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RESUMO

A padronizacdo de fitoterapicos leva a garantia de
sua eficacia. 1Inicia-se na secagem, estabilizacdo, moagem e
acondicionamento. Devem ser estabelecidas técnicas de ' reco-
nhecimento e manutencao das substidncias ativas, tanto na droga

vegetal como em suas formas derivadas.

Maytenus {Licifolia Martius .ex. Reiss. (Celastraceae)
é planta popularmente conhecida como espinheira santa, cance-
rosa ou cancorosa. Tem sido empregada como analgésico, con-

traceptivo oral, cicatrizante e nas gastralgias.

Encontra-se no elenco de 20 plantas"medicinais pro-
postas pela Central de Medicamentos para estudos, ja tendo si-
do comprovadas suas agoes cicatrizante e protetora em dis-

pepsias altas, bem como a baixa toxicidade e auséncia de acgao

‘mutagénica.

Para caracterizacdo da droga vegetal, estabeleceram-
-se parametros de qualidade, inicialmente como avaliacdo ana-
tomica da droga onde puderam ser observadas estruturas carac-

teristicas para M. ilicifofia como por exemplo a existéncia .de

parénquima palicddico em trés camadas.

Na analise quimica preliminar foi detectada a pre-
senca ‘de carotendides, flavondides, tanindides e substancias

nitrogenadas. As duas ultimas foram empregadas como substan-
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cias referéncia no desenvolvimento de técnicas para gquantifi-
cacao.

A técnica de quantificacéo utilizada para taninos,
é preconizada.em farmacopéia,'js para as metilxantinas, méto-

do de extracao descrito por Stahl e por coluna Extrelut se-

guido de quantificacao em espectrometria no ultravioleta.

Foram avaliados melhor os efeitos de diversos fato-
res tecnoldgicos sobre os macerados e submetidos a analise fa-
torial 4x2 e 3x2, onde féi possivel avaliar o rendimento de
extracdo das substénciés e de grupos especificos. Esta ana-
lise possibilitou avaliar qual fator que influencia a extra-
¢do, selecionando o macerado que contém 50% de alcool e com
5 dias de contato, sendo o alcool responsavel pelo efeito pre-

dominante.

O macerado padronizado foi submetido a estudos pre-
liminares de estabilidade através de ensaios de degradacao

térmica, a 30, 40 e 60°C, com acompanhamento cromatografico e

doseamento de substadncias tanindides, observando-se degrada-

cdo deste grupo, que ocorreu aparentemente sob cinética de

primeira ordem.



ABSTRACT

_ The standardization of phytotherapeutic drugs guarantees
;heir efficacy and safety. Such standardization begihs in the
. steps of drying, stabilizing, grinding and storing. Techniques
of recognizing and maintaining the active substances, both in

plant and in derived forms must be established.

The leaves o"lf Maytenus  4licifolia Martius ex. Reiss.
(Ce&wtuwéae), popularly known as "espinheira santa", "cancerosa"
or "cancorosa", have been used as analgeéics, oral
contraceptives, in wound healing and in alleviating gastric
distress. The plant is among the 20 medicinal plants proposed
for study by "CEME", the Brazilian national drug supply
administration. To date, its beneficial actions in wound healing
and in the treatment of dyspepsia have been clinical proven, as

well as its low toxicity and absence of mutagenicity.

In this study, quality control parameters fdr the plant
form were established, initially using Maytenus Aicigolia 's
anatomic ‘characteristics” as for example, its three-layered
palisadic parenchyma. Preliminary chemical anaiyses of the plant
revealed carotenoids,  flavonoids, tanninoids and nitrogenous

compounds. The latter two substances were used as references in

the development of quantification techniques.

Quantification by tanninoids, used in this work, is well



ix

recognized = in the pharmacopoeial literature. For
methyl-xanthines, extraction techniques described by Stahl
employing Extrelut céiumn extraction followed by v

spectrophotometric quantification were utilized.

To better evaluate the effécts of various techniques on
the maceration of the piant, 4x2 and.3x2 factorial analyses were
epployed, permitting evaluation of the extractive yield of both
specific substances and ‘specific groups of substances. The
analysis.revealed‘alcoﬁ;i'to be of parémount importance, with the

best extraction occurring with a maceration containing 50%

alcohol with five days‘of contact.

A standardized macerate was submitted to preliminary
stability studies through heat degradation experiments at 30, 40
and 60 degrees cen;igrade, dégradation be followed by
chromatography and Dby dosing _'of tanninoid substances.
Degfadation of these substances apparently followed first order

kinetics.
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INTRODUCAO

O homem desde remotos tempos faz uso de plantas medici-
nais, buscando a cura dos seus males. Com o advento da 22 Guer-
ra Mundial, houve um deciinio no consumo devido aos medicamentos
contendo substidncias isoladas. Nos ultimos 20 anos tem-se ob-
ser&ado um reforno em maior escala as plantas medicinais, levan-
do a maior necessidade de estudo quimico-farmacologico das mes-
mas. Este estudo € desenvolvido a partir de informac¢bes popula-
res do uso da planta sendo submetida a triagem quimi-
ca-farmacdlégica e,em fase posterior, direcionando. para estudos

mais especificos (FARNSWORTH, 1985).

O Brasil apresenta vasta flora medicinal, constando-
com destague na economia mundial dos fitoterapicos, com grande

variagdo climitica e fitogeografia bem definida (RENNO, 1971).

O desconhecimento atual dés plantas, de suas substan-
cias ativas e suas propriedades farmacoldgicas é a parte imersa
do "iceberg”, . uma massa enorme de infdrmacées originais que es-
tao ignoradasQ Fazer emergir estas informacOes de maneira ra-
cional é uma tarefa dificil, por vezes uma fonte de desilusodes,
de equivocos, necessitando de modificacdes continuadas dos méto-

dos de trabalho e orientacao da pesquisa (PATRI, 1984).

Nos paises desenvolvidos a utilizacdo de drogas deriva-

4
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das de plantas medicinais estia em torno Qe 25¢ (EUA). Na China
e Japido hd o grande interesse industrial, jd que o consumo' "in
natura®" € muito grande, de 5.767 medicamentos na China, 4.773
sdao fitoterdpicos. Com abertura da fronteira, houve auﬁento do

consumc na Europa e Oriente Médio (PETROVICK et alii, 1988).

O aspecto econdmico no Brasil & muito sério, como o re-

plantio é oneroso, gera a exploracido irracional, podendo levar a

extingcdo de muitas espécies medicinais. Quando o homem  brasi-

leiro comegar a repor o quelretira da natureza, havera a manu-
tencdo do equilibrio. Havera a necessidade dos orgdos financia-
dores de pesquisas no Brasil, ndo esquecerem de investir na pes-
guisa do replantio.. Ligado ao aspecto econbmico ha o social, o
alto custo do medicamento sintetizado, a pobreza reinante no
pais, a promulgacdo da "Carta Constitucional™ e o estabelecimen-
to do SUS (Sistema Unificado de Salde), que responsabiliza o Es-

tado pela salide de toda populacio.

Entre outras praticas de salde estd o medicamento que
exige boa quota dos recursos publicos destinados a saude. A fi-
toterapia ja é parte da cultura popular, surge como alternativa
econdmica. Ha no entanto, necessidade de estudo quimicq-farma-
colégicos das plantas medicinais para que a populacdo possa uti-
liza~las com seguranca. Iéto tem sido fomentado pela Cenéral de
Medicamentos e 6rg§os'financiadorés tais como CAPES e CNPg que

objetiVam a devolugdo da informacdo rapidamente a populacgao.

Nos ultimos 10 anos o assunto mais freqgliente com rela-
cdo aos fitoterdpicos € o asseguramento e a manutencdo da qua-

lidade.;”Para alcancar a qualidade final, deve-se ter em mente a



necessidade de padronizar desde a coleta, secagem, bem como todo
processo de manufatura, que sao caracteristicas para cada espé-

cie vegetal.

MENBEN (1979) discute o problema da inseguranca na te-
rapia, devida a grande oscilacdo de concentracdo de substancias
ativas e ligada as carateristicas ambientais (clima, solo, radia-~
¢a3o solar) e estagio de desenvolvimento da planta no periodo de

coleta.

As Boas Praticas de Fabricagao (GMP) estabelecidas em
1969 pela Organizacao Mundial da Saide (OMS) preconizam um certo
namero de disposig¢Oes relativas 4s regras de obtencado de medica-
mento e ao controle de qualidade (VALERY, 1989). Estas re-
gras podem perfeitamente ser aplicadas para producao de fitote-

rapicos, desde insumos até o produto final (ROBERT et alii,

1979).

Ha o.questionamento por parte de alguns autores (MEN-
EN, 1981; PETROVICK etélii, 1988), de que, se os fitoterapicos
pertencem ao arsenal terapéutico devem ser tratados coﬁo tal,
quanto as exigéncias de fabricagcao e controle de qualidade, es-
tabelecendo normas de identificacdao dos mesmos, ja que gqualidade

significa terapia com efeitos mantidos.

A identificacdo botdnica das espécies € indispensavel
para o desenvolvimento da padronizacao, de acordo com os dados

morfolégicos, anatdmicos e fisioldégicos. No Brasil a flora é

~vasta e a bibliografia ainda é restrita, muitas vezes, para me-

lhor classificacio, faz-se necessario associar a esta, a analise
guimica.Normalmente &€ feita por reacoes quimicas cléssicas . e/ou:

REEN
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tracando-se o perfil cromatogrdfico, método relativamente facil

e rapidamente executdvel apdés fixadas as condicOles.

Para o estabelecimento destas condigdes geralmente ha a
necessidade de conhecer as substancias afivas e/ou substadncias
referéncias (marcadoras). Geralmente as substancias marcadoras
sdo utilizadas quando as substincias ativas estdo em baixissima
concentracdo, sejam muito—instéveis,‘oﬁ de dificil deteccao e
portanto ndo permitam reprodutibilidade da técnica. A substan-
cia marcadora serve para a determinacao da qualidade, sendo ga-
rantia para o uso terapéutico e como material de reconhecimento

cientifi_co (MENBEN, 1981).

'

Na obtencdo de fitoterapicos ha um ciclo farmacéutico,
com uma seqliéncia de acles de transformacdes fornecendo produto
interﬁediério e/ou forma farmacéutica. Nesta fase sao estabele-
cidas as caracteristicas pretendidas da matéria-prima e sao fi-
xadas as melhores técnicas para secagem, moagem, granulometria

objetivando a qualidade da droga.

A escolha do método de secagem do material depende es-
sencialmente da natureza das substancias ativas, das caracteris-

ticas da droga, temperatura e da umidade relativa do ar.

Entre os varios métodos, hd secagem ao ar livre caracte-
ristica dé climas tropicais, secagem a altas temperaturas
(70-1100C) por curto pe.fiodo e os métodos propostos por NGUYEN-,I&IEP
et alii (1964) onde a secagem é feita com temperaturas variando
de 10-1200C com circulacéo de ar, ou raios infravermelhq ou va-

cuo, estabelecendo por tentativa o tempo necessario para a esta-

‘bilizacdo da droga. Estes processos visam a inativa¢do enzima-



tica. MENBSEN (1979) alerta para o problema desta inativacao
ser temporaria ou seja, ao colocar a droga em contato com o 1li-
quido extrator, haver a continuidade do processo de desorganiza-

cdo e deterioragdo da droga.

A perda por secagem, apesar de ndo constar nos cobdigos
oficiais, € um recurso tecnoldégico de grande valia. Aliado a
perda por dessecagdo, método farmacopéico, permite avaliar e

controlar a secagem da droga.

Ainda dentro dos critérios necessdrios para caracteri-
zacdo da matéria-prima podem ser determinados a variagao granu-
lométrica, o teor extrativo e avaliacao quantidade -das substan-

cias marcadoras.

A andlise granulométrica torna-se importante no proces-
so de padronizacdo, por fornecer a distribuicdo das particulas e
o didmetro médio delas. . Estes fatores -sio determinantes no ren-
dimento da extracéo das substdncias ativas presentes nana droga

(VOIGT, 1980).

Uma técnica para caracterizacdo da qualidade de drogas,
instituida em cbédigos oficiais e oficiosos (FARMACOPEIA, 1988;
BUNDESVEREINIGUNG, 1986), além de ser preconizada pela Organiza-
c3o0 Mundial de Satde (ZHI-CEN, 1980), &€ a determinacdo do teor
extrativos (TE), que traduz a quantidade de todas substancias ex-
traiveis sOb'ébndicées pré-determinadas. Embora seja uma técnica
inespecifica, & de grande valia para assegurar a qﬁalidade ‘das
drbgas vegetais, quer como matéria-prima, quer como produto in-
termediério,no-ciclo de transformacéés. Esta técnica &€ bem re--

produtivel e caracterizadora da matéria-prima, ji que & diferen-
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ciada para as diversas plantas medicinais. Permite avaliar,
quando ha a quantificacao de grupos de substéncias ativas, a re-
lacao entre estas e o total de substéncias extraidas. Aliado a
isto & um método facilmente iealizével e com custo reduzido pa-

ra a industria de fitoterapicos.

A padronizacdo da matéria-prima bem realizadé nao asse-
gura porém, isoladamente,o alcance da qualidade no produto fi-
nal, se nao forem conhecidas e determinadas as condicOes de ex-
tracao, dentre elas a escolha do solvente, a qual deve ser cri-
teriosa, considerando que este deva promover boa dissolucao dos
constituintes, possuir baixo ponto de ebulicido, sem residuo de
destilacao, ﬁéo ser inflamévél<(STELLMACH, 1980; ROSS & BRAIN,

1977) e, quando hid manutencdo do solvente na forma farmacéutica,

deve-se observar sua compatibilidade fisioldgica.

Em extracdes ndo é recomendavel utilizar a agua, pois,
além de extrair consideravel qguantidade de substdncias que sdo
responsaveis pela hidrdlise ou oxidacao, extrai junto mucilagens
e carbohidratos que formam solugbes viscosas dificultando o pro-
cesso de filtracio. Além disso é excelente meio de crescimento
de microorgahismos; 0 &4lcool é um bom solvente para as subét&n—

cias ativas e ndo dissolve gomas, acgucares e proteinas. 1Inibe a

acao enzimatica e o crescimento microbiano. Assim, o ideal é a

utilizacdao de solucdes hidroalcodlicas que combinam as agdes do
alcool e agua (PARROT, 1971), podendo promover um aumento 'no

contetido de sdlidos totais (PAL & NANDY, 1983).

Granulometria, pH, tempo de contato e temperatura sao
fatores acessbrios para a obtengdo de maior rendimento na extra-

cdo. De acordo com as substdncias a serem extraidas, € possivel
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aiterar-se ‘o pH do liquido extrator e aumentar o rendi-
mento. A granulometria & um fator ja preconizado como importan-
te e até decisivo em alguns casos para melhor extragao. Parti-
culas maiores fornecem menor superficié de contato com o liquido
extratbr, engquanto que particulas muito peguenas podem reter as
substancias ativas no marco kVOIGT, 1980). O tempo de contato
melhora o rendimento de extracdo, no entanto, € importante con-
siderar que o estabelecimento do tempo de extracdo deve ser ra-
cional, jd qgue em alguns casos as substdncias ativas apresentam
tendéncia a sevinstabilizar em solugao, demonstranéo ao final de
longo periodo resultados semelhantes ao obtido apés 10 ou 15
dias de maceracdo. Isto leva a pérda do tempo para extrair as
substancias ativas com consegliente acréscimo no preco do extra-
to. Usualmente o tempo fixado é no minimo 5 dias e no maximo na

faixa de 10 a 15 dias.

A temperatura é um fator que estd intimamente ligado a
extrac3o das substancias ativas se termolabeis ou termorresis-

tentes.

Dentre os varios métodos extrativos, a maceracdo desta-
ca-se por proporcionar bom rendimento, ser mais simples, permi-
tindo sua execucdao sem requerer egquipamentos sofisticados. Se
bem estabelecido o tempo de contato entre droga e liquido extra-
tor, o problema de instabilidade dés substdncias torna-se insig-

nificante diante do rendimento.

Se ha a possibilidade de determinar qual ou quais cons-
tituintes apresentam acao farmacoldgica, tem-se agora dois cami-

nhos a percorrer. A extracdo destas substancias ativas para ser

transformadas em uma forma farmacéutica intermediaria ou produto
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final, ou o0 isolamento das mesmas. LIST (1969) gquestiona se
apds deteccdo da substancia ativa €& melhor isold-la ou se sua

acao seria mais eficaz em conjunto com substancias em uma prepa-

racdo galénica. Exemplo disto é apresentado em estudos com ex-

tratos de beladona e solucgdes de alguns de seus alcaldides, em

que obtiveram-se respostas terapéuticas diferentes.

"Ainda com relacdo as preparagdes extrativas, alguns fa-
tores propostos por BONATi (1980) devem ser cénsiderados, como a
escolha do solvente, conforme éexposto anteriormente, observando a
solubilidade e estabilidade das substancias a serem extraidas, a
forma fisica do extrato que se pretenda (extrato mole, fluidb ou
seco), observando ainda as caracteristicas da substdncia ativa

{

para que ela permaneca estavel fisica e quimicamente.

Independente de sua consisténcia, o extrato deve apre-
sentar conteudo definiqo em substancia ativa ou referéncia, e
ser otimizada ascondic6eé dethencéq. O preparo de extratos pa-
dronizados guali e quantitativamente é dificultado pelo incom-
pleto conhecimento de sua composicdo e pela inadequacdo dos mé-
todos de analise; este fato prejudica a manutencdao da gqualidade

entre os diferentes lotes do produto (CRIPPA, 1980).

Incluida no elenco de plantas medicinais proposto pela
CEME (Central de Medicamentos) para serem estudadas, esta
Maytenus L&éaéo&a .Martius, ex Réissek (Celastraceae ), conhecida po-
pularméﬁté comoféspinheira santa, canéorosa, canceroéa, coromi-
lho do campé, éalQa-vidas, espinho de Deus, espinheira divina,
tem sido ﬁsada no.Paraguai pelas populacbes indigena e rural co-
mq,cdntxolador da natalidade (SCHVARTZMAN et alii, 1976; ARENAS

et alii, 1977). Na Argentina & utilizada como antiasméticq;_sia-
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lagogo,,antisséptico e vulnerario (AHMED et alii, 1981). No
Brasil utilizada como abortiva e emenagoga (AZORERO & SCHVART-
ZMAN, 1975), no tratamento do cancer de estomago (PIO CORREA,
1952), como tdnica (MELLO, 1980), analgésica, cicatrizante, an-

tisséptica,em gastralgiase como diurética (COIMBRA, 1958).

A importancia do vegetal tem motivado diversos centros
de pesquisa a realizarem estudos fitoquimicos, famacoldogicos e
sobre o cultivo racional extensivo, existindo hoje no Brasil, no
minimo cinco grupos avaliando estes fatores: Universidade Fede-
ral de Minas Gerais, Universidade de Campinas, Universidade de
Séo Paulo-ﬁibeiréo Preto, Universidade de Sao Pauio ~ SP e Fun-

dacdo Ezequiel Dias (Belo Horizonte). Com relacdo aos estudos

 farmacolégicos, LIMA (1969) comprovou a acdo antimicrobiana em

gram positivos (Bacillus, Staphylococcus, inclusive S. {faecalis).
STELLFELD (1935) detectou acdo diurética e analgésica, LIMA
(1969), acao antineoplasica, atividade antitumoral contra sarcoma
de Yoshida de ratos albinos e sarcoma 180 de camundongos allins
suig¢os. MELLO (1974), acac anticancer de pele com baixa irrita-
bilidade, com propriedades antineoplasicas tardias e mais efi-
cazes. CARLINI e BRAZ (1988 ) comprovaram acdo protetora do
abafado (infuso) contra ulcera experimental em ratos. KITAJIMA
& SOHMA (1986) relataramque a acido e o mecanismo de acdo sdo com-
paréveis'é cimetidina. Quando testada a inducao ao sono por via
oral apresentou resultado negativo,qﬁando administrado por via
intraperitonéal,houve diminuicdo significativa da atividade 1lo-
comotora} aumentando o tempo.do sono induzido por pentobarbital,

contestando o relato da inducao ao sono.. N3o apresentou alte-

.racdes quanto a fertilidade de ratos e quando administrado cha

antes ou depois da prenhez, ndo apresentou efeitos teratogénicos
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(CARLINI, 1988 ).

.
Os estudos quimicos de Maytenus 4ilicifolia iniciaram-se,
em 1934 com STELFELD, descrevendo a presenca de iodo, enxofre,
fésforo, sbédio, cadlcio, taninos, resina levemente aromatica, ce-
ra, clorofila, corante e mucilagem. LIMA (1971) isolou maiteni-
na e pristimer;na. HNATYSZYN et alii (1974)detectaram, no cha de
talos, ramos, folhas e raizes a presenca de aminodcidos, fendis,
taninos, fitoesterodides insoliveis em égua; leucoantocianidinas
e saponinas. AHMED et alii (1981) guantificaram . maitan-
sindides (maitansina, maitanprima, maitanbutina) em decocto das
folhas, sementes e parte da raiz de M. ilicifofia por cromatografia
ligquida de alta eficiéncia. MANDICH (1984) detectou altas con-
céntracées de taninos; chalconas e auronas. ~ PEREIRA (1962)
descreveu a presenca de maitenina, tanino, calcio, magnésio, ti-
tanioe acido clorogénicp.  WASICKY (1954) relatou presenga de

dulcitol e substancias tanindides.

Apesar do grande consumo de plantas medicinais no pais
e no mundo, os estudos toxicoldgicos s3do mais restritos do que
os quimico-farmacoldgicos. Muitas plantas, consideradas medici-
nais, contém substancias com alta toxicidade sendo no entanto,
consumidas com completo desconhecimento e as vezes até com certo
descaso. PRISTA (1982) dizia que a sobredosagem e o mau uso dos
vegetais medicamentosos podem também originar intoxicagdes irre-
paréveis; A prescricSo'e a venda sem regras de misturas medici-
nais podem originar problemas dé toxicidade para. os quais as au-
toiidades sanitériaé néo.estéo suficientemente alertadas, mas

que, em todo mundo, sdo objeto de atencdo e estudo.

Um otimismo exagerado abrange hoje a fitoterapia clas-
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sica, classificada como uma terapia ndo toxica. Informacées
desta natureza séo as mais encontradas na literatura popular,
geralmente enquad%ando os "milagres do fitoterapico". HA o
guestionamento por parte de alguns autores (MEERE, 1983; THESEN,
1988), se realmente os chads sdo tdo saudaveis e tao uteis? Se o
uso prolongado e indiscriminado ndo apresenta riscos? Se ndo €
possivel que os efeitos coiéterais sobreponham-se aos efeitos

terapeuticos?

FARNSWORTH (1985) propée/que se cologue na balanca efi-
cadcia versus toxicidade e sé assim se podera avaliar, se a droga

vegetal deveréa ser utilizada como medicamento.

Os estudos toxicoldgicos realizado para M. Licifolia
mostraram que esta droga vegetal nao apreéentdu nenhum efeito
toxico significante.(CARLINI & FROCHTENGARTEN, 1988 ). Em dqses
centenas de vezes maiores éue as usadas pelo homem naoc apresen-
tam toxicidade (CARLINI et alii, 1598 ), néo causam alteracoes

gquanto as séries branca e vermelha, nao altera o estado geral

- como perda de peso, temperatura, bem como de varios parametros

séricos e exame andtomo-pataldgico das visceras (CARLINI et
alii, 1988 ). VARGAS et alii (1989) submeteram o extrato aquoso
50% (m/V) de M. ilicifolia a testes de mutagenicidade pelo teste
AMES TAl100 e TA98, obtendo resultados.negativos, sélientando que

taninos sdo antimutagénicos.

Os controles organplépticos, fisicos (pH, densidade,
viscosidade) e quimicos, podeh dar.uma indicacdoc sobre a nature-
za d¢'extrato, mas sdao insuficientes, por refletirem mais a ima-
gem do solvente. Assim se faz necessirio apelar para outros mé-

todos (DIEMUCH, 1980).
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A espectroscopia no ultravioleta de uma substadncia nac
tem geralmente um alto grau de especificidade, € no entanto,

muito Gtil para as avalia¢des quantitativas.

Normalmente a quantificacéo de uma substancia ou grupo
de substéncias é feita por comparacdo simultinea com absorvancia
de substancia referéncia. Quando as avaliacdes sd@o realizadas
com grande freqliéncia, pode-se omitir o uso da substdncia refe-
réncia é empregér uma curva padrdo da mesma (FARMACOPEIA Inter-

naciopal, 1980).

A espectrometria pode, em certos casos, ser utilizada
diretamente sobre o extrato diluido (DIEMUCH, 1980), mas sao ca-
sos isolados, geralmente se faz necessario desenvolver e/ou fa-

zer uso de métodos farmacopéicos ou ndo de extracgao.

GSTIRNER et alii (1956) avaliando a estabilidade de ta-
ninos em‘farmacégenos e tinturas de varias espécies vegetais,
cOmpararam métodos classicos preconizados para a quantificécéo,
optando entrecdutros,‘pelo método colorimétrico por aglutinagao
(com hemacias), método gravimétrico com po de pele cromada e mé-
todo colorimétrico com pd de pele. Os métodos colorimétricos e
por aglutinacao foram considerados pelo autor, os mais eficien-

tes para quantificacdo de taninos.

O reativo Folin-Denis €& constituido por uma mistura de

 acido fosfotﬁngsticov (H3Pw012040) e acido fosfomolibdico .

(H PM01204) que e reduzido. éntéo pela oxidacao dos .fenéis, em

uma mlstura de ox1dos azuis de tungsténio (W08023) e do mollbde—

. nlo (Mo8 23) (SWAIN, 1964) A coloracao produ21da com vabsorcao

max1ma entre 725- 750nm, é proporc1onal a taxa de compostos feno-
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licos (RIBEREAU-GAYON, 1968). A reacdo nd3o é especifica, pois
outros polifendis podem reduzir o reagente. Para evitar este

inconveniente, os taninos sao precipitados ou adsorvidos da so-

-lugdo extrativa por técnicas apropriadas como gelatina, albumi-

‘na, pbé de pele, solugbOes de eritrbcitos, etc. (REICHER, SIERAWS-

KI & CORREA, 1981).

O termo estabilidade aplicado a um medicamento se refe-
re a capacidade deste em manter suas caracteristicas iniciais

déntrotkadeterminados‘limites.

Um medicamento estd submetido durante o seu armazena-
mento a diversas alteracOes ambientais como a luz, oxigénio do
ar, étc.;vmas ha outra série de mudancas devidas ao transporte:
com efeito, de acordo com a modalidade, o medicamento podera se
encontrar exposto a fatores mecanicos e climatoldgicos, que po-
deriaﬁ provocar desde ruptura da embalagem até um verdadeiro en-
velhecimento aceleradé: a permanéncia do veiculo transportador
ao sol, pode acarretar a elevacgdao da temperatura interior até
700C. Os choques e as vibrac¢Oes repetidas podem provocar alte-
racoes fisico-quimicas como cristalizacao, sedimentacdo, quebra

de emulsdes, erosdao de comprimidos, etc.

O aumento da temperatura acelera praticamente todos os
processos degradativos; as variac¢des térmicas, por si s6 ou em
combina¢do com outras causas de instabilidade, constituem sem

davida o fator mais ativo e mais permanente de degradacéo de me-

dicamentos;' Os metodos de envelhe01mento acelerado para o) estu-
 do de establlldade de uma espe01alldade se baseiam em medlr o

-efelto que produz, em curto tempo,‘uma elevacao de temperatura

constante ou uma alternanc1a de temperaturas altas e balxas.’

PR
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Até o principio do século XVIII, a maioria dos medica-
mentos era total ou parcial de origem vegetal e, com seguranca,
o estado de.conservacéo'de uma prepara¢do era julgado unicamente
pelo seu estado macroscdpico, mas as preparacbes eram extempora-
néas ou era utilizado o farmacogeno 'paia o preparo de chas.
Atualmente, dado o aumento do consumo, tem-se tentado obter for-
mas farmacéuticas estaveis sob a forma de extratos e tinturas,

bem como, manutencdo do teor de substancias ativas na droga.

O planejamento fatorial objetiva proporcionar o maximo
de informacdo, apresentando programa de trabalho o mais simples,
eficiente e econdmico possivel. Tem como principios bésicos a

reproducdo aleatorizada e o controle local (OSTLE, 1977).

A anadlise de variancia & um desenvolvimento 1légico do
teste t para diferencas de médias de duas populacdOes, ao passo
que, a analise de varidncia é técnica mais geral e pode ser uti-
lizada para analisar diferenca entre médias de 3 ou mais popula-

cdes simultaneamente (PETERS & SUMMERS, 1973; BRUNING & KINTZ,

1968) .

O planejamento completamente ao acaso (randomizado),
permite investigar um conjunto de variaveis com outro conjunto,

combinados entre si.

Newman-Keuls é um teste multiseriado que fornece infor-
macdes das diferencas significativas, entre os niveis, possibi-

litando a comparacao mﬁltiplé (MONTGOMERY, 1976). S&o compara-

das as maiores médias com as menores. E um teste mais conserva-
;dorvque outros semelhantes, apresentando menor erro. Geralmente

aplicado se o teste de fisher _é significaﬁivoi para_(lv#"0,0S
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O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento galénico
para a droga M. Jilicifolia e a avaliacdo tecnoldgica dos fatores

gue influem na obtencd3o de forma farmacéutica dela derivada.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAIS
2.1.1 Material Vegetal

As folhas de M. iuu'éow Mart. ex. Reiss.
(Celastraceae) e Sorocea bonpfandii (BAILL) BURGER, LANJ & BOER
(Monaceae), foram coletadas em Encruzilhada do Sul (R.S.), em de-
zembro de 1986 e identificadas pelo técnico Marcos G. Sobral .

Todina nhombifofia HOOKER & ARNOTT (Santafaceae), adquirida no co-

mércio de Porto Alegre e Citronella  gongonha  (MART.) HOWARD
(Tcacinageae), cedida e ambas identificadas pela Botanica Lilian
Auler Mentz, por comparacao com exsicatas existentes no herba-

rio do Departamento de Botd3nica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. M1, M2, M3 foram coletadas em Guaporé (R.S.) em

abril de 1987 e fornecidas como Maytenus iLicifolia . Nio foi pos-

sivel identificar estas trés uUltimas espécies.

: é
As exsicatas das quatro primeiras espécies se encontram

no herbario do Departamento de Botanica (UFRGS), com registro

ICN no 6‘6752, 66756, 4384 e 2311, respectivamente.

Foram adquiridas amostras da droga rasurada, sob a for-
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ma de "sachets" no comércio de Porto Alegre, com o0 nome popular

de espinheira santa, espinheira divina, cancerosa,

Al' AZ' A

denominadas

3 (Tabela 1) e tinturas Tl' T2' T3 (Tabela 2).

TABELA 1 - Descricdo das especialidades farmacéuticas contendo
droga. rasurada adquiridas no mercado.
AMOSTRA FABRICANTE ) NOME POPULAR LOTE ;K§:;C:2%O
A1 .Lab. Flora da India espinheira santa - 14.04.87
A,y LIFAR espinheira santa - -
A3 Lab. Flora da India cancerosa - -

TABELA 2 - Descricdo das amostras sob a forma de tintura adqui-

ridas no mercado.

AMOSTRA FABRICANTE NOME POPULAR LOTE  pammae :&O
Tl Lab. Flora da India espinheira divina - 11.02.87
T, | Lab. R. Parana | espinheira santa 006/86 03.86
T3 Lab. Kiein' espinheira divina - -

2.1.2 Aparelhos-é:Equipamentos

. Aparelho_de tamisacao vibratorio RETSCH com tamises segundo a

DIN 4188.

. BAerOmetro DIN 12791 - série M100 473768 e 473870.

. Espectrofotdmetro ultravioleta VARIAN - série 634 com regis-

trador linear.
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. Estufa de ar circulante HERAEUS - B 5042 - tipo RVT 360.
. Estufas termostatizadas BIOMATIC. |

. Evaporador rotatdério BUCHI - RV2.

. Lampada universal de quartzo FLUOREST 254 e 365nm.

. Moinho de martelos'RETSCH.

. PpHmetro KNICK pH-mV-METER - tipo 520.

. Prensa hidraulica manual HAFICO

. Turbolizador ARNO super.

. Microscopio fotografico CARL ZEISS/JENA com camara embutida.
2.1.3 Substancias Referéncias, Solucdes e Reagentes

Os solventes e reagentes utilizados possuem grau de pu-

reza pro-analise, salvo os especificados no texto.
Substancias de Referéncia

- Estricnina (Carlo Erba)
- Emodina (Merck)

- Digitoxina (Wellcome)

- Acido tanico

- Saponina branca (Merck)
- Catequina (Roth)

- Rutina (Merck)

.~ Cumarina. (Merck)

- Crisofanol (fornecido pelo laboratérié de fafmacognosia -

UFRGS) .

- Emetina (Merck)

- .Espatteina fMeer)

T



Magnésiolém pé‘(Merck)"

Saponinas de  Thinowia coriaceae  BRITTON (fornecidas

Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkel).

Cafeina (Carlo Erba)

Teofilina

Teobromina

Pirogalol.

Taninos (SETA).
Solucoes

Acido fosfotungstico (Reagente Foiin-Denis)
Acido sulfirico 1N.

Carbonato de sédio, 21,52% (m/V) e 1M.

Cloreto de aluminio 5% |

Cloreto férrico 1% .

Ferrocianeto de potassio 1% (m/V)

Gelatina 1% | ’ ‘

Hidroxido de amdnio 6N

Hidroxido de calcio e sulfato de cobre 20% (m/V)

Hidréxido de potéassio 0,5N (m/V)

'Hidroalcodlica 50:50; 40:60; 30:70 (V/V)

Peréxido de hidrogénio 5% (V/V)
Tampao borato pH 7,0
Tampao acetato pH 4,0

Hipoclorito de sbédio 5%.
Reativps;fSubstancias Reagehtes e Outros

Reativo de Kedde (MARINI-BETTOLO, 1971)

19

pelo
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- Pévde pele levemente cromada (Merck)
- Extrelut = terra diatomicea (Merck)
- Azul de astra 1% (F. B, 1IV)

- Safranina 1% (F. B. 1IV)

- Hipoclorito de s0dio 5%.
2.1.4 Sistemas Cromatogréficos

Os cromatogramas em CCD fofam desenvolvidos, quando nao
especificado diferentemente, em placas de vidro (20x20cm), pre-
paradas em laboratdrio com suportes descritos abaixo em uma es-
pessura de 0,25mnm, empregahdo 65 eluentes respectivos (propor-

coes volumétricas).

I - Acetato de etila: acido formico: agua (95:5:5)
Silicagel GF254
11 - Cloroformio

Silicagel GF254

I11 - Agua

Celulose microcristalina - Merck

v - Butanol-1: acido acético: agua (45:0,5:50 - Fase supe-
rior)

Celulose microcristalina - Merck

v - Cloroférmio: etanol (99:1 - CS)

Slllcagel GF254

VI - Metanol: hidréxido de amdnio (100:1,5)

Cromatoplacas HPTLC para nanocromatografia em camada del-

gada. Silicagel 60 F,cs 10x10cm.
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VII

VIII

IX

XI

XII

XI1I

X1V

XV

XVI
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Butanol-1l: acido acético: agua (45:5:50 - fase superior)

S;llcagel GF254.

Clorofdormio: acetato de etila: acido formico (45:45:1,2)

Silicagel GF254.

Acido acético 2%

Papel filtro comum

Acido acético 2%

-Celulose microcristalina - Merck

Clorofdormio: acido acético: agua (50:45:5)

Silicagel GF254.

Tolueno: acetona: clorofdormio (40:25:35)

Silicagel GF254.

Acetato de etila: &cido férmico: agua (90:5:5)

Silicagel GF254.

Ciclohexano: dietilamina (9:1)
Silicagel GF254.

Ciclohexano: dietilamina (9:1)

Celulose microcristalina - Merck

Metanol: hidréxido de amonio (100:1,5)

.Cromatoplacas HPTLC para nanocromatografia em camada del-

gada sem indicador de fluorescéncia 10X10cm, silicagel

60G. .
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2.1.5 Agentes Cromogénicos

Rl -

R2 -

R3 =~

R4 -

R6 -

R7 -

R8 -
R9 -~

R10-

Vanilina 1%: acido cloridrico - 37% (0,5:1,0, V/V)
Anisaldeido em acido acético: dcido sulfirico (0,5:1,0)
(BOLLIGER & KONIG, 1969)

Cloreto de antimdnio III: clorofdrmio (1:3) (STAHL, 1969)
Solucdo de hidroxido de sb6dio 1N .
Reagente Dragendorff (MARINI-BETTOLO, . 1971)

Solucdo A: (0,85g subnitrato de bismuto + 40,0 agua desti-
lada + 10,0 ml acido acético)

Solucao B: (8g iodeto de potassio + 20 ml de agua).

Misturar A e B no momento do uso.

Reagente sulfato cérico (STAHL,. 1969)

Solucdo alcodlica de iodo 2%: solugdo de éciéd cloridrico
(25%) em etanbl 96° GL '(1:1, V/V - STAHL, 1975).

Acido nitrico: 25% (V/V)

Hidr6xido de potéassio 5% (m/V) em etanol

Acido sulfirico 49% (V/V) (STAHL, 1969).

METODOLOGIA

2.2.1 Caracterizacao Morfologica

) - 0] - . ;’ . .
Para analise morfologica foram consideradas as seguin-

tes caracteristicas: comprimento de folha, tipo de bordo, nimero

de pares de espinhos, textura (folhas secas), tipo de nervura,

comparando com descri¢Oes de LOURTEIG (1955), CABRERA (1965),

MATTOS (1965), MIQUEL (1965-7).
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2,2.2 Caracterizacao Anatomica

Os estudos anatomicos foram realizados de acordo com a
hetodologia tfadicional de microtécnica vegetal: os cortes foram
realizados em material seco incluido . em suportes de cortiga,
secciohados com lamina, no sentido traﬁsVersal, na regido media-
na da folha, ‘incluindo parte dainervura central. Foi realizada
clarificacdo dos cortes numa‘solucéo de hipoclorito de sodio
(5%), lavados em agua destilada e corados com sistema safranina
1% e aiul de astra, apoOs montadas as ladminas semi-permanentes em
glicerina 33% (OLIVEIRA & AKISUE) 1983; BOMTEMPI JONIOR, 1988 -

modificado).
2.2.3 *"Screening"™ Fitoquimico | '
2.,2.3.1 Testes quimicos preliminares
2.2.3.1.1 Alcaldides*

Em tubo de ensaio contendo 2,0g da droga' moida (200),
adicionou-se 10,0ml de acido cloridrico 1%, deixando 30 minutos
em banho-maria. A suspensdo foi filtrada sobre algoddao para

dois tubos de ensaio (2 e B)..

Ao tubo A adicionaram-se 5 gotas do reativo de Dragen-
dorff. Para verificar se havia ocorréncia de precipitac¢ao, uti-

lizou-se como referéncia, solucdo de sulfato de estricnina

Ao tubo B adicionou-se solucdo saturada de carbonato de

!

% MARINI-BETTOLO, 1971. '
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‘gbdio 21,52%, até pH 8-9 e entdo adicionaram-se 4 ml de clorofdr-

mio. A fase superior (B) foi retirada e tratada com gotas de

acido acético até aparecimento de cor marron amarelada (pH 5).

ApbOs, adicionaram-se 5'gotas de reativo de Dragendorff (R5). A
formacdo de precipitado indica presenca de alcaldéides quaterna-

rios.

A fase cloroférmica (B) foi tratada com 2 ml de &cido
cloridrico 1%. A camada superior formada, foram adicionados 5
gotas de reativo Dragendorff. A presenca de precipitado indica

existéncia de alcaloides terciarios. -
2.2.3.1.2 Antrandides

Em tubo de ensaio contendo 0,2g da droga moida (200),
foram adicionados 5 ml de hidroéxido de potassio 0,5N e 0,5le de
peroxido de hidrogénio 5% e a seguir, a éolugéo foi fervida em
banho-maria durante déis minutos. Apds esfriar, foi filtrada a-
través de 13 de vidro. Ao filtrado adicionou-se &cido acético
glacial até pH 5. Foram misturadosl’é solucao resultante 5 ml de
tolueno. A fragéd superior foi retirada e adicionada de 2 ml de
hidréxido de potassio 0,5N. O aparecimento de cor vermelha in-
dica presenca de antrandoides. O teste foi reélizado usando emo-

dina padréo'0,0S% em tolueno.
2.2.3.1.3 Polifendis

A 2,0 ml de solucdo obtida com 1,09 de 'planta moida

(200-300) adicionada de 10,0 ml de &gua e aquecida em ba-

* MARINI-BETTOLO, 1971.
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nho-maria por 30 minutos, adicionaram-se 2,0 ml de mistura re-
cém-preparada de cloreto férrico 1% e ferrocianeto de potassio

1%.
2.2.3.1.4 cCardenolideos*

Em tubo de ensaio contendo 3,0g de droga moida (200)
adicionaram-se 10 ml - de agua destilada. Deixou-se a temperatura
ambiente por duas horas, filtrou-se sobre algodao e dividiu-se em

2 tubos de ensaio (A e B).

Ro tubo A adicionaram-se 4 gotas do reativo de Kedde.

Verificou-se o aparecimento de cor azul violeta. -

Ao tubo B adicionaram-se 2 ml de cloroférmio. A fase in-
ferior adicionaram-se 4 gotas do reagente de Kedde. Observou-se o
aparecimento de cor. Utilizou-se -como substancia referéncia,

solucdo de digitoxina 0,025% em metanol.
2.2.3.1.5 Taninos*

Foram aquecidos em um tubo de ensaio 3,0g da droga moi-
da (200) com 10,0 ml de agua por.5 minﬁtos. ApOs esfriar a so-
lucéo'foi filtrada em papel filtro e adicionada de 5,0 ml de
cloreto de sédio 2% para clarificar o filtrado e 5,0 ml1 de solu-
¢do de gelatina 1%. \Verificoﬁ-se possivel précipitacéo. Utili-

zou-se como padrdo, solucdo de acido tanico 0,5%.

% MARINI-BETTOLO, 1971.



»

26

2.2.3.1.6 Flavonbides - (DOMINGUEZ, 1973)

A 2,0 ml de solugdo obtida segqundo o item 2.2.3.1.3,
adicionaram-se alguns peda¢os de magnésio e 10 gotas de acido clo-
ridrico concentrado. Agitou-se e observou-se o aparecimento de

cor .

2.2.3.1.7 Saponinas (FARMACOPEIA, 1988)

’

!

3,09 da droga moida (200) foram aguecidos em um tubo de

‘ensaio com 10,0 ml de agua destilada. ' A solucdo foi filtrada a-

través de papel filtro a temperatura ambiente. O filtrado foi
colocado em uma proveta e agitado por 5 minutos, apds formar es-
puma. Adicionaram-se 5 gotas de acido cloridrico. Foi observa-

do se houve diminuicdao da espuma.
2.2.3.2 "Screening" por cromatografia sobre camada delgada
2.2.3.2.1 Preparo das Solucdes

Cerca de 2-3g da planta moida (200) foram extraidos se-
gllencialmente com 10,0 ml do sistema de solventes, a 50°C em ba-

nho-maria, por 5 minutos.

" Inicialmente, procedeu-se ao desengorduramento com éter
de petrdleo (60-80°C). A fase de éter de petréleo_foi descarta-
da e o marco foi tratado com solugdo de cloroférmio: acido - acé-

tico (99:1, V/V) e apés filtrar obteve-se a solucdo A.

-0 marco foi entdo extraido com solucao de metanol: clo-
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»roférmio: acido acetico (49,5:49,5:1,0;V/V), filtrou-se e obte-

ve-se a solucao B.

Para obtencao da solucgao C, tratou-se o marco com solu-
¢do de metanol: agua (1:1, V/V), filtrou-se e descartou-se o

marco.

Na analise de alcaléidesvcerda de 2g da droga foram
tratadas com 10,0 ml de écido'cloridrico 1% (V/V) a 40°C em ba-
nho-maria durante 30 minutos. Filtrod—se e alcalinizou-se com
carbonato debsédio 1M até pH 8-9 e extraiu-se com clorofdrmio

(10,0 ml). A fase clorofdrmica foi extraida com 5,0 ml de acido

CIQridrico 1%. Esta solucao acida foi denominada solucao D.

A fase aquosa foi neutralizada com acido acético gla-

cial e obteve-se a solugao E.
2.2.3.2.2 Analise cromatografica

Para pesquisar taninos cromatografou-se a solugdo B no
sistema XI, e apds eluicdo, detectou-se no ultravioleta (365 e
254nm), nebulizou-se com vanilina cloridrica (Rl). Como padrao

utilizou-se catequina.

Para o teste de saponinas foi cromatografada 'a solucao
B no sistema XII, tendo como substadncia referéncia saponinas ex-
traidas de Thinouia coriaceae Britton, e saponina como padrao. A

deteccdo foi realizada no ultravioleta (254 e 365nm) - tendo como

'agente'crdmogénico anisaldeido sulfurico (R2 - STAHL, 1969) .

Para teste de saponinas, cumarinas e flavondides, cro-

matografaram-se as solucoes B‘eAC no sistema VII, tendo como pa-
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droes saponina (Thinouia coriaceae), rutina, cumarina, sendo detec-
tadas no UV (254 e 365nm) e pelo.agente cromogénico anisaldeido

sulfurico (R2).

As solucoes A e B foram cromatografadas no sistema

XIII, para pesquisar quinonas, tendo como padrdao o crisofanol.

As manchas foram detectadas no UV (365nm) e nebulizadas com &aci-
do nitrico 25% (R8), com posterior aquecimento a 100°C por 10

minutos e com hidroxido de potasssio 5% em etanol (R9).

As solucdes D e E foram cromatografadas nos sistemas
XI, XIV, XV, tendo como padrdes a emetina e esparteina, detecta-

das no UV (254 e 365nm) e nebulizadas com agente cromogénico RS5.
2.2.4 caracterizacao Cromatografica de M. ilicifolia

2.2.4.1 Perfil cromatografico de M. licifolia

Cerca de 30ul dos é;tratos etahélico e .hidroaicoélico
5¢ (V/V) e aguoso (infuéo), preparados com 10% da droga, segundo
itens 2.2.11.1 e 2.2.11.3 respectivamente, foram cromatografados
sobre camada delgada, utilizando os sistemas cromatograficos I,
II, III, IV, VIII, IX e X, detectados sob luz ultravioleta (254
e 365nm) e como agentes cromogénicos a vanilina cloridrica (R1)
(aquecimento 110°C, 5-10 minutos), solucdo de hidrdoxido de sbédio
1IN (R4) para revelacgao das cromatoplacés eluidas’nos sistemas I,
111, IV, VIII, IX, X e ,para o éistema II, com cloréto de antimd-

nio (R3), solugdo de acido sulfurico 49% (V/V) (R10) (aquecimen-

to 110°C, 5-10 minutos) (BOLLINGER, 1969; MACEK, 1972).
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2.2.4.2 Comparacao de M. ilicifolia com outras drogas e produtos
- comercializados sob a sinonimia de espinheira santa,

espinheira divina, cancerosa

Foram preparados macerados das drogas rasuradas e da
amostra auténtica com 1,0g da droga e 10,0g de etanol 93,8 INPM,
ou solucdao hidroalcodlica a 50% (V/V); em frasco ambar, com tam-
pa rosqueada, ao abrigo da luz, com agitagdes diarias, por 14

dias.

Foram cromatografados cerca de 30ul dos extratos hi-
droalcodlicos 50% (V/V) preparados com 10% das drogas: M1,
M2, M3 utilizando os sistemas cromatograficos I e II. As amos-
tras cromatografadas tiveram suas manchas detectadas no visivel
(sistema I1) e sob luz ultravioleta 254 e 365nm (sistemas VI e
I1I), tendo como agentes cromogénicos vanilina cloridrica (Rl -
sistemal), Para o sistéma II,'cloreto'de-antiménio (R3), solucao

de acido sulfurico 49% (R10).

Para avaliar asvtinﬁuras adqﬁiridas no mercado foram
preparados extratos de M. ilicifolia 1porv-:maceracéo com 2,09
da droga e 10,0g de etanol 93,8 INPM ou solugcao hidroalcodlica
50% (V/V), nas mesmas condigOes que éara os extratos anteriores.
Apds maceracdo os extratos foram filtrados sobre algodao e cerca
de 30ul submetidos a CCD no sisﬁema I. As manchas foram detec-
tadas sob luz ultravioleta (254 e 365nm) e épés nebulizadas com
vanilina cloridrica (Rl1) com posterior aquecimehto a 1100C por

5—10 minutbs.

Como substidncia marcadora empregou-se catequina em so-

lucio etandlica 1,0mg/ml.
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2.2.5 Secagem e Moagem do Material Vegetal

A droga apds ser lavada, foi pesada e secada a 400C, em
estufa de ar circulante, durante uma semana. A secagem foi
acompanhada pela pesagem de todo o material vegetal nos 19, 49 e

80 dias. Apds, foi moida e acondicionada em caixas de papelao,

-ao abrigo da luz e umidade.

2.2.6 Perda por Dessecacao

Em pesa-filtros previamente tarados, pesaram-se exata-

mente 3,0g de planta moida e colocou-se em estufa a 105°C, por

duas horas. Foram resfriados em dessecador durante 20 minutos e

pesados. Apds repetiu-se o procedimento até que ndo variasse

mais que 0,25% (FARMACOPEIA, 1977).
2.2.7 Perda por Secagem

Cerca de 5,0g da droga sem‘rasurar,‘exatamente pesados,
foram colocados em placas de petri (diametro 10 cm) em estufa de
ar circulante a 40°0C por 8 dias, sendo retiradas diariamente pa-
ra pesagem a partir do 49 dia de secagem. O resultado expressa

a média de 3 determinacoes. ~

2.2,8' Anilise Granulométrica por Tamisagao (VOIGT, 1979; OLIVE-

RO, 1982)

A técnica consiste em submeterIIOO,Og da drbga a passa-
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gem forgada por vibrécéo, através de tamises previamente pesados
com abertura de malhas correspondentes a 800; 315; 200; 71;
63uym, utilizando tamisador vibratério a 60 vibracSes por minuto
durante 15 minutos. Apds, as fragOes retiradas nos tamises, bem
como o coletor foram peé;das e calculadas as porcentagens. Os

resultados sdo a média de 6 determinacgodes.
2.2.9 Determinaciao do Teor Extrativo (BUNDESVEREINIGUNG, 1979)

Foram pesados exatamente 1,0g de planta moida (315-800)
e 100g de agua e levadas a fervura por 10 minutos. ApOs res-
friar, completou-se o volume e filtrou-se, desprezando-se o0s

vprimeiros 20 ml do filtrado.

Cerca de 20,0g de extrato, foram exatamente pesados em
pesa-filtros previamente tarados, evaporados em banho-maria,
sob agitacdo. Colocou-se em estufa a 1059C por duas horas. Es-
friou-se em dessecador durante 20 minutos e pesou-se. 0 teor

extrativo foi calculado segundo a formula (1):

t = L2300 (4; n/m) ‘ (1)
p ,
onde:
g - massa do residuo seco (g)
p - massa da droga (g). |
Os resultados sdo obtidos pela média de 3-6 determina-
coes. o ' )

Para determinacdo do teor extrativo das folhas verdes,
levou-se em consideracdo, a perda por dessecagdo (PD), alterando

a equacdo (1) através da multiplicacdo de "p" por (1l-a),
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- EPD .. - g x 500
onde a = “70p §551m. t P (1-a)

‘Repetiu-se a mesma metodologia sem considerar a granu-

lometria.
2.2.10 Determinacao de Taninos (BOHME & HARTKE, 1976)

Foram aquecidos 0,750g da droga moida (315), exatamente
pesados com cerca de 100 ml de égua“-déstilada, em banho-maria
por 30 minutos. Esfriou-se sob agua corrente, transferiu-se
para balao volumétrico de 250,0 ml e completou-se o volume com
dgua destilada. Filtrou-se em papel filtro de 12 cm de diémetro

e desprezou-se os primeiros 50 ml do filtrado.

Para determinacao de taninos totais, retirou-se éliquo-
ta de 5,0 ml do filtrado e completou-se o volume para 25,0 ml
com dgua destilada. Em bequer de 50 ml adicionaram-se 2,0 ml da
amostra, 1,0 ml de acido fosfotﬁnéstico R (reagente de Fo-
lin—Denis)‘e 170 ml de carbonato de soddio R. Determinou-se a
extincdo a 750nm, exatamente 2 minutos apds adigdao de ultimo

reagente, utilizando agua como branco (El)'

Para determinacao de taninos ndo precipitaveis por pbd
de pele (fracdo ndo tanante), adicionou-se 0,1g de pod de pele
levemente cromada, para 10,0 ml do filﬁrado. Agitou-se durante
uma hora em agitador mecdnico e filtroﬁfse em papel filtro com
diametro de 5,0 cm. Retirou-se aliquota de 5,0 ml do filtrado e
completou-se o volume com agua em balao de 25,0 ml; Repetiu-se
o mesmo procedimento utilizado para taninos totais e obtendo-se

a extincao E,.
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Como substdncia referéencia pesaram-se 50,0 mg de piro-
galol que foram dissolvidoslem 100,0 ml de agua. Desta solucgao,
retirou-se aliquota de 5,0 ml e diluiu-se para 100,0 ml. Apbs
30 minutos procedeu-se a leitura como descrito acima, obtendo-se

a extincao 33}

Utilizou-se como droga referéncia, raiz de ratania
(Knameria  angentea) e taninos SETA. Calculou-se a porcentagem dos

taninos pelas formulas (3), (4) e (5):

13,125 x E]
TT = (3)
p X E3
13,125 x (E,-E,)
T = 1 2 (4)
P x Eg
NT = TT - T ' (5)
onde:
p = massa da droga (g)
E;, E,, E; = extincao ‘das solucgdes
TT = taninos totais (%)
T = fracao tanante (%)
NT = fracdo nao tanante (%).

. _ i
Os resultados expressam a média de 5 determinacgodes.

2.2.11 Metodos de Extracao

2.2.11.1 Turbolisacao

Foram turbolisados 10,0g da droga.com 90,09 de solucao
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hidroalcodlica 50% (V/V) e etanoli93,8 INPM, em turbolisador du-
rante 15 minutos. Objetivando manter a temperatura abaixo de
400C, colocou-se uma placa de gelo sobre a tampa do turbolisa-

dor.

Apbs extracdo, completou-se a massa com a referida so-
lucdo e prensou-se o turbolisado em prensa hidraulica manual.
Em seguida o extrato foi filtrado & vacuo, acondicionado ao a-

brigo da 1luz.

O extrato contendo solucao hidroalcodlica 50% foi uti-
lizado como extrato referéncia (ER) nas analises preliminares e
para todas determinacgoOes subéeqﬁentes, sendo preparado para cada

analise desenvolvida.
2.2.11.2 ‘Maceracio

Foram macerados 20,0g da droga moida (315) com 180,09
de etanol 50, 60 e 70%’(V/6) e etanol sem diluicdo (93,8 INPM)
em frasco ambar, com tampa esmerilhada, agitando diariamente du-

rante 5 e 10 dias.

Apds o tempo necessario de maceracdo para cada extrato,

procedeu-se a prensagem e filtracao como no item 2.2.11.1.
2.2.11.3 1Infusao

Foram adicionados 90,0g de agua destilada fervente so-

bre 10,09 da droga rasurada e abafou-se até esfriar,  comple-

tou-se a massa, filtrou-se em papel filtro e acondicionou-se em

frasco escuro.
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2.2.12 Caracterizacao dos Extratos

2.2.12.1 Determinac@o do residuo seco (RS) (BOHME & HARTKE,

1981)

Em pesa—filtros'previamente tarados, pesaram-se exata-
mente cerca de 20,0g dos extratos furbolizados e macerados a 10%
(m/m) com soluc¢des hidroalcodlicas 50, 60, 708 (V/V) e etanol
sem diluicao (93,8.INPM). Foram levados a secura em banho-maria
sob agitacdo constante e colocados em estufa a 1050C, por duas
horas. Foram esfriados em dessecador por 20 minutos e pesados.
O resultado foi calculado e expresso em porcentagem simples.

Foram realizadas de 3-6 determinacgoes.
2.2.12.2 Determinacao da densidade

Foi determinada a densidade através de aredOmetro a 25C

" em proveta contendo 100,0 ml de extrato e por picnometro de 25,0

ml & 250C com aferigdo do mesmo (FARMACOPEIA, 1977).
2.2.12.3 Determinacdo do teor alcodlico (FARMACOPEIA, 1977)

O teor alcodlico foi calculado pela densidade, auxilia-
do pela tabela alcoométrica. O resultado é fornecido em percen-

tual volumétrico a 15,56°C.
2.2.12.4 Determinacao do pH

Foi determinado em pHmetro calibrado com solucdes tam-

péo de borato e acetato, com pH 7,0'e'4,0 respectivamente. 'As_
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determinacoes foram realizadas para os extratos macerados e ex-

tratos referéncia.
2.2.13 Quantificacdo dos Macerados

2.2.13.1 Doseamento quimico de taninos (BOHME & HARTKE, 1976)

Em um baldo volumétrico de 250,0ml adicionaram-se 7,5 ml
de extrato e completou-se o volume com agua. Procedeu-se como
no item 2.1.10, para obtencdo das extingles El' Ez, E3. Utili-
zou-se pd de pele e caseina como agentes precipitantes dos ta-
ninos. Foram realizadas 3 determina;ées para cada macerado e

para os extrato referéncia.
2.2.13.2 Doseamento para.cafeina (STAHL, 1975)

Em bequer colocou-se aliquota de 20,0 ml do extrato,
levou-se a secura em banho-maria e retomou-se com 50,0 ml de so-
lucdo de acido sulfurico 2N, aqueceu-se até a fervura (3-5 minu-
tos) e filtrou-se quente. O.filtro foi lavado com cerca de 10
ml de dgua fervente, e apds esfriar, adicionaram-se cerca de 50 ml
de hidroxido de amonio 6N até pH 10. Extraiu-ée rapidamente com
clorofdérmio (4x50,0 ml), levou-se a residuo seco e retomou-se em

etanol absoluto. A absorvancia foi lida a 272, 8nm.

Concomitantemente repetiu-se a técnica para o extrato

referéncia e para uma concentracdo determinada do padrao. Todas

extracoes foram feitas em triplicata e os resultados expressos

em pg/ml de extrato.

Foi preparada'uma‘solucéd-mée de cafeina 1,0 mg/ml em



®

37

etanol absoluto e diluida para obter-se as concentragdes de 1,0;
1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 10,0; 11,0;
12,0 ug/ml em etanol absoluto. A linearidade da curva foi com-
provada pelo método de RINGBOM (AYRES, 1970). Cada ponto da

curva corresponde a média de 5 determinacles.

2.2.13.3 Quantificacao para cafeina apos cromatografia em colu-

na Extrelut

Foram colocados em béquer 20,0 ml do extrato, levados a
residuo seco e retomado com 20,0 ml de agua sendo apds, aquecido
em banho-maria e resfriado. Adicionaram—seZ,Onﬂ. de suspensao
de hidroxido de calcio e sulfato de éobre a 20%. Agitou-se em
agitador mecanico durante uma hora (170 minutos-l) e centrifu-
gou-se a 2500 rotagdes por minuto. Retirou-se aliquota de 10,0
ml do sobrenadante.e aplicou-se na coluna EXTRELUT , contendo

4,0g do material de enchimento.

Apds absorcdo completa da solucao nacoluna, procedeu-se
a extracao com diclOrometano,adicionandoinicialmeptealiquotade
40,0ml seguido de 3 outras de 20,0ml. Completou-se o volume a
100,0ml. As absorvancias foram determinadas a 272 nm. Os resulta-
dos foram obtidos pela média de 3 determinagbes. Do mesmo modo
preparam-se solucdes de cafeina padrdo com diluig¢bes adequadas
para obter-se as concentracboes de 2,5; 5,0; 7,5ug/ml. Determi-

nou-se as absorvancias a 272nm.

Para acompanhamento do método foram determinadas as ab-
sorvancias de cafeina padrdo nas mesmas concentracoes. Foram

realizadas 3 determinagdoes para cada concentracao.
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2.2.14. Avaliacao da Presenca de Cafeina
2.2.14.1 Extracao com solventes (STAHL, 1975)

A 1,0g da droga exatamente pésado adicionaram-se 50,0
ml de solugdo de acido sulfirico 1N, aqueceu-se a fervura por 5
minutos, resfriou-se e em funil de separagdo adicionaram-se 50,0
ml de hidroxido de amdnia 6N. Extraiu-se rapidamente com cloro-
férmio, levou-se a residuo seco e retomou-se em 1,0 ml clorofdr-
mio: meténol (6:4). A solucao foi cromatografada no sistema V,
em cidmara saturada de hidrdxido de ambnia. Apds eluicdo e seca-

gem, nebulizou-se com agente cromogénico R7.
2.2.14.2 CCD - Bidimensional

A sélucéo obtida no item 2.2.14.1 foi submetida a cro-
matografia bidimensional, eluindo no sistema I (12 direcdo) e
sistema V (22 difegéo). Apds eluigao foram detectadas as subs-
tincias no ultravioleta 365nm, foram calculados os valores de Rf

e a placa foi nebulizada com agente cromogénico R7.

'Apbés doseamento da cafeina pelos métodos extracdao com
solventes e afravés de coluna Extrelut, as solucOes foram leva-
das a residﬁo; retomadas em cloroformio e cromatografadas utili-
zando o sistema VI método ascendente. ApOs eluigcao foram detec-
tadas as substdncias no ultravioleta e utilizou-se como agenfe
cromogénico o reagente Dragendorff (R5), em 5 minutos, nebuli-

zou-se com sulfato cérico (R6). Foram cromatografadas também no

‘sistema V, detectando sob luz ultravioleta (254 e 365nm), ‘tendo

como agente cromogénico, solucdo de iodo com &cido cloridrico:
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etanol (R7), utilizando padrdes de cafeina, teofilina, teobromi-

na (STAHL, 1975).

Durante o processo extrativo do padrao (cafeina) em co-
luna Extrelut (validacéo‘d6 método) tomaram-se aliquotas do so-
brenadante da suspensao de sulfato de cobre e hidroxido de cal-
cio e extrairam-se com clorofdrmio, reduziu-se o volume a xarope
e cromatografaram-se, comparando-se com cafeina padrdo apds pas-
sagem por colunas Extrelut, e cafeina padrado dissolvida em clo-
roformio. As amostras foram detectadas sob luz ultravioleta e
nebulizadas com agentes cromogénicos e em seguida expostas a va-

pores de iodo, Dragendorff (R5) e sulfato cérico (R6).

2.2.15 Espectroscopia no Ultravioleta e Visivel de Substancias

isoladas de M. ilicifolia

2.2.15.1 Substancia Ml

Foi éromatografadd extrato aléoélico turbolisado no
sistema II. Apos eluicéé, foi retirada a mancha numero 4 (Figura
8), que apresenta coloracio amarelo forte no visivel e sombrea-
do no ultravioleta 365nm. Extraiu-se a substdncia da silica com

clorofdérmio e obteve-se o espectro no visivel (380-750nm).

O extrato hidroalcodlico turbolizado . foi submetido a
CCD no sistema IX (Figural0ag . Apds eluigao (15-16 cm), se-
cou-se a cromatoplaca e ‘foi detectada sob 1luz ultravioleta

365nm. Foi isolada a mancha n® 6, com Rf proximo 0,8 de colora-
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cdo amarelo escuro no ultravioleta e quahdo exposto aos vapores
de amdnia adquirit cor amarelo fluoreScepte, Foi feita a extra-
¢do da celulose com n-butanol durante 2 horas com agitacdes oca-
sionais. A solucao filtrada em filtro milipore FALP, de porosi-
dade 0,22 um e foi levada a residuo seco em banho-maria. O_resi-
duo foi retomado em metanol e tragado o espectro no ultraviole-
ta. A solucao foram adicionadas 8 gotas de cloreto de aluminio
e obtido o espéctro apés 1 minuto. A mesma solugdo foram adicio-

nadas 3 gotas de &acido cloridrico e tragado o espectro.
2.2.16 Avaliacdo Tecnoldgica do Extrato de M. ilicifolia |

Foi realizada andlise estatistica dos resultados obti-
dos, objetivando a avaliacdo dos fatores que influem na obtencao

dos extratos.

No experimento as varidveis independentes sao concen-
tracoes etanolica (A) e tempo de maceracao (B), as variaveis de-

pendentes sdo residuo seco e teor de taninos.

Para analise do residuo seco adotou-se um fatorial 4 x
2 (YATES, 1937; BROWNLEE, 1965), constituido por 4 concentracdes
de etanol (50, 60, 70 e 96) e dois tempos de maceracao (5 e 10
dias). Para a determinacdo de taninos utilizou-se fatorial 3 x
2, éonstituido de trés concentragdes etandlicas do 1liquido ex-
trator (50, 70 e 96) e por dois tempos de maceracao (5 e 10
dias). Foram realizadas énélises de variancias segundo delinea-
mento de blocos casualizados. Cada unidade'experimental foi de-
signada como Yijk' onde i refere-se ao iésimo nivel de combina-
cio do fator A, j refere-se ao jotaésimo nivel do fator B e k

designa a kaésima repeticio (BROWNLEE, 1965; . COCHRAN & BOX,
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1950; OSLE, 1977). A Tabela 3 ilustré as analises de variancia

.
=
realizadas segundo o delineamento de blocos casualizados.
TABELA 3 - Andlise de variancia dos fatoriais 4x2 e 3x2 tendo
como varidveis dependentes residuo seco (RS), taninos
totais (TT) e tanantes (T).
»
' ORIGEM DA SOMA DOS GL QUADRADO F
VARIAGAO QUADRADOS MEDIO
' 2 2, 2
Etanol (Aa) SQa (r-1) Sp sA/se
Tempo de _ 2 2, 2
Maceracao (B) SQp : (a-1) SB sB/se
Interacao : 5 5 9
entre AxXB SQ; (a=1) (b-1) ST SI/S
- , e
L
| Erro SQ ab(c-1) s2
e e
TOTAL sT abc-1
As observacoes sao usualmente apresentadas na forma
® ‘tabelar (Tabela 4).

‘Para analise entre os niveis, utilizou-se o teste mul-
tiseriado de Newman-Keuls, onde se objetiva detectar diferencgas
significativas entre as médias. Os calculos foram realizados

utilizando testeé_do programa STATITCF. -
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TABELA 4 - Representacao das observag¢bes do fatorial 4x2 (4 con-
centracgOes etandlicas - A e 2 tempos de maceracao -B),
Al - 50%; A2 - 60%; A3 - 70%; A4 .- 96% e Bl ~ 5§ dias
e B2 -10dias, sendo que Y corresponde ao valor obtido
no experimento (GUPTA e MATTAI, 1980).

FATORFQTOR ’ Bl | ‘ B2
Y111 Y121
Al Y112 Y122
Y113 Y123

7211 221 ' \
A2 Y212 Y222
213 Y223
Y311 ¥321
A3 Y312 Y322
Y313 Y323
Y411 Y421
A4 Y412 Y422
Y413 Y423

2.2.17 Estudos Preliminares da Estabilidade

Apés.dbtencéo do extrato padronizado, contendo 50% de
etanol e com 5 dias de maceracao (itém 2.6) colocaram-se em
frascos escuros, com tampa rosqueada, 7,5 ml do referido extra-
to, submeteram-se as temperaturas de 30, 40 e 60°C 2, sendo

retiradas amostras para doseamento de taninos totais, tanantes e
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nao-tanantes, pelo método descrito no item 2.2.10, nos dias 0,
7, 14, 24, 30 e 44 para as températﬁras de 30 e 40°C e nos
dias 0, 7, 10, 14, 17, 24, 30, 37 e 44 para as temperaturas. de
60°C.

Para acompanhamento das reac6és, retiram-se amostras
a cada 7bdias e cromatogréfaram—se os éxtratos utilizando o

sistema IV, nebulizando com agente cromogénico Rl.
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3. RESULTADOS
3.1 CARACTERIZACAO DA DROGA
3.1.1 cCaracterizacao Botanica

3.1.1.1 Anatomica

FIGURA 1 - Corte transversal da nervura central de Maytmu&

- iLicifolia. 1. Colénguima; 2. Parénguima funda-
mental; 3. Fibras esclerenquimaticas; 4. Floema;
5. Xilema (X 160).
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Na Figura 1, observa-se colénguima anelar em dois pon-

tos (ne 1), parénquima fundamental (no 2) seguido de feixe con-
tinuo de fibras escierenquiméticas (nf 3) e feixe vascular se-

micircular fechado com floema disposto lateral, inferiormente
[N

com relacao ao xilema.
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"FIGURA 2 - Corte transversal do limbo de Maytenus ~Licifolia. 1.
Cuticula; 2. Epiderme superior; 3. Parénquima pa-
licadico; 4.a e 4.b Parenqulma esponjoso; 5. Epi-
derme inferior; 6. Cuticula (X 160).

4
O corte transversal do limbo (Figura 2), apresenta

’sistemé dérmico constituido por epiderhes superior (n? 2) e in-
ferior (n? 5) com cuticpla espesSa/}E e 6), sendo que a epi-
derme inferior apresenta estématos.i O mes6filo € constituido
por parénquima palicédiCo em trés c?madas e parénquima espon-

joso constituido de 4 a 5 camadas de células mais frouxas (4.a)
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e 3 a 4 camadas de células mais compactadas e superpostas (4.Db).

Estas estruturas .podem ser melhor visualizadas na Figura 3.

FIGURA 3 -

|

Corte transversal do limbo de Maytenus ‘&icifolia.
Mes6filo em detalhe. 1. Cuticula; 2. Epiderme
superior; 3. Parénquima palicddico; 4a e 4b.
Parénquima esponjoso; 5. Epiderme inferior; 6.
Cuticula (X 320). '
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3.1.1.2 Morfologica

TABELA 5 - Caracterlzacao morfologlca 'de Maytenus <Licifolsa, Solwcea
' bonplandii, Joduza nhomb&{om Citrhonella gongonha e amos-
tras M1, M2 e M3.
CARACIERIZACRO  compRIMENTO , NO PARES  TEXTURA
DA FOLHA TIPO DE BORDO DE (folhas NERVURAS
VEGETAL (cm) ESPINHOS. secas)
M. ilicifolia 4 - 12 Marginado, nota- 4 - 7 ‘Coriacea Proeminentes
damente sinuoden- . nas duas fa-
(LOURTEIG, 1955) tado com espinhos 1, _ 14 ces, reticu-
agudos regularmen , ladas.
te distribuidos = -
M. licifolia 3-8 " Confere com des- 4 - 10  Confere Confere com
(AMOSTRA) crigao ‘ com des- descricao
i crigao '
C. gongon/m 2,5-12,5- ' Marginoso, esp‘l- - - Coriacea Impressa ou
(MATTOS, 1965) - nhoso, dentados subplana na
’ : face superior
e saliente na
face inferior
C. gongonha -9 Confere com des- - . Confere Confere_ com
(AMOSTRA) crigao descrigao
1. nhombifolia 3-5 - 1 espinho Coriacea -
agudo-ner
(CABRERA, 1965 vura cenc
tral e ou-
tros 2-3
laterais
1. nhombifolia 3 Marginoso, espi- Confere Confere -
(AMOSTRA) nhoso dentado
S. bonptandii 6 -9 Serrado e com es- - - -
(MIQUEL, 1965-7) pinhos curtos ”
S. bonp!;andi,é 6 - 12 Confere com des- 12 - 14 Quebradigca Proeminentes
cricao na face in-
(AMOSTRA) ferior, sol-
dados proxi-
mo ao bordo.
M 10 - 12 - Confere com des- 13 - 15 Confere M. Confere com
: crigao de M. ilicifolTa M. ilicifolia
ilicifolia
MZV_ 16 - 17 Confere Maytenus 18 - 24 Quebradiga Nervuras pou-
ilicifolia, ape- ) co proeminen-
nas com espinhos te, reticula-
menores das
M3 12 - 14 ~ Semelhante a M2 16-18 Quebradica Nervuras pou-

co proeminen-
te, reticula-
das




®

48

3.1.2 caracterizagao Quimica
3.1.2.1 Testes quimicos preliminares (MARINI-BETTOLO, 1971)
3.1.2.1.1 Alcalodides

Apds a adicdo do reagente de Dragendorff ao filtrado
A, houve aparecimento de cor amarelo-laranja com posterior pre-
cipitacdo e turvacdo. O padrdo adgquiriu cor laranja ficando. o

sobrenadante incolor com maior intensidade.

O filtrado B - fase superior adquiriu cor castanho
avermelhado com turvacao forte. A fase inferior adgquiriu cor

amarela, com turvacdo, indicativo de alcaldides terciarios.

3.1.2.1.2 Antranodides

f

Ao adicionar ‘hidroxido defpotéssio.na fase toluénica,

nido ocorreu aparecimento de cor, ndo detectando antrandides.

A fase toluénica do padrao (emodina) ao adicionar hi-

~droxido de potéssio addquiriu coloracao vermelha.

3.1.2.1.3 Substancias fendlicas

Ocorreu aparecimento de cor azul esverdeada indicando

presenca de polifendis.
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3.1.2.1.4 Taninos
Apbs adicdo da solugdo de gelatina .1%, houve precipita-
¢do intensa.
O &cido ta@nico apresentou turvacao média.

3.1.2.1.5 Flavqnéides

Aparecimento de cor vermelha azulada média, indicativo

da presenca de flavondides.
3.1.2.1.6 Cardenolideos

Ocorreu aparecimento de cor laranja, tendendo ao verme-.
lho. Negativo para cardenolideos.

A solucdo contendo digitoxina passou de incolor a azul.

3.1.2.1.7 Saponinas

Formacdo de espuma apOs agitacdo, com anel de 2 cm.

Quebra da espuma com adi¢do de acido cloridrico, indi-

cativo da auséncia de saponinas.
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3.1.2.2.1
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Cromatografia em camada delgada

Taninos

1.0

0.5

SIS >

i

FIGURA 4 - Anilise cromatografica preliminar para taninos de M.

iticifolia. Sistema XI. '1. Solucao B; 2.
padrao. Deteccao: (---) UV2g54nm?
Agente cromogénico Rl (* Tabela 6).

Catequina
(’__).UV365nm'
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TABELA 6 - Andlise cromatogrdfica para taninos em M. ilicifolia.
MANCHA
N© RE UV36s R1
1l 0,00 mar.claro rosa forte
2 0,21 mar.claro rosa forte
3 0,40 mar.claro rosa forte
4 0,40 mar.claro rosa forte.
3.1.2.2.2 Saponinas
10
3O
e GO 18O
7@ “@
> BT
‘53 (D>
0.51
«GD
nGED
3D i
6D
3D
R -
6' |
1 2 3

FIGURA 5 - Analise cromatografica pfeliminar para saponinas em
M. ilicifolia. Sistema XII. 1. Solug3o B; 2. Saponi-
nas extraidas de Thinouia coriaceae; -3. Saponina
Merck. Detecgdao: UV2sgy (—--)' UV365(—-), Agente cro-

' mogenlco R2 (*Tabela 7).
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TABELA 7 - Comportamento frente ao agente cromogénico R2  de
substancias detectadas em M. ilicifolia.

MANCHA :
No - Rf R2
1 0,12 azul
2 - 0,25 amarelo
3 0,33 amarelo
4 0,46 ' amarelo
5 0,53 amarelo
6 0,62 rosa forte
7 0,69 rosa forte
8 0,90 rosa forte
9 0,95 ' roxo
10 0,15 f -
11 0,40 cinza escuro
12 0,55 cinza escuro
13 0,62 TYOXO
14 0,70 ’ roxo
15 0,90 : rOXo
16

0,28 azul/amarelo

3.1.2.2.3 Saponinas, cumarinas e flavondides

1,0
‘ 15G)
53T 1oy 1.
s oG X 1405
057 a3ls> e
&3
D 1@
Y «®
% v 7T I T 5

FIGURA 6 - Analise cromatografica de saponinas, cumarinas e fla-
: vondides em M. ilicifofia. Sistema VII. 1. Solucao B;
2. Solucdo C. 3. Saponinas extraidas de Thinouia co- - .
-‘haceae; 4. .Rutina; 5. Cumarina. Detecgao: (---)
"UV2s54nm; (——) UV3esnm- Agente cromogénico R2 (* Ta-

bela 8). ‘ -
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TABELA 8 - Comportamento cromatogrifico das substancias detec-

tadas em M. Jilicifolia (+’i) Sombra no UV3gsnm-

MANCHA . R2
N Rf UV3es
1 0,15 : *+ amarelo
2 0,27 + amarelo
3 0,48 + amarelo
4 0,66 . azul -
5 0,85 -+ roxo
6 0,13 v amarelo marron
7 0,27 amarelo amarelo
8 0,38 marron claro amarelo
9 0,68 amarelo amarelo
10 0,85 + roxo
11 0,53 + roxo
12 0,70 + YOXO
13 0,86 + roxo
14 0,71 + amarelo
15 0,90 + o) Jo)
3.1.2.2.4 Quinonas
1,0
o 1n®
10CD
N
G
0,5~ 8 *
| ] 8 e
', 2
.
1 O
. 0,0 — —_— —_
1 7 2 3
FIGURA 7 - Andlise cromatograficapara quinonasem M. ilicifolia.

‘Sistema XIII. 1. Solugcdo A; 2. Solucao B; 3. Cri-
sofanol. Deteccao. (—) UV3g5nm © nebulizacao com
agente comogenlco R8, com aquec1mento 10 mlnutos a
100°C e apbés R9 (* Tabela 9). _
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TABELA 9 - Comportamento cromatogréafico das substdncias detec-

P
= tadas em M. {&icifolia apds nebulizacdo com R8 e R9.
MANCHA
NO RE R8 e RY
1 0,08 amarelo marron
2 0,32 amarelo marron
-3 0,37 : amarelo marron
4 0,81 - marron claro
® 5 0,07 —
: 6 cauda amarela
7 0,35 amarelo
8 cauda amarela
9 0,65 amarelo
10 0,83 marrom claro
11 0,99 amarelo forte
3.1.3 Perfis Cromatograficos de Maytenus ilicifolia
& m
G 2
11O 2
10® 20
osd 9O ,
. s® 1D
- D | _
g '@
4G 1‘6
CE) j
() 15( %)
1059 1“‘
()
0,0 — —_—

FPIGURA 8 - Comportamento das manchas na analise cromatografica
de M. ilicifofia. Sistema II. 1. Extrato alcodlico
de folhas frescas; 2. Extrato alcodlico de folhas
secas; Deteccdo: visiveél UV3gspm € agente cromogé-

_ nico R3 (*Tabela 10). Os extratos foram preparados

» -1 " com 10% (m/m) da droga. o .

o (
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.TABELA 10—.Comportamento cromatografico de

no sistema II.

MASSHA RE VISIVEL uv R3
1 0,09 verde vermelho verde
2 0,12 amarelo sombra. azul
3 0,14 verde vermelho verde
4 0,17 verde vermelho verde
5 0,23 .amarelo sombra azul
6 0,24 vgrde vermelho verde
cinza
7 0,38 amarelo sombra rosa/violeta
8 0,46 verde vermelha verde
Azul
9 0,52 B fluoresc. -
' Azul .
10 0,63 - fluoresc. rosa/violeta
Azul
11 0,70 - fluoresc. -
_ ‘ azul-superior
12 0,76 amarelo sombra rosa-inferior
13 0,05 verde vermelho verde
14 0,09 verde vermelho verde
15 0,13 verde vermelhd- verde
16 0,18 verde vermelho vefde
17 0,23 - Azul rosa/violeta
. fluoresc.
‘18 0,30 - verde vermelho verde
19 0,47 verde vermelho verde
20 0;64 - Azul rosa/violeta
S Fluoresc. -
21 0,70 - Azul L
, o , fluoresc. :
22 0,75 amarelo sombra rosa/violeta
23 0,0 ‘marron = escuro cinza
24 . 0,0 - marron “escuro vermelho

claro

55
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1.0
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FIGURA 9 - Cromatografia de M. {lLicifolia. sistema VIII. 1. Ex-
trato alcodlico; 2. Extrato hidroalcodlico; 3. Ex-
. trato aguosoy 4. ~.Catequ.lna Deteccao: (=---) UVogy
(——) UV3gg. - Revelacao Rl (*Tabela 11). Todos ex-
tratos contdm 10% da droga vegetal.

TABELA 1] - Comportamento cromatogrifico de M. ‘licifolia, norsis-
tema VIII, (+) Sombra no UV3gsnpm-

e S X ~ UV3g65nm - RL
1 0,00 + ‘ rosa forte
2 0,20 - amarelo
3 0,32 marron rosa forte
4 0,41 + amarelo
.5 0,00 + rosa forte
.6 0,20 + ' amarelo
7 0,32 marron : rosa forte
8 0,40 + amarelo
9 0,00 + rosa forte
10 0,20 S amarelo
11 0,32 marron rosa forte
12 0,41 + amarelo
13 0,31 = marron rosa forte
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FIGURA 10 -

c
1 10
“‘!’ 2G> GO
10&E D
, nC>
0TFD M&ED
» FF03
® bl
[ ]
os 7 w 0.5 e Gg>
G ED (<>
' sG>
s 3ED 1
F>
« >
? 9 D
@&
:EEB T,
00 : : 00{ &
1 3 1 2 3
Analise cromatografica de M. ilicifolia, nos sistemas

A = IX;

50%, com.10% da droga-
‘quina. Detecgdo UV3gsnnm
gcromogenlcos Rl (*) e R4 (o,

=V°

Iv.

Extrato hldroalcoollco_
Epicate-

2 Catequina; 3.

——) 7 UV365/NH ( e
Tabels 15) 13 (7)€ agentes
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TABELA 12 - Comportamento cromatografico dos extratos

58

de M.

icifolia nos sistemas IX, X e IV, utilizando como
agentes cromogénicos Rl e R4 (+) Sombra no UV3gspm,

SISTEMAS . .
CRoma-  MANCHAS® g WWags Wigs /mn R1 Ra
TOGRAFICOS- = 3
1 0,20 - Rosa forte Laranja
2 0,30 - Rosa forte - Laranja
3 0,51 - Rosa forte Laranja
4 0,60 marron Azul Rosa forte Laranja
A fluoresc. .
5 0,68 marron  Azul Fluoresc. Rosa forte Laranja
6 0,80 marron Azul fluoresc. Marron Amarelo
7 0,91 Amarelo  Amarelo Amarelo Amarelo
fluoresc.
8 0,61 Marron Azul fluoresc. Rosa forte Laranja
1 0,06 Azul Intensifica Rosa forte -
. fluoresc.
2 0,08 + - Amarelo sujo -
3 0,17 Azul Intensifica Amarelo sujo Amarelo
fluoresc. a cor
4 0,25 Azul Intensifica Rosa forte Laranja
fluoresc. a cor
5 0,32 Marron + Rosa forte Laranja
B- 6 0,43 Marron - Rosa forte Laranja
7 0,51 + - Rosa forte Amarelo sujo
8 0,57 + - Rosa forte Amarelo sujo
9 0,62 Azul . Intensifica Rosa forte Amarelo sujo
fluoresc. ‘a cor
10 0,73 Marron - Amarelo sujo Amarelo
11 0,80 Amarelo  Amarelo Amarelo Amarelo
fosco fluoresc.
12 0,44 Marron - Rosa forte Laranja
13 0,32 " Marron - Rosa forte Laranja
1 0,00 Amarelo Intensifica Rosa forte Amarelo sujo
fluor a cor
2 0,06 Azul Intensifica Amarelo sujo -
fluor a cor
3 0,11 Marron - Amarelo sujo Amarelo sujo
4 0,16 Marron - Amarelo sujo Amarelo sujo
5 0,28 + - Rosa forte Amarelo sujo
6 0,35 -t - Rosa forte Amarelo sujo
C 7 0,43 + - Rosa forte Amarelo sujo
8 0,51 + - Rosa forte Amarelo sujo
9 0,59 + - Rosa forte Amarelo sujo
10 0,65 + + Rosa forte Laranja
11 0,70 Amarelo - - -
12 0,80 + +. Rosa forte Laranja
13 0,80 + Rosa forte Laranja
14 0,66 * Rosa forte Laranja
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Analise cromatografica de M. ilicifofia em funcao do
ligquido extrator. = Sistema I. 1. Extrato Alcoo-
lico; 2. Extrato hidroalcodlieco 50% (V/V); 3. Ex-
trato aguoso; 4. Catequina. Deteccao: (-——)UV254nm
Revelacdo Rl (* Tabela 13). Todos
extratos contem 10% de droga vegetal.
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Comportamento cromatografico dos extratos alcodli-
co, hidroalcodlico e aquoso de M. {licifolia. © pe-

teccdo: UV3gsnm e apds nebulizacdo com R1, no sis-

‘tema I (+) Sombra no UV3gspnm-

. MANCHA

No Rf | UV3es R1

1 0,00 Marron ~ Rosa forte

2 0,08 Marron escuro Amarelo

‘3 0,47 + Amarelo sujo
4 0,53 : + Amarelo sujo

. 5 0,65 Marron escuro Rosa forte

6 0,72 Marron escuro Rosa forte

7 0,80 ‘Marron Rosa forte

8 0,91 Marron . Rosa forte

9 0,00 + Rosa forte
10 0,11 Marron Amarelo

11 0,17 Marron Rosa forte
12 0,47 + Amarelo sujo
13 0,53 + Amarelo sdjo
14 0,65 + Rosa forte
15 0,72 + Rosa forte
16 0,79 + Rosa forte
17 0,89 Marron Rosa forte
18 0,95 _ + -

19 0,00 .+ Rosa forte
20 0,08  Marron Amarelo

21 0,48 + Amarelo sujo .
22 0,53 + Amarelo sujo
23 0,80 + Rosa forte
.24 0,89 + Rosa forte
25 0,95 + - -

26 0,81 Marron Rosa forte
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3.1.3.1  Comparacao cromatografica de Maytenus ilicifolia com ou-

tras espécies

1,0

-
0,5 19 % 2s* g9 % 33
IN 1 - i 3
6 3OO O
3 3

12 ),
.- L ee - 35¢ Y 40
2 RN Lo a3l D) Py &
111\.*.’, - ... 1 ‘,‘ o3
- -~ P ’\‘
0,0 - 1@ 1 * 16 2207% 27 % Y33 (%, 38
1 2 3 4 5 6 7 8

FIGURA 12 -~ Cromato'grafia comparativa. Sistema I. 1. Extrato

de Maytenus 4ilicifolia; 2. Extrato de Jodina nhombifolia;
3. Extrato de M,; 4. Extrato de M,; 5. Extrato de

M,; 6. Extrato %e Sonocea bonplandii; 7. Extrato de
Citnonella gongonha; 8. Catequina. Deteccdo: UVas4ng ;
(-=-); UV3gspm (—). Agente cromogénico: R1.(*Ta-
bela 14). Os extratos hidroalcodlicos 508 (V/V),10%
(m/m) da droga. '
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TABELA 14 - Comportamento éromatogréfico-no sistema

bra no UV3gsnn-

62

MANCHA

NO RE Wy Kl

1 0,00 Marron claro Rosa forte
2 0,17 - Marron Amarelo

3 0,47 + Amarelo

sujo

4 0;53 + Am. sujo
5 0,65 +: Rosa forte
6 0,72 + Rosa forte
7 0,80 + Rosa forte
8 0,86 Marron Rosa forte
9 0,95 + -

10 0,00 4+ Marron

11 0,06 + Amarelo
12 0,22 + -

13 0,30 + -

14 0,36 + -

15 0,80 +. -

16 0,00 + Cinza

17 0,11 + -

18 0,32 Azul -

fluorescente

19 0,56 + Branco

20 0,69 + Branco

21 0,78 + -

22 0,00 + Cinza

23 0,11 + -

I (+) Som-
“Agg“A Rf Wygs R1
24 0,32 Azul -
fluoresc.
25 0,56 + Branco
26 0,69 + Branco
27 0,00 + Cinza
28 0,32 -Azul -
" fluoresc.
29 0,5¢ + Branco
30 0,69 + Branco
31 0,78 + -
32 0,86 + -
33 0,00 +° Cinza
34 0,06 + -
35 0,13 Azul -
fluoresc.
36 0,33 + -
-~ 37 0,52 +. -
38 0,00 + Amarelo sujo
39 0,06 Azul. Amarelo sujo
fluoresc.
40 0,13 +. Amarelo sujo
41 0,32 Azul -
fluoresc.
42 0,60 Marron -
43 0,69 Azul -
fluoresc.
44 0,84 Marron -
45 6,87 Marron Rosa forte
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0,0 -

, 17 *
9 C*) 24 . * .-
GD 340% 3 45 % 52 % 53

g8 * 33\?2} 44 % 51 *
7% 323k
. ..’ 31 '*::0

16 * 23 {¥:

FIGURA 13 - Cromatografia comparativa de M. iicifolia com drogas

adquiridas no mercado. Sistema I. Deteccado: UV2s54nn
(---); UV3gsnm (——) e nebulizacado com agente cromo-
génico R1 (* Tabela 15). 1. Extrato alcodlico de M.
licifolia 10% {(m/m); 2. Extrato alcodlico de Al;
3. Extrato alcodlico de Az; 4. Extrado alcodlico de
A3; 5. Extrato hidroalcoodlico de M. Aicigolias 6.
Extrato hidroalcodlico de Aj; 7. Extrato hidroal-
codlico de Aj; 8. Extrado hidroalcodlico de A3; 9.
Catequina. Os extratos foram obtidos com 10% de dro-.

ga.
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TABELA 15 - Comportamento. cromatografico de substancias detec-

tadas no cromatograma da Figura 13, Sistema I. (+)

Sombra no UV3gs5nm-

MANCHA

MANCHA
ne  RE Wagen K Ne  RE Wi R
1 0,00 + Rosa forte 27 0,13 Marron Amarelo sujo
2 0,03 + Amarelo sujo 28 0,19 Marron -
3 0,12 Marron Amarelo sujo 29 0,38 . Amarelo sujo
4 cauda + Rosa claro -30 0,46 + Amarelo sujo
5 0,38 + Amarelo sujo 31 0,65 + Rosa forte
6 0,45 + Amarelo sujo 32 0,67 ¢ Rosa forte
7 0,68 + Rosa forte 33 0,73 t Rosa forte
8 0,71 + Rosa forte 34 0,84 - + Rosa forte
9 0,8t Marron Rosa forte 35 0,00 + Amarelo sujo
10 0,0 Azul - 36 0,05 Marron’ -
fluorescente :
: 37 0,16 Marron -
11 0,26 Azul - fluorescente
fluorescente
38 0,27 Azul -
12 0,00 + Rosa forte fluorescente
13 0,03 + Amarelo sujo 39 0,00 + Rosa forte
14 0,13 Marron Cauda rosa 40 0,06 Azul Amarelo sujo
fluorescente
15 0,24  Marron Cauda rosa
41 0,15 Marron Cauda rosa
16 0,7¢€ - Rosa forte
42 0,24 Marron Cauda rosa
17 0,89 + Rosa forte 43 0,34 + Cauda rosa
18 0,00 _* Rosa forte INN 0,72 - Rosa forte
19 0,03 - Amarelo sujo
45 0,82 - Rosa forte
20 0,14 Marron Cauda rosa
: 46 0,00 - Rosa forte
21 0,25 +
47 0,05 Azul Amarelo sujo
22 0,33 Azul - fluorescente
fluorescente
. 48 0,15 Marron Cauda rosa
23 0,77 + Rosa forte )
49 0,24 Marron Cauda rosa
24 0,88 - Rosa forte
50 0,34 Marron Cauda rosa
25 0,00 + Rosa forte 51 0,72 - Cauda rosa
26 0,03 + Amarelo sujo 52 0,82 Marron Cauda rosa
53 0,83 Marron Cauda rosa
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3.1.{1‘ Deteccao de Substancias em M. ilicifolia

3.1.4.1 Deteccado da cafeina

FIGURA 14 -

10
eSS TFONCD
0.5
1w X
e Ek ol Ek D>
W Do s XDy oKD
-
13 ED
s 0T MCED
001
1 2 3 4 s 6

‘Cromatografia para xantinas. Sistema IV. 1. Ca-
feina apés passagem por coluna Extrelut®. 2. Fra-
cdo de M. iticifolia(2.4.2.1); 3. Fracao do mace-
rado de M. {licifolia (2.4.2.3); 4. Cafeina em eta-
nol; 5. Teobromina em cloroformio; 6. Teofilina
em cloroférmio. ‘Detecc¢do: UVaggnm {(===); UV3g5nm
(——). Agente cromogénico R7 (*Tabela 16).
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TABELA 16 - Dados do. cromatograma para xantinas.(+) Sombra no

UV3e5nm-
MANCHA . Wigsmm R7. MANCHA  p.. UWag5nm R7
NO NQ
1 0,16 + Vermelho 8 0,02 + . -
. tijolo 9 0,16 Vermelho
2 0,64  Azul fluo- Amarelo sujo tijolo
rescente
10 0,21 + -
3 0,02 + -
11 0,64 Azul fluo- Amarelo sujo
4 0,12 + - rescente
5 0,16 + Vermelho 12 0,31 4. Vermelho
tijolo tijolo
6 0,21 + Amarelo sujo 13 0,07 + Roxo
7 0,64  Azul fluo- Amarelo sujo 14 0,03 + Marron
rescente

g

woreglo O O

gs DIRECAO

L —_—

FIGURA 15 - Cromatografia bidimensional para comprovagao de xan-
tinas. 12 Direcdo - Sistema I; 22 Direcao - Sistema
V. 1. Amostra extraida de M. ilicifolia (STAHL, 1975).
2. cafeina. Detecgao: UV3iggnm © agente cromogénico:
"R7 (*Tabela 17). _ :



67

@ TABELA 17 - Dados da cromatografia bidimensional para xantinas.
) . g
MANCHA R UV365_ R7
. Amostra 0,26 - Roxo Marron
12 Direcao Padrao 0,26 Roxo Marron
* Amostra 0,46 ROX0O ‘ Marron
22 Direcao Padrao 0,45 Roxo0 Marron
1,04
b g

L("]

FIGURA 16 -

0,5

0,0 —_ 3

Cromatografia comparativa entre amostras obtidas na
quantificacdao e padroes de metilxantinas. SistemaV.
A. Cafeina padrao passada por coluna Extrelut (item
2.2.13.3); B. Solugao extraida da droga - método
STAHL (1975)  (item 2.2.13.2); C. Solucdo extraida
do macerado em coluna Extrelut (item 2.2.13.3); D.
Cafeina padrao em clorofdrmio; E. Teobromina em
cloroformio; F. Teofilina em cloroférmio. Detec-
¢do: (-) UV3gspnm. Agente cromogénico R7 (* Tabela
18). ’ '
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TABELA 18 - Comportamento cromatografico na analise de xantinas -
em M. {licifolda. Sistema V.

MANCHA

NG REf - UV R7
1 0,17 Roxo Marron tijolo
2 0,63 Azul fluoresc. Amarelo sujo
3 0,02 Roxo -
4 0,11 Roxo _ -
5 0,17 Roxo Marron tijolo
6 0,21 ~ Roxo ' - .
7 0,70 Azul fluoresc. Amarelo sujo
8 0,02 Roxo -
9 0,19 Roxo -

10 0,25 Roxo -

11 0,63 Azul fluoresc. Amarelo sujo

12 0,31 Roxo Marron tijolo
13 0,06 Roxo Roxo

14 0,03 Roxo Marron escuro

FIGURA 17 - Cromatografla de detecgao da degradacao da substan-
cia M3. Sistema XVI. 1. Sobrenadante extraido com
cloroformio. .(item 2.2.14,2); 2. cafeina. em cloro-

£6rmio Agentes cromogénicos R5 (*) e R6 (o) (Ta-
bela 19).
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TABELA 19 - Comportamento cromatografico de substa@ncias detec-
tadas no sobrenadante da analise de xantinas. Sis-
tema XVI, (+) Sombra no Uv365nm'

MANGHA Wiygsnm ~ 10DO + RS R6
1 ‘ + - Rosa salmao
2 + Marron claro Marron
3 + Roxo -

-

11
13

) o=i

FIGURA 18 - Cromatografia circular para deteccdo de xantinas.
Sistema VI. A. Cafeina padrdao em cloroformio; B.
Solugao extraida do macerado em coluna ~Extrelut
(item 2.2.13.3); C. Solucao extraida da droga -
método STHAL (item 2.2.13.2); D. Cafeina padrao
passada por coluna Extrelut (item 2.2.13.3). Re-
velacao R5 (*).e R6 (o - Tabela 20).

1
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TABELA 20 - Comportamento cromatografico de subst&ncias detecta-

das em cromatografia circular. Sistema VI

18).
MANCHAS UV365nm 12 R5 + R6
2, 6, 12 Azul fluorescente Marron Marron
3, 11 Roxo - Roxo
1,5,8,13 Roxo Marron Marron
7, 10 Roxo Marron Rosa

: salmao
4, 9 Vermelho Verde Verde
3.1.4.2 Caracterizacao de M1 , M2 e M3

3.1.4.2.1

1,0

ABSORVARCTA

0,5

0,0

FIGURA 19 - Espectro

e

Substancia Ml

[aal
Wy
= g

400 «
500 o

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

no visivel

600 .

" de M1 em cloroférmio.

(Figura
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Caracteristicas:

Fs

Substdncia amarelo forte, de consisténcia pastosa, li-

péfila, muito solivel em cloroférmio, hexano, solavel em

etanol, metanol, insoluvel em agua. Em contato com &cido sulfa-

rico 49% e cloreto de antimonio, adquire : cor azul.

3.1.4.2.2 Substdncia M2

1,04

267
268

ABSORVARCTA

267

0,5 =

295

345
295
281
/

400
3s1

0,0 . - ,
- - VT " . N
200 - HWI 400 200 11 400" 250 -3 400

COMPRIMERTO DE ORKDA (nm)

FIGURA 20 - Espectro no ultravioleta de M2. I. Metanol; II. Meta-
'~ nol + AlCl3; III. Metanol + AlClj. |

Caracteristicas:

. Substdncia amarelo palido, soluvel em agua, agua acidi-
ficada, etanol, metanol, acetato de etila. Em contato com amdnia

passa a amarelo fluorescente.
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TABELA 21 - Comportamento espectroscépio'no ultravioleta de M2
em metanol. '

' SOLVENTES E MAXIMO
COND1CAO REACENTES (nm) OBSERVACOES
1 - Metanol ' 267, 281sh, 351 .
11 Metanol + cloreto de ) Desvio gbanda 1), Desvio
aluminio 268, 295sh, 350 hipercromico (banda II)
111 ) . Metanol + cloreto de
aluminio + acido clo- 268, 295sh, 354 Desgvio hipsocromico
ridrico ' (350-345)

3.1.4.2.3 Substancia M3

131
<
<
N <
o~
~
o~
g .
g b c d
0,5
[- -] P
- 4
™~
N,
030"; o | T . f " e | v . . v
‘ 206 300 200 300 200 300 - - 200

COMIRIMENTO DA ORDA (nm)

FIGURA 21 - Espectros no ultravidleta da substdncia M3 em etanol.
(2 e b): substancia M3 extraida pelo método STAHL
(1975); (c e d): cafeina nas concentracdes de 2,5 e

12 pg/ml respectivamente, apos submeter ao mesmo pro-
cesso extratlvo. ‘ : .



Caracteristicas:

Substancia incolor, soluvel em agua, etanol,

formio e bases.

\

3.1.5 Perda por Secagem
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cloro-

TABELA 22 - Perda por secagem (PS) das folhas de M. Jilicifoldia

sem rasurar, em estufa de ar circulante a 40°C, em

funcdo do tempo.

(ditas) (P%S) s Cv#E
4 38,79 0,7883 2,03
5 40,35 0,9575 2,42
6 41,76 1,2400 2,97
7 41,76 1,2400 2,97
8 41,76 1,2400 2,97




3.1.6 Perda por Dessecacao
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TABELA 23 - Perda por dessecacdo (PD) das folhas rasuradas de M.
Os resulta-

icifolia a 105°C (FARMACOPEIA, 1977).

dos obtidos sao a média de 8 determinacoes.

CICLO ﬂf -t s CVs
10 19,85 0,7646 3,85
20 20,03 0,8503 4,25
30 20,16 0,8204 4,07

3.1.7 Analise Granulometrica

TABELA

24 - Andlise granulométrica por tamisacdo de M. {Licifolia.

Os valores obtidos sao médias de 6 determinacodes.

FRACRO

(malfha) GRANCULL?»%EIRICA D%LNLEAO DENEE% TAMISADA RIZERSAICDAU% Pigggégbﬂ
(om) ~ (mm) - M M T (%) R (%) P (%)
0,800 0,800-1,250 1,0250 0,450 0,76 0,76 99,24
0,315 0,315-0,800 0,5575 0,485 35,33 36,09 63,91
0,200 0,200-0,315 0,2575 0,115 25,27 61,36 38,64
0,071 0,071-0,200 0,1355 0,129 22,30 83,66 16,34
0,063 0,'063?0,071 6,0670 0,008 - 3,54 87,20 12,80

0,0315 12,27 99,47 0,53

COLETOR

0,000-0,063

0,0315
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3.1.8 Determinacao do Teor Extrativo (TE) de folhas de M.

ilicifolia (BUNDESVEREINIGUNG, 1979)

TABELA 25 - beterminacéo do tedr extrativo de folhas frescas de
M. icifolia (n = 6)

TE

£({m/m) Cve

+
0

27,04 0,9216 3,41

TABELA 26 - Determinacdo do teor extrativo de folhas secas de
M. ilicifofia em funcdao da granulometria (n = 5).

FAIXA TE ' '
GRANULOMETRICA (%) ts Cvs
0,800-0,300 26,09 10,3125 1,20
2,000-0 24,10 0,3488 - 1,45

TABELA 27 - Determina¢50 do teor extrativo de folhas secas de
' de M. ilicifotia em funcdo do tempo de armazenamento

{(n = 5).
TEMPO DE TE
ARMAZENAMENTO + s CVs
(meses) (%)
o 24,10 0,3488 1,45
1 27,57 0,8871 " 3,00

2 . 28,80 - 0,5969 2,07
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- 3.1.9 Determinacado de Taninos (BOHME & HARTKE, 1976)
TABELA 28 - Validacao do método de doseamento para taninos,
utilizando taninos SETA e Rathania radix (n = 5).
E
TANINOS SETA Rathania radix
VALOR VALOR OBSERVADO VALOR OBSERVADO
AMOSTRA ESPERADO % *s CV% VALOR iSPERADO . v CV%
TANINOS :
TOTAIS 94,00 84,14 0,8373 0,99 15,00 - 20,00 17,72 0,3808 2,15
(%)
TANAN- .
TES (%) 72,00 75,35 0,6283 0,83 15,85 0,2318 1,46
NAO TA-
-~ NANTES 22,00 8,79 0,4345 4,90 1,88 0,1680 8,94
- (%) '
TABELA 29 - Determinacao quantitativa de taninos em folhas
de Maytenus ilicifolia (n = 3).
X s Ccvs
- Taninos :
° Totais (%) 12,28 0,3915 3,18
Fracao
Tanante 8,10 00,0907 1,12
(%) ‘
Fracao
nao ta- 4,18 0,3225 ’ 7,71
nante (%)
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_3.2 CARCTERIZACAO DOS MACERADOS
3.2.1 Determinacdo do Residuo Seco (RS)

TABELA 30 - Residuo seco . (RS) dos extratos macerados em
funcao da concentracdo etandlica (CE) e do tempo de
maceracao (TM) e do extrato referéncia (ER) (n=6).

CE T™ RS
(3 V/V) (dias) (¢; m/m) ts CV%

> 2,97 - 0,0741 2,51

>0 10 2,94 0,0978 3,32
2,95 0,1129 3,83

°0 10 2,88 0,080 2,79
5 2,85 0,0126 0,44

70 10 2,32 . 0,0122 ~ 0,53
96 5 1,79 0,0124 0,69
10 1,81.  0,0742 4,37

ER - 2,75 0,0350 1,27

3.2.2 Determinacao da Densidade dos Macerados e Extrato Refe-

rencia (ER)

TABELA 31 - Densidade d0s . macerados apds 5 dias de contato
e do ER determinada por areOmetro e por picndmetro
em funcdo da concentracao etandlica (CE), (n =.3).

CE AREOMETRO ] PICNOMETRO
(8; v/ ¥ +s CVs X ts CVs
50 0,935 0,0016 0,17 0,936 0,012 0,13

60 . 0,927 o0,0012 0,13 0,927 0,017 0,18
70 0,904  0,0006 0,06 0,904 0,0004 0,04
9 0,813 0,000 0,12 0,809 0,0059 0,73
ER 0,937 0,004 0,15 0,938 0,0010 0,11
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TABELA 32 - Densidade
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dos macerados apos 10 dias de conta-
to e do ER determinada por aredometro e por picno-
metro, em funcido da concentracdo etandlica (CE),
do liquido extrator (n = 3).
CE C AREOMETRO PICNOMETRO
(¢; V/V) ., X +s CVs X +s CvVg
50 0,933 0,0012 0,13 0,936 0,0015 0,16
60 0,932 0,0020 0,21 0,938 0,0010 0,11
70 0,887 00,0018 0,20 0,889 0,0013 0,15
96 0,811 0,0012 0,14 0,812 0,0010 0,12
ER 0,937 0,0014 0,15 0,938 0,0010 . 0,11
3.2.3 Determinacao do Teor Alcoolico
TABELA 33 - Teor alcodlico (TA) dos extratos apds 5 dias de
maceracao, em funcao da .concentracdao etandlica

~ (CE) do .ménstruo e do extrato referéncia (ER),de-—
. terminado pelo método da FARMACOPEIA (19779, em-
pregando aredmetro e picndometro (n = 5).
CE AREOMETRO PICNOMETRO
(8:V/V) + TB ts cve  TA +. .
’ © (%3V/V) (%3 VA) +s
50 47 0,0799 0,17 46 0,0598 0,13
60 51 0,0663 0,13 51 0,0918 0,18
70 - 61 - 0,0366 0,06 61 0,0244 0,04
96 94 ‘0,128 0,12 95 0,6935 0,73
ER 46 10,0690 0,15 45 0,11
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TABELA 34 - Teor alcodlico (TA) dos extratos apos
maceracdo em funcdo da concentracao etandlica (CE)

79

10 dias de

do ménstruo e do extrato referéncia (ER), determi-
nado pelo método da FARMACOPEIA (1977), empregando

aredmetro e picnometro (n = 5).

CE AREOMETRO PICNOMETRO

($:V/V) TA g Cvs TA ‘& Cvs
50 48 0,0763 0,13 46 0,2392 0,52
60 49 0,638 1,30 46 0,3588 0,78
70 72 0,0372 0,52 68 0,0816 0,12
96 94 0,1590 0,17 94 1,081 1,15
ER 47 0,0687 0,15 46 0,2254 0,49

3.2.4 Determinacao do pH

TABELA 35 - Valores de pH dos extratos em funcdo da concentra-

cao etandlica (CE) do ménstruo e do tempo de mace-

racdo (TM), do extrato referéncia (ER), dos méns-—

truos e da agua (n = 3).

™

CE

AMOSTRA  (gias) (%) PH ts Cvs

50 6,14 0,0173 0,28

5 60 6,14 0,0212 0,35

70 6,24 0,0173 0,28

| 96 6,38 0,0231 0,36
EXTRATO

50 6,27 0,0580 0,92

lo 60 6,17 0,0312 0,51

70 6,32 0,0289 0,47

96 6,20 0,0057 0,09

ER 50 6,14 0,0045 0,73

50 4,72 0,0462 0,98

60 4,93 0,0689 1,40

ETANOL 70 5,25 0,0695 1,32

96 6,90 0,0057 0,83

AGUA - 0,076 1,38

5,52
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3.2.5 Coloracao dos Extratos
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TABELA 36 - Coloracao dos extratos em funcdo do tempo de mace-

racao (TM) e concentracdo etandlica (CE) do méns-

truo.
T T am CE
(dias) 50 60 70 96
ma n arron d
5 es:l!;:o llelzs;erdeacl':: verde ziivi
10 marron marron verde cana verde
escuro escuro escuro oliva
3.3 QUANTIFICACAO DOS MACERADOS
3.3.1 Doseamento Quimico de Taninos
TABELA 37 - Doseamento de taninos nos extratos de M. ilicifolia,

apos 5 dias de maceracido, em fungdo da concentracao

etandlica (CE) do ménstruo (BOHME & HARTKE, 1976)A

com po de pele (n

23).

CE TANINOS TOTAIS FRACAO TANANTE FRACAO NAO TANANTE

% x(%) ts CV% x(%) t s CV% x(%) + 5 CV%
50 13,09 0,1002 0,77 9,53 0,0608 0,64 3,57 0,1058 2,96
70 11,50 0,1305 1,14 8,53 10,1270 1,49 2,97 0,0557 1,88
96 9,59 0,0889 0,93 7,36  0,0964 1,31 2,23 0,0436 2,25
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TABELA 38 - Doseamento de taninos nos extratos de M. Mﬁoua

apbés 5 dias de maceracdo, em funcao da concentra-

cdo etandlica do Ménstruo (CE), utilizando como

substdncia precipitante a caseina.

CE TANINOS TOTAIS FRAGEO TANANTE FRAGAO NAO TANANTE
(8) 3% ts cv% X (%) ts ovE X(%) ts cvs
50 13,09  0,1002 0,77 9,21 0,3982 4,33 3,88  0,3477 8,9
70 11,50 0,1305 1,14 8,39 6,7343 8,75 3,11 0,6222 20,00
96 9,59 0,0889 0,93 6,52 0,2511 3,85 3,07 0,1793 5,84
TABELA 39 - Doseamento de taninos nos extratos de M. {licifofia
apos 10 dias de maceracao, em funcao da concentra-
cao etandlica do ménstruo (CE), empregando po de
pele como precipitante (n = 3).
CE TANINOS TOTAIS FRAGAO TANANTE " FRACKO NAO TANANTE
(%) X ts CV% X ts V% X ts CV%
50 13,02  0,1554 1,19 9,38  0,2191 2,44 3,64  0,0751 2,06
70 10,65 0,1007 0,95 7,77 0,0794 1,02 2,88 0,1078 3,75
96 10,08  0,0961 0,95 8,16  0,1387 1,70 1,92  0,0436 2,25
TABELA 40 - Doseamento de taninos dos extratos de M. ilicifolia
apds 10 dias de maceracdo, em funcdo da concentra-.
cao etandlica do ménstruo {CE), empregando caseina
‘Tomo -precipitante (n = 3). |
CE TANINOS TOTAIS - FRACAO TANANTE FRACAO NAO TANANTE
(%) S X ts CV% X ts CcV% x ts CV%
50 13,02 0,1554 1,19 8,83 0,3808 4,31 3,49 0,1159 3,32
70 10,65 . 0,1007 - 0,95 7,05  0,7343 3,20 3,60 0,2914 8,09
96

10,08 0,0961 0,95 7,44

10,1680 2,26 2,72 0,1556 5,71
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TABELA 41 - Doseamento de taninos no extrato referéncia (ER) de .

M. {icifolia empregando como substadncias precipi-
tantes pb de pele e caseina (n = 3).

TANINOS TOTAIS FRACAO TANANTE FRACAO NAO TANANIE

SUBSTANCIA _ _ _
PRECIPITANTE X ts CV% x +s8 CVx X ts CV%
PO DE PELE 16,14 0,1155 0,72 13,21 0,0635 0,48 2,93  0,0520 1,77
CASEINA

16,14 0,1155 0,72 11,88 0,3487 2,94 4,26 0,3208 7,53

3.3.2 Avaliacao Espectrofotométrica para Cafeina

3.3.2.1 ARvaliacdoparacafeina no ultravioleta - extracao com

solvente

TABELA 42 - Avaliacdo da cafeina em UV a 272,8 nm apds extra-

cao (STAHL, 1975 - modificado para extratos), em
funcao do tempo de maceracao (TM) e concentragao
etandlica (CE) do ménstruo.

EXTRATO CONCENTRACZAO
T™ CE DE CAFEINA 4+ s CV%
(dias) (¢) (ug/ml)
50 13,27 0,3260 2,46
5
60 19,47 1,1133 5,72
50 8,30 0,3126 3,77
10 , ‘
60 17,26 ~  0,6236 3,61
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TABELA 43- pados da curva de calibracao de cafeina em etanol

absoluto a 272,8 nm (n = 5).
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CAFETNA  _ ABSORVANCIA _
(ug/ml) A OBTIDA 4+ s CV% A CALCULADA
1,0 0,054 0,0019 3,46 0,040
1,5 0,076 0,0016 2,08 0,064
2,0 0,099 0,0011 1,11 0,087
2,5 0,120 0,0032 2,67 0,111
3,0 0,145 0,0016 1,09 0,134
4,0 0,164  0,0046 2,79 0,180
5,0 0,213 0,0029 1,34 0,227
6,0 0,267 0,0025 0,98 0,274
7,0 0,314 0,0106 3,37 0,321
8,0 0,367 0,0149 4,08 0,368
9,0 0,409 0,0126 3,08 0,414
10,0 0,460  0,0093 2,03 0,461
11,0 0,521  0,0144 2,76 0,508
12,0 0,567 0,0111 1,96 0,554
r =0,9974
y = 0,046x - 0,00064
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3.3.2.2° Doseamento para cafeina através de coluna Extrelut/UV

TABELA 44 - Concentraciao de cafeina nos macerados em fungdo do
tempo de maceracdo (TM) e da concentracido etandlica
(CE) do ménstruo por espectrometria no ultraviole-
ta a 272 nm, apds extracao e purificacdo por coluna
Extrelut (n = 3).

EXTRATO .
' CAFEINA
™ .
(dias) &5 (ug/ml) xS ‘CV%
50 6,32 0,0720 1,14
5 _
60 6,01 0,1973 3,28
50 4,56 0,1637 3,50
10 |
60 3,85 . 0,1848 4,79

TABELA 45 - Curva de calibracdo de cafeina padrédo apds passagem

por ‘coluna Extrelut a 272 nm.

CAFEINA ABSORVANCIA
(ug/ml) Z OBTIDA + s CVe A CALCULADA
1,0 - - - -
1,5 - - - -
2,0 0,051 0,0015 2,94 0,050
2,5 0,068 0,0006 0,85 0,070
5,0 0,173 0,0046 2,60 0,171
7,5 0,271 0,0063 1,68 0,272
r = 0,9998
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TABELA,46 - Curva de calibracao de cafeina em diclorometano
272nm (n = 3).

i,

CAFEINA - ABSORVANCIA -

(mg /m1) A OBTIDA s T ove A CALCULApA
1,5 0,068 0,0028 4,11 0,063
2,5 0,100 0,0031 3,10 0,107
5,0 0,218 0,0025 1,15 0,218
7,5 0,329 0,0043 1,31 0,328

r = 0,9991
y = 0,0443x - 0,0387

3.4 ESTUDOS PRELIMINARES DA ESTABILIDADE

Abaixo de cada tabela estdo apresentados equacio
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a

da

reta e coeficiente de correlacao (r), calculados considerando

a reta de degradacao de 12 ordem.

Extrato Padronizado Submetido a 30°C

TABELA 47 - Concentracao de taninos totais (TT) no extrato
M. ilicifolia gquando submetido a 30°C, em funcgao

tempo de exposicao.

de
do

e L. o P .
(d1as) (%) - OBTIDA CALCULADA (1073. &b
13,01 0,0964 0,74 100,00 101,37 .
7 12,75  0,0777 0,61 98,00 96,44 ' 2,8861
14 11,62 0,0400 0,34 89,32 91,52 8,0675
2% 10,89 0,1168 1,07 . 83,71 o 8u,u7 '7,4088
30 10,66 0,1825 . 1,71 81,94 80,25 6,6394
4l 9,12 0,0557 0,61 70,12 © 70,40 8,067

r = -0,9871
y = -0,70x + 101,37
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TABELA 48 - Concentragao da fracao tanante (T) no extrato de
M. ilicifolia, quando submetido a 30°C, .em funcgao

do tempo de exposigao (n = 3).

éﬁ?ﬂjﬁ (i) e o . CONCENTRACRO. . -3x1 .
OBTIDA CALCULADA (10 °. 4 %)

0 9,87 0,1168 1,18 100,00 102,38 -

7 9,76 0,1124 1,15 98,89 96,74 1,6946
14 8,76 0,1825 2,08 88,75 91,09 - 8,5248
2 8,03 0,0611 0,76 81,36 83,02 8,5953
30 7,89 0,0567 0,72 79,43 78,18 7,6765
INA 6,61  0,1655 " 2,50 67,01 : 66:89 9,0984

r = ~0,9853

y = -0,81x + 102,38

TABELA 49 - Concentrac¢do da fracao nao-tanante (NT) no extrato
de M. ilicifolia, quando submetido & 30°C, em funcao
do tempo de exposigdao (n = 3).

BT T ° CONCENTRACKO ] g
(dias) (%) zs v OBTTDA CALCULADA 073, ¢™h
0 3,14 0,0025 0,08 100,00 98,34 -

7 2,99 0,0095 0,32 95,22 95,59 6,9972
14 2,86 0,0010 0,04 91,08 92,84 6,6737
2% 2,86 0,0087 0,31 91,08 88,91 3,8930
30 2,77 0,0082 0,30 88,22 86,56 4,1779
uy 2,51 0,0017 0,07 79,36 81,06 52540

r = -0,9506
y = =0,39x + 98,34
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Extrato Padronizado a 40°C
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. TABELA 50 - Concentracdo de taninos totais (TT) no extrato de
M. ilicifolia, guando submetido a 40°C, em fungdo do
tempo de exposicadao (n = 3).

7

CONCENTRACAO

K
(d1a5) ® - ° v OBTIDA CALCULADA (x 10’3% P

0 13,01 0,00208 0,02 100,00 98,25 -

7 12,53 0,00216 0,02 96,39 93,93 5,2525
14 11,33 0,00915 0,08 87,09 89,62 9,8734
24 10,74 0,00874 0,08 82,55 83,45 7,9903
30 10,32 0,01921 0,19 79,32 79,75 7,7227
37 9,98 0,0210 0,21 76,71 75,44 7,1659
bl 9,27 0,01102 0,12 71,25 71,12 7,7040

r = ~0,9802
y = -0,62x + 98,25
TABELA 51 . Concentracao da fracao tanante (T) no extrato de
M. iLicifolia, quando submetido a 40°C, .em funcao
do tempo de exposigcao (n = 3).
o . CONCENTRACAO Ry
(dias) (%) T ove OBTTDA CALCTLADA C(x 1073, a7hH
0 9,87 0,00116 0,02 100,00 98,48 -
7 9,45 0,00217 0,02 95,75 94,24 6,2042

14 8,66 0,002309 0,03 87,74 90,01 9,3423

24 8,32 0,00897  ° 0,11 84,30 83,96 7,116

30 7,93 0,01258 0,16 80,35 80,32 7,2926

37 7,58 0,01089 0,14 76,80 76,09 . 7,1342

4y 7,06 0,01185 0,17 71,53 71,85 7,6148

r = - 0,9887

y = -0,61x + 98,48
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. TABELA 52 - Concentracao da fracdo nao-tanante (NT) no extrato
' de M. {lLicifolia, quando submetido a 40°C, em fun-
¢do do tempo de exposigdo (n = 3).
BP0 - CONCENTRAGAO K,
(dias) (%) t s V% h. % -3 -1
. , . OBTIDA CALCULADA (x10°.4d4°7)
. o 3,14 0,002517 0,08 100,00 97,52 -
N 7 3,09 0,006810 0,22 98,41 92,96 2,2897
14 2,67 0,001000 0,04 85,03 88,40 11,5833
24 2,42 0,008310 0,34 77,07 81,88 10,8523
30 2,39 0,007768 0,33 76,12 77,97 0,0953
37 2,40 0,006314 0,26 76,43 73,40 7,2647
4 2,21 0,003512 0,16 70,38 70,38 8,4860
r = -0,9160
IS y = - 0,65% + 97,52
Extrato Padronizado a 60°C
TABELA 53 - Concentracdao de taninos totais (NT) no extrato de
M. iticifofia, quando submetido a 60°C, em  fungéo
do tempo de exposigcao (n = 3).
®
CONCENTRAGAO K
('rdr:g:) (?) t s cve % _ % _31 1
DBTIDA CALCULADA (x 1077, a™)
0 13,01 0,0964 0,74 100,00 80,43 -
7 9,69 0,1168 1,21 74,48 75,73 4,209
14 9,44 0,0751 0,79 72,56 71,02 2,291
17 - 8,66 0,1387 1,60 - 66,56 69,00 v 2,240
24 8,44 0,0983 1,17 64,90 ' sa,sov_ ‘ 1,801
30 8,3 . 0,0777 0,93 64,10 60,26 1,482
INA 6,32 0,2075 2,53 48,56 50,85 1,642
r = -0,9633

y = -0,67x + 80,43
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n

0,26x + 58,98

L TABELA 54 - Concentracao da fracao tanante (T) no extrato deM.
Lucj,ﬂoua, quando submetido a 60°C, em .fungao
do tempo de exposicao (n = 3).
T CONCENTRACAO Ky
TEMPO + CV% % %
: -3 -
(dias) (%) OBTIDA . CALCULADA (x 1072, @
0 9,87 - - 100,00 89,18 -
® 7 8,52 0,0173 0,20 86,32 81,45 2,102
14 6,76 0,1097 1,62 68,49 73,72 2,704
17 6,67 0,0693 1,04 67,58 70,40 2,305
2% 6,25 0,1893 3,03 63,32 62,67 1,904
30 5,81 0,0400 0,69 58,87 56,04 1,766
IWA 3,97 0,2346 3,64 40,27 40,58 2,067
= -0,9694
. y = -1,05x + 89,18
TABELA 55 - Concentracao da fracao nao-tanante (NT) no extrato
de M. ilicifolia, quando submetido a 60°C, em fun-
cao do tempo de exposigdao (n = 3).
v CONCENTRACAO K
TEMPO NT -3t .
(dias) (%) T s Cv% % OBTIDA (x1073. a’hH
0 3,14 0,00252 0,08 100,00 -
L 7 1,17 0,1210 10,00 37,26 141,0357
14 2,60 0,0611 2,35 82,20 14,0011
17 1,99 0,0892 4,48 63,38 26,8248
24 2,19 0,0915 4,18 69,75 15,0105
30 2,53 0,0961 . 3,79 80,57 7,2015
INA 1,76 0,0818 4,65 56,05 13,1574
= -0,2039
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FIGURA 22 - Cromatografia do extrato padronizado submetido a

30°C, em funcdo do tempo de exposicdo. Sistema
IV. Deteccdo no UV3ggpm € com agente cromogéni-
co Rl (* Tabela 56). A. 7 dias; B. 14 dias; C.
24 dias; d. 30 dias; E. 44 dias; F. Catequina
padrdo; G. Epicatequina padrdo; H. Dia zero.
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TABELA 56 - Comportamento cromatografico de substancias detec-
~ tadas no extrato padronizado de . M. {ficifofia a 30°C.-
Detecgdo: UVigsnm © agente cramogénico R1, (+) Som-

bra no UV3igs5nm-

MANCHA g+ CORES NO CORES APOS MANCHA Rf CORES NO CORES APOS
No U35 nm R1 No UV365 no Rl
1 0,00 + " Rosa 29 0,59 - Rosa forte
2 0,03 Azul - 30 0,00 + Rosa
fluorescente
31 0,03 Azul -
3 0,03 - Rosa forte fluorescente
32 Cauda Marrom claro . Rosa claro
4 0,08 - Rosa forte
33 0,13 Marron Amarelo sujo
5 0,13 + Amarelo sujo 34 0,18 Marron Amarelo sujo
6 0,1% + Amar. sujo 35 0,23 Marron Rosa
7 0,25 + Rosa forte 36 0,32 + Rosa forte
‘8 0,32 + Rosa forte 37 0,48 + Rosa forte
9 0,48 + Rosa forte 38 0,59 - Rosa
10 0,60 + Rosa forte 39 0,00 + Rosa
11 0,00 + Rosa claro 40 Cauda Marron claro -
12 0,03 Azul - 41 0,13 Marron Amarelo sujo
: fluorescente
42 0,18 Marron Amarelo sujo
13 0,0z - Rosa forte .
43 0,23 + Rosa
14 0,0t - Rosa forte 4s 0,32 + Rosa forte
: 45 0,48 + Rosa forte
15 0,13 + Amar. sujo
: 46 0,58 - Rosa forte
16 0,1& + Amar. sujo
47 0,60 + Rosa forte
17 0,24 + Rosa forte .
48 0,49 + Rosa forte
18 0,32 + Rosa forte ’
. 49 0,00 + Rosa forte
19 0,48 + Rosa forte
50 0,03 Azul -
20 0,60 -+ Rosa forte fluorescente
21 0,00 + Rosa claro 51 0,13 + Rosa
22 0,03 Azul - 52 0,18 + Rosa
fluorescente
53 0,24 C+ Rosa
23 Cauda + Rosa claro '
54 0,33 + Rosa
24 0,12 + Amar. sujo
B 55 0,48 + Rosa forte
25 0,17 + Amar. sujo
, 56 0,60 + Rosa forte
26 0,23 + Rosa forte
27 0,30 + Rosa forte
28 + Rosa forte

10,49
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FIGURA 23 - Cromatografia do extrato padronizado de M. ilicifolia
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submetido a temperatura de 40°C. Sistema IV. A. 7°
dias; B. 14 dias; C. 17 dias; D. 24 dias; E. 30
dias; F. 44 dias; G. Catequina padrao; H. Epicate-

' quina padrdo; I. Dia zero. Detec¢do UV3gspm, agen-

te cromogénico Rl (* Tabela 57).
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TABELA 57 - Comportamento cromatografico das substancias detec-
tadas no extrato padronizado de M. ilicifolia exposto a

temperatura de 40°C (+) Sombra no UV3g5nm-

i

MA:SHA RE. CORES NO CORES APOS m:gm RE. CORES NO CORES APOS
= UV3es nm Rl © UV365 nm R1
1 0,00 Azul Fluoresc. Rosa forte 41 0,63 - Amarelo sujo
2 0,05 - Rosa forte 42 0,00 Amarelo -
3 0,09 - Rosa forte 43 0,03 Azul -
4 0,12 + Amarelo sujo fluorescente
5 0,16 + Amarelo sujo 44 0,05 - Rosa forte
6 0,22 + Amarelo sujo 45 Cauda - Rosa claro
7 0,29 + Rosa forte 46 0,14 + Amarelo sujo
8 0,38 + Rosa forte 47 0,18 + Amarelo sujo
9 0,48 + Rosa forte 48 0,23 St Amarelo sujo
10 0,63 - Rosa forte 49. 0,30 + Rosa forte
11 0,00 Azul Rosa forte 50 - Cauda + Rosz claro
fluorescente 51 0,49 + Rosa forte
12 0,0=% - Rosa forte 52 0,62 + Rosa forte
13 0,08 - Rosa forte 53 0,00 Marron -
14 0,12 + Amarelo sujo 54 0,03 Azul -
15 0,16 + Amarelo sujo fluorescente
16 0,21 + Amarelo sujo 55 0,05 + Rosa forte
17 0,28 + Rosa forte 56 . Cauda + Rosa claro
18 Cauda + Rosa forte 57. 0,14 * Amarelo sujo
19 0,48 + Rosa forte 58 0,19 + Amarelo sujo
- 20 0,61 - Rosa forte 59 0,24 + Amarelo sujo
21 0,00 Azul Rosa forte 60 0,30 + Rosa forte
fluorescente 61 Cauda + Rosa claro
22 0,05 - Rosa forte 62 0,48 + Rosa forte
23 0,09 - Rosa forte 63 0,61 + Rosa forte
24 0,12 + Amarelo sujo 64 0,62 + Rosa forte
25 0,17 + Amarelo sujo 65 0,48 + Rosa forte
26 0,22 + Amarelo sujo 66 0,00 + Ros; forte
27 0,29 + Rosa forte 67 0,03 + ’ -
28 Cauda + Rosa forte
29 0,48 + Rosa forte 68 0,08 - Rosa forte
30 0,63 * Rosa forte 69 0,13 + Amarelo sujo
31 0,00 Marron claro Rosa 70 0,18 . Aparelo sujo
3 0,03 ?iﬁgrescente _ E 7 0,23 + Amarelo sujo
33 0,05 - Rosa forte 72 0,30 + Amarelo sujo
34 0,09 - Rosa forte 73 0,42 + Amarelo sujo
35 0,15 + Amarelo sujo 74 0,48 + Amarelo sujo
36 0,17 + Amarelo sujo 75 0,57 + Amarelo sujo
37 0,22 . + Amarelo sujo
38 0,29 + Rosa forte
39 Cauda + Rosa claro
40 0,48 + Rosa forte
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FIGURA 24 -

Cromatografia do extrato padronizado de M. licifolia
submetido & 60°C. Sistema IV. A. 7 dias; ~ B.: 14
dias; ¢c. 17 dias; pD. 24 dias; E. 30 dias; F. 44
dias; ¢. Catequina padrdo; K. Epicatequina -‘padrao;
I. Dia zero. Deteccdo: UV3gsnm: agente cromogénico
Rl (* Tabela 58). :
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TABELA 58 - Comportamento cromatografico das substancias detec-

tadas no extrato padronizado de M. {licifolia  exposto
& temperatura de 60°C (+) Sombra no UV.
MANCHA  ¢. MANCHA

NO UV3gs nm Rl Ne UV3gs nm Rl
1 0,00 R Marron 38 0,22 Amarelo sujo’
2 0,02 Azul fluoresc. - 39 0,28 Amarelo sujo
3 0,06 - Rosa forte 40 Cauda  Azul fluoresc. Rosa claro
4 0,07 - Rosa forte 41 0,43 -
5 0,14 + Amarelo sujo 42 0,47 + Rosa forte
6 0,19 + Rosa forte 43 0,58 - Rosa forte
7 0,24 + Rosa forte 44 0,00 + Marron
8 0,33 + Rosa forte 45 0,03 + Rosa claro
9 Cauda Azul fluoresc. Rosa forte 46 0,07 + Rosa claro
10 0,50 ' 47 0,10 + Amarelo sujo
11 0,62 - Rosa forte 48 0,17 + Amarelo sujo
12 0,00 + ) Marron 49 0,21 + Amarelo sujo
13 0,01 Azul fluoresc. - 50 0,29 + Amarelo sujo
14 0,04 - Rosa forte 51 Cauda Azul fluoresc. Rosa claro
15 0,08 - Rosa forte 52 0,46 + Rosa forte
16 0,12 + Amarelo sujo 53, 0,58 + Rosa forte
17 0,17 + Rosa forte 54 0,00 Marron Marron escuro
18 0,23 + Rosa forte 55 0,04 + -
19 0,31. +. Rosa forte 56 0,11 + -
20 Cauda  Azul fluoresc. Rosa claro 57 0,18 + -
21 0,48 + Rosa. forte 58 0,22 + -
22 0,60 - Rosa forte 59 Cauda  Azul fluor:sc. -
23 0,00 Marron Marron ate Rf ‘
24 . 0,04 Marron " Rosa forte 60 0,59 * Rosa forte

caramelo 61 0,44 + Rosa forte
25 0,09 Marron Rosa forte 62 0,00 + Rosa forte

caramelo 63 0,05 4 .
26 0,13 + Amarelo sujo 64 0,08 - Rosa forte
27 0,17 + .‘ Amarelo sujo 65 0,13 + Amarelo sujo
28 66 0,18 + Amarelo sujo
29 0,31 + Rosa forte 67 0,23 + Rosa forte
30 Cauda  Azul fluoresc. Rosa claro 68 0,30 + Rosa forte
31 0,49 * Rosa forte 69 0,42 + Rosa forte
32 0,59 - Rosa forte 70 0,48 + Rosa forte
33 0,00 * Marron 71 0,57 + Rosa forte
34 0,04 Marron Rosa forte

caramelo
35 0,08 Marron Rosa claro

. caramelo '

36 0,12 + ~ Amarelo sujo
37 0,17 + Amarelo sujo
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DISCUSSAO

Varias plantas medicinais séo comercializadas no Brasil
sob o.nome popular de cancerosa, cancorosa, espinheira santa,
coromilho do campo (SIMOES e col., 1986; COIMBRA e SILVA, 1958),
algumas vezes é Maytenus iicifolia, outras, séo éspécies per-
tencentes ao género Maytenus. ConfusOes mais sérias ocorrem com
espécies de - familias bem distintas como = é o caso de
Todina nhombifolia (Santalaceae ), Sorocea  bonplandii  (Moraceae ) e
Cithonella gongonha  (lcacinageae). Assim fez-se necessario a carac-

terizacdo botadnica assessorada pela quimica e cromatografica.

'ApOs estudos farmacolééicos desenvolvidos com
M. 4licifolia a Central de Medicamentos (CEME) a coloca como par-
te do arsenal terapéutico disponivel, desconsiderando os problemas
da identificacdo da droga. A descrigdao de LOURTEIG (1955) é. a
mais éompleta ‘e ainda insuficiente, j& que para identificacdo
botanica faz-se necessario coletar em periodo de floracao e a
indﬁstriav fifoterépica tem necessidade de coletar a droga o ano
todo.. Aliado a isto, ndo existe monografia de M. Ui&é{o&'a. na
Farmacopéia Brasileira. Assim opt'oﬁ-se, neste trabalho, por
comparar Maytenus Wu’.ﬁoua através das folhas (Tabela 5), seguin-

do a descricao botanica de LOURTEIG (1955), e para as outras es-

pécies as descricOes de CABRERA (1965), MIQUEL (1965-7) e, dentro
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das possibilidades, fornecer subsidios farmacognésticos para 1V

Edicao da Farmacopéia Brasileira.

Segundo a descricao de LOURTEIG (1955) para M.ilicifolia

(Tabela 5), a amostra de lodina nhombifofia poderia ser descartada

face as diferencgas significativas quanto ao nimero de pares de

espinhos e ao formato losangular da folha. A Sonoceae bonplandid

pela textura quebradica da folha e por apresentar gémulas axiais

no penduculo.

As amostras M1, M2 e M3 apfesentam grande semelhanca
com M. 4flicifolia, com peguenas diferencas quanto ao numero de
pares de espinhos e comprimento da folha, as quais poderiam ser
atribuidas as variacbes climaticas. Estas amostras apoOs anidlise
botdnica (Departamento de Botanica - UFRGS), foram identificadas

no género Maytenus.

A caracterizacdo anatomica € um recurso que leva a um
reconhecimento ‘da droga, através de cortes transversais no mate-
rial, utilizando as estruturas caracteristicas como pontos de

identificacao e diferenciacao.

Com relacao a droga M. {licifofia ha dois relatos, um
mais antigo (BERNARDI & WASICKY, 1959) e outro mais recente (NA-
KAYMA & AKISUE, 1988). Através da andlise anatomica (Figuras 1,

2 e 3) foi possivel comprovar a_deséricéo de BERNARDI & WASICKY

. (1959), sendo que as trés camadas do parénquima palicddico e as

células do parénguima esponjoso caracterizam a droga M.

ibicifotia.

BERNARDI e WASICKY (1959) descrevem ainda um parénquima

medular, o qual ndo foi observado na droga em estudo, porém estu-
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dos anatomicos anteriores (CUTTER, 1986), demonstraram gque as
células parengquimadticas podem apresentar posterior lignificacao.
A problematica reforca a necessidade de estudos ontogenéticos da

droga Maytenws JLLicifolda.

As informacOes concernentes a constituicao quimica das
folhas de Maytenus ificifofia sd@o limitadas assim tornou-se ne-
cessiria a caracterizacdo de sua composicdao quimica iniciada por

um "screening" fitoquimico proposto por MARINI-BETTOLO (1971).

O método consiste em reacOes gquimicas <c¢lassicas, com
extratos recém-preparados, com pequenas gquantidades da drogé,
acompanhadés por reacOes com padroes represehtantes de grupos
estruturais, caracterizando’classes de substancias tais como,
antrandides, fendis, tanindides, cardenolideos, alcaldides .ter-_

ciarios e guaternarios, flavondides,

Em uma segunda etapa, a droga € submetida a um processo
de extragdo seletiva, com solventes de polaridade crescente, as-
sociada ao aquecimento (50°C), por curto periodo e as solugles

obtidas sao cromatografadas.

Através destes‘métodos associados observou-se no teste
para alcaldides, presenca de alcaldides terciérioé e quaterna-
rios, ndo comprovada na analise cromatogréfica (item 3.1.2.5).
Tal resultado poderia ser causado por outras substdncias conten-

do nitrogénio como por exemplo, aminoacidos ou metilxantinas.

Por comparacdo com as solugdes padroes, observou-se
reacdo positiva para substancias polifendlicas ao reagir a solu-
¢do com cloreto férrico (item 2.2.3.1.3) e observou-se precipi-

tacdo ao adicionar solucdao de gelatina, indicando a presenca de
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tanindides (2.2.3.1.5). Na anidlise cromatografica, pode-se. no-
tar comportamento semelhante a substincia padrao (Figura 4), de-
senvolvendo coloracao rosa forte apds nebulizacdo com agente

cromogénico R1l, indicativo da presenga de derivados catégquicos

.(MARKHAN, 1982).

O resultado positivo do extrato frente a adi¢ao de mag-
nésio e acido cloridrico (reagao de Shinoda), sugere a presenca
de flavondides. Este resultado foi confirmado apds cromatogra-

fia da solucao C (Figura 6).

Foi observada reacao negativa para os testes de antra-

ndides e cardenolideos.

O teste indice da espuma, realizado para detectar sapo-
ninas, nao permitiu assegurar sua presenca. A pegquena sensibi-
lidade deste teste pode também fornecer falso-negativo, devida a
baixa concentracdo destas substi@ncias. Na andlise cromatografi-
ca pode-se, no entanto, observar uma mancha com comportamento

semelhante ao padrao de saponina (Figura 5).. O resultado nega-

" tivo no teste do indice de hemdlise também nao contribuiu para

dirimir a davida, pois, pode ser interpretado como simples au-

séncia de saponinas hemoliticas.

'Apds realizadas as analises propostas por MARI-
NI-BETTOLO, pode-se constatar que apenas as substancias em con-
centracio considefével sio detectadas. Provavelmente isto se
deva ao restrito periodo de contato da droga e o liguido extra-

tor, nd3o permitindo tracar um perfil guimico mais completo.

A cromatografia em camada delgada possibilita isolamen-
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to de substancias e em muitos casos na identificacdo das mesmas,

garantindo assim seu espa¢o como método analitico.

Virias espécies do género Maytenus e mesmo da familia
Celastraceac , tém sido estudadas objetivando encontrar grupo de
substidncias triterpénicas pentaciclicas guinondides, com potente
agdao anticancer. LIMA (1971) comprova a presenca de maitenina e
pristimerina em raizes e CAMPANELLI (1980) relata amaitenina em

folhas de M. {Licifolia 'em~concentracéo entre 1,66-1,80%.

Foi tentado reproduzir os métodos de identificacao des-
te grupo de substadncias desenvolvidos por DELLE MONACHE (1976) e
LIMA (1971), n3o logrando éxito devido a presenca de carotendi-
des em proporc¢des consideraveis e com Rf muito proximos. Na Fi-
gura 8, observa-se a existéncia de manchas amarelas com Rf 0,12;
0,23; 0,64 e 0,76 - separadas por clorofilas que ao serem nebu-
lizadas com cloreto de‘antiménio (R3), passam a azul, indicativo
de subétancias carotendides (BOLLIGER, 1969; MACEK, 1972) e ou-
tras com Rf 0,38 e 0,63, passam a rosa violeta, caracteristico
de substancias triterpénicas pentaciclicas (BGLLINGER, 1969). A
mancha de Rf 0,76 se diferencia em duas manchas, sendo que a su-
perior adquire cbloracéo azul e a inferior passa a rosa violeta
frente a R3, indicando que a substadncia triterpénica se encontra
muito proxima ou sobreposta por um carotendide. Pode ser obser-
vado que estaé substéncias_sofrem alteracoes com a secagem da
droga, por exemplo, as que apresentam Rf 0,12 e .0,38 desapare-
cem, com Rf 0,23 apresentam alteracdo de cor, detectavel apos

nebulizacio com R3.

Devido a instabilidade das substdncias amarelas (desa-

parecimento da cor) observada durante a execucao da cromatogra-
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fia sobre camada delgada -foram direcionados os estudos para outro
grupo de substancias, sendo que este acima estudado, pode ser

auxiliar na caracterizacao da droga M. {Licifolia.

Através do "screening" detectou-se a presenca de vderi—
vados catéquicos e optou-se por tra¢ar o perfil cromatografico
com este grupo de substénéias, devido ser majoritario na planta
e considerando a sugestdao de CARLINI et alii (1988), que seja
responsavel pela acdo antillcera. Na Figura 9, pode se visuali-
zar os derivados catéquicos, que ao entrar em contato com Rl ad-
guirem coloracao rosa forte (manchas ne 1, 3, 5, 7, 9, 11), sen-
do gue, as manchas com Rf préximo a 0,32 apresentam compcrtaﬁen—
to cromatografico semelhante ao observado com a catequina (man-
cha no 13) (RIBEREAU-GAYON, 1968). A presenca de outras subs-
tancias no pdnto de aplicagao, evidencia a nécessidade de melho-
rar a migrag¢ao das substadncias, apesar dé alguns derivados catée-

quicos se apresentarem em destagque no cromatograma.

Embora a cromatografia em papel utilizandb como fase
mével, adcido acético em varias concentracées (éisteméllx, Figura
10a), seja preconizada na literaturav para analise de taninos
(HASLAN, 1976; RIBEREAU-GAYON, 1968), ndo apresentoﬁ resolucao

aceitavel para o extrato hidroalcodlico de M. ilicifolia .

A alteracdo da fase estacionaria para celulose (Figura
10b) mantendo o sistema eluente, melhorou a resolugao, com coin-

cidéncia de comportamento entre os padrdOes de catequina e epica-

tequina com as manchas n? 6 e 12, respectivamente.

Ja no sistema IV, na Figura 10c, obteve-se perfil com

manchas bem resolvidas, ‘em numero de 12. O emprego destas man-
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chas com comportamento bem definido, frente aos sistemas de de-
teccao (UV365, vaporeslde amBnia/UV365, R1 é R4), permite uma
avaliacao Segura. Para tanto, foram escolhidas as manchas com
Rf entre 0,6-0,9 (derivados catéquicos), como substdncias marca-
doras,'estandp entre outras, a catequina e epicatequina. As
manéhas de Rf 0,11 e 0,16 apresentam comportamento semelhante
aos flavondides frente a Rl e R4 (MABRY, MARKHAN & THOMAS,

1970).

Na Figura 11, observa-se a presenca dés derivados caté-
quicos no ponto de aplicacdao e entre Rf 0,5-0,9. As substancias
com comportamento de flavondides se encontram com Rf entre 0,1 e
c,5. ‘Neste sistema cromatografico, embora nao se consiga dife-
renciar catequina e epicatequina, ha um perfil bem estabelecido,
reprodutivel e facilmente exeqliivel. Pode-se ainda detectar que
o solvente extrator pouco influi quanto a variacao do perfil,
com surgimento de duas manchas (no2s 11 e 18) para solugao hi-
droalcoblica e apenas uma mancha (n® 25) gquando o liquido extra-

tor & agua.

Ao se comparar o extrato de Maytenus ilLicifolia com ex-
tratos alcodlicos e hidroalcodlicos das amostras fornecidas como
espinheira santa M1, M2 e M3, Sorocea bonplandidi, Todina
nhombifolia e Citronella gongonha(Figura 9) e Al, A2, A3 (figuras,
12 e 13), observou-se a auséncia das manchas correspondentes aos
derivados éatéquicos, bem como das substdncias que adquirem cor
amarelo sujo apdés nebulizagdo com R1l, -caracteristicos ~de
M. ilicifotia (Tabelas 14 e 15), diferenciando quimicamente das

drogas S. bonpl’,andi/é, I. nhombifolia, C. gongonha, M1, M2 e M3.

O mesmo resultado foi obtido quando avaliadas trés tin-
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turas adquiridas no comércio de Porto Alegre. Para esta avalia-
cio foi utilizado extrato mais concentrado (20% da droga), obje-
tivando atender especificacbes de codigos oficiais (NATIONAL
FORMULARY, 1975) para o preparo de tinturas e observar quaisquer
alteracOes provenientes das tinturas analisadas. Na Figura 13,
pode-se observar a manutencao do perfil cromatografico (sistema
I) tfacado (manchas de 1-9) anteriormente para M. (Licifolia in-
dicando gque o aumento da droga ndo favoreceu a detecc¢ado de novos
constituintes. Com relacdo as tinturas em analise, a denominada
Tl apresentou um perfil cromatografico diferenciado do observado -
para M. {licifolia , sem as manchas correspondentes aos derivados
catéquicos e sim outras com caracteristicas bem diversas, suge-
rindo que a referida tintura ndo contém a droga M. ,uuczawia.
Ja as tinturasrTZ e T3, apdos nebulizacdo com Rl, apresentaram
colbragéo rosa claro, indicativo de baixa concentracdo dos deri-
vados catéquicos ou mistura de .outros - farmacogenos de

M. 4ilicifofia ou ainda de outras drogas.:

O agente cromogéniéo vanilina em meio acido (kl) guando
em contato com polifendis tipo flavondides que contenham o anel
A ativado ou seja, ndo tenham grupamento carbonilico na posigéo
4, reage com Os substituintes em C6 ou C8, desenvolvendo colora-

c3o vermelha (RIBEREAU-GAYON, 1968).

Vale ressaltar que, ap0s testar os varios sistemas cro-
matograficos, observa-se melhor.résolucéo das manchas no sistema
I, com grupos distribuidos em trés pontos, uma mancha proxima ao
ponto de apliéacéo, entre Rf 0,45 e 0,55, duas manchas geminadas

e entre 0,65 e 0,95 ha quatro a cinco manchas bem resolvidas.

Esté sistema sb poderia ser comparado e mesmo suplantado pelo

sistema IV, gque tem um suporte (celulose) de custo maior. Estes
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dois sistemas fornecem perfis cromatograficos bem resolvidos pa-
ra caracterizacdo da droga, pois evidenciam os derivados caté-
quicos e flavonoidicos, com grande reprodutibilidade. O sistema

IV seria mais indicado quando se tenha interesse em separar ca-

‘tequina de epicatequina, as quais no sistema I provavelmente es-

tao sobrepostas.

Durante o processo de padronizacdo da droga foram iso-
ladas substancias qre podem juntas servir de referencial para

sua caracterizacao (itens 3.1.5.2.1 e 3.1.5.2.2).

A primeira substancia denominada M1, apresentando colo-
racao amarelo forte no visivel, sombreado no ultravioleta, solu-
vel em solventes organicos apolares como éloroférmio, hexano,
éter e polares como etanol e metanol. Ao reagir com acido sul-

firico e cloreto de antimdnio adquirem cor azul escura.

Segundo MACEK (1972) e BOLLIGER - (1969) estas caracte-
risticas sugerem ser a substancia um carotendide. O espectro no
visivel (Figura 19) mostra a probabilidade da substancia perten-
cer ao grupo das xantofilas. Os maximos no ultravioleta coinci-

dem com os relatos da literatura para violanxantina (HARBORNE,

1984).

VIOLAXANTINA"
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Outra substancia isolada, denominada M2, apresentando
cor amarelo pélido no visivel e amarelo fluorescente no ultra-
violeta (365nm), intensificando sua cor apos exposicéb aos vapo-
res de amonia. Os maximos no ultravioleta est3o apresentados na
Tabela 21, obser&ando—se que apbs adicdo de cloreto de aluminio
e acido cloridrico, apresentam diminutos desvios hipo e hiper-
cromico, respectivamente (Figura 20). O comportamento no ultra-
violeta desta substdncia sugere substincia flavonoidica do grupo

flavonol ou isoflavona (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970).

O teor extrativo (TE) objetiva a determinacdo quantitativa

das substancias extraidas sob condi¢bes pré-fixadas, tais como,

escolha do solvente, método de extracgao e tempo de contato da

droga com o ligquido extrator.

A falta de especificidade do TE para quantificar as
substancias existentes_na droga, leva a desenvolver e/ou fixar
metodologias especificas, neste caso, para substdncias taninoi-
des, utilizando método colorimétrico com pd de bele cromada des-

crito por BUHME & HARTKE (1976).

. A determinacao de taninos condensados (taninos totais -

TT e tanantes - T), foi validada pelo doseamento da droga rata-

nia (Krameria argentea ) cuja monografia da Farmacopéia Francesa IX

(FARMACOPEE FRANCAISE, 1976), preconiza 15-20% de taninos totais
e Taninos SETA (Sociedade Extrativa de Taninos de Acacia - Es-
tancia Velha - RS), apresenta 94% de taninos totais, constituido

por 72% de fracdo tanante e 22% de fragao nao-tanante.

Na Tabela 28, observa-se que para a droga ratdnia, o

valor obtido se encontra dentro das especificacbes da Farmaco-
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pe€ia Francesa. Com relacdo aos taninos SETA, foram observados
valores diferentes dos descritos pelo fornecedor, apresentando
sensivel diminuicao no teor de taninos totais (TT) e dos
nao-tanantes (NT), com um leve aumento no valor 'dos tanantes
(T). Esta variacdo poderia ser devida ao aguecimento gque os‘ta—
ninos SETA foram submetidos objetivando igualar o tratamento da-
do para as drogas M. 4licifofia e ratania. Além disso, ha a pos-
sibilidade de apresentar diferencas, pelas metodologias de gquan-
tificacao serem distintas. Este aquecimento pode 1levar a uma
oxidacdo das substancias ndo-tanantes em maior propor¢ao e em
seguida a polimerizac¢do, haja visto que; o método de quantifica-
cdo utiliza de uma reacdo de oxidacao entre os acidos fosfoting-
stico e fosfomolibidico com as estruturas fendlicas dos deriva-
dos catéquicos. Se a estrutura ja se encontra oxidada pelo ca-
lor, obviamente havera resultado inferior ao obtido pelo fabri-

cante.

Ainda na Tabela 28, pode ser observado o alto coefi-
cienté de variacdo para as determinagSes de NT, para os taninos
SETA, para a ratdnia e para Maytenus {Léc,éﬁo&la. Isto indica a
falta de.reprodutibilidade no método para esta fracdao, prejudi-

cando sua avaliacao quantitativa.

Arélacdo entreTE e TT é de 1,6 (conforme tabela abai-
x0), ou seja, mais da metade das substancias extraidas no teste
teor extrativo & constituida por substadncias polifendlicas, pos-

sivelmente taninos condensados (Tabelas 26 e 29). Esta analise

"TT
{lg droga)

24,10 16,37 1,6

TE TE/TT
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foi obtida elevando a quantidade de TT a 1g de planta para pos-

sibilitar a comparacdao com TE.

Apds a caracterizacdo botd@nica e quimica da droga, ha
necessidade de estabelecer critérios de caracterizagdo tecnolo-
gica, bem como propor uma forma farmacéutica derivada, ou como
produto intermediério de formulacoes como pomadas, cremes, eli-
xires, xaropes. Para tanto, fez-se necessério‘em outra etapa, o

desenvolvimento galénico, avaliar fatores tais como estabiliza-

- ¢ao da droga, granulometria, quantificacOes e condicOes de ex-

tracdo que poderiam influir na qualidade do produto obtido.

A necessidade de estabilizar a droga vegetal, as vanta-
gens e desvantagens.dos diversos métodos, foram descritos por
diversos autores (PARIS, 1980; HELMAN, 1980; MENBEN, 1979; NGU-
YEN-HIEP, 1964; VOIGT, 1982). Neste trabalho foi utilizado o mé-
todo proposto por NGUYEN-HIEP (1964), com temperatura fixa a
40°C, em estufa de ar circulante.‘ Esta temperatura foi escolhi-

da em funcac do desconhecimento dos constituintes ativos da dro-

~ga e de sua sensibilidade as variacOes de temperatura.

O acompanhamento da eficiéncia de estabilizacao foi
realizado pela determinacdo da perda por secagem (PS) em funcédo

do tempo (Figura 25).

A Figura 25, mostra a elevacdo da PS até o 62 dia, es-
tabilizando o valor nos dias subseqgfientes demonstrando que a se-

cagem apds o 62 dia € desnecessaria (Tabela 22).

A perda por secagem (PS) apesar de ndo ser um método
estabelecido nos codigos oficiais,_tém‘grande utilidade como mé-

todo tecnoldgico. Ja a perda por dessecacdo (PD) & _preconizada
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FIGURA 25 - Perda por secagem das folhas de M. {ficifofia  manti-

das em estufa de ar circulante a 40°C, em funcdo do

tempo.

em Farmacopéias e determina a perda por evaporagao das substan-

cias volateis, ndo sendo especifica para a agua.

A maior perda pela acado do calor obtida durante a seca-
gem a baixa temperatura, pode ser explicada pela melhoria da
evaporacdo auxiliada pela circulacao de ar. Ja a 105°C (Figura
26) o aguecimento elevado pode levar ao fechamento dos poros,
impedindo a saida de agua dos mesmos. A dessecacao da droga

ocorre trés horas apds submeté-la ao aguecimento.

Embora PD e PS apresentem valores diferenciados, maio-
res para PS, ndo significa maior eficiéncia, visto gque as duas
avaliacgdes foram realizadas sob condig¢Oes diversas (como rasura-

mento ou nao das folhas, tempo de contato em um ou outro méto-

- do). Para tanto, seria necessario avaliar a estabilidade dos
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FIGURA 26 - Perda por dessecacao (PD) das folhas de M. licifcldia

a 105°C em funcdo do tempo de ensaio.

constituintes frente aos dois métodos, nao sendo no momento ob-

jetivo deste trabalho.

A variacao entre o teor de extrativos aas folhas fres-
cas e secas, tendo significancia estatistiéa (¢ = 0,05), sendo o
maior valor para as folhas frescas, indicando talvez que a seca-
gem promova a liberacdo de substancias volateis. No cromatogra-
ma (Figura 5) comparativo entre folhas frescas e secas mostram o
désaparecimento de algumas manchas, conforme discutido anterior-

mente.

A necessidade de estabelecer o parametro granulométrico

vem de encontro com o objetivo de uma maior extracdo.

VOIGT (1980) mostra a necessidade de rasurar a droga
para que ocorra uma melhor extracdo, devido a droga nao-rasurada
apresentar volume grande, com pequena superficie de contato, mas

pequena superficie especifica, o que dificultaria a penetracéao
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do liquido extrator em toda a droga. Observa, porém, o pro-
blema da baixa granulometria (finos), promover a retengao de
substincias ativas aos constituintes celulares por adsorcdo, di- -

ficultando a separacao destas pelo liguido extrator.

Esta importancia obriga a caracterizar a distribuigao
granulométrica da droga, com objetivo de padronizar sua tecnolo-

gia.

A anadlise granulométrica da droga rasurada caracterizou
este produto intermedidrio, como compreendido entre as faixas de
0-1,250mm, sendo as classes granulométricas ponderais predomi-
nantes aquelas contidas entre tamises 0,800 a 0,071lmm (82,9% do

total) conforme pode ser visualizado na Figura 27.

A curva caracteristica de retencdao (R) e passagem (P)
(Figura 28) complementa através das determinag¢bes do &ngulo de
inclinacdo da reta e da granulometria ponderal média a qualifi-

cacdo da droga (3.1.7).

O TE obtido (Tabela 26) comparando a droga rasurada sem
selecado granulométrica e uma faixa granulométrica selecio-
nada (0,800-0,315mm), mostra que para folhas de M. 4«licifolia, a
selecao gfanulométrica favorece (7,63%) o rendimento de extracao

significativamente (a = 0,05).

Embora ja tivesse esta informacao, optou-se por traba-
lhar com a droga toda, pois como pode-se observar na Tabela 24,
ha apenas cerca de 35% da droga nesta faixa granulométrica, im-
plicando em eliminérvdois tefcos’ao material vegetal, com grande

perda.

A tentativa de deslocar-se a distribuicdo granulométri-
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ca para obtengdo de particulas maiores ndo apresentou resultados
satisfatérios, j& que 70% da droga ficou retida no tamis
2.,000um. Responsavel por este resultado, foi‘a propria estrutu-
ra da folha, de consisténcia coriacea, com nervuras resistentes

ao impacto, pouco friaveis e de alta maleabilidade.

Utilizando como critério de estabilidade da droga com o
decorrer do tempo de armazenamento, o teor extrativo, obser-
va-se qﬁe ha um'acréscimo nos valores deste (Figura 29). com o
decorrer do tempo (Tabela 27), sugerindo que com o tempo de ar-.

mazenamento ha liberacdao de substancias volateis.
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FIGURA 29 - Anilise da estabilidade da droga através do  teor

extrativo (TE) em funcdo do tempo dé armazenagem.

Os préximos passos na seqfiéncia do desenvolvimento ga-
1énico relacionam-se com métodos de extragdo, bém‘gdmoiqu a pa-
dronizacao do -extrato: Para tanto, foram estabelecidos inicial-
mente critérios quanto a extracdo e as caracteristicas da-ex-
t}ato a considerar. Neste trabalho com relacdo ao liquido ex-
trator, para avaliacdo da qualidade, optou-se pela determinagao
do pH, j& que este é responsivel, em parte, pela estabilidade e

manutencao da 501ubi1idade‘dos COnstituintés, como também pela
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aceitacdo (tolerancia) do organismo ao extrato. Estes fatores
devem ser bem avaliados quando se propoe uma forma farmacéutica.

Outra caracteristica considerada foi a densidade, pois através

desta, pode-se obter o teor alcodlico, fator muito importante

para avaliac¢ao do rendimento extrativo no desenvoivimento gale-
nico. Para o extrato foram avaliados o pH, o residuo seco (RS),
gue permite visualizar o rendimento dos virios métodos extrati-
vos e estabelece, associado a técnicas espécificas, parametros
comparativos da extracdo. Pode avaliar ainda o rendimento da ex-

tracdo de acordo com as caracteristicas do solvente e da droga.

A variacao do pH do ménstruo € diretamente proporcional
ao aumento de concentracao etandlica (Tabela 35). Na Figura 30,
pode ser observado que apds contato do ménstruo com a droga, ha
aumento do pH (cerca de 6,0) para os que contém 50, 60, 70% de
etanol e uma diminui¢ado para o etanol 96, indicando que as subs-
tincias contidas na droga M..Uﬁciywia, possuem. caracteristicas

tamponantes.’

Com relacdo ao tempo de macéracéo, obsérva-se comporta-
mento semelhante entre os macerados obtidos com 5 ou 10 dias,
com excecao do macerado obtido com etanol 96%, que apresenta uma
variacdo significativa com 10 dias. Os macerados obtidos com 5
dias, aprésentam um pH independente da concentrag¢ao etanolica
(CE), had correlacdo razoavel entre os fatores (r = 0,7363), en-
quanto para 10 dias o pH é depéndente da CE, notando-se uma ten-

déncia a diminuir o pH com aumento da concentracao etandlica

(CE), nd3o apresentando correlacdo entre os fatores (r = 0,1440).

O teor alcodlico (TA) das solucOes pode ser determinado

por varios métodos preconizados nos cédigos oficiais,  entre

N

'
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eles, pela determinacao da densidade utilizando as tabelas al-

coolmétricas.

Para determinar a densidade do extrato, optou-se por
comparar 0 aredmetro e o picnometro, visto que o aredmetro apre-
senta maior rapidez e maior simplicidade, e o picnOmetro apre-
senta maior segurancga quanfo aos resultados. Constatou-se que a
diferenca entre os valores das densidades nd3c € estatisticamente
éignificativa (a= 0,05). Resultado semelhante foi qbtido por
MELLO (1989) comparando os densimetros, alcodmetro de Gay-Lussac

e areometro.

O teor alcodlico (TA) dos macerados obtidos com etanol
nas varias concentragées (50, 60, 70 e 96%), nos dois tempos de
contato entre o liquido extrator e a droga, acompanham a concen-
tracdao etandlica do ménstruo (Figuras 31 e 32). No entanto, ob-
serva-sé gue os TA dos macerados com 5 dias estdo significativa-
mente (a=0,05) mais préxiﬁos da concentracdo etandlica  tedrica
do que os maderados com 10 dias de contato. Somente os valores

com etanol 60% apresentam comportamento diferenciado.

O residuo seco (RS) &€ um parametro utilizado na compa-
racao de métodos extrativos e quanto a natureza do 1liquido ex-

trator, sendo técnica preconizada em codigos oficiais.

'O residuo seco (RS) diminuiucoma elevacdao do teor eta-
noélico do liquido extrator (Tabela'30), ae modo semelhante para
os.dois tempo de maceracdo (Figura 33). Néo‘foi'observada dife-
rencas significativas (a = 0,05) entre os valores de RS nos di-
ferentes tempos de contato, o que indica que o fator  concentra-
cao etandlica é o deterﬁinante neste fendmeno. O valor de RS

Caiulentamentéentre CE de 50 e 70% e reduz-se bruscamente para
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a concentracac etandlica mais elevada do liquido extrator.

O extrato referéncia (ER), tirbolizado, foi utilizado pa-
ra o desenvolvimento e acompanhamento das metodologias de quali-
ficagdo (cromatografias, testes quimicos) e gquantificagdo dos
seus constituintes. Devido a este processo de extragdao ser ca-
racterizado pela ruptura brusca das células com conseqﬁehte li-
befacéo -dos constituintes ativos e era esperado maior
rendimento na extracao, detectavel através do RS, o0 que nac
ocdrreu (Tabéla 30), indicando que éste procedimento € menos
eficiente do que a maceracéo( isto &, sugerindo que a solubili-
dade das substancias extraiveis determina o RS e nio a fase de
lixiviacdo. Esta observagao & corroborada pela similitude dos

valores de RS nos dois tempos de maceragao.

De acordo com desenvolvimento das _hetodologias, op-
tou-se pof guantificar as substancias tanindides nos macerados,
devido aos problemas de instabilidade com outras substancias e
serem estes majoritdrios e possiveis responsaveis pela acdo te-

rapéutica (CARLINI, 1988).

Para o doseamento dos taninos nos macerados, adaptoﬁ—se
o método descrito por BOHME & HARTKE (1976), calculando-se a
gquantidade de macerado a ser utilizada para o doseamento, cor-
respondente a quantidade de droga que deveria ser extraida (750
mg), nao houve necésSidade de aquecimento, pois a amostra ja era

constituida pelo extrato.

‘Na Figura 34 nota-se reducdo da concentracido de taninos
totais (TT) em funcdo do aumento da CE do liquido extrator. 'De
modo semelhante comporta-se a fragao tanante (T). Isto pode ser

explicado pela maior solubilidade das substancias tanindides em
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meios onde existam maior numero de moléculas de agua disponiveis
para a solvatagdo dos grupamentos hidroxilicos fendlicos. O pa-

ralelismo das curvas TT e T reforca esta observacao.

Com relacdo ao tempo de maceracgao, nio ha diferenca
significativa (a = 0,05 e 0,01) entre 5 e 10 dias para o etanol
50%, indicando neste caso, que o liquido. extrator determina a

extracdo de tanantes e taninos totais.

| No entanto, para as concentracOes etandlicas 70 e 96%,
tanto para TT como para T (Tabela 37 e 39), ha diferenca signi-
ficaiiva (a = 0,05 e 0,01),~ou seja, o maior tempo de contato da
droga com o liguido extrator (10 dias de maceracao), conduz a
uma diminuicd3o da concentracdo de taninos totais e tanantes (Fi-

gura 34).

Analisando TT sem considerar a variacao da graduagao
alcodlica, observa-se éue o ER apresenta maior concentracdao de
TT do gue os macerados obtidos com 5 e 10 dias de contato com
etanol 50%. Comparando oOs valoreslna Tabela 59, pode ser visto .
que a turbolizagéo é mais eficiente para TT e T, mas ndo para
NT. Os resultados obtidos para TT e T contrastam com Rs, suge-
rindo ser a turbolizacao mais especifica para obtencao de TT e

T. A simplicidade da maceracgdo favorece seu emprego, pois um

TABELA 59 - Comparac¢do entre dois métodos extrativos (turbolisa-
cdo (ER) e maceracao (M5d4=5dias de maceracao, -M104d =
10 dias de maceracao). '

EXTRATO TT T NT
" ER 16,14 13,21 2,93
‘M54 . 13,09 - 9,53 3,57

Mlo0d ' 13,02 9,38 3,64
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turbolisador industrial exige grande investimento para sua aqgui-

sicdao e manutencao.

Se considerar o aspecto de maior rendimento, po-

der-se-ia dizer que o liquido extrator ideal seria a agua. Por

‘outro lado, a conservacao deste macerado seria baixissima, com a

proliferacdo de fungos e bactérias. Assim, a opgdo da adicdo do
etanol nas varias concentragdes, mesmo perdendo em parte guanto

ao rendimento, garante a estabilidade do macerado.

Na procura de substancias ﬁarcédoras, tendo. conhecimen-
to da instabilidade dos taninos condensados. em splucéo ten-
tqu—se um grupo de substancias nitrogenadas que apresentaram re-
sultado positivo para alcaldides terciario e quaternério. Foi
tentada extragao direta na droga utilizando método proposto por
STAHL (1975) para xantinas-(item 2.2.14.1 e obtida solucdo a
qual foi cromatografada no sistema V e por cromatografia bidimen-

sional (Figuras 14 e 15), tendo sido detectada substancia com

comportamento semelhante a cafeina, denominada M3.

Tragou-se espectro no UV, observando-se maximo a

272,8nm em etanol coincidente com o padrdo (Figuras 21b e 214).

Com base nestes resultados passou-se para o desenvolvi-
mento da metodologia de quantificacdo desta substéncia,_ gtili;
zando cafeina como substdncia referéncia. Adaptou-se é' técnica
de quantificagao proposta por STAHL (1975) para o extrato refe-

réncia (ER).

Em seguida iniciou-se a elaboracdo da curva padrido, ob-

jetivando validar a quantificacdo (Figura 35). A curva'apresen-

tou-iinéaridade na faixa de concentracdo de 1,0 a 12,0 ug/ml

N



g J

A

(.j

‘®

124

O.GOOq
[ J
0.500-'
<
L)
=
<
=
&
» 0,400,
-}
<
0,300
y = 0,046x - 0,00064
r = 0,9974
0,200 4
O,IOOﬂ
0,0 — v — —
0,0 3,0 ' 6,0 9,0 12,0

CONCENTRACAO (ug/ml)

FIGURA 35 - Curva de calibracao de cafeina em etanol a 272,8nm
(n = 5).



Y]

2

{./

»

125
(r = 0,999), comprovada pelo método de Ringbon (AYRES, 1970).

Teve inicio o desenvolvimento de quantificacdo no ex-
tgato referéncia (ER) , onde obteve-se resultados reprodutiveis
com CV% pequeno. Para acompanhamento foi tentado cromatografar
as soluc¢bes apds quantificacdo, n3o sendo possivel detectar ne-

nhuma substancia, provavelmente devido a baixa concentracgao.

Eétabelecida a metodologia.de quantificagao, obteve-se
os macerados e foi feita a quantificacgao da.substéncia M3. Ob-
servou-se aparecimento de cor amarela na solucdo clorofdrmica.
O espectro apresentou banda mais larga do que a do padrao de ca-
feina (Figura 2la). Foram testadas varias concentracoes de ca-
feina e observou-se que em baixa concentracdo (2,5 wug/ml) ; o
espectro‘(Figura 21c) apresenta grande semelhanca com o obtido

com M3. Aliado a este resultado, . Observou-se que havia retengao

‘de substancias amarelas no papel filtro, muito instaveis (desa-

parecimento de cor). BApds quantificacdo foi separado por CCD e
tracado espectro no UV. Foi necessario levar todas amostras a
residuo para fornecer quantidade suficiente para leitura no UV,

indicando que estas substancias teriam pouca influéncia na quan-

tificacdo no ultravioleta.

}

Foram testados varios métodos de purificacdao da amos-
tra, entre eles, a utilizacdo de coluna Extrelut (item
2.2.13.3). Neste método detectou-se maior perda da substdncia e
a faixa de leitura caiu 1,0-3,0 ug/ml, sendo que para o etanol

70%, 10 dias de contato n3do foi possivel fazer 1leitura (Tabela

45) ,

Para validar o método em coluna Extrelut,foramtracédas
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curvas padrao com cafeina em diclorometano no ultravioleta dire-
to e apdos ter sido submetida ao processo extrativo (método indi-

reto), sendo possivel detectar a perda do método (Figura 36).

Embora a grande sensibilidade da cafeina no ultraviole-
ta, os dois métodos apresentavam o mesmo problema, pequena con-

centracio da substdncia. Este problema de baixa concentracéo,

' torna dificil comprovar a presenga dela por .cromatografia em

camada delgadé. Isto s60 foi possivel apds realizar a quantifi-
cacdo, as amostras serem reduzidas em seu volume e cromatogra-
fadas. As Figuras 14 e 16, mostram a presenca de varias subs-
tancias, para o padrédo de cafeina submetido aos dois métodos
de extracdo da amostra. Pode-se observar que a amostra ndo con-
tinha teofilina e teobromina (valores de Rf e cores bem diferen-
ciadas). Nestes cromatogramas observa-se que, exéeto o padrao
em cloroformio, todas és amostras (padrdo ou macerado submetido
a Extrelut ou ao métédo de STAHL) apresentam duas manchas. Uma
das manchas detectada no UV254nm’ com Rf. proximo a 0,17-0,20,
apds contato com R7 passa a marrom tijolo (cor semelhante ao pa-
drao de cafeina em clorofdrmio). Outra com Rf proximo a 0,63,

foi detectada no UV com cor azul fluorescente e apos nebu-

365nm’
lizacdo com R7 adguiriu cor amarelo sujo. Devido a este compor-
tamento semelhante ao padrao e ao relato de BLITZ e RAKET
(1928), sobre a possibilidade de degfaaacéo da cafeina sob con-
dicOes drasticas (pH alto, 24h de agitacao), pensou-se gue a

planta possa conter cafeina, contudo em baixa concentracdo e que

se degrada com a elevacdo de pH, agitacao, calor.

As Figuras 17 e 18 mostram a etapa em que ocorre esta

" degradacao. Ao analisar o sobrenadante da solucao de sulfato de
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cobre e hidroxido de calcio, pode-se observar que © método ex-
trativo alterou o comportamento cromatografico da cafeina, com o
desaparecimento da mancha correspondente ao padrao e o surgimen-

to de duas outras manchas.

Pode-se observar ainda na Figura 18, a presenga de ou-
tras substadncias com comportamento cromatografico semelhante as

metilxantinas.

A tentativa de identificar a cafeina e emprega-la nos
doseamentos nao foi possivel, face aos desencontros dos dados.
Sugere-se novos estudos, mantendo as condigbes mais suaves de

extracao.

Objetivando a avaliagao tecnolégicé do extrato de
M. 4licifolia os resultados obtidos da quantificacéo foram subme-
tidos a andlise estatistica. O teste aplicado foi fatorial 4x2
para residuo seco e 3x2 para taninos (tanantes e totais). Para o
residuo seco (RS) observou-se inicialmente pelo teste de GRQBBS
gque n3do havia residuos suspeitos. Através da anadlise de varian-
cia (teste Fisher), pode-se observar que o valor F (6.107,19) é

significativo (a = 0,01, apresentando-se bem elevadq(TabelaGO),

sendo o CV% do método baixo. Isto significa que os fatores con-

TABELA 60 - Andlise de varidncia de residuo seco (RS), fatorial 4x2.

ORIGEM DA T
G

VARIACXO L oM Fo CVs Fcritico

Fator 1 3 1,72 6.107,19%% 4,76

EtOH : .

Fator 2 1 0,17  597,54%%

Tempo :

Interacao 3 0,10 347,67%*

1 x 2 |

Residual 16 0,0

TOTAL 23 0,24 0,7
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centracado etandlica e tempo de maceracdo e a interagdo entre
eles, sdo determinantes para a extracao, sendo que o etanol se
sobressai aos outros. Na Tabela 61, comparando os RS obtidos
nos extratos demonstra quelos macerados 50 e 60% de etanol

apresentam maior extracao que etanol 70 e 96%.

TABELA 61 - Resultados do teste Newman-Keuls para o residuo se-
co (a = 0,05). :

VALOR MEDIO

NIVEIS (8) *
A4-B1 | 1;80a
A4-B2 1,81a
A3-B2 2,33b
A3-Bl1 2,87c
A2-B2 2,89c
A1-B2 | 2,93d
Al-B1 2,97e
A2-B1l 2,98e

*Valor médio seguido pela mesma letra
significa que nao diferem estatisti-
camente entre si.

Com_relacéo ao tempo de maceragao podé—Se detectar que
ha maior extracao de substancias com menor tempo de contato en-
tre a droga e o liquido extrator (5 dias), exceto ‘pelo alcool
96%. E observado gue alguns macerados nao apresentam diferen-

c¢as significativas (Tabela 61).

Para extracao dos taninos totais (TT), observa-se a
grande influéncia da CE (F = 1.213,97), comportamento semelhan-
te ao RS, aumentando com a diminuicdo da concentracao etandlica

(Tabela 62).



!'Q;

{2

130

TABELA 62 - Analise de variancia para taninos totais segundo
fatorial 3x2.

ORIGEM DA -

VARIACAO GL oM F | cvs F
cator 2 1,96 1.213,97** 4,76
Fator )

Tempo 2 1 15,88 7,40%

Interacao

1% 2 ¢ 2 0,10 52,55%%

Residual 12 0,68

TOTAL 17 0,01 1,0

O tempo de maceracgado pouco influi (F = 7,40) na extra-
cao de taninos. Quando a concentracdao do liquido extrator &
50%,-0 rendimento & praticamente o mesmo (Tabela 63) nao apre-
sentando diferencas significativas. Para o macerado contendo
70% de etanol hd diferenca significativas entre eles, sendo que
o rendimento com 5 dias & maior. Com o etanol 96% foi obtido
maior teor de taninos totais, com aumento do tempo de contato e
a diferenca entre os dois resultados & significativa (Tabela

63).
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TABELA 63 - Resultados do teste Newman-Keuls (a = 0,05) para

taninos totais.

VALOR MEDIO*

NIVEIS (%)
A3-Bl 9,5%
A3-B2 10,08b
A2-B2 10,65¢c
A2-Bl 11,504
Al1-B2 13,02e
Al-Bl 13,09e

* Valor médio seguido pela mesma letra
significa gque nao diferem estatisti-
camente entre si.

As substancias tanantes (T) sofrem influéncia semelhan-

te da concentracdo etandlica (Tabelas 62 e 64), enquanto gque o
tempo de maceracao nao influencia tdo intensamente. Na Tabela
TABELA 64 - Analise de variancia de tanantes, segundo fatorial
3x2.
ORIGEM DA e
VARIACAO GF oM F CVs Fcritico
Fator
etanol 1 2 4,72 258,53*% 4,76
Fator :
Tempo 2 1 0,01  0,42ns
Interacgao : '
12 2 0,92 50,31%*
Residual 12 0,02

TOTAL ' 17 ' - i 1,6
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64, pode-se observar comportamento semelhante aos TT para as

concentracoes etanolicas 50%, 5 e 10 dias 70% ‘5 dias. As outras

concentracoes se diferenciam, o alcool 96% apresenta maior teor

de tanantes do gue o etanol 70% - 10 dias, sendo que, Os macera-
dos apresentam diferencas significativas (a = 0,05) entre si

(Tabela 65).

TABELA 65 - Resultados do teste Newman-Keuls, para substancias
tanantes (a = 0,05).

NIVEIS VALOR MEDIO*
A3;B1 ' 7,37a
A2-B2 - 7,77b
A3-B2 .8,16c
A2-Bl . 8,534
Al-B2 9,38e
Al-Bl1 9,53e

* Valor médio seguido pela mesma letra sig-
nifica que nao diferem estatisticamente
entre si.

A anidlise estatistica das trés variiveis (RS, TT e T)
demonstram que a interac¢do entre fator A - concentragido etandli-
ca e fator B - tempo de contato, tem importancia significativa
(u = 0,01),A independente se um dos fatores apresentar ou nao

significancia.

Apbés o exposto entende-se que a concentragdo etandlica
de 50% & para Maytenus Ailicifolia a melhor e o tempo ideal para

extracao das substancias & 5 dias.

A eficdcia do medicamento estd ligada diretamente &
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gualidade do mesmo. Para que isto ocorra sdo necessarios estu-
dos e procedimentos relacionados com a manutencao de sua conser-
vagao, seguranga quanto a dose do medicamento e conse-

glientemente, a constancia de atividade.

Por se trabalhar com exﬁrato bruto de.-composicéo éom-
plexa, torna-se ﬁuito dificil prever as rea¢des de degradagao,
ééja devido as limitac¢des aparativas ou ao grandé numero de
substincias desconhecidas (HALBACH, 1983). Face a estes proble-
mas observou-se e quantificou-se alguns grupos de substancias

marcadoras.

GSTIRNER et alii (1956) desenvolveram estudos compara-
tivos entre varias drogas contendo taninos, detectaram que‘ as
substSncias tanindides se alteravam nas tinturas e extratos, in-
clusive nas drogas como ratania e outras encontradas no mercado

sob a forma de po, com baixo teor de taninos.

Os taninos condensados quando sofrem agdo da 1luz e/ou
aguecimento, podem apresentar entre outras, reacoes de oxidacao,

epimerizacdo e polimerizacao (LEWAK, 1968) .

Os resultados obtidos na quantificag¢do de . taninos to-
tais durante o periodo de avaliacao da estabilidade do extrato
otimizado M50-54 (50% etanol e 5 dias deymaceracéo), quando sub-
metidos a temperatura de 30°C durante 44 dias (Figura 22), apre-
sentam pequenas alteraé&es nos cromatogramés, ¢omparando com ex-
trato mantido em geladeira. Observa-se o desaparecimento de man-
chas e o apareciménto de outras com valores ‘de -Rf inferiores
aos obtidos no dia zero. Prova§elmente devido a alteragdes qui-

micas causadas pelo calor, diminuindo a polaridade das subs-

tdncias, dificultando sua migragdo no cromatograma. .Pode-se

ainda notar o desaparecimento da mancha com valor de Rf seme=-’
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. lhante ao da catequina padraéo, apésv 24 dias apesar que apos

3

contato com Rl, ha a formacao da cor rosa forte. Isto leva a
crer que a substancia se encontra em baixa concentragao, mas

ainda detectavel pelo reagente Rl.

A 400°C (Figura 23) observa-se o surgimento de manchas
com valores de Rf mais baixos, como tempo de exposicao. Ha o de-

saparecimento de algumas (18, 28, 39, 50, 61) com formacdo de cauda.

Pode-se detectar aparecimento de uma substancia azul fluorescen-
te a partir de 24 dias (nes 32, 43, 54) e a mancha do ponto de
aplicacdao passa de azul fluorescente a marrom, amarelo e marrom,

com o tempo de armazenamento.

A 30 e 400C as modificacoes sao mais lentas e as rea-
¢des que provavelmente estariam ocorrendo seriam oxidacdo e epi-

merizacao.

A 600C (Figura 24) mostra o aparecimento de substancias

" (2) com posterior desaparecimento apdés 17 dias de exposicao.

Observa-se a formacao de caudas de cor azul fluorescente gque au-
mentam com a exposicéo a temperatura. Com 44 dias, apenaslalgu—'
mas substdncias sdo detectdveis no ultravioleta ou em contato
com o agente cromogénico. A degradacdao das substdncias é facil-
mente obse;vada através das alteracoes das manchas no =~ cromato--

grama, com relagao ao extrato recém preparado.

Com relacdao a quantificacao, (Tabelas 47, 50 e 53),

quando os extratos foram submetidos & tempetaturas de 30, 40 e

600C demonstram que, a 30 e 400C, os taninos totais apresentam

um decaimento lento cerca de 14 e 10 dias respectivamente, para
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y = 0,70x + 101,37
r = 0,99861

= 0,62x + 198,25 40°C

9
|

r = 0,9802

y =0,67x + 80,43 ' - @ 60°C
= 0,09633
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PIGURA'37 - Curvas representativas dé degradacdo de acordo com a

cinética de 12 ordem. Concentracao de taninos to-
tais (TT), obtida de macerados submetidos a 30, 40 e
60°C. (---) Valores observados, (——) valores cal-
culados. .
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atingir 10% de perda das substancias ativas (Figura 37). Po-
de-se notar gue este comportamento é demarcado pelas substancias
tanantes, (Tabelas 48 e 51). A 609C apresentam decaimento de
10% em menos de 7 dias (tg, = 2 dias) (Figura 38), ocorrendo o
mesmo com os polimeros (Tabelas 54 e 55).

Pode ser observado quanto as substadncias nao-tanantes
(mondmeros com massa molecular inferior a 500 € outros polifendis
como taninos, alcaléideé, flavondoides (MERCK, 1980), que ha um
decaimento no teor das substancias quando submetidas as tempera-
turas de 30 e 40°C, apresentando perda de 10% antes do 14¢ dia

(Figura 38).

A quantificacdo dos macerados quando expostos a 60°C,
apresenta resultados "sui generis', nos primeiros 7 dias ha degra-
dacdo de quase 70% dos principios nao-tanantes, ocorrendo eleva-
¢do no 149 dia com seqliente degradacao no 1792 dia, elevando-se
no 249 e 309 dia e degraaando—se a 50% no 44¢ dia (Figura 39),.
Esté comportamento mostra a fragilidade das substancias, que
provavelmente sofrem oxidacdo e ao entrar em contato com o rea-
gente Folin-Denis ndo podem reduzir os reagentes (tungsténio e
molibdénio), apresentando baixo teor de taninos monomeros e ou-
tras substincias fendlicas que poderiam ser detectadas pelo mé-
todo. Observam-se oscilac¢oes na ‘porcentagem de ndo-tanantes,
podendo sugerir que as moléculas oxidadas apresentam maior faci-
lidade de polimerizar devido a formacao de carbocation em C4
(METCHE & GIﬁARDIN, 1980). Por outro 1lado, o aumento de
nio-tanantes observado nos dias 14,‘24, 30 poderiém éer produtos

da degradacdo dos polimeros (dimeros, trimeros, etc.).

O comportamento das manchas sugere ocorréncia de rea-
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FIGURA 38 - Curvas representativas de degradagado de acordo com a

cinética de 12 ordem. Concentracao da fracao tanan-

te (T), obtida de macerados submetidos a 30, 40 e
60°C. (---) Valores observados; (——) valores cal-
culados. - ‘
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"cinética de 12 ordem. Concentracio de fracao nao-
tanante (NT), obtida de macerados submetidos a .30,
40 e 60°C. (---) Valores observados; (—) valores

. calculados.
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cOes de oxidacao das substidncias contidas no extrato, como pode
ser observada na Figura 24, pela diminuicao do tamanho das man-
chas, pela alteracdo do valor de Rf (diminuigcdo) e cores das

substancias detectadas no UV365nm e visivel apdés contato com Rl.

Foi tentado, apds obtencgdo dos resultados de estabili-

dade, determinar o tempoAde validade do macerado padronizado.

NUDELMAN (1975) propde que pode-se determinar a ordem
de reacdo por dois métodos: 1. tracga-se a reta (C x t), calcu-
la-se k para zero ordem, 12 e 22 ordem e onde o valor de k se
mostrar constante (CV% menor) é a ordem da reacao; 2. plotar
em papel milimetrado os valores C x t e 1logC x t, qual apresen-
tar melhor reta, € a ordem da rea¢§o (Figura 39); 3. CONNORS et
alii  (1986) propbem a determinacdo da ordem da reagdo através

do coeficiente de correlacao (r) de cada reta.

Foram testados os dois primeiros métodos. Utilizando o

primeiro, pode-se dizer que a ordem da reacdo € zero ordem, re-

-correndo ao segundo método a reacdo &€ de 1@ ordem (Figura 39).

O que se pode detectar apds os cidlculos de k (reacdo de
12 ordem), & a grande oscilacdo, nao sendo coerentes os resulta-

dos obtidos.

Observa-se, mesmo sem os calculos.de cinética reacional
e de tg,, que as substancias taﬁinéides sdo muito instaveis.
v(se oxidam e se polimérizam facilmente em solu¢do). - Caso seja
comprovada'que.a acao da esﬁinheira santa se deva a estes épns-
tituintes, seria negessério desenvolver formulacdes mais esta-

veis com auxilio de antioxidantes ou sob a forma de liofilizados.
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Durante o desenvolvimento deste trabalho foi possivel
notar que para a caracterizagdo da droga espinheira sénta as
analises anatdmica e cromatografica foram determinantes. Para a
quantificacdo de subst@ncias marcadoras, dentre as substancias

testadas, os taninos mostraram-se melhores, com boa reprodutibi-

‘lidade.

Em se propondo nova forma farmacéutica o estudo tecno-
16gico deve ser realizado concomitantemente com estudos farmaco-

l1ogico e da estabilidade.
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5. CONCLUSOES

As trés camadas de parénquima palicadico, a disposigao do
parénquima esponjoso e a presenca de estOmatos na epiderme

da face inferior caracterizam a droga M. {licifolia.

A secagem do vegetal pode ocorrer apds ser submetido a 40°C,

em estufa de ar circulante por 6 dias.

Os sistemas cromatograficos I e IV se mostraram exeguiveis
para caracterizacao da droga, bem como, das formas farma-

céuticas dela derivadas.

- A quantificacdo de taninos € um método reprodutivel para

M. ilicifolia.

‘O pH obtido nos macerados indica terem as substancias ex-

traidas, propriedades tamponantes, mantendo o pH em torno

de 6,0.

A turblOlise demonstrou ser um método mais efetivo para ex-

tracao de taninos condensados.

Para extracao de taninos condensados, a concentracdo eta-
nolica foi fator predominante, obtendo-se melhor rendimen-

to com 50% de etanol, nas condigOes testadas.
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- O tempo de contato jdeal entre droga e liguido extrator pa-

ra extracao de taninos condensados nas condig¢oes testadas

foi 5 dias.

A interacao entre os fatores concentracao etandlica e tempo
de maceracao mostrou-se significante para as trés variaveis
dependentes: residuo seco, taninos totais e tanantes, inde-

pendente de haver significa@ncia dos fatores por si so.
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