deve ser menor que 5,0% (ANVISA, 2003). Portanto, o0 método proposto para o
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doseamento dos marcadores (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-Epicatequina
no extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. é preciso, pois apresenta desvios

padrdes relativos inferiores aos especificados como limite na legislacao vigente.

5.2.4 Exatidao

A exatiddo representa a proximidade entre o valor da concentracdo
analisada de uma amostra conhecida e o valor de concentracao calculado da curva
de calibracdo. O estudo é conduzido em todas as medidas. Este conjunto de dados
é transformado em um conjunto de recuperacdes, que corresponde a concentracao
calculada dividida pela concentracdo real e multiplicada por 100. Um intervalo de
confianca esta associado a recuperacdo média desse conjunto.

O método € declarado exato, se a recuperacao tedrica de 100% estiver
inclusa dentro do intervalo de confianca de 95 a 105% para os trés niveis de
concentracao testados. A metodologia de recuperacdo adotada para este estudo foi
a de adicéo de padréao.

Os resultados obtidos no parametro de exatiddo demonstraram
concordancia entre os teores esperados e 0s encontrados. Os valores médios para
0s trés niveis avaliados foram de (100,14% * 0,209) para a (-)-Epigalocatequina,
(100,26% =+ 0,134) para a (+)-Catequina e (100,12% =+ 0,091) para a (-)-
Epicatequina, comprovando que o método é exato para o doseamento dos
marcadores no extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart., visto que os
resultados encontram-se em conformidade com a legislacdo vigente (RE n°
899/2003) para validacdo de métodos analiticos. Os valores detalhados estdo
dispostos nas tabelas a seguir.

A Tabela 28 (p. 162) exibe os dados referentes ao parametro Exatiddo para

0 marcador (-)-Epigalocatequina.



Tabela 28: Dados do parametro Exatiddo para o marcador (-)-Epigalocatequina .

Nivel Réplica Areas Teor Recuperacéo Recu?eragéo
(%) (%) média (%)
1 50,991 79,83 99,79
80% 51,512 80,65 100,81 100,35
3 51,333 80,36 100,46
DP 0,518
DPR (%) 0,516
Nivel Réplica Areas Teor Recuperacéo Recu?eragéo
(%) (%) média (%)
1 64,112 100,37 100,37
100% 63,915 100,06 100,06 100,14
3 63,871 99,99 99,99
DP 0,201
DPR (%) 0,201
Nivel Réplica Areas Teor Recuperacédo Recuperacao
(%) (%) média (%)
1 76,731 120,13 100,11
120% 2 76,909 120,41 100,34 99,93
3 76,154 119,22 99,35
DP 0,515
DPR (%) 0,515
63,875

Area do padr&o do marcador (-)-Epigalocatequina

Recuperacdo média para os 3 niveis (%)

100,14 + 0,209
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A Tabela 29 (p. 163) exibe os dados referentes ao parametro Exatidao para

o marcador (+)-Catequina.



Tabela 29: Dados do parametro Exatidao para o marcador (+)-Catequina .

Nivel Areas Teor Recuperacéo Recuperacao
(%) (%) média (%)
98,173 79,80 99,75
80% 99,264 80,69 100,86 100,40
99,003 80,48 100,60
DP 0,579
DPR (%) 0,577
Nivel Areas Teor Recuperacéo Recuperacao
(%) (%) média (%)
123,222 100,16 100,16
100% 122,875 99,88 99,88 100,13
123,432 100,33 100,33
DP 0,229
DPR (%) 0,228
Nivel Areas Teor Recuperacéo Recuperacéo
(%) (%) média (%)
148,192 120,46 100,38
120% 147,997 120,30 100,25 100,27
147,873 120,20 100,17
DP 0,109
DPR (%) 0,109
Area do padrdo do marcador (+)-Catequina 123,021

Recuperacdo média para os 3 niveis (%)

100,26 + 0,134
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A Tabela 30 (p. 164) exibe os dados referentes ao parametro Exatidao para

o marcador (-)-Epicatequina.



Tabela 30: Dados do parametro Exatidao para o marcador (-)-Epicatequina .

Nivel Réplica Areas Teor Recuperacéo Recu?eragﬁo
(%) (%) média (%)
1 62,177 79,54 99,42
80% 2 63,009 80,60 100,75 100,14
3 62,681 80,18 100,23
DP 0,670
DPR (%) 0,669
Nivel Réplica Areas Teor Recuperacéo Recu?eragéo
(%) (%) média (%)
1 78,392 100,28 100,28
100% 2 78,587 100,53 100,53 100,20
3 77,995 99,77 99,77
DP 0,386
DPR (%) 0,385
Nivel Réplica Areas Teor Recuperacéo Recu?eragéo
(%) (%) média (%)
1 93,112 119,11 99,26
120% 2 94,341 120,68 100,57 100,02
3 94,010 120,26 100,22
DP 0,678
DPR (%) 0,678
78,172

Area do padréo do marcador (+)-Epicatequina

Recuperacdo média para os 3 niveis (%)

100,12 + 0,091

5.2.5 Intervalo

164

Este parametro foi avaliado por meio dos resultados das andlises da

linearidade, precisdo e exatiddo do método do extrato etandlico de Maytenus
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obtusifolia Mart. nas seguintes concentracdes: 80%, 90%, 100%, 110% e 120% da
concentracdo teorica do teste. Durante este ensaio, 0 meétodo foi avaliado nas
concentracdes do intervalo de trabalho.

O método proposto para doseamento dos marcadores (-)-Epigalocatequina,
(+)-Catequina e (-)-Epicatequina no extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.
apresentou linearidade, precisdo e exatiddo, aceitaveis no intervalo de 80 a 120% da
concentracdo de trabalho, confirmando a validade do método para determinacdes
dentro deste intervalo. Os resultados encontrados estdo dispostos nas tabelas 31 (p.
165), 32 (p. 166) e 33 (p. 167) para os marcadores (-)-Epigalocatequina, (+)-
Catequina e (-)-Epicatequina, respectivamente.

As curvas de regressao, equacfes da reta e coeficientes de correlacdo de
cada marcador sdo apresentados nas figuras 29 (p. 166), 30 (p. 167) e 31 (p. 168)
para os marcadores (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-Epicatequina,
respectivamente.

Tabela 31: Dados obtidos no parametro intervalo para o marcador

(-)-Epigalocatequina (n=15).

. DPR
Nivel/Concentragéo Repeti¢édo Area Média %)
0
1 45,778
80%
2 44,253 45,225 1,87
(0,016 mg/mL)
3 45,644
1 53,608
90%
2 54,188 54,037 0,70
(0,018 mg/mL)
3 54,315
1 62,110
100%
2 62,281 61,810 1,09
(0,020 mg/mL)
3 61,040
1 71,233
110%
2 70,059 70,468 0,94
(0,022 mg/mL)
3 70,112
1 76,134
120%
2 75,426 76,501 1,70
(0,024 mg/mL)
3 77,942
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Figura 29 — Intervalo do marcador (-)-Epigalocatequina.

Tabela 32: Dados obtidos no parametro intervalo para o marcador

(+)-Catequina (n=15).

. DPR
Nivel/Concentragéo Repeti¢édo Area Média %)
0
1 102,149
80%
2 101,180 101,54 0,52
(0,0064 mg/mL)
3 101,297
1 115,416
90%
2 114,334 114,65 0,58
(0,0072 mg/mL)
3 114,202
1 125,124
100%
2 124,805 124,90 0,16
(0,0080 mg/mL)
3 124,760
1 136,635
110%
2 138,504 137,38 0,72
(0,0088 mg/mL)
3 137,009
1 151,557
120%
2 152,110 152,06 0,31
(0,0096 mg/mL)
3 152,500
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Figura 30 — Intervalo do marcador (+)-Catequina.

Tabela 33: Dados obtidos no parametro intervalo para o marcador

(-)-Epicatequina (n=15).

i DPR
Nivel/Concentracéo Repeticao Area Média %)
0
1 60,847
80%
2 61,003 61,119 0,57
(0,00528 mg/mL)
3 61,508
1 69,272
90%
2 68,120 68,708 0,84
(0,00594 mg/mL)
3 68,731
1 78,420
100%
2 79,312 79,091 0,75
(0,0066 mg/mL)
3 79,541
1 86,467
110%
2 85,777 86,168 0,41
(0,00726 mg/mL)
3 86,260
1 97,188
120%
2 97,402 97,182 0,23
(0,00792 mg/mL)
3 96,957
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Figura 31 — Intervalo do marcador (-)-Epicatequina.

5.2.6 Limites de detecc¢ao (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificagcdo foram obtidos por extrapolagéo
matematica da curva de calibracdo de acordo com o guia de validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos (RE n° 899/2003).

O limite de deteccdo do marcador (-)-Epigalocatequina foi de 2,08 pg/mL,
enquanto a (+)-Catequina apresentou limite de 0,60 pg/mL e a (-)-Epicatequina de
0,49 pg/mL.

O limite de quantificagdo do marcador (-)-Epigalocatequina foi de 6,94 pg/mL,
enquanto a (+)-Catequina apresentou limite de 2,00 ug/mL e a (-)-Epicatequina de
1,63 pg/mL.

5.2.7 Robustez

As variaveis avaliadas neste parametro foram alteragbes no fluxo da fase
movel, temperatura de forno, pH da fase movel, composi¢cdo da fase moével, coluna
cromatografica e avaliacdo da estabilidade de solucdes. Os marcadores foram
avaliados individualmente e receberam codificagdo para facilitar a disposicdo dos
resultados nas tabelas, (-)-Epigalocatequina (EGC), (+)-Catequina (CAT) e (-)-
Epicatequina (EPI).
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Na avaliacdo de mudanca de fluxo da fase modvel (Tabela 34, p. 170),
observou-se que a reducéo de 0,2 mL/min do fluxo original do método, promoveu a
alteracdo do tempo de retencdo dos marcadores e 0 aumento do tempo de corrida
(ECG-11,29 min; CAT-14,20 min; EPI-18,0 min). A explicacdo para este
comportamento estd no aumento da interacdo entre as substancias e a fase
estacionaria, devido a diminuicdo do efeito de arraste em massa exercido pela fase
movel. O aumento de 0,2 mL/min proporcionou uma reducdo no tempo de retencao
dos marcadores (ECG -7,23 min; CAT -9,80 min; EPI — 14,2 min).

O parametro temperatura de forno de coluna (Tabela 35, p. 171) nao
promoveu alteragdes significativas no doseamento das substancias, visto que
alteracdes mais sensiveis seriam alcancadas caso houvessem mudancas drasticas
da temperatura que ocasionariam alteracfes na tensao superficial dos solventes que
compdem a fase movel.

O terceiro parametro avaliado foi a variagdo do pH da fase mével (Tabela 36,
p. 172) que se mostrou pouco influente dentro das condicdes estabelecidas. O pH
da fase mével deve ser baseado no pKa das substancias a serem eluidas. O pKa
das metilxantinas, pode variar de 8,4 a 13,9 e das catequinas de 8,6 a 13,2
(GENNARO, 1999). O pH da fase mdvel deve ser abaixo da constante de ionizagéo,
pois o aumento da forma ionizada do analito aumenta sua dissolugdo na fase
aguosa e reduz seu tempo de retencao, jaA que a forma ibnica passa através da
coluna sem retencao (IVANOVIC et al., 1995). A manutencdo do meio acido é feita
visando evitar variacoes de pH, visto que quando as metilxantinas e catequinas sao
expostas a pH superiores a 4,0 sao protonadas e assim, ndo interagem com a fase
estacionaria, sendo eluidas sem sofrer deteccio (ARAGAO et al., 2005).

Na avaliacdo da composicdo da fase movel (Tabela 37, p. 173), o acido
fosforico usado no método original foi substituido por acido trifluoroacético de acordo
com levantamento bibliografico realizado, onde observou-se um amplo uso deste
reagente para acidificacdo da fase aquosa (AYRES et al.,, 2009; GUALBERTO,
2013). Foi possivel observar um ligeiro estreitamento dos picos de interesse, sem
que houvesse perda na quantificacdo. Porém, outros picos detectados no método
sofreram com a acgéo do acido e coeluiram ou apresentaram diminuicéo de areas.

O parametro de variagdo da coluna cromatografica ndo apresentou (Tabela
38, p. 173) alteragdes significativas na quantificacdo dos marcadores (EGC, CAT e

EPI). Observou-se ligeira diminuicdo nos tempos de retencdo dos marcadores que
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podem ser justificados pela redugcdo do tamanho da coluna para 125mm de
comprimento.

Na avaliacdo da estabilidade de solucdes (Tabela 39, p. 174), ndo foram
observadas alteracfes significativas dos marcadores quando acondicionadas ao
abrigo da luz e sob refrigeracao (+5°C) por um periodo de 48 horas. Embora alguns
pesquisadores tenham evidenciado a sensibilidade dos compostos fendlicos a acéo
da luz e do oxigénio (MAMEDE & PASTORE, 2004; MUNIN & EDWARDS-LEVY,
2011; BOYE, 2015), ja foram publicados estudos que mostram estabilidade destes
compostos por longos periodos sob armazenamento adequado (BAZINET et al.,
2010; LIMA, 2012).

Tabela 34: Dados obtidos para a robustez no parametro alteracéo de fluxo da fase

movel.
_ Cond. i Conc. _ DPR
Parametro Variagdes _ Marcador Areas Média
Padréao (mg/mL) (%)
08 67,691 0,020
T 68,011 66,129 0,019 0,019 2,035
mL/min
65,005 0,019
EGC
15 58,200 0,020
o 58,428 58,875 0,020 0,020 2,299
mL/min
56,311 0,019
08 130,657 0,0081
Fluxo da o 129,151 129,241 0,0080 0,0080 1,061
mL/min
fase 127,912 0,0079
CAT
moével ) 116,734 0,0080
1,
) 117,422 118,152 0,0080 0,0080 0,736
mL/min
118,308 0,0081
08 80,063 0,0065
’ 81,307 79,144 0,0064 0,0065 0,633
mL/min
79,965 0,0065
EPI
1o 67,431 0,0066
T 68,006 68,888 0,0067 0,0066 2,421
mL/min

65,702 0,0064
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Tabela 35: Dados obtidos para a robustez no parametro alteracéo da temperatura

de forno de coluna.

) Cond. i Conc. _ DPR
Parametro  Variacdes Marcador Areas Média
Padréo (mg/mL) (%)
64,798 0,020
38°C 65,203 63,306 0,019 0,019 1,576
62,889 0,019
EGC
62,202 0,019
42°C 63,812 63,450 0,020 0,020 0,999
62,955 0,020
124,610 0,0080
38°C 124,621 124,030 0,0080 0,0080 0,420
Temperatura
123,568 0,0079
do forno CAT
124,182 0,0081
42°C 122,777 125,317 0,0082 0,0081 0,456
124,665 0,0081
77,057 0,0068
38°C 75,324 77,341 0,0068 0,0067 0,463
76,632 0,0067
EPI
75,851 0,0065
42°C 77,549 77,001 0,0066 0,0065 0,769
76,219 0,0065
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Tabela 36: Dados obtidos para a robustez no parametro alteracédo de pH da fase

movel.
Cond. . Conc. DPR
A o Médi
Parametro VariacOes Padrao Marcador Areas (mg/mL) edia (%)
65,628 0,020
2,8 64,997 66,441 0,020 0,020 1,792
64,130 0,020
EGC
63,961 0,019
3,2 65,101 64,538 0,020 0,020 1,066
65,333 0,020
123,098 0,0081
2,8 121,843 122,147 0,0080 0,0081 0,522
123,370 0,0081
pH CAT
124,776 0,0080
3,2 124,389 127,016 0,0082 0,0081 0,966
125,082 0,0080
74,458 0,0065
2,8 75,607 73,715 0,0064 0,0065 0,522
73,301 0,0065
EPI
73,102 0,0066
3,2 73,286 74,300 0,0067 0,0066 1,290
72,434 0,0065
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Tabela 37: Dados obtidos para a robustez no parametro alteracdo da composi¢cao

da fase movel.

A o Cond. < Conc. L DPR
Parametro Variacoes Padro Marcador  Areas (mg/mL) Média %)
62,122 0,020
) 62,410 EGC 60,569 0,019 0,020 1,364
_ Agua 61,898 0,020
Composicao acidificada
) 126,421  0,0080
da fase 14mM Acido
_ » 126,601 CAT 127,859 0,0081 0,0081 1,059
movel Trifluoroacético:
- 129,128 0,0082
Acetonitrila
75,992 0,0066
75,427 EPI 76,314 0,0067 0,0066 1,520
74,185 0,0065

Tabela 38: Dados obtidos para a robustez no parametro alteracédo de coluna

cromatografica.
Parametro  Variacdes PC;I c;r;céi.o Marcador Areas (n(i;/?rfl._) Média D(E;O?
60,423 0,019
62,132 EGC 62,154 0,020 0,019 1,743
: 60,222 0,019
Coluna LiChrocart
. LiChospher 123,016 0,0080
cromatogra
. 125x4mm, 123,259 CAT 123,910 0,0080 0,0080 0,578
ica
SH 124,433 0,0081
76,144 0,0064
78,405 EPI 77,239 0,0065 0,0065 2,153

79,427 0,0067
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Tabela 39: Dados obtidos para a robustez no parametro avaliacdo da estabilidade

de solugoes.
A . Cond. . Conc. - DPR
Parametro Variagoes Padrio Marcador Areas (mg/mL) Média (%)
64,155 0,020
24 hrs 63,266 63,289 0,020 0,020 1,001
62,917 0,020
EGC
59,357 0,019
48 hrs 61,570 60,007 0,020 0,019 1,538
59,469 0,019
122,594 0,0079
24 hrs 124,728 123,348 0,0079 0,0079 0,312
Estabilidade
123,100 0,0079
de solugbes CAT
120,788 0,0080
48 hrs 120,603 120,412 0,0080 0,0080 0,430
119,765 0,0079
75,931 0,0066
24 hrs 76,429 75,184 0,0065 0,0066 1,023
76,738 0,0066
EPI
70,144 0,0064
48 hrs 72,100 70,502 0,0065 0,0064 0,420
69,917 0,0064

5.3 Estudo de fotoestabilidade do EEB de Maytenus obtusifolia Mart.

Os resultados expressos na Tabela 40 (p. 176) e 41 (p. 177) demonstram que

os teores de (-)-Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-Epicatequina apresentaram

decréscimo significativo dos seus teores quando submetidas as condicbes de

exposicao a luz visivel e UVA, confirmando que a condicdo luminosidade interfere na

quantificacdo dos marcadores.

Através das analises dos cromatogramas, foi possivel observar que 0s picos

referentes aos marcadores sofreram diminuicdo nas suas areas e reducdo da

quantificacdo. Nao existiram variacdes relativas aos tempos de retencéo dos picos.
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As variagbes encontradas podem ser relacionadas a instabilidade das
moléculas visto que os compostos fendlicos sdo compostos altamente reativos
(SICHEL et al., 1991; RICE-EVANS et al., 1997; FIRUZI et al., 2005; SANDHAR et
al., 2011).
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Tabela 40: Resultados do estudo de fotoestabilidade com amostras de Maytenus

obtusifolia Mart., submetidas a luz visivel.

i Conc. ) DPR
Parametro Amostras  Marcador Areas Média
(mg/mL) (%)
64,909 0,0199
Nao
65,421 0,0201 0,020 0,541
exposta
64,747 0,0199
65,188 0,020
Controle EGC 64,497 0,0198 0,0199 0,555
65,019 0,020
64,941 0,0199
Exposta 63,869 0,0196 0,0198 0,843
64,563 0,0198
123,785 0,0080
N&ao
122,142 0,0079 0,008 0,707
exposta
123,464 0,0080
Fotoestabilidade 121,641 0,0079
a luz visivel Controle CAT 122,418 0,0079 0,0079 0,351
121,717 0,0079
114,861 0,0074
Exposta 112,629 0,0073 0,0073 1,027
113,155 0,0073
77,167 0,0066
Nao
77,983 0,0066 0,0066 0,998
exposta
76,442 0,0065
77,014 0,0066
Controle EPI 76,248 0,0065 0,00657 0,550
76,939 0,0065
73,999 0,00634
Exposta 72,833 0,00624 0,00626 1,026
72,596 0,00622
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Tabela 41: Resultados do estudo de fotoestabilidade com amostras de Maytenus

obtusifolia Mart., submetidas ao UVA.

. Conc. ) DPR
Parametro Amostras  Marcador Areas Média
(mg/mL) (%)
64,909 0,0199
Nao
65,421 0,0201 0,020 0,541
exposta
64,747 0,0199
65,227 0,0200
Controle EGC 64,547 0,0198 0,0199 0,525
64,912 0,0199
42,982 0,0129
Exposta 41,506 0,0127 0,0127 1,569
40,879 0,0125
123,785 0,0080
Nao
122,142 0,0079 0,008 0,707
exposta

123,464 0,0080
121,643 0,0079
Controle CAT 122,111 0,0079 0,00798 0,975
123,908 0,0080
103,841 0,0067

Fotoestabilidade
ao UVA

Exposta 101,997 0,0066 0,0066 0,949
102,370 0,0066
77,167 0,0066
Nao
77,983 0,0066 0,0066 0,998
exposta
76,442 0,0065
76,580 0,0065
Controle EPI 75,613 0,0064 0,0065 0,660
76,339 0,0065
54,046 0,0046
Exposta 54,511 0,0046 0,0046 1,151
53,281 0,0045

Os resultados expressos na Tabela 42 (p. 178) e 43 (p. 179) demonstram as

variacbes entre os teores dos marcadores quando a amostra ndo foi exposta e o
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controle e os resultados encontrados para a comparacgao entre as amostras controle

e expostas nas duas situagdes a que foram submetidas.

Tabela 42: Resultados do estudo de fotoestabilidade com amostras de Maytenus

obtusifolia Mart., variacdes entre as exposicdes a luz visivel.

Média

Parametro Variacdes Marcador
(%)

EGC 0,500

Variagéo entre

amostra nao

Luz visivel
exposta e CAT 1,250
controle
EPI 0,454
EGC 0,502
Variagéo entre
controle e _
Luz visivel
amostra CAT 7,594
exposta

EPI 4,718




179

Tabela 43: Resultados do estudo de fotoestabilidade com amostras de Maytenus

obtusifolia Mart., variacdes entre as exposi¢coes ao UVA.

Média

Parametro Variacoes Marcador
(%)

EGC 0,500

Variacao entre

amostra nao

UVA
exposta e CAT 0,250
controle
EPI 0,606
EGC 36,180
Variagéo entre
controle e
UVA
amostra CAT 17,293
exposta

EPI 29,878

E possivel concluir que o extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart.
apresentou reducdo dos teores de marcadores quando exposto a condigoes
especificas de luminosidade visivel e a radiacdo UVA. As figuras 32 (p. 180), 33 (p.

180) e 34 (p. 181) apresentam graficamente as variagdes encontradas.
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Fotoestabilidade da (-)-Epigalocatequina
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EGC Luz visivel EGC UVA

B N3o exposta M Controle M Exposta

Figura 32 — Fotoestabilidade do marcador (-)-Epigalocatequina.

Concentragdo (mg/mL)

Fotoestabilidade da (+)-Catequina

0,01

0,008 0,0079 0,008 0,00798

0,0073
0,0066
01005 I I
0

CAT Luz visivel CAT UVA
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Figura 33 — Fotoestabilidade do marcador (+)-Catequina.
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Fotoestabilidade da (-)-Epicatequina

0,01

00066  0,00657  (ocoe 0,0066  0,0065

I I I I I )

EPI Luz visivel EPI UVA

0,005

Concentragdo (mg/mL)

0

B N3o exposta M Controle M Exposta

Figura 34 — Fotoestabilidade do marcador (-)-Epicatequina.

5.4 Avaliacédo das atividades bioldgicas

5.4.1 Avaliagéo da atividade antioxidante com radical DPPH

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante do extrato
etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. pela técnica de DPPH foram comparados
aos resultados obtidos com o controle positivo acido ascorbico, devido ao acido
ascorbico ser bastante utilizado como referéncia em diversos estudos para a
atividade antioxidante pelo mundo (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; KARORI et al.,
2007; KODAMA et al., 2010).

Os valores encontrados foram expressos em porcentagem de inibicdo de
oxidacdo, ou seja, a porcentagem de atividade antioxidante é correspondente a
guantidade de DPPH consumida pelo antioxidante. Destaca-se a necessidade das
leituras das absorbancias dos controles negativos encontrados a cada dia de
analise. Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, maior € sua atividade
antioxidante (ALVES et al., 2007). Sendo assim, quanto maior a concentracao de

antioxidantes da amostra e menor a absorbancia, maior o consumo de DPPH.
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Todas as amostras apresentaram capacidade de consumo do radical DPPH,
visto que as absorbancias posteriores a reacdo de DPPH com as diferentes
concentracbes das amostras testadas foram significativamente menores se
comparadas as absorbancias obtidas do controle negativo (DPPH + solvente), o que
pode demonstrar preliminarmente a atividade antioxidante para o extrato testado.

Os resultados expressos na Tabela 44 (p. 183) demonstram que o extrato
etandlico das folhas de Maytenus obtusifolia Mart. apresentou atividade
sequestradora de radical livre com Clso (21,01 £ 1,02 pug/mL), ou seja, atividade
antioxidante muito proxima ao exibido pelo &cido ascérbico Clso (19,17 + 2,32
pMg/mL), notério padréo utilizado para avaliagdo da atividade antioxidante de
substancias em todo o mundo.

A atividade antioxidante observada para o extrato em estudo esta
possivelmente associada a presenca dos compostos fendlicos, especialmente
flavonoides e catequinas. Alguns estudos in vitro demonstram que a atividade
antioxidante dos flavonoides € maior que a das vitaminas E e C (RICE-EVANS et al.,
1997).

Karori e colaboradores (2007) e Gramza e colaboradores (2006) observaram
que o composto (-)-Epigalocatequina galato apresentou-se como um dos mais
potentes antioxidantes ja estudados. A (-)-Epicatequina, (-)-Epigalocatequina, (+)-
Catequina e (-)-Epicatequina galato também apresentam atividades antioxidantes
significativas (ACHARYA et at., 2013).

O efeito antioxidante dos polifendis tem sido atribuido as hidroxilas fenélicas
presentes nas suas estruturas e que os tornam potentes sequestradores de radicais
livres (AMIE et al., 2003). Ainda de acordo com os autores, as substancias com
maior capacidade de sequestro de radicais livres sdo as catequinas com
hidroxilagdo nas posi¢des 3’, 4’ e 5’ do anel B e/ou grupos hidroxila na posi¢gdo C3
(ZHAO et al., 2014).

Esta hidroxilagdo confere um alto grau de estabilidade ao radical fenoxi-
catequina pela participacdo na deslocalizacdo de elétrons que € um importante
mecanismo no potencial antiradical. Isto explica a grande atividade antioxidante
conferida pelas galocatequinas. (ZHU et al., 2001; AMIE, et al., 2003, RAO, et al.,
2006).

Diferentes autores vém empregando o mesmo método para avaliacdo da

capacidade antioxidante de espécies vegetais, tendo-se observado resultados
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semelhantes e significativos (LIMA et al., 2006; SOUSA et al., 2007; ROESLER et
al., 2007; IHA et al., 2008; NUNES et al., 2008; BHAKTA & GANJEWALA, 2009;
ACHARYA et al., 2013; ZHAO et al, 2014).

Tabela 44: Resultados da avaliacdo da atividade antioxidante do extrato das folhas

Maytenus obtusifolia Mart. pela técnica do DPPH utilizando acido ascérbico como

controle positivo.

Concentracgao (ug/mL)

Atividade Antioxidante (%)

EEMO Acido Ascérbico
6,25 28,29 £ 0,38 9,45 +£0,12
12,5 35,95+0,43 20,54 = 0,55
25 57,54 £ 0,11 5490+ 1,21
50 89,89 + 0,68 96,90 + 2,01
100 96,80 £ 0,40 97,02 £ 0,22
Clso 21,01 +1,02 19,17 £ 2,32

5.4.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Maytenus

obtusifolia Mart.

Os resultados dos ensaios da atividade antibacteriana e antifingica do extrato
de M. obtusifolia Mart. estdo registrados nas Tabelas 45 (p. 184) e 46 (p. 185). O

extrato foi avaliado nas concentracdes de 1024 até 32 pg/mL, pela técnica de

microdiluicdo em meio liquido.

Pode-se observar que o extrato a 1024 pg/mL inibiu as quatro cepas

bacterianas usadas nos ensaios bioldgicos. Por outro lado, as espécies de fungos

apresentaram-se mais sensiveis ao extrato. Na concentragdo de 512 pg/mL, o

extrato inibiu o crescimento de seis (75 %) cepas incluindo C. albicans LM-108, C.
tropicalis ATCC-13813, C. tropicalis LM-36, C. krusei LM-13, A. flavus LM-247 e A.
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fumigatus IPP-210. E sete (88 %) das cepas de leveduras e fungos filamentosos
foram sensiveis ao extrato de M. obtusifolia na concentracéo de 1024 pug/mL.

A cepa microbiana S. aureus ATCC-6538 foi inibida na concentragdo de 512
pHg/mL e a cepa A. flavus LM-247 foi inibida na concentragéo de 128 pg/mL.

Os resultados dos ensaios de atividade antimicrobiana do extrato de M.
obtusifolia Mart. nas concentracdes de 1024, 512, 256 e 128 ug/mL contra bactérias
e fungos, podem ser considerados, respectivamente, de moderada (1024 pg/mL) e
otima (512 a 128 pg/mL) atividade, conforme os critérios adotados por Sartoratto e

colaboradores (2004) e Houghton e colaboradores (2007).

Tabela 45- Resultados da avaliagdo da Concentragao Inibitéria Minima- CIM
(ug/mL) do extrato de M. obtusifolia Mart. sobre bactérias - Técnica de microdilui¢éo.

™
& % ©
< ~ X n
Extrato Maytenus @) b @) s
fol 2 = 2 2
obtusifolia Mart. < ” < o
(%) S © o
(hg/mL) 2 o @ =
— 5 (o)
S © = =)
T s ) 5
% 2] 2 ©
S o
o
1024 - - -
512 - + + +
256 + + + +
156 + + + +
128 + + + +
32 + + + +
Microrganismo + + + +

Cloranfenicol
(200 pg/mL)

- N&o houve crescimento do microrganismo +: Crescimento do microrganismo



185

Tabela 46- Resultados da avaliacdo da Concentracao Inibitéria Minima - CIM
(ng/mL) do extrato de M. obtusifolia Mart sobre fungos - Técnica de microdiluicao.

Lo
> 8
© ) 3 © ™ o) =
Extrato Maytenus B S i ) < S 5 o
. : ' ' N o
obtusifolia Mart. O = S 3 = 3 < o
< " > %) D D - 0
(Mg/mL) 0 2 T ) 7 " 2
C ] ) s o o ] ©
< O = S = ~ > 2
& = 9 = O J = £
G s Q . : 2
: @) o @) < ;
@) = <
o
1024 - - - - + - -
512 + - - - - + - _
256 + + + + + + - +
128 + + + + + + - +
64 + + + + + + + +
32 + + + + + + + +
Microrganismo + + + + + + + +
Nistatina (100 UI)/
Fluconazol - + - - + - - -

(100 pg/mL)

- ndo houve crescimento do microrganismo +: crescimento do microrganismo
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6. CONCLUSOES

e O extrato etandlico bruto de Maytenus obtusifolia Mart., foi produzido a partir
do material vegetal (folhas) coletado em junho de 2014 no municipio de Santa
Rita — PB. Submetido ao processo de extracédo na propor¢ao 1,00 kg de droga
seca para 12 litros de etanol 96%, apds secagem, obteve-se 321,3 g de
extrato bruto das folhas.

e As analises de controle de qualidade realizadas com o material vegetal de
Maytenus obtusifolia Mart. estabeleceram um perfil mais adequado para a
caracterizacdo da droga vegetal em estudo. Foram estabelecidas
especificacoes para todos os meétodos de andlise de material vegetal

presentes na farmacopeia brasileira 52 edic¢éo.

¢ Os ensaios de “determinacédo de agua em drogas vegetais”, “determinacéo de
cinzas totais”, determinacdo de cinzas sulfatadas”, “ensaio limite de metais
pesados”, “determinacdo de densidade aparente de sodlidos”, “flavonoides
totais”, “taninos totais” e “determinagdo de contaminagdo microbiolégica”
apresentaram resultados satisfatérios confirmando sua aplicabilidade ao

material vegetal de Maytenus obtusifolia Mart.

¢ Os ensaios de flavonoides totais, taninos totais e fendlicos totais por métodos
espectrofotométricos confirmaram a riqueza do contetdo polifendlico presente

em Maytenus obtusifolia Mart.

e O método analitico foi desenvolvido e validado para os marcadores (-)-
Epigalocatequina, (+)-Catequina e (-)-Epicatequina e apresentou
especificidade, linearidade, precisdo, precisdo intermediaria, exatiddo e
robustez de acordo com as especificagdes exigidas pela ANVISA no “Guia de

Validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos” (RE n° 899/2003).

e A avaliacdo do extrato produzido durante o estudo evidenciou presenca de
1% do marcador (-)-Epigalocatequina, 0,4% de (+)-Catequina e 0,33% de (-)-

Epicatequina.
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Este € o primeiro relato da substancia (-)-Epigalocatequina na literatura de
Maytenus obtusifolia Mart. Os outros dois marcadores ja haviam sido

relatados em estudos da espécie.

De acordo com o método desenvolvido foi possivel calcular os limites de
deteccdo dos marcadores (-)-Epigalocatequina (2,081 pg/mL), (+)-Catequina
(0,597 pg/mL) e (-)-Epicatequina (0,488 pg/mL) e seus limites de
quantificacdo (-)-Epigalocatequina (6,938 pg/mL), (+)-Catequina (1,992
png/mL) e (-)-Epicatequina (1,627 pg/mL). Ambos os estudos apresentaram
limites de trabalho muito baixos o que demonstra a sensibilidade do método.

O extrato etandlico de Maytenus obtusifolia Mart. mostrou-se estavel em
relacdo aos marcadores quando exposto a luz visivel em ensaio de
fotoestabilidade. Foram observadas pequenas variacdes no teor do marcador
(+)-Catequina (7,594%) e seu isdbmero (-)-Epicatequina (4,718%), enquanto
concentracdo da (-)-Epigalocatequina manteve-se inalterada quando
comparada ao controle ndo exposto. Porém, quando avaliado sob radiacéo
UVA, foi possivel observar reducao significativa dos teores dos marcadores (-
)-Epigalocatequina (36,180%), (+)-Catequina (17,293%) e (-)-Epicatequina
(29,878%) quando comparados ao controle ndo exposto.

A atividade antioxidante do extrato etanolico de Maytenus obtusifolia Mart.
apresentou resultados tao eficientes (Clso 21,01+ 1,02 pg/mL), quanto aos
encontrados com o padrdo Acido ascorbico (Clso 19,17 + 2,32 ug/mL), cujo

uso é consagrado como antioxidante.

Os resultados dos ensaios de atividade antimicrobiana do extrato de
Maytenus obtusifolia Mart. nas concentracdes de 1024, 512, 256 e 128 pg/mL
contra bactérias e fungos, sdo considerados, respectivamente, de moderada
(1024 pg/mL) e otima (512 a 128 pg/mL) atividade, conforme os critérios
adotados por Sartoratto e colaboradores (2004) e Houghton e colaboradores
(2007).

O extrato etanodlico de Maytenus obtusifolia Mart.,, em suas concentracdes

mais altas, foi capaz de inibir o crescimento das cepas bacterianas
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Staphylococcus aureus (ATCC-6538), Staphylococcus aureus (M-117),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-25853) e Pseudomonas aeruginosa (LM-
116). Espécies de fungos leveduriformes Candida albicans (ATCC-76645),
Candida albicans (LM-108), Candida krusei (LM- 13), Candida tropicalis
(ATCC-13803) e Candida tropicalis (LM-36). E espécies de fungos
filamentosos Aspergillus flavus (LM-247) e Aspergillus fumigatus (LM-210).

Este trabalho ressalta a importancia do desenvolvimento e validagdo de
métodos de quantificacdo e de controle de qualidade de extratos vegetais e
fitomedicamentos. Além disso, busca incentivar a realizacdo de mais estudos
nessa linha de pesquisa, uma vez que o aproveitamento da rica
biodiversidade brasileira implicara em grandes beneficios para sociedade no
surgimento de novos fitoterdpicos e novas possibilidades terapéuticas.

Este € um trabalho de importancia no ambito da fitoquimica, por se tratar do
quarto estudo quimico e bioldgico envolvendo a espécie Maytenus obtusifolia
Mart.. Devido ao fato da espécie apresentar poucos estudos, estamos dando
uma importante contribuicdo a quimiotaxonomia, a fitoquimica e a

farmacologia da espécie, assim como ao género Maytenus.
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