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SINOPSE

0 controle de qualidade de fitoterapicos abrange a pa-

dronizacao durante as diversas etapas que envolvem a sua prepara

cao.

Partindo desse pressuposto, foi desenvolvida uma prepa-

racao farmaceutica na forma de extrato, sendo utilizada como ma-

teria-prima, sumidades floridas de Achy/toe-eine satu4eioide6 (Lam.)

DC., Compositae (marcela), um dos vegetais mais utilizados na me

dicina popular da regiao sul do Pais.

A sua padronizacao foi efetuada a partir da obtencao da

materia-prima, identificacao e caracterizacao botanica e avalia-

cao de sua estabilidade; ensaios de comportamento dos extratos

analisados mediante testes organolEpticos e fisico-quimicos; a-

valiacao da composicao quimica por metodos cromatograficos (CP,

CCD, CLAE e CG); doseamento pela quantificagao de um dos consti

tuintes majoritarios- quercetina - atraves dos metodos da cromato

grafia em papel associada a espectrometria no ultravioleta (CP/
UV) e cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), consti-

tuindo-se na padronizacao quimica. Os fatores tecnolOgicos abor

dados foram: concentracao de sumidades floridas, concentracao

alcoOlica do liquido extrator e tempo de maceracao.

Foram comparados os dois metodos de quantificacao, sen-



vii

do estabelecida a viabilidade do metodo CP/UV,mais acessivel que

o da CLAE.

A avaliacao da estabilidade do extrato hidroalcoOlico 0

timizado foi realizada pelo metodo da deqradacao termica acelera

da.

Foi verificada, ainda, a atividade antiinflamatOria do

mesmo extrato, cujos resultados serviram para a determinacao do

indice de atividade antiinflamatOria (iAa), constituindo-se na pa

dronizacao biolOqica, e ensaiada a sua toxicidade.



ABSTRACT

The quality of phytotherapics involves the standardization

of various steps in their preparation.

One of the most widely used plants in the folk medicine

of Southern Brasil is Achykoctine Aatu4eioide4 (Lam.)DC., Compo-

sitae (marcela). Floral summits were obtained from this plant

and macerated under controled conditions to produce a standardized

extract.

The standardization began with the botanical identification

of the raw plant material and analysis of the plant during the

storage. Tests were also performed in order to evaluate the

organoleptic and physico-chemical characteristics of the plant

extracts: PC, TLC, HPLC and CG methods were used.

The quantitation of one of the major phenolic components

- quercetin - was performed by paper chromatography/ultraviolet

spectrometry (PC/UV) and HPLC to establish the chemical

standardization.

Comparison between the results of these two quantitative

methods showed that the PC/UV method was reliable, which is

simpler and easier to use than the HPLC method.

The technological aspects involved the determination of

the optimal conditions as: concentration of the floral summits
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in the menstruum, alcoholic concentration of the extractive

medium and maceration time.

The hydroalcoholic extract was submited to accelerated

stability studies under stressed thermic conditions.

The optimized macerate was evaluated for toxic effects,

as well as for its antiinflamatory action. From these results,

an antiinflammatory index was calculated and this is suggested

as a method for the biological standardization of this plant

extract.
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1 - INTRODUCAO

A fitoterapia representa uma colocao na prevencao, no tra

tamento e na cura de estados patolOgicos. Tal fato a reconheci-

do pela Organizacao Mundial da Saade (PENSO, 1977 e 1980; ROBERT,

1979; FARNSWORTH et al., 1985) e nacionalmente, pelos progra

mas de incentivo a pesquisa patrocinados pela Central de Medica-
mentos (CEME)(BRASIL, 1985), alem de encontrar-se alicergado nos

conhecimentos da medicina tradicional (BLUMENTHAL-BARBY & BALCK,

1986).

0 interesse crescente pelos medicamentos de origem vege

tal pode ser medido atraves de sua participagao no arsenal tera-

peutico de diversos palses (SCHENKEL et al., 1985). Na Alemanha,

a utilizacao de fitoterapicos cresceu 13%, de 1978 a 1979. Na me

dicina chinesa, de 5.767 medicamentos, 4.773 sao fitoter5picos

(MENSSEN, 1981).

Sua aceitacao e, no entanto, altamente controvertida,

principalmente pela inexistencia de estudos, em niamero e profun-

didade, adequados ao asseguramento da ac5o biolOgica e aos fato-

res determinantes desta acao e da seguranca dos produtos emprega

dos pela populacao.

Essa controversia a estimulada pela existencia de diver

sas correntes na farmacoterapia, como por exemplo, da "medicina

popular" e da "medicina oficial" e, especialmente pelas posigOes
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diametralmente opostas entre os defensores da "medicina dos cris

tais" (farmacoterapia com produtos sinteticos ou isolados de on

gem natural) e da "medicina verde" (fitoterapia) (LIST et al.,

1969; VOGEL, 1984).

Muitas drogas vegetais utilizadas na medicina popular

tiveram seu uso, antes restrito a sociedades delimitadas, expan-

dido para o consumo generalizado.

A comercializagao das drogas,quer"in natura" ou sob for

mas elaboradas, dissocia os componentes inerentes as pr5ticas po

pulares, exigindo tratamentos adequados a esta nova situacao,

quais sejam a comprovagao da eficacia, sua reprodutibilidade e a

seguranga do usuirio.

A "medicina dos cristais" ("white drugs medicine"), ho-

je solidamente estabelecida, instituiu a filosofia da "terapia

racional" que se arvora na existencia da comprovacao cientifica

incontestavel da eficacia dos farmacos (VOGEL, 1984). Para tan-

to, hi necessidade do conhecimento profundo sobre o local de a-

gao, modo de agao e cinetica do farmaco.

Essa posicao exclusivista dos defensores da terapia ra-

cional, que se consideram como possuidores da verdade absoluta,

baseia-se na visao materialista e teórico-cognitiva, que nao po-

de traduzir o ser humano em sua totalidade (VOGEL, 1978 e 1979).

Em sentido contrario, surge a corrente da "medicina ver

de", centrada na visao vitalista, que pressup8e que os produtos

dos seres vivos sao os mais apropriados aos seres vivos, porque

eles se adequaram uns aos outros pela convivencia durante os tem

pos.

Logo, a inadmissivel, no ambito da medicina oficial, as
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sumir unicamente esta ou aquela posicao, prejudicando o desenvol

vimento da outra corrente. Deve-se, pois, tomar medidas que coadu

nem ambas correntes, para nao se cair no extremismo cego disso-

ciado da realidade.

A eficacia e a constancia de acao poderiam ser conside-

rados pontos em comum para as visOes da terapia medicamentosa.

A constancia de acao, por sua vez, e o resultado de um conjunto

de medidas que principiam pela tomada de decisao quanto ao empre

go de uma determinada droga, continuando com o desenvolvimento

da metodologia de producao, o qual estabelece parametros necessa

rios a serem mantidos para o alcance de uma determinada qualida-

de (HEFENDEHL & LANDER, 1984).

Esse consenso remonta ao inicio do segundo milenio da

era crista, quando foi estipulada a obrigatoriedade de preparar

os medicamentos de acordo com normas uniformes, evitando confu-

sOes quanto a qualidade das drogas e eficiencia dos medicamentos
(HELMAN, 1982).

Na primeira metade deste seculo foram tracados pre-re-

quisitos para a obtencao de medicamentos vegetais eficazes, exi-

gindo-se alto grau de pureza das drogas, uma correta doseifica-

cao e uma grande estabilidade dos produtos (HELMAN, 1982).

Partindo-se do pressuposto que a qualidade e a adequabi

lidade a um determinado emprego (SCHNEIDERS & WOLFF, 1976) e por

tanto algo mensuravel, a imprescindivel que a mesma seja determi

nada e mantida.

0 asseguramento da qualidade de fitoterapicos através da

identificacao farmacognOstica, de ensaios de identidade, quanti-

ficacao, pureza, propriedades quimicas, fisicas e biolOgicas das
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materias-primas, do ciclo de processamento e do produto final

significa a preocupacao de que esta qualidade seja identica a de

um protOtipo, dentro de determinado grau de tolergncia, adequado

aos objetivos de seu emprego (BRASIL, 1982; HALBACH, 1983).

Essa necessidade, surgida de modo veemente na decada de

sessenta e cristalizada nas "Good Manufacturing Practices" (Boas

Normas de Fabricacao) da organizacao Mundial da Saude , obriga ao

tratamento no mesmo nivel entre os medicamentos de sintese e de

origem vegetal (FREIDEN, 1984).

Atualmente, a acao tOxica de vegetais 6 bastante conhe-

cida (GOLDFRANK et al., 1982; LARKIN, 1983; MEERE, 1983; HERBS,

1984; FARIAS, 1986), reforcando a adocao das medidas at agora

citadas.

0 asseguramento da qualidade de fitotergpicos, expresso

pela palavra padronizacao, 6 assunto de v5rios estudos (GRAZCA,

1977; MENSSEN, 1979, 1981 e 1982; BERNHARD, 1980; STELLMACH,

1980; VAN OS, 1980; BAUER & WAGNER, 1983; HALBACH, 1983; FA-

RIAS et al., 1985).

Na prgtica, a anglise farmaceutica de medicamentos de o

rigem vegetal envolve grandes problemas ligados aos conhecimen-

tos insuficientes de muitas materias-primas, o que se acerba nos

paises em desenvolvimento. Aliado a esse fato, que dificulta o

ensaio de produtos cujos principios ativos sejam desconhecidos

ou sua natureza nao seja segura, surgem as limitacOes metodolOgi

cas e aparativas, que problematizam a verificacao da qualidade

de produtos constituidos por diversos extratos vegetais (HALBACH,

1983; STEINIGEN, 1984). Caso os principios ativos forem desco-

nhecidos, 6 necessgrio buscar alternativas que possibilitem a pa
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dronizacao do medicamento. Para tanto, utilizam-se substancias

referencia (um ou mais componentes) que sejam as mais tlpicaspos

siveis para a materia-prima em questa°, preferencialmente majori

tarias, com ou sem acao farmacolOgica e que sejam extraidas no

extrato primario ("miscella")(MENSSEN, 1981; HALBACH, 1983; FROH

NE, 1984; LIST & SCHMIDT, 1984). Neste caso, a identidade da ma

teria-prima deve ser indubitavelmente assegurada, para garantir

a qualidade do produto acabado.

Os diferentes metodos existentes para a estandardizacao

fisico-quimica de fitoterapicos incluem, entre outros, tecnicas

cromatograficas que permitem a quantificacao de componentes de

interesse diretamente, como cromatografia liquida de alta efi-

ciencia (CLAE), cromatografia gasosa (CG), cromatografia de gota

em contra-corrente (CGCC), cromatografia em camada delgada por

remissao (CCD/REM) ou, indiretamente, al:Zs separacao e extracao

do cromatograma, seguida de determinacao quimica (volumetria) ou

fisico-quimica (UV, fotocolorimetria). Neste Ultimo caso, in-

cluem-se a cromatografia em papel (CP), cromatografia em coluna

(CC) e cromatografia em camada delgada (CCD).

A cromatografia de particao sobre papel na separagao de

flavonOides foi primeiramente utilizada por BATE-SMITH, em 1948

(HARBORNE, 1959; SEIKEL, 1962). Desde entao, vem sendo aplica-

da satisfatoriamente na separacao, em micro-escala, desses com-

postos.

0 emprego quantitativo da cromatografia em papel permi-

te a doseificacao de substancias atraves de dois metodos princi-

pais:

a) metodo da quantificacao das substancias For com-
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paracao de pontos visiveis, densitometria, fluorometria, metodos

radiotracadores, metodos polarograficos e condutimetricos, etc.;

b) metodo da eluicao previa: apOs desenvolvimento do

cromatograma, as bandas de interesse sao recortadas do papel e

tratadas com solvente apropriado. A solucao obtida pode ser di-

luida ou concentrada conforme o caso, e a concentragao estabele-

cida atraves de metodos adequados. Entretanto, podemocorrerper

das e erros conseqUentes da aplicacao, desenvolvimento, deteccao

e eluicao (SRIVASTAVA & KISHORE, 1985).

A cromatografia em camada delgada (CCD) tem a vantagem

de ser, em geral,maisrapidaqueacromatografiaempapel (CP). Po-

de ser usada na analise em serie de um grande flamer() de amostras,

alem de possibilitar a resolucao de problemas particulares de i-

dentificacao. Possui a diversidade de utilizacao da cromatogra-

fia em coluna e o requinte de separacao da cromatografia em pa-

pel. Os resultados sao obtidos rapidamente, mas a reprodutibili

dade dos valores de Rf nao a muito boa. A deteccao dos pontos

feita nas mesmas condiceies que em CP, entretanto a possivel uti-

lizar reveladores aos quais a celulose nao resiste, como por e-

xemplo, acidos concentrados (RIB2REAU-GAYON, 1968).

Para a separacao de misturas complexas de flavonOides,

um dos metodos utilizados atualmente e o da cromatografia 11-

quida de alta eficiencia (CLAE).

A alta sensibilidade da CLAE na separacao de uma ampla

serie de produtos naturais vem sendo verificada por v5rios pes-

quisadores e pelo grande nilmero de publicagOes (WULP & NAGEL,

1976; ROSS & BRAIN, 1977; STRACK & KRAUSE, 1978; AKADA et al.,

1980; GRACZA, 1980; K6STER et al., 1983; PHILLIPSON, 1984),
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que mostram o use rotineiro desta tecnica na analisequalie quan

titativa de flavonOides e de varios outros compostos como acidos

carboxilicos, lipidios, fenOis, terpenos, pigmentos naturals, es

terOides, aminas, alcaliiides, antibiOticos e micotoxinas (KINGS-

TON, 1978).

A CLAE tambem e empregada como metodo auxiliar na eluci
daygo de estruturas. PARK et al. (1983) estudaramoefeito do ti

po de flavonOide e do padrgo e tipo de substituiygo sobre o tem-

po de retencgo, utilizando sistema gradiente de eluicgo e coluna

de fase reversa. Puderam, deste modo, verificar que aeluicgo se

guia uma ordem de tempo de permanencia crescente - flavanona,fla

vonol e flavona - verificando a mesma seqUencia para os respecti

vos glicosideos, porem com tempos de retencgo menores. 0 padrgo

de hidroxilaygo tambem possui influencia que, de modo geral, tra

duz-se pela eluicgo mais rapida com o aumento do

substituintes (Tab. 5). A presenya de grupamentos

nel B age diminuindo o tempo de retenyao, enquanto

anel A, prolonga esta caracteristica (PARK et al.,

feito de metoxilas e da metilaggo de grupamentos

niamero destes

metoxila no a

que,quando no

1983). 0 e-

hidroxilicos

(Tab. 5) no comportamento cromatografico foi tambem estudado por

BANKOVA et al. (1982), utilizando coluna de fase reversa e siste

ma eluente isocratico. Grupos metoxila no anel B aumentaram subs

tancialmente o tempo de retenygo, nem sempre produzindo o mesmo

efeito quando presentes no anel A. Foi tambem observado que a

forma dos picos do cromatograma depende somente do tipo de flavo

nOide e ngo do padrgo de substituicgo, constituindo-se, portanto,

no fator principal a ser empregado na elucidaggo do tipo de fla-

vonOide presente.
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Quanto a esse aspecto, PARK et al. (1983) acrescentam

que, caracteristicas espectrais no UV/VIS de um composto flavo-

noldico, aliadas ao conhecimento do seu tempo relativo a substan

cias conhecidas e, as vezes, suficiente para identificar compos-

tos para os quais nao existe padrao de referencia disponivel.

Os fatores que influenciam na preparagao de um extrato

de alta qualidade sao varios e podem ser classificados como:

- teor do principio ativo na planta, o qual depende de

fatores geneticos, taxonOmicos, edaficos, ambientais (clima, ra-

diagao solar) e estagio de desenvolvimento da planta no periodo

da coleta;

- secagem da droga, onde se objetiva sua estabilizagao;

- preparagao da droga: retirada de partes estranhas e

redugao da mesma;

- extragao: atraves de diferentes metodos, sendo a ma-

ceragao e a percolagao os de utilizagao mais generalizada.

Estes aspectos sao tratados com maior profundidade por

SIEGFRIED (1971), HAGER & SEIDEL (1979), MEIER-BRATSCHI (1979),

MENSSEN (1979), BERNHARD (1980) e STELLMACH (1980).

A fase de preparagao da droga serve para levar esta a

tal forma que permita extragao Otima dos principios ativos. 0

que determina qual o procedimento a ser seguido e o tipo da dro-

ga - ervas, raizes, folhas, flores, frutos - e o tipo e teor dos

principios ativos sobre o processo de extragao, em fungao da for

ma galenica do produto final.

Quanto a extragao d.. Orc-ga, os aparelhos empregados na
pratica farmaceutica e descritos nas farmacopeias sao apropria-

dos, principalmente, para a obtengao de pequenas quantidades de
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tinturas ou extratos.

Contrariamente a conhecida regularidade da extracao ]1-
quido-liquido, a extracao sOlido-liquido a composta por uma se-

rie de caracteristicas. Na droga moida, rasurada ou amassada,

os principios ativos encontram-se tanto nas celulas intactas co-

mo nas rompidas. No segundo caso, vale a lei da extracao liqui-

do-liquido, enquanto que no primeiro, ocorrem fenOmenos de difu-

sao atraves da parede celular em direcao a solucao. Neste caso,
nao existe um fator de particao definido; uma parte do solvente

permanece retido na superficie das celulas enos capilares da dro

ga. 0 estado de equilibria numa fase de extracao a alcancado

quando a concentragao da(s) substancia(s) retida(s) nos capila-

res, extraida(s) das solucaes contendo materia sOlida, esteja em

concentracao igual a do extrato no solvente livre (BERNHARD,

1980; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982).

Juntamente com um maior volume de producao possivel, ha

a necessidade de que os principios ativos sejam extraidos de mo-

do cuidadoso, sem modifica-los. Os solventes mais utilizados,em

bora nem sempre ideais, constituem-se de alcool, metanol, aceto-

na e suas misturas com aqua.

Os metodos de extracao comumente utilizados fundamentam

-se na maceracao e na percolacao (VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; LIST

& SCHMIDT, 1984).

A maceracao e o mais simples procedimento de extracao,

consistindo no contato prolongado da droga com o liquido extra-

tor, a temperatura ambiente, durante um tempo determinado, que
varia com a droga, com agitacao freq8ente. 0 liquido a entao se

parado do residua por prensagem. E considerado um metodo de ex-
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tracao nao exaustivo, pois leva ao equilibrio de concentracao en

tre a droga e a "miscella" das substancias extraiveis.

Os metodos derivados da maceracao constituem-se de mace

raga() fracionada, sendo suficiente, neste caso, a dimaceracao.

As polimaceragOes so melhoram insignificantemente o rendimento

da extracao.

Maceracao a temperaturas mais elevadas (30-50 °C) 6 de-
nominada digestao. InfusOes e cozimentos podem ser considerados

como formas especiais de digestao.

Progressos modernos que aumentam o rendimento da macera

cao se caracterizam pela turboextracao ou turbolizacao (como Ul

tra-Turrax, por exemplo) e ultrassom e metodos sob vacuo e sob

pressao.

A turbolizacao, processo mais acessivel, 6 utilizado pa

ra preparacOes rapidas e de pequenas quantidades de extratos. A

droga e extraida, apOs a adicao do liquid() extrator,pela agao de

um rotor de grande velocidade. As perdas do solvente sao evita-

das com fechamento hermetic° do recipiente. Cuidados devem ser

tornados com a elevagao da temperatura, devida ao motor e a fric-
cao,a qual nao deve ultrapassar os 40 °C (DXRR, 1979; 	 VOIGT
BORNSCHEIN, 1982).

A percolagao e caracterizada pela utilizacao de equipa-

mentos especiais, os percoladores. 0 liquido de extracao flui de

cima para baixo, continuamente, atraves da coluna formada pela

droga, e retira as substancias intracelulares, em parte pela sim

pies lavagem das celulas e em parte por difusao. A velocidade de

fluxo e, conseqdentemente, o tempo de contato da droga com o sol

vente,6 determinado pelo gotejamento do liquido. Esse aspecto,
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juntamente com a relagao entre droga e liquido extrator e o grau

de trituragao da droga,sao decisivos no rendimento da extracao.

Face a adigao de novas porgOes do liquido extrator, h5 o alcance

de diversos equilibrios de concentragaodroga-"miscella" dassubstan

cias extraiveis, conduzindo a uma extragao exaustiva.

Procedimentos de extragao relacionados a percolagao cons

tituem-se da repercolagao, evacolagao (percolagao a v5cuo), dia
colagao (percolagao sob pressao) e metodo Soxhelet. Para fins

industriais, a extragao em contracorrente 6 a mais adequada.

GRACZA (1977) argumenta sobre as vantagens do empregode

preparacOes galenicas de drogas vegetais, tais como extratos e

tinturas, salientando os seguintes pontos:

a) promogao da solubilidade e absorgao;

b) agao conservante do veiculo, observada em muitos ca-

sos, contra o use da substancia pura;

c) promogao da solubilidade e absorgao de algumas subs-

tancias acompanhantes;

d) promogao da estabilidade.

Preparaccies farmaceuticas contendo unicamente A. 4atu-

Aeioide4 como materia-prima ainda nao foram desenvolvidas. Sua

constituigao quimica ja foi definida por varios pesquisadores

(HEGNAUER, 1969; HANSEL & OHLENDORF, 1971; BAUER et al., 1979;

FERRARO et al., 1981; KALOGA et al., 1983; HIRSCHMANN, 1984;

SIMOES, 1984).

Embora nao tenham sido ainda definidos os principios a-

tivos responsáveis pela gama de atividades, foi relatado que o

vegetal em estudo apresenta principalmente compostos polifenOli-

cos, dos quais, a sua grande maioria sao flavonOides (HANSEL &
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OHLENDORF, 1971; FERRARO et al., 1981; HIRSCHMANN, 1984; SI-

MOES, 1984), um derivado a-pirona (KALOGA et al., 1983) e Oleos

essenciais, com a predominancia de constituintes monoterpenos

(RICCIARDI et al., 1961; AKISUE, 1971; BAUER et al., 1979).

SIMOES (1984) identificou a presenca de um composto ma-

joritirio nas flores do vegetal em questa() - a quercetina - jun-

tamente corn seu derivado metoxilado na posicao 3 do anel C.

A quercetina a um flavonol bastante difundido no reino

vegetal e, por isso, largamente conhecido e estudado, preenchen-

do, portanto, os requisitos exigidos para sua utilizacao como

substancia referencia. Alie-se o fato de que pode ser definida

e mensuravel, garantindo e acompanhando a qualidade,tantonaplan

to quanto nos produtos intermediarios e final.

As consideracOes quanto a sua agao farmacolOgica -"acao
vitaminica", baseada principalmente na propriedade antioxidativa

(SORATA et al., 1984; TAKAHAMA, 1985); inibicao de virus (MUE-

SI & PRAGAI, 1985); acao antibacteriana (ANDERSEN &BERRY, 1947;

NAGAHSKI et al., 1947); atividade espasmolitica (SHIBATA et al.,

1960; SIMOES, 1984); protecao contra inducao e promocao de tu-

mores (NISHINO et al., 1984); acao antiinflamatOria (SIMOES,

1984); tratamento da gota (SCHIMMER, 1986) - constituem uma van

tagem adicional para sua utilizacao como substancia referencia.

Contrariamente a esta vantagem, surgem relatos quanto

potencia mutagenica da quercetina. HARDIGREE & EPLER (1978),Mac

GREGOR & JURD (1986), BROWN & DIETRICH (1979), 	 NAGAO et 	 al.

(1981), ELLIGER et al. (1984) observaram agao mutagenica para mi

croorganismos (Satmonetta). Entretanto, testes corn mamiferos "in

vivo" (camundongos, ratos e coelhos) apresentaram-se, nasua maio

ria, negativos (SCHIMMER,1986).
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A acao genotOxica de substancias isoladas pode ser modi

ficada consideravelmente numa mistura, podendo diminuir ou ser

totalmente encoberta, algumas vezes, porem, reforcada. Por isso,

seria importante demonstrar a manutencao da potencia mutaqenica

da quercetina em Satmonetta tambem em seu extrato ou tintura

(SCHIMMER, 1986).

Testes farmacolOgicos foram realizados para verificacao

da atividade biolagica de preparacOes de marcela, tendo sido re-

latadas: atividade antibiOtica em extratos das partes aereas

(MOTA, 1963) e em extrato dioxanico das folhas verdes (GUTKIND

et al., 1981); atividade espasmolitica em extratos alcoOlicos

de flores (LANGELOH & SCHENKEL, 1982 e 1982a; SIMOES, 1984); a

tividade antiinflamatOria e analgesica em extratos aquosos a frio

e a quente e extratos alcoOlicos de flores (SIMOES, 1984); acao

sedativa central em extratos aquosos de folhas/caules e extratos

aquosos a quente de flores (SIMOES, 1984; SIMOES et al., 1984)

e atividade antiinflamatOria tOpica em extratos aquosos a quente

e a frio das inflorescencias (SIMOES & RECH, 1986). Recentemen-

te, WAGNER et al. (1984) verificaram atividades imunoestimulan-

tes em fraciies polissacaridicas (heteroglicanos) de extratos a-

quosos ou alcalino-aquosos.

A sua utilizacao empirica na medicina popular se faz

principalmente na forma de infusos ou decoctos das inflorescen-

cias, sendo tambem observadas preparacOes de folhas e caules. Os

usos sao bastante variados, destacando-se indicaciies como diges-

tiva, antiespasmOdica, carminativa, colagoga, eupeptica, antiin-

flamatOria, emenagoga e na diminuicao da taxa de colesterol,quan

do administrada internamente,e antiinflamatOria e antisseptica,
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quando usada externamente (D'AVILA, 1910; PHARMACOPEIA, 	 1926;

ORTH, 1937; HOHNE, 1939; LIMA, 1941; 	 GONZALES & LOMBARDO,

1943 e 1946; MANFRED, 1958; CARVALHO, 1972; 	 CHIARINI, 1974;

BURKART, 1974; ROSA, 1977; ARAUJO, 1979; DIMITRI, 1980; VAN

DER BERG, 1980; LIFCHITZ, 1981; MOLINA, 1981; SCHMITZ, 1981;

FUNDACAO NACIONAL DO INDIO, 1982; PAVETTI et al., 1982; AMAT,

1983; SIMOES et al., 1986).

Esse conjunto de aspectos positivos quanto a atividade
biolOgica, aliado a ausencia de toxicidade para extratos das in
florescencias (MOTA, 1963; GUTKIND et al., 1981; LANGELOH &

SCHENKEL, 1982; SIMOES, 1984) sugerem a grande possibilidade da

utilizacao deste vegetal como preparacOes extrativas,alem do tra

dicional uso "in natura", na forma de infusos ou decoctos.

Atualmente, o grande avanco no desenvolvimento da anall

tica quimica, refinamento dos metodos de comprovacao farmacolOgi

ca e novos conhecimentos em testes clinicos possibilitam maiores

afirmagOes sobre a influencia das planters medicinais nos siste-

mas fisiológicos e biolOgicos.

De posse desses varios fatores e tendo em vista a gran-

de utilizacao popular da marcela no sul do Pals, objetivou-se e-

laborar uma preparacao farmaceutica das sumidades floridas da A-

chyAoctine 4attoLeioide4 na forma de extrato, padronizando-a qui-

micamente atraves de seu constituinte flavonoidico - querceti

na - e biologicamente pela acao antiinflamatOria.

Este trabalho significa, tambem, a preocupagao do Curso

de P6s-Graduacao em Farmacia da Universidade Federal do Rio Gran

de do Sul em conjugar esforcos no sentido de permitir uma visao

integrada de drogas vegetais de uso corrente, aliando as investi
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gacOes botgnicas, fitoquimicas, farmacolOgicas e tecnolOgicas. A

marcela, Achy4octine 6atuteioide4 (Lam.) DC. cristaliza, como pri

meiro exemplo, esta filosofia.



2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - MATERIAL

2.1.1 - Material Vegetal

0 material botanico estudado foi coletado na epoca de

sua floracao, em fevereiro de 1985, no distrito de Pinto Bandei-

ra, municipio de Bento Gonsalves, RS, e armazenado em lugar fres

co, ao abrigo da luz solar direta. Sua identificacao foi reali-

zada pela Profa. Lilian Auler Mentz, do Departamento de Botanica

do Instituto de Biociencias da Universidade Federal do Rio Gran-

de do Sul. 0 vegetal testemunha encontra-se registrado sob o na

mero 63.541 do Herbario ICN da mesma Universidade.

As pesquisas foram desenvolvidas utilizando-se as sumi-

dades floridas reduzidas em moinho de martelos dotado de peneira

com abertura de malha de 7 mm. Para a determinacao dos Oleos es

senciais foram utilizadas as flores, sem reducao previa.

2.1.2 - Material BiolOgico

Na avaliagao da atividade antiinflamatOria utilizaram-

-se ratos machos Wistar, adultos, pesando entre 190 a 250 g, pro

venientes do bioterio do Instituto de Biociencias da UFRGS. Pa-
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ra o ensaio da toxicidade foram utilizados camundongos Swiss, de

ambos os sexos, pesando entre 15 e 25 g, provenientes do mesmo

bioterio.

2.1.3 - Aparelhos e Equipamentos

. Aparelho Clevenger modificado (VAN OS, 1965).

. Aparelho de destilacao para determinacao do teor al-

coOlico (FARMACOPtIA, 1977).

. Aparelho de tamisacao vibratOrio RETSCH com tamises

segundo a DIN 4188.

. AreOmetro DIN 12791 -serie M100 473768 e 473870.

. CromatOgrafo a gas VARIAN 3700 com detector de ioniza

cao de chama, acoplado a integrador HP 3390 H.

. CromatOgrafo WATERS -modelo 6000 A para cromatografia

liquida de alta eficiencia com injetor universal U6K, 	 detector

de comprimento de onda vari5vel WATERS - Lambda Max- 481 e regis-

trador PERKIN-ELMER - modelo 56.

. EspectrofotOmetro ultravioleta VARIAN - série 634 com

registrador linear.

. Estufa de ar circulante HERAEUS - B 5042 - tipo RVT

360.

. Estufas termostatizadas BIOMATIC.

. Evaporador rotatOrio BUCHI - RV 2.

. Lampada universal de quartzo FLUOTEST 254 e 360 nm.

. MicroscOpio de ponto de fusao tipo KOFLER.

MicroscOpio estereoscOpico (lupa).

. Moinho de martelos com peneira de abertura de malha
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de 7 mm (GANASINI).

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

. PletismOgrafo de Winder, Wax e Been (WINDER et al., 1957).

. Prensa hidraulica manual HAFICO.

. Turbolizador ARNO super.

2.1.4 - Reagentes, Solugöes e Substincias Reagentes

Todos os reagentes utilizados, exceto quando diferente-

mente especificados, possuiam grau de pureza prii-analise. A to-

talidade das extracOes foi realizada can etanol 96° GL (firma PEREIRA).

SolucOes

. solucao alcoOlica de cloreto de aluminio a 2% (m/v)

. solucao de acido acetico glacial a 1% (v/v)

. solucao de acido clorldrico a 70% (m/v)

. solucao de acido fosfOrico a 1% (m/v)

. solucao de cloreto de sOdio a 0,9% (m/v) (solucao sa-

lina)

. solucao de hexametilenotetramina a 0,5% (m/m)

. solucao hidroalcoOlica (aqua :etanol; 95 :5; v/v) de

laurilsulfato de sOdio a 0,05% (m/v)

. solucao de hidrogenofosfato dissOdico 0,066 M

. solucao de hidrogenofosfato monossOdico 0,066 M

. solugao de indometacina sOdica triidratada (INDOCID r

injetavel -Merck, Sharp & Dohme) contendo 25 mg/m1 de indometaci

na

. solucao metanOlica de acido acetic.° glacial a5% (m/v)

. solucao salina de carragenina sOdica (PM 60.000-100.000)
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a 0,5 mg/ml

. soluc5o salina de pentobarbital sOdico a 20 mg/ml

. soluceo salina de tris-(hidroximetil)aminometano a 1%

(m/v )

. solugao tampeo de borato pH 7,0

. soluceo tampeo de fosfato pH 9,6

soluceo tampeo de fosfato seg. SOrensen pH 4,55, 6,98

e 9,03 (MUNZEL et al., 1959)

Substencias de referencia

. acido cafeicoa)

. luteolina b)

3-0-metilquercetina c)

quercetina (Firma MERCK; art. 7546 - lote 4149878)

limonenod)

. mistura de a-pineno e 0-pineno
d)

2.2 - METODOLOGIA

2.2.1 - Caracterizagio Botinica

0 vegetal foi examinado com auxilio de microscOpio este

reoscOpico (lupa), sob iluminacao artificial,dando-se maior enfa

As substancias de referancia citadas foram cedidas por:
a) - Universidade de MUnster - Republica Federal da Alemanha
b) - Universidade de Toulouse III - Franca
c) - Curso de POs-Graduagao em Farmacia - UFRGS
d) - Disciplina de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia, UFRGS.



se aos elementos constituintes das sumidades floridas.

2.2.2 - Determinag5o do pH

Foi realizada em pHmetro calibrado com soluciies tampao

de fosfato e borato, pH 7,0 e 9,6, respectivamente. As amostras

testadas foram preparadas de acordo com os itens 2.2.13.2 e 2.2.17.

2.2.3 - Determinagio da Perda por Dessecagio (WOJAHN, 1951)

Em pesa-filtro (d.i., 27 mm x 55 mm), previamente tara-

do, pesou-se exatamente cerca de 2 g da droga, colocou-se em es-

tufa a 100-105 °c por 2 horas, deixou-se esfriar em dessecador,
pesando-se a seguir. Ap6s, recolocou-se em estufa por mais 30mi

nutos, repetindo-se o procedimento at peso constante.

Determinou-se a perda por dessecacao 2, 3, 7, 12 e 17 me

ses apOs a coleta, por ocasiao, respectivamente, da determinacao

do teor de extrato e teor de flavonOides totals, caracterizacao

preliminar do extrato, caracterizacao cromatografica, determina-

Oes quantitativas e desenvolvimento do metodo de extracao.

Os resultados foram expressos em porcentagem ponderal

(m/m) sobre a quantidade da droga, atraves da media de tres de-

terminacOes.

2.2.4 - Determinag5o do Residuo Seco (BOHME, H. & HARTKE, 1981)

20

Pesou-se exatamente cerca de 20 g do extrato, em pesa-

-filtro (d.i., 27 mm x 55 mm) previamente tarado, e evaporou-se
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em banho-maria, sob movimentacao constante. ApOs evaporacao, co

locou-se em estufa a 100 -105 °C por 2 horas, deixou-se esfriar
em dessecador e pesou-se. 0 resultado e calculado em relac5o a

100 g do extrato, pela media de 3-5 determinacOes.

2.2.5 - Determinagio do Teor Alcoalico (FARMACOPEIA, 1977)

Foi realizada segundo metodo da destilacao especificado

na FARMACOPEIA Brasileira (1977) e o teor alcoOlico determinado

pela densidade, a 25 oc, atraves de picnOmetro e areOmetro,com au
xilio da tabela alcoometrica. 0 resultado e fornecido em percen

tual volumetric°, a 15,56 °C.

2.2.6 - Determinagio do Teor de Oleo Essencial (FARMACOPEIA, 1977a;

BRITISH, 1980)

Realizado conforme metodo I de dosagem de Oleos essen-

ciais nas drogas vegetais, por arraste de vapor d'agua, especifi

cado na FARMACOPEIA Brasileira (1977a) e BRITISH Pharmacopoeia

(1980), em aparelho Clevenger modificado (VAN OS, 1965).

Utilizou-se 50 g de flores n5o contundidas em 500 ml de

aqua destilada e procedeu-se a destilacao por 5 horas (AKISUE,

1971). 0 destilado recolhido foi medido, acrescido de 0,5 ml de

n-hexano e pequena quantidade de sulfato de sOdio anidro e guar-

dado a baixa temperatura (-10 °C).
Os testes foram realizados com o vegetal seco, no tempo

zero e apOs 4 e 8 meses de armazenamento.

Para os resultados, considerou-se o volume de Oleo es-
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sencial em 50 g da droga e em porcentagem da droga dessecada.

2.2.7 - Determinagao do Teor de Extrato (DAC, 1979 - modificada)

Cerca de 1 g da droga moida (800 pm), exatamente pesa-

do, foi aquecido a fervura com 100 g de aqua durante 10 minutos.

ApOs resfriamento, completou-se a 'aqua evaporada e filtrou-se,

desprezando-se os primeiros 20 ml. Com 20,0 g do restante do fil

trado determinou-se o residuo seco conforme tecnica descrita no

item 2.2.4.

0 teor de extrato (TE) foi calculado segundo a formula

g x 500
TE - 	  (%; m/m)

onde:

g = massa do residuo seco (g);

p = massa da droga (g).

2.2.8 - Determinagio do Teor de Flavoniiides Totais (DAC, 1979a)

Cerca de 0,400 g da droga pulverizada (800 pm) exatamen

to pesados, colocados em balao de fundo redondo de 100 ml e acres

cidos de 1 ml de uma solucao de hexametilenotetramina a 0,5% (m/m)

(EUROPEAN, 1969), 20 ml de acetona R (EUROPEAN, 1969) e 2 ml de

acido cloridrico Ri (EUROPEAN, 1969) foram aquecidos em banho-ma

ria, sob refluxo, por 30 minutos. A mistura foi filtradaparaba

lao volumetrico de 100 ml atraves de pequena quantidade de algo-

dao. 0 residuo da droga e o algodao foram lavados, em balao de
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fundo redondo, com duas porgOes de 20 ml de acetona, aquecendo-

-se a fervura sob refluxo, por 10 minutos. ApOs resfriamento
temperatura ambiente, as solugOes foram filtradas, atraves de al

godao, para o balao volumetrico, completando-se o volume com ace

tona. 20 ml da solugao foram tratados,em funil de separagao,com

20 ml de aqua e apos extraidos com 15 ml de acetato de etila R

(EUROPEAN, 1969) repetindo-se por tees vezes, com porciies de 10

ml de acetato de etila.

As fases de acetato de etila reunidas foram lavadas, em

funilde separagao, com duas porgOes de 50 ml de aqua, colocadas

em balao volumetrico de 50 ml, completando-se o volume com aceta

to de etila (solugao-mae SM).

A 10 ml da SM adicionou-se 1 ml do reagente de cloreto

de aluminio (BOHME & HARTKE, 1981a), diluindo-se a 25 ml com so-

lugao metanOlica de 5cido acetic° R (HUME & HARTKE, 1981a) (so-

lucao-amostra SA). Ao mesmo tempo, 10 ml da SM foram diluidos a

25 ml com solucio metanOlica de acid° acetico (solucao comparati

va SC). ApOs 30 minutos, mediu-se a extingao da SA a 425 nm, em

cubeta com 1,000 cm de espessura contra SC.

0 calculo do teor baseia-se na extingao especifica da

quercetina E1 cm = 500, segundo a fOrmula

E . 62500
-

	

(%; m/m) 	 (2),
500 . e . (100-t)

onde:

E = extingao medida;

e = massa da droga (g) ;

t = perda por dessecacao (%; m/m).
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fundo redondo, com duas porcOes de 20 ml de acetona, aquecendo-

-se a fervura sob refluxo, por 10 minutos. Ai -3s resfriamento a
temperatura ambiente, as solucCies foram filtradas, atraves de al

godao, para o balao volumetric°, completando-se o volume com ace

tona. 20 ml da solucao foram tratados,em funil de separacao,com

20 ml de aqua e al:Zs extraidos com 15 ml de acetato de etila R

(EUROPEAN, 1969) repetindo-se por ties vezes, com porcOes de 10

ml de acetato de etila.

As fases de acetato de etila reunidas foram lavadas, em

funilde separacao, com duas porciies de 50 ml de aqua, colocadas

em balao volumetric° de 50 ml, completando-se o volume com aceta

to de etila (solucao-mae SM).

A 10 ml da SM adicionou-se 1 ml do reagente de cloreto

de aluminio (BOHME & HARTKE, 1981a), diluindo-se a 25 ml com so-

lucao metanOlica de icido acetic° R (BOHME & HARTKE, 1981a) (so-

lugao-amostra SA). Ao mesmo tempo, 10 ml da SM foram diluidos a

25 ml com solucao metanOlica de acido acetico (solucao comparati

va SC). ApOs 30 minutos, mediu-se a extincao da SA a 425 nm, em

cubeta com 1,000 cm de espessura contra SC.

0 calculo do teor baseia-se na extincao especifica da

quercetina E1 cm = 500, segundo a fOrmula

E . 62500
IQ -
	

(%; 	 m/m) 	 (2),
500 . e . (100-t)

onde:

E = extincao medida;

e =massa da droga (g);

t = perda por dessecacao (%; m/m).
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0 resultado a fornecido em percentual (m/m) de flavon61

des calculados como quercetina (C15H1007).

2.2.9 - Determinagio do Ponto de Fusio

0 ponto de fusao foi realizado em microscOpio dotado de

bloco tipo Kofler, sem correcao.

2.2.10 - Anilise Cromatogrifica

Para o desenvolvimento das condicOes cromatograficas so

bre papel e em camada delgada foi empregado extrato obtido pelo

aquecimento sob refluxo de 10 g da droga em 100 ml de aqua desti

lada, durante uma hors. 0 extrato foi filtrado e o marco prensa

do e lavado com aqua destilada aquecida. Extraiu-se com duas ve

zes 50 ml mais quatro vezes 25 ml de acetato de etila. 0 extra-

to ecetato de etila foi lavado com duas vezes 50 ml de agua des-

tilada. Acrescentou-se uma pequena quantidade de sulfato de so-

dio anidro e lavou-se o papel de filtro e o sulfato de sOdio com

acetato de etila. Evaporou-se em evaporador rotatOrio e deixou-

-se 24 horas em dessecador, resultando num residuo de 0,2285g.

Retomou-se o residuo em 25 ml de metanol e procedeu-se a analise

cromatogrifica frente aos padrOes de quercetina (Q), 3-0-metil-

quercetina (MQ), luteolina (LU) e acido cafeico (AC).

2.2.10.1 - Cromatografia em Papel (CP)

Foram utilizadas, como suporte, tiras de papel de fil-
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tro comum (138g/m2 ) (I) e papel batman n9 1 (II) com dimensOes de 18

x 25 cm. Os eluentes testados foram preparados de acordo com as

seguintes proporcOes de volume:

a - clorofOrmio : metanol : aqua (60 : 40 :5);

b - clorofOrmio : metanol : aqua (40 : 60 : 5) ;

c - clorofOrmio : metanol : aqua (10 : 90 : 5) ;

d - clorofOrmio : acido acetico glacial :aqua (50:45:5) .

(EGGER, 1969) ;

e - clorofOrmio : acid() acetico glacial :aqua (35:60:5);

f - clorofOrmio : metanol :acido acetico glacial : aqua

(10 : 40 : 45 : 5);

g - clorofOrmio : metanol :acido acetico glacial :aqua

(25 : 25 : 40 : 5);

h - n-butanol :acido acetico glacial :aqua (BAW) (4:1:5)

(STAHL & SCHILD, 1981);

i - n-butanol : acido acetico glacial :igua (BAW)

(60 : 15 : 25);

j - n-butanol :acido acetic() glacial :aqua (BAW) (6:1:2)

(SWAIN, 1976);

k - acido cloridrico :acido acetico glacial :aqua

(3 : 30 : 10) (Forestal) (HARBORNE, 1959; MARKHAM, 1975);

1 - acido acetico (2-60%; v/v) (HARBORNE, 1959; MARK-

HAM, 1975):

1 - a 15%

2 - a 40%

3 - a 60%

m - aqua destilada (SWAIN, 1976).

Procedeu-se o desenvolvimento ascendente do cromatogra-
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ma, em camara saturada, at altura aproximada de 15 cm. ApOs se

cagem do suporte a temperatura ambiente e sob ventilagao, as man

chas foram detectadas a luz visivel, a luz ultravioleta (360 nm),

a luz UV360 apOs exposicao a vapores de ameinia, a luz visivel e

UV
360 

al:6s nebulizacio com cloreto de aluminio a 2% (m/v) e por

exposicao a vapores de iodo.

2.2.10.2 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os cromatogramas em CCD foram desenvolvidos em placas

de vidro (20 x 20 cm), preparadas em laboratOrio, com os supor-

tes descritos abaixo numa espessura de 0,25mm, empregando-se os

respectivos eluentes (proporcOes volumetricas):

I - silicagel G60 (Merck)

1 - tolueno:clorofOrmio :acetona (40 : 25 : 35) (EG-

GER, 1969; MARKHAM, 1975)

2 - benzeno : piridina :acid() fOrmico (36 : 9 : 5) (OR

HAMMER et al., 1972)

3 - acetato de etila : acid() fOrmico : 5gua (100:10:5)

4 - acetato de etila : tolueno : acido fOrmico : aqua

(100 : 50 : 10 : 5)

5 - acetato de etila : tolueno : acido fOrmico : aqua

(50 : 50 : 10 : 5)

II - silicagel HF254 (Merck)

1 - tolueno : clorofOrmio : acetona (40 : 25 : 35) (EG-

GER, 1969)

2 - tolueno : acetato de etila : icido fOrmico : aqua

(80 : 20 : 10 : 5)
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3 - tolueno : acetato de etila : icido fOrmico : 	 aqua

(65 : 35 : 5 : 5)

4 - clorofOrmio : metanol	 (15 : 1)	 (MARKHAM, 1975)

5 - benzeno : acetato de etila (3 : 1)	 (MARKHAM, 1975)

III - silicagel GF254	 (Merck)

- acetato de etila : tolueno : acido fOrmico : :aqua

(100 : 50 : 10 : 5)

IV - celulose microcristalina para CCD (AVICEL)

1 - clorofOrmio : acido acetic() glacial : igua (50 :

45 : 5)	 (EGGER, 1969)

2 - ter-butanol : acido acetic() glacial : aqua (TBA)

(3 : 1 : 1)	 (MABRY, 1970; MARKHAM, 1975)

V - celulose microcristalina para CCD (Merck) + poliami

da 11 para CCD (Merck) (5 : 1; m/m) (MARKHAM, 1975)

1 - clorofOrmio : äcido acetic() glacial : aqua (50 : 45

: 5) (EGGER, 1969; MARKHAM, 1975)

2 - ter-butanol : 'acid° acetic() glacial : aqua (TBA)

(3 : 1 : 1)	 (MABRY, 1970; MARKHAM, 1975)

VI - poliamida (placas aluminizadas) (Merck)

1 - metanol : acido acetic° glacial : aqua (18 : 1 : 1)

(MABRY, 1970a; MARKHAM, 1975)

2 - clorofOrmio : metanol : butanona (60 : 26 : 14) e

gua para saturacao (MARKHAM, 1975)

As placas corn suporte de silicagel foram ativadas a 120 °C

por 20 minutos antes do uso.

Desenvolveram-se os cromatogramas em camara saturada ate,

aproximadamente, 15 cm de altura.

Para a visualizacao dos cromatogramas, utilizaram-se os
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mesmos agentes de deteccao descritos para cromatografia em papel

(item 2.2.10.1).

2.2.10.3 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiincia (CLAE)

Desenvolveram-se os cromatogramas utilizando-se,como su

porte, coluna 5p Spherical C 18 (150 x 3,9 mm) com fase reversa

de octadecilsilano, eluente metanol :acido fosfOrico a 1% (v/v)

(40 :60; v/v), fluxo de 2,0 ml/min, deteccao a 275 nm com sensi

bilidade de 0,05 AUFS e velocidade de registro de 10 ram/min com

sensibilidade de 10 mV. Todas as solucOes foram injetadas em vo

lume de 20 pl.

Para a determinacao das condicOes de separacao, utili-

zou-se, ainda, como eluente, metanol :acid° fosfOrico a 1% (v/v)

nas proporOes de volume 55 : 45; 50 : 50; 60 : 40 e 70 : 30 e mis

turas de proporOes diversas de metanol e acido acetic() a 1% (v/v),

ou seja, 25, 50 e 75% (v/v) e velocidade de fluxo variavel.

As soluci5es de amostras (EP) e padrOes foram filtradas atra

yes de filtro de politetrafluoretileno, de porosidade 0,22 pm, e

injetadas com auxilio de seringa de 100 pl de capacidade. As mis

turas eluentes foram filtradas, antes da injecao, atrayes de fil

tro de politetrafluoretileno, de porosidade 0,45 pm, e desgasei-

ficadas sob pressao reduzida, com agitacao.

Os fatores de resolucao em relacao ao padrao externo

(RQ) foram calculados atrayes da equacao

2 (tn - tQ)
RQ - (MEYER, 1979) 	 (3) 

Wn + WQ

onde:



to = tempo de retencao do pico n (cm);

tQ = tempo de retencao do pico de quercetina (cm);

Wn = largura da base do pico n (cm);

WQ = largura da base do pico de quercetina (cm).

2.2.10.4 - Cromatografia Gasosa (CG)

Para realizacao dos cromatogramas em fase gasosa, utili

zaram-se as seguintes condicaes de trabalho: coluna capilar OV-17

(0,32 x 250 mm) de silica fundida; gas de arraste =H 2 ; tempera-

tura inicial = 50°C por 5 minutos; temperatura final= 200 °C por
20 minutos; velocidade do aumento da temperatura dacoluna =10°C/

min; velocidade do papel = 0,5 cm/min; temperatura do detec

for = 300°C; temperatura de vaporizacao = 210 °C; atenuacao =
2 9 ; razao de "split" = 1/90; volume injetado = 1 pl.

As areas dos picos foram calculadas, com auxilio do in-

tegrador, em percentuais da area total do cromatograma, excetuan

do-se o pico do solvente.

2.2.11 - Mitodos de Extragio (Preparagio dos Extratos)

Os extratos trabalhados durante as pesquisas foram obti

dos por turbolizacao ou maceracao das sumidades floridas moidas

(item 2.1.1.).

29
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2.2.11.1 - Turbolizagio

Turbolizaram-se 5,0, 10,0, 15,0e 20,0gde sumidades floridas

com 200 ml de etanol sem diluicao (96 °GL) ou 200 ml de misturas

hidroalcoOlicas a 40, 60 e 80% (v/v), em recipiente fechado, por

15 minutos, a temperatura ambiente (25 °c ± 3), numa velocidade

de 14.100 min-1 . Previamente, porem, as misturas droga/liquido

extrator foram deixadas em repouso durante 15 minutos.

Durante a extracao, tomou-se cuidado de evitar que a tern

peratura nao ultrapassasse os 40°C. Caso contrario,deixava-se es

friar, a temperatura ambiente, antes de continuar aextracao (DARR,

1979; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982).

ApOs extracao, os turbolizados foram filtrados atraves

de papel de filtro e prensaram-se os residuos (marcos) em prensa

hidriulica manual. Os extratos resultantes da prensagem foram

filtrados e reunidos aos anteriores. Completaram-se os volumes

a 200 ml (volume inicial) pela lavagem dos marcos com o prOprio

liquido extrator, seguida de prensagem e filtracao, obtendo-se,

dessa forma, os Turbolizados Brutos (TB) (Esquema 1).

Para realizacao dos estudos preliminares,foram turboli-

zados 30,0g das sumidades floridas em 350 ml dos liquidos extrato

res etanol e misturas hidroetanOlicas a 40, 60 e 80% (v/v). Se-

guiu-se metodologia descrita acima, porem, sem completar ao volu

me inicial.

2.2.11.2 - Maceragio

Foram macerados 5,0, 10,0, 15,0 e 20,0 g de sumidades
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floridas com 200 ml de misturas hidroalcoOlicas a 40, 60 e 80%

(v/v), durante 1, 2, 4, 8 e 16 dias, em frasco erlenmeyer provi-

do de tampa esmerilhada, ao abrigo da luz,comagitacaoocasional.

Para fins de estudo da estabilidade e avaliacao farmaco

lOgica, maceraram-se 75,0 g de sumidades floridas em 1000 ml de

etanol a 80% (v/v) por 8 dias,com agitacao ocasional.

Para obtencao dos Macerados Brutos (MB), apOs extragao,

seguiu-se a metodologia descrita na extracao por turbolizacao

(2.2.11.1) (Esquema 1).

2.2.12 - Purificagio dos Extratos

Aliquotas de 10,0 ml de cada um dos extratos brutos (TB

e MB) foram evaporadas em banho-maria e os residuos extraldoscom,

aproximadamente, 10 ml de acetato de etila. Filtrou-se e lavou-

-se o filtro com o mesmo solvente. 0 extrato acetato de etila

foi levado a secura em banho-maria; os residuos, tratados com
cerca de 5 ml de metanol; a solucao, filtrada e o filtro, lava-

do com o prOprio solvente. Completou-se o volume a 10,0 ml com

metanol, obtendo-se,assim,os Turbolizados Purificados (TP) e os

Macerados Purificados (MP).

Para a analise dos residuos secos dos extratos purifica

dos, seguiu-se a mesma metodologia, partindo-se de 100,0 ml (em

alguns casos 50,0 ml) dos extratos brutos (TB e MB) e determina-

ram-se os Residuos Secos Purificados (RSP), conforme descrito no

item 2.2.4.



SUM I DADES FLORIDAS
2,5 ; 5,0 ; 7,5 ; 10,0 g

Extracao
1Tu rbol izacao / Macerocao 1

FILTRADO	 I MARCO

Prensagem/Filtracao

I PRENSADO	 I RESIDUO

Lavagem corn Solvente

I=1-ensagem/ Filtracao

EXTRATO BRUTO

10 ml! brn.

RESiDUO

AcOEt
Filtrmao

32

I EXTRATO AcOEt

RESI DUO

Me0H

Filtracao

EXTRATO PURIFICADO
IEP1 

Me0H q.s.p. 10,0 ml

I soLucZo Amosnwl
TESTE 

ESQUEMA 1 - Processo de extragao e preparacao das solucEies amos-
tras.



2.2.13 - Caracterizagio Preliminar dos Extratos

2.2.13.1 - Preparagio dos Tampaes

Foram preparados tampOes de pH acido, neutro e alcalino

segundo SOrensen(MUNZEL et al., 1959) conforme Tabela 1.

TABELA 1 - Preparacao dos tampaes segundo Sorensen.

pH Hidrogenofosfato monossOdico Hidrogenofosfato dissOdico
(NaH2PO4 0,066M) (ml) 	 (Na2H PO4 0,066M) (ml)

	4,65	 50,0

	

7,00 	 20,0
	

30,0

	

9,03 	 -

	

50,0

2.2.13.2 - Procedimento

Verificou-se o comportamento dos extratos alcoOlico e

hidroalcoOlico (EtOH 40, 60 e 80%; v/v) obtidos conforme item

2.2.11.1. De cada um dos 4 extratos, retiraram-se 120 ml que fo

ram divididos em 4 aliquotas de 30 ml, as quais adicionaram-se

30 ml dos tampaes de pH acido, neutro e alcalino e aqua destila-

da, respectivamente (extratos modificados). Os 3 extratos tampo

nados e o extrato adicionado de aqua foram subdivididos em 3 por

cOes de 20 ml cada,para avaliacao frente as temperaturas de 40C,

ambiente e 60 °C. Paralelamente, 20 ml de cada extrato hidroalco

Olico original foram tambem submetidos as 3 diferentes temperatu

ras. 0 extrato alcoOlico foi diluido com igual volume de etanol

33
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e submetido as mesmas condigOes.

Os 60 extratos foram acondicionados em frascos de vidro

ambar (d.i., 25 mm), dotados de tampa plastica rosgueavel e ob-

servados durante 14 dias.

No decorrer do periods° de observacao,verificaram-se pos

siveis alteracOes das caracteristicas fisico -quimicas, tais como:

pH, turvagao e sedimentagao e modificagao da caracteristica orgy

noleptica cor.

Os resultados referentes a turvacao e sedimentagao fo-
ram fornecidos com base em 5 niveis, como a seguir:

Turvagao

. nivel 0: limpid() (sem turvagao)

. nivel 1: baixa turvagao

. nivel 2: media turvagao

. nivel 3: alta turvacao

. nivel 4: completamente turvo (correspondente ao ex-

trato que apresentou turvac5o mais intensa)

Sedimentacao

. nivel 0: sem depOsito

. nivel 1: depOsito ralo

. nivel 2:

. nivel 3:

. nivel 4:

depOsito entre 2-3 mm

depOsito entre 3-4 mm

depOsito entre 4-5 mm

Verificou-se o comportamento cromatografico dos extra-

to alcoOlico e extratos alcoOlicos modificados frenteaospadrOes
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das agliconas -quercetina (Q),3-0-metilquercetina (MQ) e luteoli

na (LU) - e do acido fenOlico - acid() cafeico (AC) - no sistema cro

matografico 1e (item 2.2.10.1).

2.2.14 - Determinagio Quantitativa

2.2.14.1 - Preparagio da Solucio Padrio

Para o metodo da cromatografia em papel associado a es-
pectroscopia no ultravioleta, utilizou-se solucao metanOlica de

quercetina a 1,0 mg/ml. Na cromatografia liquida de alta efi-

ciencia foram empregadas solucaes metanOlicas de quercetina a

0,024, 0,036 e 0,048 mg/ml, como padrao externo, e 3-0-metilquer

cetina a 0,120 mg/ml, luteolina a 0,060 mg/ml e acido cafeico

(qualitativamente), como padriies auxiliares.

Para fins de estudo da estabilidade, preparou-se uma so

lugao padrao de quercetina a 1,0 mg/ml em etanol a 80% (v/v).

2.2.14.2 - Cromatografia em Papel/Esnectrometria no Ultravioleta

(Mitodo CP/UV)

No metodo de doseamento por cromatografia em papel asso

ciado a espectroscopia no UV (CP/UV), as solugOes amostras (ex-
tratos purificados - TP e MP) oriundas dos macerados e turboliza

dos contendo 2,5, 5,0, 7,5 e 10,0 % (m/v) de sumidades flori-

das (EP
2,5' 

EP
5,0' 

EP7,5 e EP10,0' respectivamente), assim como

o padrao (PQ), foram aplicadas na forma de linha de 3 cm de com-

primento (Sistema 112 ), com auxilio de seringa de 100 pl de capa
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cidade, nos volumes de 300, 150, 100 e 60 p1, respectivamente,

para as amostras e de 20 p1, para o padrao. Para a obtencao da

curva padrao,foram aplicados 10, 20, 30, 40 e 50 pl da solugao

padrao.

ApOs realizacao dos cromatogramas, recortaram-se as zo-

nas correspondentes a quercetina (padrao e amostras), extraiu-se
com metanol, em banho-maria, por 30 minutos, completou-se o volu

me a 5,0 ml com o mesmo solvente e procedeu-se a leitura das ab-

sorvancias em espectrofotOmetro ultravioleta, a 255 nm.

Paralelamente, diluiram-se 10, 20, 30, 40 e 50 pl da so

lucao padrao a 5,0 ml com metanol e determinaram-se as absorv&n-

cias no mesmo comprimento de onda.

A concentracao de quercetina nas amostras foi calculada

a partir da equacao da reta determinada pela curva padrao

Abs - a
CQ - . fd 	 (4), 

b
onde:

CQ = concentracao de quercetina na amostra (mg%; m/v);

Abs = absorcao da quercetina na amostra;

a = interseccao com o eixo de y;

b = inclinacao da reta;

fd = fator de diluicao em relacao a quantidade de sumi-
des floridas (%;, m/v) 	 (2,5 = 0,333; 5,0=0,667;

7,5 = 1,000; 	 10,0 = 1,667).

Os resultados correspondem a media de 3-6 determinacOes.
O metodo foi validado pela analise estatistica das ab-

sorvancias do padrao.
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2.2.14.3 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (Mitodo CLAE)

0 doseamento atraves do metodo da CLAE foi realizado me

diante comparagao da area dos picos com o padrao externo querce-

tina nas condigOes especificadas em 2.2.10.3. A area dos picos

referentes a quercetina (padrao e amostras) foi determinada pelo
metodo da triangulagao (altura x largura a meia altura, em cm) e

a concentragao de quercetina nas amostras calculada atraves da e

quagao

CP . AQ
CQ - . fd 	 (5), 

AP

onde:

CQ = concentragao de quercetina na amostra (mg%; m/v);

CP = concentragao de quercetina padrao (mg/ml);

AQ = area do pico de quercetina da amostra (cm 2 );

AP = area do pico de quercetina padrao (cm 2 );

fd = fator de diluigao da amostra em relagao a quantida
de de sumidades floridas (%; m/v); (2,5 = 333,33;

5,0 = 500,00; 	 7,5 = 666,67; 	 10,0 = 1000,00).

Os resultados correspondem a media de tres determina-
gOes. A validagao do metodo foi realizada pela comparagao esta-

tistica entre as areas do pico do padrao, a cada determinagao.

2.2.15 - Verificacio da Pureza da Substincia Referencia

A pureza da quercetina extraida dos extratos purifica-

dos, por cromatografia em papel,foi verificada comparando-se
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espectro no ultravioleta com o de uma amostra autentica. Foram

realizados testes adicionais como co-cromatografia com amostra

autantica de quercetina, no sistema V1, e cromatografia bidimen-

sional, nos sistemas IV
1 
e IV2' sentido 1 e 2, respectivamente. 0

ponto de fusao foi tambem determinado.

2.2.16 - Desenvolvimento do Mgtodo de Extragio

Foram realizados testes para a otimizacao do extrato a-

traves dos dois metodos de extracao: turbolizacao e maceracao.

Os fatores analisados foram:

. concentracao de sumidades floridas: 2,5, 5,0, 7,5

e 10,0% (m/v) ;

. concentracao de etanol no liquido extrator: etanol a

40, 60 e 80 % (v/v) e etanol ngo diluido;

. tempo de maceracao: 1, 2, 4, 8 e 16 dias; em funcao

da concentracao de quercetina presente nos extratos e dos resi-

duos secos brutos e purificados, sendo fixadas a temperatura (25 °C ±

3) e a granulometria da droga.

Alem dos fatores acima, foram levados em consideragao os

testes referentes a caracterizacao preliminar (item 2.2.13) , quanto as .

caracteristicas flsico-quimicas e organolepticas observadas nos extratos.

O macerado obtido a partir de 7,5 % de sumidades flori-

das corn etanol a 80% durante 8 dias foi cromatografado no sistema V1 .

2.2.17 - Estudo da Estabilidade do Extrato Otimizado

Amostras do extrato otimizado, obtido a partir da mace-

racao de 7,5 % (m/v) de sumidades floridas com etanol a 80% 006
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durante 8 dias, foram acondicionadas em frascos de vidro ambar,

dotados de tampa plastica rosqueavel, e submetidas as temperatu-

ras de 40, 50 e 60 °C, em estufas termostatizadas.
A estabilidade do extrato foi avaliada apOs o periodo

de 2, 4, 8, 16 e 32 dias de armazenamento, atraves do doseamento

da substancia de referencia quercetina pelo metodo de quantifica

cao CP/UV.

Paralelamente, avaliou-se uma solugao padrao de querce-

tina a 1,0 mg/ml em etanol a 80% (v/v), a temperatura de 4 °C, am
biente (25 °C ± 2) e 60 °C, no tempo zero, 16 e 32 dias. Para ca-
da tempo, foram tambem observadas variagaes da coloragao e do pH,

tanto do extrato como da solugao padrao.

Analisou-se,cromatograficamente,no sistema Vk o extrato

hidroalcoOlico otimizado,no tempo zero e nos demais tempos, al:Zs

ter sido submetido a degradagao termica nas temperaturas de 40,

50 e 60°C.

2.2.18 - Avaliagio da Atividade Antiinflamateiria

Determinou-se a atividade antiinflamatOria do extrato

obtido a partir da maceragao de 7,5 % (m/v). de sumidades flori-

das com etanol a 80% (v/v) durante 8 dias (residuo seco = 1,0179 )

(m/v) ± 0,0086).

Seguiu-se metodologia descrita por WINTER et al.(1962),

que utilizaram carragenina para indugao do edema nas patas de ra

tos.

Injetou-se o extrato,intraperitonialmente,na dose de 200

mg/kg de peso corporal, em ratos Wistar, adultos, machos, pesan-
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do entre 190 e 250 g, previamente anestesiados, pela mesma via,com

solucao salina de pentobarbital sOdico, na dose de 40 mg/kg de

peso corporal. ApOs 1 hora, induziu-se o edema naaponevrose sub

plantar da pata traseira esquerda dos ratos, atravesda injecao de

0,1 ml de solucao salina de carragenina a 0,5 mg/ml. As patas di

reitas serviram de controle, atraves dainje*Dde 0,1 fill de salina.

Paralelamente, ensaiaram-se animais controle que recebe

ram, i.p., o veiculo utilizadonadissolucao, ou seja, solucao de

tris-(hidroximetil)aminometano a 1% (m/v), correspondente ao vo-

lume maximo injetado do extrato.

Um outro grupo de animais recebeu, i.p., uma solucao de

indometacina, na forma de indometacina sOdica triidratada, dis-

solvida em aqua esteril, na dose de 10 mg/kg (ARRIGONI-MARTELLI,

1977). Ao grupo controle da indometacina, administrou-se o vel-

culo no volume maxim° aplicado aos animals que receberam a solu-

cio referencia.

Mediram-se os volumes das patas, em triplicata, nos tem

pos de 0,5, 1, 2, 4 e 6 horas al:Zs a injecao do agente flogisti-

co, utilizando-se pletismOgrafo de Winder, Wax e Been (WINDER

et al., 1967), ligeiramente modificado, onde o volume da pata,

quando imersa em A (aproximadamente 15 ml de capacidade), ate al

tura da articulacao tibio-tarsica, corresponde ao volume do 11-

quido deslocado em B (Fig. 1). 0 llquido utilizado foi uma solu

cao do agente tensioativo laurilsulfato de sOdio, na concentra-

cao de 0,05% (m/v) em agua:etanol (95 :5; v/v).

Os resultados foram calculados em relacaoaoaumento per

centual do volume das patas traseiras, ensaiadas antes e apOs a

injecao do agente flogistico. A atividade antiinflamatOria do ex
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trato e substencia referencia foi expressa como percentual de re

dug -ao do edema, em relacgo aos grupos controles. A acgo antiin-

flamatOria do extrato foi tambem calculada em relaggo a 100% da

atividade da indometacina.  

0               

	I	 bomba de vilcuo

FIGURA 1 - PletismOgrafo de Winder, Wax e Been, ligeiramente mo-
dificado (WINDER et al., 1957).

A - recipiente para imersgo da pata do animal,cujo vo
lume se deseja determinar;

B - tubo graduado para onde escoa o liquido, corres-
pondente ao volume da pata mergulhada.
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2.2.19 - Determinagio do Indice de Atividade AntiinflamatOria

(iAa)

Dos resultados obtidos atraves da realizacao da tecnica

descrita em 2.2.18, utilizaram-se os dados referentes aotempode

4 horas e determinou-se o Indice de atividade antiinflamatOria,

relativamente ao grupo tratado com a substancia referencia indo-

metacina, segundo a fOrmula

% inibicao do extrato
iAa - 	  . 100 (%) (6).

% inibicao da indometacina

2.2.20 - Ensaio da Toxicidade

Utilizou-se metodologia preconizada pela Farmacopeia Bra

sileira (1987) 4%

A camundongos Swiss, de ambos os sexos, pesando entre 15

e 25 g, administrou-se, via i.p., extrato obtido atraves da mace

raga() de 7,5 % (m/v) de sumidades floridas com etanol a 80% (v/v.)

durante 8 dias, na dose de 200 mg/kg (residuo seco = 1,0179%

(m/v) ± 0,0086).

Foram testados 3 grupos de 7 animais cada um, sendo um

dos grupos avaliado em relacao ao extrato nao degradado e os ou-

tros dois, ensaiados com o mesmo extrato submetido a degradacao
termica por 16 e 32 dias, na temperatura de 60 °C. Um quarto gru

SCHAPOVAL, E.E.S. (Comisliao Permanente de Revisao da Farmacopeia Brasilei
ra. 4. ed.). Comunicacgo pessoal, 1987.
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po de 7 animais serviu de controle, atraves da administragao do

veiculo de dissolucao (solucao de tris-(hidroximetil)aminometano

a 1% (m/v)) em volume proporcional ao peso.

Os animais foram mantidos em condicOes normais de am-

biente e alimentacao e observados durante um periodo de 48 horas.

2.2.21 - Cilculos Estatisticos

As estatisticas calculadas serviram, em sua maioria, pa

ra descricao do comportamento individual das variiveis em estudo

(medias, desvios padrao, coeficientes de variacao).

Foram, tambem, analisadas amostras de pares devariaveis

entre as quais se supunha haver dependencia linear, calculando-

-se os coeficientes de regressao linear e a correlacao linear de

Pearson (r). Sobre esta, testou-se a hipOtese de correlacao nu-

la (H0 ) contra a hipOtese da correlacao ser r (Hi) utilizando-se

a distribuicao "t" de Student.

Alem disso, compararam-se as medias de amostras indepen

dentes, testando-se a hipOtese de igualdade, atraves da distri-

buicao "t".

Os cilculos referentes a regressao linear, correlagao
linear de Pearson (r) e teste "t", tanto para a correlacao como

para a diferenca entre as medias de duas amostras independentes,

foram elaborados utilizando-se os programas descritos na Figura

2.

Os programas a seguir,escritos em linguagem BASIC,foram•de

senvolvidos ern micro-computador PC-1211 da Sharp. Sua utiliza-

cao a possivel com a miquina no modo de operacao "DEF" e todas
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PROGRAMA A 	 PROGRAMA B

5: "A": PAUSE "RECRESSA0 LINEAR"
10: INPUT "TANANHO DA ANOSTRA ■ 	 ; C
20: FUR A019T0 C+18
23: 13•11+10
24: PAUSE "INDICE..", A-18
25: INPUT "x,r- " 	 A(A), A(B)
30: D•U.A(A)
40: E•E+A(U)
5U: F■F+A(A) *A(A)
GU: C■C+A(B)*A(B)
70: B -H.A(A)"A(B)
80: NEXT A
85: PRINT "FIN DE ARQUIVOITECLA ENTER"
86: I■D/C
87: J.E/C
90: R■F-1)1/C
100: L■H-D*E/C
110: M•G-E .2/C
12U: N■L/0
125: 0■L/Y-(K*N)
13Ut P■L/K
140: Q■J-P*I
150: PRINT "CORR R, Y..AX + N: T ENTER"
160: PRINT "R■",0:PRINT "A.",P :PRINT "B■",Q
165: IF 0-100TO 185
170: 11■ABS(0)/ 11-((i-0*0)/(C-2))
1731 IF 11)999.999 COTO 185
175: USING W#14.1461/11"
180: PRINT "T CALC DE
1831 COTO 19U
185: PRINT "T CALC MAIOI1 QUE 999.999"
19u1END

195: "D":PAUSE"UES1E DE DIF DE MEDIAS"
2UU: INPUT "1AM AWallliA Am";A
21U: kW K-1910 18+A
213: PAUSE"INDICE.",K-18
215: INPUT "X DA AMLIS111A Am";A(K)
220: C.C+A(K)
23U: E-E+A(K)"2
240: NEXT K
250: PHIN1"FIM AM A - Elfrkli"
2G0: INPUMAN A140.5111A 11■";13
270: 101 L.A+1910 18+A+IJ
275: PAUSE "INDICEN",L-(18+A)
280: INPUT "X DA ANUSUHA bm";A(L)
290: D.D+A(L)

16W+A(L)"2
305: NUT L
310: 1'RIN1"1.1M AM
320: D-E-C"2/A
330: J-P-0"2/8
340: M-(14J)/(A+B-2)
350: 0-C/A
360: 11■1)/B

N-AW(0-11)/VIM/A+1•/1)
373: 0.0/-( A/(A-1)) 11 V-(E/A-C2)
375: 04- (1.V(D-1))*V-(1./D-11-2)
38U: PHINT"MEDIA AN A :";0
383: USIN0"00.400"
385: Pfl1N1"DESV PADHAO A:";0
390: PNINT"MII)IA AM D:";H
391: US1N0"/W.NNI/Me•
392: PH11/1"lkaPALkA013:";P
393: N)999.999 C01U 405
395: USINGWW.####"
4Uu: PHIWUESIE:T CAL0=";N
4u3: 0u10 410
405: PHINUuT CALC 	 QUE 999.999"
410: I14)

FIGURA 2 - Programa para calculo dos coeficientes de regressa.o
linear simples, correlacao linear de Pearson (r) etes
to "t" para r (PROGRAMA A) e calculo do valor de "t"
referente ao teste de diferenca entre as madias de
duas amostras independentes (PROGRAMA B).
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as memOrias disponiveis (consegue-se isso digitando o comando

"CLEAR" e a tecla "ENTER"). Os dois programas prevaem um maxim°

de 18 elementos em cada amostra quando ambos estao na memOria.

Caso se deseje utilizar o programa de regressao linear,

deve-se pressionar as teclas "SHFT" e "A" e esperar pelas soli

citacaes que o prOprio programa fara ao usuario. A entrada de

cada um dos dados devera consistir da digitacao do valor solici-

tado seguido da pressao da tecla "ENTER". Os pares de dados (x;y)

da regressao sao incluldos da seguinte forma: entra-se com va-

lor de "x", espera-se o sinal "?" e entao entra-se com o valor

de "y".

Para a utilizacao do programa de teste de diferenca en-

tre as medias de duas amostras independentes (PROGRAMA B), pres-

sionam-se as teclas "SHFT" e "B" e espera-se pelas solicitacaes

do programa. A forma de entrada de dados a analoga a do progra-
ma de regressao (PROGRAMA A).

Os programas param ao apresentarem algum resultado, es-

perando que o usuario pressione "ENTER" para continuar o proces-

samento.



3 - RESULTADOS

3.1 - CARACTERIZACAO DO MATERIAL BOTANICO

3.1.1 - Descrigio Botinica

TABELA 2 - CaracterizacSo botinica das partes aereas de Achy4o-
cline 4atutaxide4 (Lam.) DC. CompilacSo obtida de
dados bibliogrificos e material depositado no Herbs-
rio da UFRGS.

Elemento 	 Caracteristica

Distribuicao no Estado do RS 	 Ampla

Capitulos

br5cteas

VerSo, esporadicamente no restan-
te do ano

Subarbusto

Näo alado

Peciolo sessil ou estreitadas em
curto peciolo
Limbo linear a linear-lanceolado
Pelos branco tomentosos
DimensOes variaveis (ate 1,8 x 12
cm)

Reunidos em densos glomerulos pa-
niculados, de aproximadamente lmm
de diSmetro

Amarelas, de consistencia escario
sa, forma lanceolada e spice agu-
do, nEmero de series variaveis (3
a 4 series, totalizando, aproxima
damente, 14 bracteas)

Cont.

Periodo de floracao

Habitus

Caule

Folhas com
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TABELA 2 - Continuacao.

Elemento 	 Caracteristicas

Flores

Papus

Aquenio

Femininas filiformes radials (nor
malmente entre 3-6)
Hermafroditas tubulosas centrals
(ate cerca de 3)

Branco, unisseriado, com cerca de
4 mm de comprimento e formado por
20 cerdas

Escuro, glabro, elipsoidal

3.1.2 - Perda por Dessecagio

TABELA 3 - Perda por dessecacao do material botanic° em funcao
do tempo de armazenamento.

Tempo de armazenamento
(meses) n

Perda por dessecacao
(%; 	 m/m) 	 CV 	 (%)

2 3 13,00 ± 	 0,15 1,18

3 3 12,28 	 ± 	 0,27 2,17

7 3 11,68 	 ± 	 0,09 0,76

12 3 11,03 	 ± 	 0,05 0,49

17 3 10,42 	 ± 	 0,17 1,66

3.1.3 - Determinag5o do Teor de Extrato

0 residuo seco obtido pela aplicacao da tecnica descri-

no item 12.2.7, a partir de 1,0050g do vegetal, foi de 0,0290 g,

resultando num teor de extrato de 14,43%.
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3.1.4 - Determinagio do Teor de Flavonciides Totais

0 teor de flavonOides totais foi calculado como querce-

tina, atraves da equagao (2), conforme metodologia descrita no i

tem 2.2.8, partindo dos seguintes dados: E425nm = 0,547; e =

0,401 g; t = 13,00 % (m/m). 	 0 teor de flavonOides	 resultou

em 1,96 % (m/m).

3.1.5 - Determinagio do Teor de Oleo Essencial

TABELA 4 - Porcentagem de Oleo essencial das flores de A. Satu-
keioide4 em fungao do tempo de armazenamento do vege-
tal seco.

Tempo de arma- Volume de Oleo Perda_por des- Oleo essencialem
zenamento dove essencial em secagaodasflo relagao a droga
getal seco

(meses)
50 gda droga

(ml)
res inteiras

(%; 	 m/m)
dessecada
(%; 	 v/m)

0 0,74 12,46 ± 	 0,47 0,84

4 0,61 12,88 ± 	 0,70 0,69

8 0,64 9,47 ± 	 0,87 0,70

3.2 - ANALISE CROMATOGRAFICA

As Figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8 e Tabelas 5 e 6 represen-

tam o comportamento cromatografico do extrato obtido conforme me

todologia descrita em 2.2.10, comparativamente As substAncias pa

drao.
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FIGURA 3 - Analise cromatografica, nos sistemas Ia, Ib, IC, Id e
Ie, do extrato (E) e das substancias padrao (Q = quer
cetina; MQ = 3-0-metilquercetina, LU = luteolina; AC
= acido cafeico).

Suporte: papel de filtro comum; Eluentes: Ia = clorofOrmiometanol:agua
(60:40:5); Ib = clorofOrmiometanonagua (40:60:5); 1c - clorofOrmiometa-
nol:agua (10:90:5); Id - clorofOrmio:acido acetico glacial:agua (50:45:5);
Ie - clorofOrmio:acido acetico glacial:agua (35:60:5).
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FIGURA 4 - Analise cromatografica, nos sistemas If, Ig, Ih, Ii e
Ij, do extrato (E) e das substancias padrao (Q = quer
cetina; MQ = 3-O-metilquercetina; LU = 	 luteolina;
AC = acido cafeico).

Suporte: papel_de filtro comum; Eluentes: If = clorofOrmiometanol:gcido a-
cetico glacial:agua (10:40:45:5); Ig = clorofOrmio:metanol:acido acetico gla
cial:ggua (25:25:40:5); Ih = n-butanol:gcido acetico glacial:Igua (BAW) (4:
1:5); Ii = n-butanol:gcido acetic() glacial:ggua (BAW) (60:15:25); Ij = n-bu
tanol:gcido acetico glacial:igua (BAW) (6:1:2).
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FIGURA 5 - An5lise cromatografica, nos sistemas Ik, Ili, I12, 113
e Im, do extrato (E) e das substancias padrao (Q=quer
cetina; MQ = 3 -0-metilquercetina; LU = luteolina;
AC = acido cafeico).

Suporte: papel de filtro comum; Eluentes: Ik = acido clorldrico:acido
tico glacial:agua (Forestal) (3:30:10); Iii = acido acetic() a 15%; 112
cido acetico a 40%; 113 = acido acetico a 60%; Im = agua destilada.

ace--
= a-



HO OH 	 0

HO a OHFormula

52

TABELA 5 - Comportamento cromatografico das substancias padrao e
substancias com Rf correspondente observado no extra-
to, no sistema 112 (veja Fig. 5).

Substancia Querceti
na tilquer- Luteolina Acido cafeico

cetina

OH 0

R=OH R=OCH 3 R=H

Rf

Visivel

0,16

Amarelo

0,45 0,27 0,66

UV
360 Amarelo Marrom Marrom Azul

brilhante opaco amarelo Azul

violaceo*

NH
3
/UV360 Amarelo Amarelo Amarelo Azul

brilhante palido p5lido brilhante

0 intenso Amarelo

esverdeado*

Azul

esverdeado*

P

AlC1 3 Amarelo-

lima)

Amarelo Amarelo-

limao

A1C13 /UV360
Amarelo- Amarelo Amarelo- Azul

limao palido limao brilhante

intenso intenso intenso Azul

esbranquigado*

Vapores de Marrom Marrom Marrom Marrom

iodo amarelado amarelado amarelado amarelado

VariacOes no comportamento das manchas com Rf correspondente
aos respectivos padrOes detectadas no extrato.
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FIGURA 6 - Analise cromatografica, nos sistemas II, 12, 13, 14 e
15, do extrato (E) e das substancias padrao (1 = quer-
cetina; 2= 3-O-metilquercetina; 3= luteolina; 4=a
cido cafeico).

Suporte: silicagel G60; Eluentes: I1 = tolueno:clorofOrmio:acetona (40:25:
35); 12 = benzeno:piridina:icido fOrmico (36:9:5); 13 = acetato de etila:i-
cido formico:agua (100:10:5); 14 = acetato de etila:tolueno:acido farmico:a-
gua (100:50:10:5); 15 = acetato de etila:tolueno:acid) farmico:agua (50:50:
10:5).
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Suporte: silicagel HF254; Eluentes: II1 = tolueno:clorofOrmio:acetona (40:
25:35); 112 = tolueno:acetato de etila:acido airmico:iigua (80:20:10:5);
113 - tolueno:acetato de etila:acido fOrmico:agua (65:35:5:5); 114 = cloro-
fOrmiometanol (15:1); 115 = benzeno:acetato de etila (3:1).
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FIGURA 8 - Analise cromatografica, nos sistemas III, 	 IV1, Vi,
e VI2, do extrato (E) e das substancias 	 padrao

(1 = quercetina; 2 = 3-0-metilquercetina; 3 = luteo
lina; 4 = acido cafeico).

Suporte: silicagel GF254; Eluente: III = acetato de etila:tolueno:acido fOr
mico:agua (100:50:10:5).
Suporte: celulose; Eluente: IV1 = clorofOrmio:acido acetico glacial:agua
(50:45:5).
Suporte: celulose + poliamida (5:1); Eluente: V1 = clorofOrmio:acido aceti-
co glacial:agua (50:45:5).
Suporte: poliamida; Eluentes: VI1 = metanol:icido acetico glacial:agua (18:
1:1); VI2 = clorofOrmio:metanol:butanona (60:26:14).
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TABELA 6 - Comportamento cromatografico das substancias padrao e
substancias com Rf correspondente observado no extra-
to, no sistema V1 (veja Fig. 8).

Subsancia 	 Quercetina 
3-0-Metil
quercetina 

Luteolina 	 Acido cafeico         

Relagio de fren
to (Rf) 0,24 	 0,62 	 0,45 	 0,76

O

cr

Visivel 	 Amarelo

UV360 	Amarelo-ouro Marrom	 Marrom 	 Azul

violiceo 	 violiceo 	 esverdeado

Marrom

violiceo*

NH3 /UV360 	
Amarelo-ouro Amarelo pilido Amarelo 	 Verde

intenso 	 intenso 	 palido 	 amarelado

Marrom

esverdeado*

A1C13 Amarelo-

limio

Amarelo Amarelo

fraco

A1C13/ Amarelo-limio Amarelo- Amarelo Verde

UV 360 intenso ouro amarelado

Amarelo

esverdeado*

Vapores de

iodo

Marrom Marrom Marrom Marrom

VariacCies no comportamento das manchas com Rf correspondente
aos respectivos padrOes detectadas no extrato.



3.2.3 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiincia (CLAE)

A Figura 9(c) refere-se ao extrato hidroalcoOlico puri-

ficado resultante da maceracao de 7,5 % (m/v) de sumidades flo-

ridas com etanol a 60% (v/v) durante 8 dias.

TABELA 7 - Tempo de retencao (TR), largura da base do pico (W) e
fator de resolucao relativo a quercetina (RQ) das subs
tancias padrao analisadas por CLAE.

Substancia TR 	 (cm) W 	 (cm) RQ

Quercetina 3,44 0,85 0

3-0-Metilquercetina

e Luteolina 4,45 1,00 1,09

Acido cafeico 2,35 0,58 1,52

57



•

P a

0

1-3
Yo

O
4J

O
U

u.

0
0
U

	e
. 	 e

o
e 	 e

	/ / 	 e

e / / 
e

. 	 /

I c I

	/ 	 .

	

/ 	 /
/ 	 /

/ 	 /	 ,-

	

/ 	 / 	 / 	 ,
// 	 / 	 e 	 / 	 e

/ 	 / /' / 	 / 	 /e

//
	

/

/ / / / / / / / / / /

e.	 // /L.. .._.ez___z_e_je_e/ /

58

I

la

6	 4	 2	 0

TEMPO DE RE VENC40 I min I

FIGURA 9 - Separacao, por CLAE, do padrao externo quercetina (a),
mistura de padreies (b) e extrato purificado (c).
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Curva padrao de quercetina

TABELA 8 - Area dos picos de quercetina determinada por CLAE.

Concentracao de quercetina 	 Area do pico
(U9/m1) 	 (cm2) 	 CV (%)

24 3 2,94 ± 	 0,15 5,12

36 26 4,31 ± 	 0,15 3,48

48 8 6,29 ± 	 0,30 4,77

Y -
0,5124-0, 140 x

r • 0, 994

o!<0,011 tc• 9,0861

0 	 24 36 	 46

CONCENTRACAO DE OUERCETI NA I pg/m1)

FIGURA 10 - Curva padrao de quercetina em fling -go da area dos pi-
cos determinada por CLAE.
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3.2.4 -	 Cromatografia Gasosa	 (CG)

_ L. 	 L 	 .1 	 L
0 	 4 	 6	 12	 16	 20	 24

T EMPO 	 DE	 Fi ETENCZO	 I mon I

FIGURA 11 - Andlise cromatogedfica (CG) do Oleo essencial extras
do das flores secas de Achytoaine 4atuneioide4 (Lamb
DC. 	 no tempo zero de armazenamento do vegetal seco.

TABELA 9 - Cromatografia gasosa do Oleo essencial extraido das
flores secas de AchyAoctine 4atuteioide4 (Lam.)DC. no
tempo zero de armazenamento do vegetal seco. Tempo
de retencgo (TR) e percentual da area total do croma-
tograma (exceto a area do solvente) dos principais pi
cos (acima de 1%).

Pico
n9

TR
(min)

Area
(%)

Pico
n9

TR
(min)

Area
(%)

1 9,31 68,54 5 12,12 1,61

2 10,41 3,38 6 17,67 1,18

3 11,59 2,50 7 18,74 10,83

4 11,87 8,49 8 19,25 3,47

(CondicOes: veja item 2.2.10.4)
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TEMPO DE RETENCZO I mini

FIGURA 12 - Analise cromatografica (CG) do Oleo essencial extras
do das flores secas de Achyuctine 4atuiteioide4(LanCY
DC. apOs 4 meses de armazenamento do vegetal seco.
(CondigOes: veja item 2.2.10.4)

TABELA 10 - Cromatografia gasosa do Oleo essencial extraido das
flores secas de Achyttoctine 4attoeioide4 (Lam.) DC.
apOs 4 meses de armazenamento do vegetal seco. Tem-
po de retencao (TR) e percentual da area total do cro
matograma (exceto a area do solvente) dos principals
picos (acima de 1%).

Pico
n9

TR
(min)

Area
(%)

Pico
n9

TR
(min)

Area
(%)

1 9,27 64,17 7 18,71 8,49

2 10,42 2,79 8 19,24 3,18

3 11,60 2,08 9 19,53 1,97

4 11,88 9,22 10 19,90 1,72

5 12,12 1,68 11 22,34 1,78

6 17,68 2,94
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FIGURA 13 - Analise cromatografica (CG) do Oleo essencial extras
do das flores secas de Achy4octine 4atukeioide6 (Lam.)
DC. apOs 8 meses de armazenamento do vegetal seco.
(CondicOes: veja item 2.2.10.4)

TABELA 11 - Cromatografia gasosa do Oleo essencial extraido das
flores secas de Achy/waine 4atukeioide4 (Lam.) DC.
apOs 8 meses de armazenamento do vegetal seco. Tem-
po de retencao (TR) e percentual da area total do
cromatograma (exceto a area do solvente) dos princi-
pais picos 	 (acima de 1%).

Pico
n9

TR
(min)

Area
(%)

Pico
n9

TR
(min)

Area
(%)

1 9,23 70,81 5 12,01 3,80

2 10,38 2,18 6 -

3 11,56 2,98 7 18,69 12,31

4 11,82 4,21 8 19,21 3,70
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3.3 - DETERMINACAO QUANTITATIVA (METODO CP/UV)

Curva padrao de absorcao de quercetina

TABELA 12 - Valores de absorcao da solucao padrao determinados
por CP/UV e, diretamente, por UV, a 255 nm.

Concentracao 	 CP/UV 	 UV
de quercetina

(pg/5 ml) Abs CV (%) Abs CV (%)

10 3 0,236 ± 0,011 4,88 0,244 ± 0,002 0,87

20 3 0,431 ± 0,014 3,29 0,438 ±0,003 0,65

30 3 0,647 ± 0,014 2,19 0,613 ± 0,004 0,69

40 3 0,839 ± 0,006 0,76 0,806 ± 0,004 0,53

50 3 1,084 ± 0,016 1,52 0,990 ± 0,006 0,64
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oc 0.001 Itc•b.701 I

FIGURA 14 - Curva padrao de absorcao de quercetina a 255 nm, pe-
lo metodo CP/UV.

Verificacao da pureza da quercetina extraida dos extra-

tos:

PF = 318°C (dec), sem correcao.

TABELA 13 - Valores de Rf da co-cromatografia e cromatografia bi
dimensional de quercetina padrao (QP) e quercetina
extraida dos extratos (QE).

Rf
Tipo 	 Sistemas

QE 	 QP

Co-cromatografia 	 V1 	0,21	 0,21

V
2 	 0,24 	 0,24

Bidimensional 	 IV1 (sentido 1) 	 0,35 	 0,35

1112 (sentido 2) 	 0,55 	 0,56
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FIGURA 15 - Espectros,no ultravioleta,de quercetina apos separa-
cao por CP e extracao com metanol. a) padrao; b) i
solada do extrato purificado (EP). (Velocidade de var
redura: 50 nm/min; velocidade de registro: 2 cm/min).

TABELA 14 - Valores maximos de absorcao, no ultravioleta,de quer
cetina padrao (QP) e quercetina isoladadoextrato pu
rificado (QE), em metanol.

QP 	 QE

Banda I
	

370 	 370

298 sh 	 297 sh

Banda II a 	 270 	 268

Banda II b 	 255 	 255
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3.4 - CARACTERIZACAO PRELIMINAR

Nas Tabelas 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22 e nas Figu-

ras 16, 17, 18 e 19 foi empregada a seguinte notacao para os ex-

tratos:

EpHa = extrato adicionado de tampao acido

EpHn = extrato adicionado de tampao neutro

EpHb = extrato adicionado de tampao alcalino

EH 2O = extrato adicionado de agua destilada

EEtOH = extrato adicionado de etanol

Ext = extrato original

3.4.1 - Variagio da Cor, Turvagio e Sedimentagio e pH dos Turbo-

lizados, com ou sem Aditivos

0 dep6sito maximo observado nos diversos extratos anali

sados foi de 5 mm.



EpHa

EpHn

60°C 	 EpHb 	 Castanho Castanho
	

Castanho escu-
ro

Amarelo esver Amarelo
deado

Amarelo-ouro

Castanho cla- Castanho claro Castanho
ro

67

TABELA 15 - Coloracao dos turbolizados etanOlicos adicionados,lo
go apos a preparacao (tempo zero)_e apOs um e quator
ze dias de armazenamento, em funcao da temperatura
de armazenamento.

Tempe-
ratura Extrato   

Tempo (dias)           

Zero 1 14         

EpHa

EpHn

4°C 	 EpHb 	 Castanho

EH2O

EEtOH Amarelo-limao

Amarelo esver
deado

Amarelo esver Amarelo esver-
deado 	 deado

Castanho cla- Castanho claro
ro

Castanho

Amarelo

Amarelo esver-
deado

Amarelo esver-
deado

Castanho claro

Castanho

Amarelo

Amarelo esver-
deado

Amarelo esver Amarelo esver- Amarelo-ouro
deado 	 deado 	 esverdeado

Castanho claro Castanho claro Castanho

Castanho
	

Castanho
	

Castanho escu-
ro

Amarelo esver Amarelo 	 Verde amarela-
deado
	

do

Amarelo-limao Amarelo esver- Castanho claro
deado 	 esverdeado

EpHa

EpHn

Amb
	 EpHb

EH2O

EEtOH

EH2O

EEtOH

Amarelo esver Amarelo 	 Amarelo-ouro
deado

Amarelo-limao Amarelo esver- Castanho esver
deado 	 deado



Amarelo-ouro

Castanho

Castanho aver-
melhado

Amarelo-ouro

Castanho claro

Amarelo-ouro
esverdeado

Castanho aver-
melhado

Castanho escu-
ro avermelhado

Ameralo-ouro
esverdeado

Castanho

I
	 68

TABELA 16 - Coloracao do turbolizado e turbolizados adiciona-
dos_obtidos corn etanol a 80% (v/v), logo apOs a prepa
racao (tempo zero) _e apOs um e quatorze dias de arma
zenamento, em funcao da temperatura de armazenamento.

Tempe-
ratura Extrato 

Tempo (dias)

Zero 1	 14

EpHa 	 Amarelo p51i- Amarelo-limao Amarelo-limao
do

EpHn 	 Castanho ama- Castanho amareCastanho amare
relado 	 lado 	

- 

lado

4°C 	 EpHb 	 Castanho 	 Castanho claro Castanho claro

EH2O 	 Amarelo pan- Amarelo-limao Amarelo-limao
do

Ext 	 Castanho es- Castanho amareCastanho amare
verdeado 	 lado 	

- 

lado

EpHa 	 Amarelo pali- Amarelo
	 Amarelo-ouro

do

EpHn

Amb 	 EpHb 	 Castanho

EH2 O 	 Amarelo pall-
do

Ext 	 Castanho es-
verdeado

claro Castanho claro

Castanho ala- Castanho
ranjado

Amarelo 	 Amarelo-limao

Castanho amare Castanho amare
lo-ouro
	

lado

Castanho ama-
relado

Castanho

EpHa 	 Amarelo pali-
do

EpHn 	 Castanho ama-
relado

60°C EpHb 	 Castanho

EH2 O 	 Amarelo pali-

Ext 	 Castanho es-
verdeado

do
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TABELA 17 - Coloragao do turbolizado e turbolizados adiciona-
dos obtidos com etanol a 60% (v/v), logo al:Zs a pre-
paracao (tempo zero) e al:Zs um e quatorze dias de ar
mazenamento, em funcao da temperatura de armazenamen
to.

Tempe-
ratura Extrato

Zero 14

Amarelo palido

Castanho claro

Tempo (dias)

1

EpHa 	 Amarelo pall- Amarelo palido
do

EpHn 	 Castanho cla- Castanho claro
ro

4 °C
	

EpHb 	 Castanho
	

Castanho claro Castanho claro

EH2O Amarelo pall-
do

Amarelo palido Amarelo palido

Ext
	

Castanho aver Castanho claro Castanho claro
melhado

EpHa 	 Amarelo pall-
do

Amarelo alaran Amarelo
jado

EpHn 	 Castanho cla- Castanho
	

Castanho
ro

Amb 	 EpHb 	 Castanho 	 Castanho
	

Castanho aver-
melhado

EH2 0 Amarelo pall-
do

Amarelo alaran Amarelo
jado

Ext
	

Castanho aver Castanho
	

Castanho
melhado

EpHa 	 Amarelo pall- Castanho claro Castanho
do

EpHn 	 Castanho cla- Castanho 	 Castanho aver-
ro 	 melhado

60°C 	 EpHb 	 Castanho 	 Castanho escu- Castanho escu-
ro 	 ro avermelhado

.E H2 0 Amarelo pall- Castanho claro
do

Castanho

Ext
	

Castanho aver Castanho
	

Castanho aver-
melhado 	 melhado
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TABELA 18 - Coloracao do turbolizado e turbolizados adicionados,
obtidos com etanol a 40% (v/v), logo apas a prepara-
cao (tempo zero) e apOs um e quatorze dias de armaze
namento, em fling -a° da temperatura de armazenamento.

Tempe-
ratura Extrato 

Tempo (dias)

Zero 1 	 14

EpHa 	 Amarelo 	 Amarelo alaran Amarelo alaran
jado 	 jado

EpHn 	 Castanho cla- Castanho claro Castanho claro
ro

4°C 	 EpHb 	 Castanho 	 Castanho 	 Castanho

EH 2O 	 Amarelo 	 Amarelo 	 Amarelo

Ext 	 Castanho ama- Castanho claro Castanho claro
relado

Ext	 Castanho ama-
lado

Castanho amare
lado

Amarelo palido

Castanho claro

Castanho

Amarelo palido

Castanho claro

EpHa 	 Amarelo 	 Amarelo palido

EpHn 	 Castanho cla- Castanho amare
ro
	

lado

Amb 	 EpHb 	 Castanho 	 Castanho ala-
ranjado

EH2O 	 Amarelo 	 Amarelo palido

EpHa 	 Amarelo

EpHn 	 Castanho
ro

EH2O	 Amarelo

Castanho amare
lado

cla- Castanho ala-
ranjado

Laranja amare-
lado

Castanho claro

Castanho aver-
melhado

Castanho aver-
melhado

Castanho cla-
ro

60°C 	 EpHb 	 Castanho 	 Castanho escu-
ro alaranjado

Ext
	

Castanho ama- Castanho ala- Castanho
relado 	 ranjado
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FIGURA 16 - Niveis de turvacao e sedimentacao observados no tur-
bolizado e turbolizados adicionados obtidos com eta-
nol a 80% (v/v) em funcao da temperatura e tempo de
armazenamento.
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FIGURA 17 - Niveis de turvacao e sedimentacao observados no tur-
bolizado e turbolizados adicionados obtidos com eta-
nol a 60% (v/v) em funcao da temperatura e tempo de
armazenamento.
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FIGURA 18 - Niveis de turvacao e sedimentacao observados no tur-
bolizado e turbolizados adicionados obtidos com eta-
nol a 40% (v/v) em funcao da temperatura e tempo de
armazenamento.
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TABELA 19 - Comportamento do pH dos turbolizados etanOlicos adi-
cionados em fungao da temperatura e tempo de amaze-
namento. .

Temperatura Extrato
Tempo (dias)

0 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 13 14

EpHa 5,1 5,1 5,1 5,1 5,2 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,1 5,0

EpHn 7,8 7,3 7,3 7,3 7,4 7,3 7,2 7,3 7,3 7,3 7,4 7,2 7,2

4°C EpHb 8,5 8,1 8,0 8,0 8,1 7,9 7,9 7,9 8,0 7,9 8,0 7,9 7,7

E11
20 4,3 4,4 4,3 4,4 4,4 4,4 4,4 4,3 4,3 4,4 4,3 4,4 4,4

EEtOH 5,1 5,2 5,2 5,2 5,3 5,4 5,3 5,3 5,3 -

EpHa 5,1 5,1 5,0 5,0 5,1 4,9 5,0 5,0 4,9 5,0 5,0 5,0 4,9

EpHn 7,8 7,9 7,9 7,9 8,0 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,7

Amb EpHb 8,5 8,6 8,5 8,5 8,6 8,4 8,4 8,3 8,3 8,3 8,5 8,4 8,2

EH2O 4,3 4,4 4,4 4,4 4,5 4,4 4,4 4,3 4,3 4,4 4,35 4,4 4,4

EEtOH 5,1 5,2 5,3 5,4 5,4 5,6 5,7 5,5 5,6 5,7 5,7 5,7 5,7

EpHa 5,1 5,1 4,9 4,9 4,9 4,8 4,9 4,8 4,8 4,8 4,8 4,7 4,7

EpHn 7,8 7,9 7,7 7,6 7,8 7,6 7,6 7,5 7,5 7 ,4 7,5 7,5 7,4

60°C EpHb 8,5 8,4 8,3 8,2 8,3 8,1 8,1 8,0 8,0 8,0 7,9 8,0 7,9

EH2O 4,3 4,4 4,3 4,4 4,4 4,4 4,4 4,3 4,3 4,3 4,3 4,4 4,3

EEtOH 5,1 5,2 5,3 5,3 5,4 5,4 5,6 5,5 5,5 5,4 5,4 5,6 5,5
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TABELA 20 - Comportamento do pH do turbolizado e turbolizados a-
dicionados obtidos com etanol a 80% (v/v) em fungão
da temperatura e tempo de armazenamento.

Tempe-
ratura Extrato

Tempo (dias)

0 1 2 3 4 7 8 9 10 14

EpHa 5,0 5,0 - 5,0 5,0 5,0 4,9 4,9 4,9 4,9

EpHn 7,4 7,4 - 7,4 7,4 7,2 7,2 7,1 7,0 7,0

4°C EpHb 8,1 7,9 - 7,8 7,7 7,3 7,4 7,35 7,2 7,1

EH2 O 4,9 4,85 - 4,85 4,8 4,8 4,75 4,75 4,75 4,75

Ext 5,6 5,5 - 5,5 5,5 5,4 5,4 5,35 5,35 5,4

EpHa 5,0 4,95 5,0 5,0 4,95 5,0 4,9 4,9 4,9 4,9

EpHn 7,4 7,35 7,4 7,4 7,3 7,2 7,15 7,05 7,05 7,05

Amb EpHb 8,1 7,9 7,9 7,8 7,7 7,6 7,55 7,45 7,45 7,5

EH2 O 4,9 4,8 4,8 4,8 4,8 4,75 4,75 4,75 4,75 4,75

Ext 5,6 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,45 5,5

EpHa 5,0 4,8 4,8 4,8 4,7 4,7 4,8 4,75 4,8 4,75

EpHn 7,4 7,15 7,2 7,1 7,0 6,95 6,85 6,75 6,75 6,55

60°C EpHb 8,1 7,65 7,65 7,6 7,45 7,3 7,25 7,2 7,2 7,15

EH2 O 4,9 4,65 4,7 4,7 4,6 4,7 4,65 4,65 4,7 4,6

Ext 5,6 5,4 5,5 5,5 5,4 5,5 5,4 5,4 5,45 5,4
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TABELA 21 - Comportamento do pH do turbolizado e turbolizados a-
dicionados obtidos com etanol a 60% (v/v) em funcao
da temperatura e tempo de armazenamento.

Tempe-
ratura Extrato

Tempo (dias)

0 1 2 3 4 7 8 9 10 14

EpHa 5,2 5,3 - 5,2 - 5,25 5,15 5,1 5,1 5,1

EpHn 7,2 7,2 - 7,2 7,2 6,9 6,9 6,9 6,8 6,7

4°C EpHb 7,8 7,7 - 7,7 7,7 7,4 7,4 7,4 7,15 7,1

EH2 O 5,2 5,2 - 5,2 5,2 5,1 5,1 5,0 5,05 5,05

Ext 5,5 5,5 - 5,5 5,5 5,45 5,4 5,3 5,4 5,3

EpHa 5,2 5,15 - - - - - - - -

EpHn 7,2 7,1 7,1 7,1 7,1 7,0 6,95 6,85 6,85 6,85

Amb EpHb 7,8 7,65 7,7 7,7 7,7 7,5 7,5 7,3 7,3 7,3

EH2 O 5,2 5,1 5,2 5,2 5,15 5,15 5,1 5,05 5,05 5,05

Ext 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,45 5,4 5,45 5,45

EpHa 5,2 4,95 4,95 4,9 4,9 5,0 4,9 4,85 4,75 4,65

EpHn 7,2 6,95 7,0 6,9 6,85 6,8 6,75 6,7 6,65 6,55

60°C EpHb 7,8 7,5 7,5 7,5 7,4 7,25 7,25 7,15 7,1 6,95

EH2 O 5,2 4,9 5,0 4,95 4,9 4,9 4,85 4,85 4,8 4,8

Ext 5,5 5,35 5,5 5,4 5,3 5,3 5,3 5,3 5,3 5,2



77

TABELA 22 - Comportamento do pH do turbolizado e turbolizados a-
dicionados obtidos com etanol a 40% 	 (v/v)
da temperatura e tempo de armazenamento.

em 	 funcao

Tempe-
ratura Extrato

Tempo (dias)

0 1 2 3 4 7 8 9 10 14

EpHa 5,2 5,2 - 5,2 5,1 5,1 - - - -

EpHn 7,1 7,1 - 7,1 7,0 6,85 6,85 6,8 6,7 6,5

4° C EpHb 7,7 7,6 - 7,6 7,55 7,3 7,3 7,25 7,15 7,0

EH2 O 5,2 5,2 5,2 5,2 5,1 5,1 5,1 5,05 5,05

Ext 5,4 5,35 - 5,35 5,4 5,3 5,3 5,2 5,2 5,2

EpHa 5,2 5,1 5,1 5,1 5,0 5,2 5,1 5,1 5,1 5,0

EpHn 7,1 7,0 7,0 7,0 6,95 6,9 6,85 6,8 6,8 6,75

Amb EpHb 7,7 7,6 7,6 7,6 7,55 7,5 7,4 7,2 7,2 7,2

EH2 O 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 5,1 5,1 5,1 5,0

Ext 5,4 5,3 5,4 5,4 5,35 5,35 5,3 5,3 5,3 5,25

EpHa 5,2 5,0 5,0 4,9 4,9 4,9 4,85 4,85 4,8 4,7

EpHn 7,1 6,8 6,8 6,7 6,7 6,7 6,6 6,6 6,55 6,45

60°C EpHb 7,7 7,4 7,35 7,2 7,2 7,15 7,05 7,0 6,95 6,85

EH20 5,2 5,0 5,0 4,9 4,9 4,9 4,85 4,85 4,8 4,75

Ext 5,4 5,2 5,2 5,2 5,1 5,2 5,1 5,1 5,1 5,05



3.4.2 - Anilise Cromatogrifica
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FIGURA 19 - Comportamento cromatografico do turbolizado alco611-
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3,5 - DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRACAO

3.5.1 - Turbolizagio

3.5.1.1 - Otimizagio da Concentragio de Sumidades Floridas

TABELA 23 - Residuo seco bruto (RSB) dos turbolizados obtidos corn
etanol a 60% (v/v) em funcao da concentragao de sumi
dades floridas.

Sumidades floridas
(%; m/v) n RSB

(%; m/m) cv ( %)

	

2,5 	 3 	 0,3920 ± 0,0019 	 0,49

	

5,0 	 3 	 0,7620 ± 0,0102 	 1,35

	

7,5 	 3 	 1,1010 ± 0,0118 	 1,08

	

10,0 	 3 	 1,2564 ± 0,0105 	 0,84

TABELA 24 - Residuo seco purificado (RSP) dos turbolizados obti-
dos com etanol a 60% (v/v) em fling -a° da concentra-
cao de sumidades floridas.
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Sumidades floridas
(%; m/v) n RSP

(%; m/m) CV (% )

	

2,5 	 3	 0,1059 ± 0,0037 	 3,54

	

5,0 	 3	 0,1862 ± 0,0009 	 0,49

	

7,5 	 3 	 0,3413 ± 0,0062 	 1,82

	

10,0 	 3 	 0,3478 ± 0,0005 	 0,14
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TABELA 25 - Concentragio de quercetina nos turbolizados obtidos
com etanol a 60% (v/v), apOs purificacao, em funcao
da concentracao de sumidades floridas.

Sumidades floridas
(%; m/v) Abs Quercetina

(mg%; m/v) CV 	 (%)

2,5 0,280 5 4,19 ± 0,13 3,14

5,0 0,283 5 8,48 ± 	 0,37 4,39

7,5 0,467 5 21,49 ± 1,05 4,90

10,0 0,215 5 15,78 ± 	 1,25 7,95

3.5.1.2 - Otimizagäo da Concentragao EtanOlica do Liquid° Ex-

trator

TABELA 26 - Residuo seco bruto (RSB) dos turbolizados obtidos a
partir de 5,0 % (m/v) de sumidades floridas em fun-
cao da concentracao etanOlica do liquido extrator.

Concentracao etanOlica RSB
(%; 	 v/v) ( %; m/m) CV 	 (%)

40 3 0,5108 ± 	 0,0109 2,13

60 3 0,7620 ± 	 0,0102 1,35

80 3 0,7566 ± 	 0,0118 1,56

100 3 0,6395 ± 	 0,116 1,81
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TABELA 27 - Residuo seco purificado (RSP) dos turbolizados obti-
dos a partir de 5,0% (m/v) de sumidades floridas em
funcao da concentragao etanOlica do liquido extrator.

Concentracao etanOlica
(%; 	 v/v) n RSP

(%; m/m) CV	 (% )

40 3 0,0138 ± 	 0,0239 2,78

60 3 0,1862 ± 	 0,0009 0,49

80 3 0,2469 ± 	 0,0026 1,06

100 3 0,4026 ± 	 0,0037 0,92

TABELA 28 - Concentracao de quercetina nos turbolizados obtidos
a partir de 5,0% (m/v) de sumidades floridas, apOs
purificacao, em funcao da concentracao etanalica do
liquido extrator.

Concentracao etanOlica
(%; 	 v/v)

Abs Quercetina
(mg%; m/v) CV 	 (%)

40 0,046 3 0,95 ± 	 0,04 4,39

60 0,416 3 8,48 	 ± 	 0,37 4,39

80 0,424 3 12,95 ± 	 0,40 3,08

100 0,890 3 27,74 	 ± 	 0,49 1,78
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3.5.2 - Maceragio

3.5.2.1 - Otimizac5o do Tempo de Maceragio e da Concentragio de

Sumidades Floridas

TABELA 29 - Residuo seco bruto (RSB) e purificado (RSP) dos mace
rados obtidos com etanol a 60% (v/v) em funcaodacon
centracao de sumidades floridas e do tempo de macera
cao.

Tempo de
maceracao

(dias)

Sumidades
floridas
(%; m/v)

n
RSB

RSP
(i ; m/m)(%; m/m) CV 	 (%)

1

2,5

5,0

3

3

0,3749

0,7005

± 0,0032

± 0,0138

0,86

1,97
0,0880

0,1347

7,5 3 0,9584 ± 0,0086 0,90 0,2323

10,0 3 1,2375 ± 0,0086 0,69 0,3176

2,5 3 0,3926 ± 0,0018 0,45 0,0965

2 5,0 3 0,7086 ± 0,0111 1,57 0,1629

7,5 3 0,9915 ± 0,0104 1,05 0,2336

10,0 3 1,2668 ± 0,0038 0,30 0,3198

2,5 3 0,4038 ± 0,0036 0,89 0,1129

4 5,0 3 0,7416 ± 0,0013 0,18 0,2021

7,5 3 1,0455 ± 0,0065 0,62 0,3142

10,0 3 1,3064 ± 0,0144 1,10 0,4600

2,5 3 0,4432 ± 0,0026 0,59 0,1415

8 5,0 3 0,7630 ± 0,0004 0,00 0,2568

7,5 3 1,0878 ± 0,0041 0,37 0,4286

10,0 3 1,3568 ± 0,0091 0,67 0,5150

2,5 3 0,4570 ± 0,0021 0,46 0,1507

5,0 3 0,7671 ± 0,0025 0,33 0,2658
16 7,5 3 1,1315 ± 0,0020 0,17 0,4442

10,0 3 1,3901 ± 0,0110 0,79 0,5324
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TABELA 30 - Concentracao de quercetina nos macerados obtidos com
etanol a 60% (v/v), apOs purificacao, em funcao da
concentracio de sumidades floridas e do tempo de ma-
ceracao, pelo matodo de doseamento CP/UV.

Tempo de 	 Sumidades
maceracao 	 floridas 	 Abs

(dias) 	 (%; 	 m/v)

Concentracao de quercetina!'

(mg%; m/v) CV 	 (%)

2,5 	 0,281 3 	 4,20 	 ± 	 0,15 3,64

1 	 5,0 	 0,284 3 	 8,52 	 ± 0,10 1,23

7,5 	 0,290 3 	 13,06 ± 	 0,25 1,90

10,0 	 0,248 3 	 18,41 ± 	 0,22 4,03

2,5 	 0,309 3 	 4,65 ± 	 0,04 0,97

2 	 5,0 	 0,294 3 	 8,81 ± 	 0,32 3,64

7,5 	 0,293 3 	 13,19 ± 	 0,29 2,24

10,0 	 0,321 3 	 24,21 ± 	 0,07 0,31

2,5 	 0,449 3 	 6,87 ± 	 0,47 6,83

4 	 5,0 	 0,397 3 	 12,09 ± 	 0,45 3,71

7,5 	 0,445 3 	 20,31 	 0,44 2,14

10,0 	 0,432 3 	 32,99 	 ± 	 0,16 0,48

2,5 	 0,507 3 	 7,80 ± 	 0,12 1,59

8 	 5,0 	 0,489 3 	 15,00 	 ± 	 0,89 5,93

7,5 	 0,602 3 	 27,90 ± 	 0,93 3,33

10,0 	 0,511 3 	 39,31 ± 	 0,78 1,98

2,5 	 0,508 3 	 7,80 	 ± 	 0,35 4,54

16 	 5,0 	 0,597 3 	 18,43 	 ± 	 0,49 2,67

7,5 	 0,709 3 	 33,00 ± 	 0,57 1,72

10,0 	 0,515 3 	 39,60 ± 	 0,61 1,55

* Para o calculo da concentracao de quercetina, segundo a equa-
cao 	 (4), 	 (item 2.2.14.2): 	 a = 0,016; 	 b = 0,021.



E 	 84

TABELA 31 - Tempo de reteng5o da quercetina extraida dos macera-
dos obtidos com etanol a 60% (v/v), al:Zs purificagio,
em fling -a° do tempo de maceracao e da concentracao de
sumidades floridas, por CLAE.

Tempo de
maceracao

(dias)

Sumidades
floridas
(%; m/v)

n
Tempo de retencao

(min) CV 	 (%)

2,5 3 3,59 	 ± 	 0,06 1,82

5,0 3 3,64 	 ± 	 0,01 0,29
4

7,5 3 3,61 	 ± 	 0,06 1,82

10,0 3 3,59 	 ± 	 0,04 1,01

2,5 3 3,37 	 ± 	 0,01 0,37

5,0 3 3,39 	 ± 	 0,06 1,71
8

7,5 3 3,38 	 ± 	 0,03 0,81

10,0 3 3,36 	 ± 	 0,11 3,27

2,5 3 3,07 	 ± 	 0,01 0,19

5,0 3 3,03 	 ± 	 0,01 0,17
16

7,5 3 3,05 ± 	 0,01 0,19

10,0 3 3,08 	 ± 	 0,03 0,94
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TABELA 32 - Concentracao de quercetina nos macerados obtidos com
etanol a 60% (v/v), apOs purificagao, em fungi° do
tempo de maceracao e da concentracao de sumidades flo
ridas, pelo metodo de doseamento CLAE.

Tempo de
maceracao

(dlasi)

Sumidades
floridas
(%1 iu v)

Area do
Pico
(ow.)

n
Concentracao de quercetina

(myt , m/v) cV	 ( * )

2,5 2,18 3 5,55 ± 	 0,48 8,71

5,0 2,86 3 10,92 	 ± 	 0,52 4,81
4

7,5 3,98 3 20,24	 ± 	 1,58 7,80

10,0 4,39 3 33,54	 ± 	 0,32 0,97

2,5 2,98 3 8,30 	 ± 	 0,09 1,12

5,0 3,58 3 14,96 ± 	 0,37 2,48
8

7,5 5,42 3 30,20 ± 	 1,05 3,47

10,0 4,43 3 37,03 ± 	 1,34 3,61

2,5 3,36 3 9,34 	 ± 	 0,11 1,21

5,0 4,82 3 20,11 ± 	 0,48 2,37
16

7,5 6,88 3 38,32 ± 	 1,01 2,65

10,0 5,42 3 45,31 ± 	 0,64 1,41
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3.5.2.2 - Otimizacao da Concentragio Alcoiilica do Liquid° Extra-

tor

TABELA 33 - Residuo seco bruto (RSB) dos extratos obtidos a par-
tir de 7,5% (m/v) de sumidades floridas apOs 8 dias
de maceracio em funcao da concentragao alcoOlica do
liquido extrator.

Concentracao alcoOlica
(%; 	 v/v) (%;

RSB
m/m) CV 	 (%)

40 5 0,9253 ± 	 0,0045 0,49

60 5 0,9808 ± 	 0,0041 0,37

80 5 1,0179 ± 	 0,0087 0,85

TABELA 34 - Residuo seco purificado (RSP) dos extratos obtidos a
partir de 7,5 % (m/v) de sumidades floridas apOs 8
dias de maceracao em funcao da concentracao alcoOli
ca do liquido extrator.

Concentracao alcoOlica
(%;	 v/v) (%;

RSP
m/m) CV	 (%)

40 3 0,1609 ± 	 0,0060 3,73

60 3 0,2266 ± 	 0,0032 1,40

80 3 0,3340 ± 	 0,0029 0,86



Concentracao alcoOlica
(%; v/v)

Quercetina

(mg %; m/v) 	 CV (%)
n 	 Abs

87

TABELA 35 - Concentracao de quercetina nos extratos purificados
obtidos a partir de 7,5 % (m/v) de sumidades flori-
das apOs 8 dias de maceragao em funcao da concen-
tracao alcoOlica do liquido extrator.

40 6 0,190 8,30 ± 	 0,29 3,48

60 4 0,257 11,50 ± 	 0,52 4,49

80 6 0,285 12,82 ± 	 0,29 2,29

3.6 - DESENVOLVIMENTO DO METODO DE AVALIA00 BIOLOGICA

Avaliacao da atividade antiinflamatOria

0 extrato hidroalcoOlico ensaiado apresentou os resul-

tados sumarizados nas Tabelas 36, 37 e 38 e Figura 20.



TABELA 36 - Aumento percentual do volume das patas, em relacao as patas controle, al:Zs in-
jecao local de 0,1 ml de carragenina (0,5 mg/ml) nos grupos tratados, intrape
ritonialmente, com o extrato hidroalcoOlico otimizado das sumidades floridas de
Achytoctine satuneioide4 (Lam.) DC., substancia referencia indometacina e seus
respectivos veiculos de dissolucao (grupos controle).

TRATAMENTO

TEMPO

(h)

EXTRATO
(200 mg/kg)

CONTROLE
(Solugio salina de	 INDOMETACINA	 CONTROLE

tris-(hidorimetil)a-	 (10 mg/kg) 	 (aqua esteril)
minometano a 1% (m/v)

% aumento ep % aumento ep % aumento ep % aumento ep

0,5 7,70 2,09 18,80 5,00 5,08 1,79 20,48 3,22

1 10,27 4,63 24,57 3,78 11,68 2,76 25,92 3,34

2 10,67 4,02 28,60 5,83 10,74 3,86 28,59 4,22

4 7,45 1,75 27,40 5,56 9,34 4,33 27,77 4,31

6 7,53 4,67 26,70 5,68 8,21 2,41 28,35 5,10
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FIGURA 20 - Efeito da administracao, i.p., do extrato hidroalco6
lico otimizado (A) e de indometacina (p) sobre o edema
produzido por carragenina (0,5 mg/ml).

(■) extrato otimizado (200 mg/kg)

(o) controle do extrato (solugao salina de tris-(hi
droximetil)aminometano a 1%; m/v)

(•) substancia referencia indometacina (10 mg/kg)
(o) controle da indometacina (5gua esteril)



TRATAMENTO	
DOSE

(mg/kg) 0,5 h

INIBICAO DO EDEMA (%) ± ep

1 h	 2 h
	

4 h	 6 h

1 	 90

TABELA 37 - Atividade antiinflamatOria do extrato hidroalcoOlico
otimizado e da substancia referencia indometacina,em
relacao aos grupos controle (solucao salina de tris
-(hidroximetil)aminometano a 1% (m/v) para o extra-
to,e aqua esteril para o grupo referencia).

EXTRATO 200 59 ± 11,12 58 ± 18,54 63 ± 14,06 73 ± 6,39 72 ± 17,49

INDOMETACINA 10 75*-± 8,74 56*±- 10,65 6! -± 13,50 66*± 15,59 71* ± 8,50

*
Diferenca significativa em relacao aos respectivos grupos con-
troles para a < 0,05.

TABELA 38 - Atividade percentual antiinflamatOria do extrato hi-
droalcoOlico otimizado em relacao ao grupo referen-
cia indometacina.

TRATAMENTO
(mg/kg) 	 0,5 h 	 1 h 	 2 h 	 4 h 	 6 h

INDOMETACINA 10 100 100 100 100 100

EXTRATO 200 79 104 102 111 102

DOSE 	
INIBIcko DO EDEMA (%)
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3.7 - CARACTERIZA00 DO EXTRATO OTIMIZADO

Os resultados referem-se ao extrato hidroalcoOlico, de-

nominado extrato otimizado, resultante da maceragao de 7,5 % (WV)

de sumidades floridas com liquido extrator constituido de etanol

a 80% (v/v) durante um periodo de 8 dias.

3.7.1 - Determinagio Qualitativa por Cromatografia (Figs. 	 21 e

22)

3.7.2 - DeterminagOes Organolepticas e FTsico-Quimicas

cor: castanho esverdeada

odor: caracteristico

sabor: amargo e caracteristico

pH: 5,58

densidade: 0,8661 ± 0,0002 (CV% = 0,02)

teor alcoOlico: 70% (v/v) (picnOmetro)

72% (v/v) (areOmetro)
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FIGURA 21 - Analise cromatografica, no sistema 112, do extrato 0
timizado bruto (EB) e purificado (EP) frente aos pa-
draies de quercetina (Q), 3-0-metilquercetina (MQ), lu
teolina (LU) e acido cafeico (AC).
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FIGURA 22 - Analise cromatografica, no sistema Vi, do extrato o-
timizado bruto (EB) e purificado (EPY frente aos pa-
draes de quercetina (Q), 3-O-metilquercetina (MQ), lu
teolina (LU) e acido cafeico (AC).
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3.7.3 - Determinagio Quantitativa

TABELA 39 - RSB, RSP e concentracao de quercetina determinada pe
lo metodo CP/UV, no extrato otimizado.

Residuo seco bruto (RSB)
(%; m/m)

Residuo seco purificado (RSP)
(%; m/m)

Concentracao de quercetina (CQ)
(mg%; m/v)

1,0179 ± 0,0086 	 (CV = 0,85%)

0,3340 ± 0,0029 	 (CV = 0,86%)

12,82 ± 0,29 	 (CV = 2,29%)

3.7.4 - Estudo da Estabilidade

TABELA 40 - Comportamento do pH do extrato otimizado e da solu-
cao de 9uercetina a 1,0 mg/ml em etanol a 80% (v/v)
em funcao do tempo e da temperatura de armazenamen-
to.

Tempo 	 (dias) 0 2 4 8 16 32

Extrato Otimizado 5,58 - - - - -

40
1 40°C - 5,55 5,53 5,40 5,45 5,46

3-1 	 re1

0a 0 50°c - 5,54 5,47 5,42 5,46 5,49
4-)

0
E-4 600c - 5,51 5,43 5,43 5,48 5,48

Solucao hidroalcoOlica
de quercetina 5,30

n:1

(1,0 mg/ml)

Amb
	3-4	 (z1

	

(13 	 3-1 (20°C ± 2) 5,44
04

a) 60°C 5,70 5,88
E-4
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TABELA 41 - Concentragao de quercetina no extrato otimizado em
fungao do tempo e temperatura de armazenamento.

Tempo
(dias)

Temperature
(oc) Abs

Quercetina

(mg%; 	 m/v) CV(%)

0 Amb 0,285 6 12,82 	 ± 	 0,29 2,29

40 0,341 6 15,46 	 ± 	 0,51 3,28

2 50 0,315 6 14,25 	 ± 	 0,54 3,82

60 0,359 6 16,34 	 ±	 0,62 3,80

40 0,321 3 14,54 	 ± 	 0,41 2,82

4 50 0,314 3 14,21 	 ± 	 0,42 2,96

60 0,338 3 15,32 	 ± 	 0,35 2,30

40 0,420 3 19,25 	 ± 	 0,40 2,08

8 50 0,400 3 18,30 	 ± 	 0,61 3,33

60 0,371 3 16,89 	 ± 	 0,37 2,20

40 0,331 3 15,02 	 ± 	 0,17 1,14

16 50 0,333 3 15,09 	 ± 	 0,34 2,27

60 0,414 3 18,93 	 ± 	 0,39 2,06

40 0,387 3 17,65 	 ± 	 0,37 2,09

32 50 0,335 3 15,19 	 ± 	 0,62 4,10

60 0,322 3 14,59 	 ± 	 0,19 1,29
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TABELA 42 - Concentracao de quercetina na solugao hidroalcoOlica
(etanol a 80%; v/v) de quercetina a 1,0 mg/ml em
funcao do tempo e temperatura de armazenarento.

Tempo
(dias) Temperatura 	 Abs 	 n 

Quercetina   

(mg%; m/v) 	 CV(%)           

0 Amb

(20°C ± 2)
0,414 	 5 	 63,17 	 0,94 	 1,49

16

32

Amb

(20 °C ± 2)
60 °C

4°C
Amb

(20°C ± 2)
60°C

	0,382	 3 	 58,15 	 1,48 	 2,54

	

0,326 	 3 	 49,15 	 0,61 	 1,24

	

0,412 	 3 	 62,86 	 0,76 	 1,21

	

0,354 	 3 	 53,65 	 1,29 	 2,40

	

0,287 	 3 	 43,07 	 1,75 	 4,06
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FIGURA 23 - Espectros, no UV, do padrao de quercetina (1,0 mg/m1),
em metanol, submetido a deqradacao termicapor 32 dias.
(a) 4 °C; 	 (b) condicOes ambientais; (c) 60°C.
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otimizado purificado submetido a degradacao termica
(600C), em metanol. (a) tempo zero; (b) 2 dias;
(c) 4 dias.
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3.7.5 - Determinagio do indice de Atividade Antiinflamatória (iAa)

A porcentagem de inibicao do edema das patas dos ratos

apresentada pelo extrato e pela substancia referencia indometaci

na em relacao a seus grupos controles, na 4a hora al:Zs a injecao

do agente flogistico, foi de 73% e 66%, respectivamente. Dessa

forma, o indice de atividade antiinflamatOria do extrato, em re-

largo a indometacina, calculado segundo a formula (6) (item 2.2.19),

foi de 111%.

3.8 - ENSAIO DA TOXICIDADE

Os camundongos tratados com o extrato hidroalcoOlico o-

timizado das sumidades floridas de Achy4octine 4atuteioide4 (Lam.)

DC. nao degradado e com o mesmo extrato submetido a degradacao
termica por 16 e 32 dias, a temperatura de 600C, na dose de 200
mg/kg, apresentaram comportamento semelhante entre si e em rela-

cao ao grupo controle. Ate, aproximadamente, 3 horas da adminis

tracao dos extratos e veiculo, observou-se que os camundongos a-

presentavam irritagao cutanea (pruridos), intensamente no i

nicio (apOs ± 10 minutos da administragao), e mais espacadamente,

a medida que o tempo decorria, intercalando com periodos de sono
lencia. Os grupos tratados com os extratos mostraram-se, aparen

temente, mais calmos e sonolentos que o grupo controle. ApOs 24

e 48 horas da administracao,os 4 grupos apresentaram comportamen

to normal.



4 - DISCUSSAO

A problematica da utilizacao de medicamentos de origem

vegetal esta ligada, entre outros fatores, a qualidade das mate-
rias-primas, das tecnicas de obtencao e do produto acabado. So-

mente a determinacao da qualidade de cada um desses fatores

pode conferir ao produto a seguranca na sua utilizacao. Natural

mente, o fator primordial esta ligado a materia-prima vegetal.
Face a dificuldade na diferenciacao das especies do ge-

nero AchyAoctine, por possuirem caracteres morfolOgicos muito se

melhantes entre si (BAKER, 1967; GIANGUALANI, 1976) e a impor-
tancia dessa etapa na caracterizacao da materia-prima para a qua

lidade da tecnologia e do produto final, foi inicialmente reali-

zada a caracterizacao botanica atraves da comparacao das descri-

cOes morfolOgicas, dando enfase as sumidades floridas (materia-

-prima) (Tab. 2).

Esta necessidade assume grande importancia pois os da-

dos farmacolOgicos e a indicacao farmacopéica (PHARMACOPEIA, 1926)

referem-se especificamente a especie Achykoctine esatuteioide4.
Para tanto, foram utilizados os trabalhos de GONZALES &

LOMBARDO (1943), GROTTA (1960), CABRERA (1963, 1974 e 1978), BA-

KER (1967), GIANGUALANI (1976) e LOMBARDO (1983), alem da mono-

grafia constante na PHARMACOPEIA Brasileira (1926). Comparou-se

I
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tambem com material de herbario (ICN n9 63.541).

Com relagao as duas especies de Aehynoetine encontradas

no Rio Grande do Sul, segundo levantamento do material deposita-

do no Herbario ICN, de 1924 a 1985, a diferenga entre A. 4atlice,Loi

de4 e A. vauthietiana consiste, basicamente, na presenga de cau-

le alado e peciolo decurrente da Ultima especie. Alem destas, A.

vauthieniana caracteriza -se pela presenga de 'Delos lanuginosos e

glandulosos no caule e folhas, enquanto que em A. 4atuteioide4,

ambos apresentam-se tomentosos. Esta especie encontra-se ampla-

mente distribuida no RS, florescendo, principalmente, entre os

meses de janeiro a maio, ao passo que A. vauthiekiana restringe-

-se ao nordeste do Estado, com periodo de floragao em fevei'eiro

e margo.

Outras duas especies do genero Gnaphatium, G. cheiAanti

Otium e G. gaudichaudianum, sao encontradas no Estado com carac

teristicas morfolOgicas semelhantes as do genero anterior. Essas

especies, entretanto, sao herbaceas e apresentam capitulos campa

nulados, de 5-6 mm de diametro, com numerosas flores femininas,

bi a plurisseriadaseaquenio oblongo, acastanhado. Por outro la

do, as especies do genero Achykoctine existentes no Estado sao

subarbustivas, com capitulos cilindricos, de aproximadamente lmm

de diametro, com poucas flores femininas (9 no maximo), unisse-

riadas e aquenios elipsOides, de coloragao escura.

As diferengas apresentadas nas fontes bibliograficas ci

tadas podem ser contestadas, pois delimitam fatores que sofrem

modificagOes por razOes ambientais, assim como: tamanho do vege

tal e das folhas, coloragao da flor, coloracao devida aos pelos

e namero de bracteas, alem da utilizagao de diferentes nomen
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claturas para a mesma caracteristica morfolOgica.

Essa fase salientou a necessidade do trabalho em conjun

to com especialistas na area de botanica, especialmente devido a
descricao nao conclusiva apresentada na respectiva monografia da

PHARMACOPEIA Brasileira (1926) nao permitindo diferenciar,com se

guranca, a materia-prima com a de especies prOximas.

Na diferenciacao do genero Achytoctine, sao de grande

valia, ainda, os aspectos cor e odor, pois a planta fresca pos-

sui propriedades organolepticas muito caracteristicas, podendo-

-se descartar, de inicio, a possibilidade da presencadevegetais

estranhos, com caracteristicas macroscOpicas semelhantes, como e

o caso das especies do genero Gnaphatium.

A cor pode auxiliar tambem na determinacao do estado de

maturacao da planta, que e utilizada popularmente na epoca da ma

turacao completa das flores,e no estudo da variacao da composi-

cao quimica e acao biolOgica em funcao do periodo vegetativo, ji

que se trata de um vegetal ainda nao cultivado.

Um fator relevante quanto a qualidade das materias-pri
mas refere-se as condigOes de secagem e armazenamento da droga,

onde o grau de influencia dos fatores ambientais como luz, umida

de e temperatura depende das caracteristicas da droga, assim co-

mo de sua constituicao quimica.

As flores requerem, em particular, maiores cuidados que

outras partes do vegetal, pois possuem, geralmente, princl

pios ativos mais termolabeis que outras drogas (CLAUS & TYLER,

1965). Sendo assim, as sumidades floridas de A. 4atuiLeiclide4 fo

ram secas ao abrigo da luz solar direta, a temperatura ambiente
(25 a 29 °C) e umidade relativa do ar entre 60 e 80%, por dois me
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ses.

A variacao da concentracao de componentes volateis, co-

mo possivel fator indicativo de alteracOes durante o periodo de

armazenamento, foi estudada atraves da determinacao periOdica da

perda por dessecacao das sumidades floridas (Tab. 3). Notou-se

um leve decrescimo dos valores com o decorrer do tempo, indican-

do tratar-se de um farmacOgeno estavel com relacao aqueles compo

nentes.

Os valores calculados encontram-se abaixo dos limites

maximos preconizados pelo COdigo Oficial Brasileiro com relacao

a maioria das drogas vegetais constituidas de sumidades floridas
(FARMACOPtIA, 1977b).

O efeito do armazenamento foi estudado tambem quanto a
concentracao dos Oleos essenciais nas flores, observada durante

o period() de 8 meses (Tab. 4). A concentracao inicial sofreu um

decrescimo de 18% ao final do quarto mes de armazenamento, nao

havendo variacao significante ate o final do period() de observa-

cao (Fig. 27).

Os valores encontrados para o vegetal armazenado (Tab.

4) mostraram-se superiores aos relatados por BAUER et al.(1979)

cujo rendimento em Oleo essencial foi de 0,6%. Tal fatopodeser

decorrente de fatores como local e epoca da coleta e/ou condi-

cOes climaticas durante o desenvolvimento do vegetal.

Esse fato, aliado as observagOes feitas quanto a perda
por dessecacao das sumidades floridas (Tab. 3), indica que as di

ferencas sao maiores no inicio do periodo de armazenamento, con-

duzindo, com o tempo, a uma estabilizacao da droga.

A determinacao do teor de extrato, como tecnica de con-
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trole da materia-prima, fornece um dado importante. Embora nao

haja especificidade para os principios ativos da droga, ja que

s5o medidas todas as substancias solaveis no solvente extrator a

conselhado, pode fornecer indicagOes indiretas quanto a presenga

do principio ativo. A validade deste metodo reside, porem, na

manutengao das condigOes de ensaio.
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FIGURA 27 - Variacao do teor de Oleo essencial nas flores de Acq
Aoaine zatuAeioide4 (Lam.) DC. em funcao do tempo de
armazenamento do vegetal seco.

Tal observagao pode ser constatada quando da determina-

gao do residuo seco dos diferentes macerados desenvolvidos. A

alteragao da polaridade do solvente modifica o valor do residuo

seco, havendo proporcionalidade com o teor medido de quercetina

(Fig. 28).

Considerando os flavonOides como substancias de referen

cia para a padronizacao do extrato das sumidades de A. zatuiteioi

0
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de4 e que a quercetina é um dos componentes majoritarios (SIMOES,

1984) presente nessa classe, foi determinado o teor de flavoad-

des totais, calculados em relagao a quercetina (DAC, 1979a).

(7-
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FIGURA 28 - Relacao entre concentracao de quercetina e residuo
seco bruto (RSB) dos macerados em funcao da concen-
tracao etanOlica do liquido extrator (%; v/v)
(concentracao das sumidades floridas = 7,5 %; 	 m/v;
tempo de maceracao = 8 dias).

1,05
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Essa tecnica, assim como as demais que se alicercam na

quantificacao de uma determinada classe de substancias, nao a es

pecifica para um dado composto, nem traduz uma concentracao real

dos componentes da classe, face aos diferentes valores dos maxi-

mos de absorvancia e padrOes de absorvancia dos constituintes.

No entanto, a um indicativo altamente importante, quando associa

do as outras tecnicas de caracterizacao, para o asseguramento da

qualidade.

A analise cromatografica a imprescindivel para a identi

ficacao segura da materia-prima vegetal. Neste trabalho,para as

analises cromatograficas desenvolvidas sobre papel (CP), camada

delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE),

utilizaram-se como referencias solucOes metanOlicas das aglico-

nas flavonoidicas quercetina (flavonol), 3-0-metilquercetina (fla

vonol), luteolina (flavona) e um acido fenOlico do tipo cinamico,

o acido cafeico. Dos flavonOides identificados ou isolados dove

getal em estudo, relatou-se a predominancia das agliconas e, den

tre estas, os flavonOis quercetina e seu analog° metoxilado (SI

MOBS, 1984).

No intuito de obter separacao adequada dos componentes

polifeneilicos acima descritos, presentes nos extratos das sumida

des floridas da marcela, foram testados varios sistemas de fase

mOvel sobre papel de filtro comum e papel Whatman n9 1.

Verificou-se que eluentes acidos, tais como Forestal

(HARBORNE,1959; MARKHAM, 1975) e solugOes contendo conoentracOes

variadas de acido acetic° (15 a 60%; v/v) (HARBORNE, 1959; MAR

KHAM, 1975) apresentaram resultados satisfatOrios, sendo que aci

do acetic.° a 40% (v/v) proporcionou a melhor resolucao (Fig. 5;



109

sistemas Il l , 11 2 e 11 3 ).

Com o eluente Forestal, observou-se uma sobreposicao en

tre as manchas da luteolina, 3-0-metilquercetina e acido cafei-

co, sendo mais acentuada entre as duas illtimas (Fig. 5; sistema

Ik).

Solventes alcoOlicos como BAW (4:1:5; 6:1:2; v/v/v),

classicamente utilizados na separacao cromatografica, tanto de

glicosideos como de agliconas flavonoidicas (HARBORNE, 1959),nao

forneceram bons resultados, constatando-se uma baixa resolucao

das manchas (Fig. 4; sistemas Ih e Ij).

Outros eluentes, tais como: clorofOrmio:metanol:agua

(60:40:5; 40:60:5 e 10:90:5; v/v/v), clorofOrmio: acid° aceti-

co : agua (50:45:5 e 35:60:5; v/v/v), clorofOrmio : metanol : aci

do acetico : agua (10:40:45:5 e 25:25:40:5; v/v/v/v) e agua, fo-

ram testados sem sucesso (Figs. 3, 4 e 5; sistemas Ia, Ib, IC,

Id, Ie, If, Ig e Im).

Com relacao ao suporte utilizado, mio se observou dife-

renca entre papel de filtro comum e papel Whatman n9 1, optando-

-se pelo primeiro devido ao menor custo.

Na separacao de compostos flavonoidicos por CCD, a esco

lha da polaridade do solvente depende muito do grau de metilacao

nos flavonOides. MARKHAM (1975) descreve uma boa separacao de fla

vonas e flavonOis mais polares (apigenina, luteolina, galangina,

campferol, quercetina, miricetina, etc.), em silicagel, com to-

lueno:clorofOrmio: acetona (40:25:35; v/v/v) (EGGER, 1969; MAR

KHAM, 1975). Os valores de Rf citados para quercetina e luteoli

na foram praticamente iguais (0,27 e 0,28, respectivamente).

Utilizando-se o mesmo eluente sobre silicagelG (Fig. 6;
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sistema II), obteve-se uma diferenca maior entre os valores de

Rf, sendo de 0,19 (Q) e 0,33 (LU). Houve, entretanto, ma resolu

cao das manchas, com formacao de cauda. Com silicagel HF (Fig.

7; sistema III), praticamente nao ocorreu separacao das aglico-

nas Q (Rf = 0,48), MQ (Rf = 0,50)e LU (Rf = 0,49).

HORHAMMER et al. (1972) separaram misturas de flavon6i-

des com benzeno :piridina:acido fOrmico (36 :9 : 5; v/v/v). MAR

KHAN (1975) usou, na separacao de flavonas, clorofOrmio :metanol

(15 :1; v/v). Utilizando-se os mesmos sistemas (Figs. 6 e 7;

sistemas 12 e 114, respectivamente) observou-se fraca resolugao

entre as agliconas Q, MQ e LU.

Os demais eluentes testados sobre silicagel como aceta-

to de etila :acido fOrmico:agua (Fig. 6; sistema 13) e modifi-

cagOes do mesmo pelo acrescimo de tolueno em diferentes propor-

gOes (Figs. 6, 7 e 8; sistemas 14, Is, 112, 113 e III) promove-

ram boa separacao das agliconas dos demais componentes, nao re-

solvendo porem as agliconas entre si.

Em trabalhos analiticos, a CCD sobre celulose tem subs-

tituido a cromatografia em papel. A maior area de superficie e

o pequeno tamanho das particulas na CCD sobre celulose oferecem

as vantagens de maior velocidade e maior resolucao. Da mesma for

ma que em CP, os solvente mais favoraveis foram do tipo acidos e

hidroalcoOlicos (MARKHAN, 1975).

Assim como EGGER (1969), pOde-se separar convenientemen

to as agliconas (Q, MQ e LU) com eluente constituido de cloro-

fOrmio :acid° acetico :aqua (50 : 45 : 5; v/v/v) (Fig. 8, sistema

IV1).

Mistura de celulose e poliamida, na proporcao de 5 :1,
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respectivamente, e eluicao com o mesmo eluente utilizado para ce

lulose (Fig. 8, sistema V1) apresentou tambem bons resultados.

0 emprego da CCD em poliamida e eluicao com metanol :a-

cid° acetico :aqua (18 :1 :1; v/v/v) (Fig. 8, sistema VI1), reco

mendado por MABRY (1970) na separacao de glicosideos de flavonas

e flavonOis, assim como de agliconas, nao resultou na separagao

das geninas em questa°. Eluente menos polar como clorofOrmio :

metanol :butanona (60 : 26 : 14; v/v/v) saturado com aqua (Fig.8;

sistema VI2), indicado na separacao de mistura de agliconasemes

mos glicosideos de diferentes agliconas (MARKHAN, 1975), resul-

tou pouco eficiente.

Embora a CCD possua a diversificacao de utilizacao' da

cromatografia em coluna e a capacidade de resolucao da CP, a re-

produtibilidade dos valores de Rf nao a muito boa, nao sendo por

iss.o recomendavel comparar diretamente um Rf experimental com o

valor da literatura (RIBEREAU-GAYON, 1968). Por esta razao, re-

solveu-se utilizar, em cada cromatografia, substancias de refe-

rencia.

A visualizacao dessa classe de compostos nos cromatogra

mas nao constitui maiores dificuldades. A maioria dos flavon6i-

des apresenta fluorescencia sob luz ultravioleta de longo compri

mento de onda, caracterizando-se pela mudanca reversivel de cor

quando expostos a vapores de amOnia, se possuirem grupos hidroxi

las livres, devido a formacao de anions fenOlicos.
Com cloreto de aluminio,todas as flavonas e flavonOis

reagem, formando complexos coloridos sob luz UV e, muitas vezes,

no visivel, o que nem sempre ocorre com os demais agentes cromo-

genicos (RIBtREAU-GAYON, 1968) (Tabs. 5 e 6).
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Outro revelador praticamente universal para os compos-

tos com alto nivel de insaturacao sao os vapores de iodo. Embo-

ra nao ocorra distincao entre os compostos Q, MQ, LU e AC, o io-

do pode ser um metodo auxiliar na deteccao dessas substancias

(Tabs. 5 e 6).

Outro metodo cromatografico empregado foi o da cromato-

grafia liquida de alta eficiencia (CLAE).

Testes preliminares na separacao das substancias dos ex

tratos brutos demonstraram a necessidade de purificacao dos mes-

mos, face a existencia de diversas substancias, alem dos flavo-
nOides referencia.

Optou-se por um metodo que permitisse a eliminacao 'dos

compostos altamente polares e insolilveis no eluente, o que foi

conseguido pela extracao do residuo seco com acetato de etila e

subseqUente ressuspensao em metanol.

Para o desenvolvimento das condicaes de separagao para

CLAE utilizou-se, inicialmente, como fase mOvel, misturas de pro

porcOes diferentes de metanol e acid° acetico a 1% (v/v). A tec

nica empregada, partindo de ties concentragOes de metanol (25,

50 e 70%; v/v) e otimizando-se (tecnica de ajuste por extremos),

nao apresentou resultados favoraveis, mesmo com alteracao na ve-

locidade de fluxo.

Uma boa resolucao, para a maioria dos componentes, foi

conseguida com acid° fosfOrico a 1% (v/v) :metanol (60 :40; v/v)

e velocidade de fluxo 2 ml/min (Fig. 9).

0 padrao ou secidencia de eluicao observado permite com-

parar o efeito da estrutura dos flavonOides sobre os tempos de re

tencao.
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A eluicao posterior da 3-O-metilquercetina, em relacao

a quercetina, pressupOe que a metilagao na posicao 3 do flavo-

nol favorece a interacao hidrofethica com a fase fixa. PARK

et al. (1983) haviam verificado que o acrescimo no nilmero de

metoxilas provoca um aumento no tempo de retencao.

A ausencia da hidroxila na posicao 3 traduz-se por um e

feito semelhante ao da metilagao desse grupamento, o que explica

a sobreposicao dos picos da luteolina e 3-O-metilquercetina nes-

se sistema. 0 efeito do tipo de flavonOide sobre o tempo de re-

tencao foi estudado por BANKOVA et al. (1982) e PARK etal.(1983),

verificando-se um padrao de eluicao - flavanona, seguida por fla-

vonol e, finalmente, flavona. Este ordenamento vem de encontro

aos resultados obtidos nesta analise, onde se verificou que otem

po de retencao do flavonol quercetina foi inferior ao da flavona

luteolina.

Observando-se os cromatogramas da mistura das substan-

cias referencia (Fig. 9(b)) e os resultados da Tabela 7, verifi-

cou-se uma boa resolucao entre os picos do acido cafeico, querce

tina e mistura 3-0-metilquercetina e luteolina. A utilizacao de

gradiente de fase mOvel (eluente), ao contrario da eluicao iso-

cratica empregada, provavelmente promoveria a separagao dessas

duas altimas substancias.

Foi constatado que ambos os RQ sao maiores do que 1, pos

sibilitando, dessa forma, uma diferenciacao indubitavel dos pi-

cos. Um valor de RQ de 1,25 permite ja a determinacao quantita-

tiva, considerando que a sobreposicao das areas a inferior a 2%

(MEYER, 1979). Logo, embora a separagao entre Q e YQ+LU, devida a

baixa resolucao dos picos, traga inconvenientes quanto a determi
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nacao quantitativa, a resolucao entre Q e AC 6 altamente sa

tisfatOria, nao influindo no pico da Q.

A presenca de acido fosfOrico no eluente, dificultando

a ionizacao de grupamentos acidos (MEYER, 1979a), evita queospi

cos se apresentem anOmalos, o que e caracterizado pela sua assi-

metria com formacao de cauda. Este fator levaria a diminuicao
da resolucao e da precisao quantitativa.

Com a utilizacao dos tres metodos cromatograficos ante-

riormente relatados, foi possivel a caracterizacao e identifica-

cao das agliconas flavonoidicas (Q, MQ e LU) e do acido cafeico,

ja constatados por SIMOES (1984), nas sumidades floridas de mar-

cela.

A presenca de Oleo essencial nas flores de A. 4atuAeioi

de4 motivou a sua sugestao como fonte de materia-prima, em vista

do elevado teor de pinenos (BAUER et al., 1979). Devido a esta

importancia, foi empregada a cromatografia gasosa numa tentativa

de padronizar a materia-prima utilizada neste trabalho, atraves

de um perfil cromatografico do Oleo essencial, alem de verificar

o comportamento qualitativo dos componentes durante o tempo dear

mazenamento da droga.

Dentre os componentes identificados, foi relatada a pre

senga de a-pineno (54,80%),0-pineno (8,89%), limoneno (24,30%) e

p-cimeno (2,40%), com tempos de retengao respectivamente crescen

tes (BAUER et al., 1979), alem de dihidrocarvona, citronelol, ca

riofileno (RICCIARDI & CASSANO, 1961; AKISUE, 1971) e cineol

(AKISUE, 1971).

Observando-se as Figuras 11, 12 e 13 e Tabelas 9, 10 e

11, pode-se constatar a presenga dos componentes a-pineno, a-pi-
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neno e limoneno (picos n9 1, 2 e 4, respectivamente), por compa-

racao com os TR verificados nos padraes correspondentes. Pode-se

verificar o desaparecimento do pico n9 6, no 89 mes (Tab. 11) e

o surgimento dos picos n9 9, 10 e 11, no 49 mes (Tab. 10) de ar-

mazenamento do vegetal seco.

Uma analise quantitativa mais precisa foi preterida,

pois objetivou-se, inicialmente, a verificagao do comportamento

qualitativo dos componentes do Oleo essencial das flores de mar-

cela.

ApOs a verificacao das caracteristicas e estabilidade

das sumidades floridas, seguiu-se com a determinacao dos fatores

que influenciam a qualidade do extrato.

Anteriormente ao desenvolvimento do metodo de extracao,

foi realizada uma avaliacao preliminar dos extratos mediante va-

riacOes no pH, graduacao alcoOlica do liquido extrator e tempera

tura de armazenamento. Tal ensaio objetivou analisar o comporta-

mento de extratos frente a modificagOes na metodologia de obten-

cao e frente a adicaes posteriores.

Para tanto, foram observadas possiveis alteragOes na co

loracao e nos valores de pH e a presenca de turvacao e/ou sedi-

mentagao nos diversos extratos, al:ern de acompanhamento cromato-

grafico durante o periodo de armazenamento.

0 matodo de extragao eleito foi o da turbolizacao, por ser

este um procedimento utilizado para preparacaes rapidas e de pe-

quenas quantidades de extratos (DARR, 1979; VOIGT & BORNSCHEIN,

1982).

Com o decorrer do tempo de armazenamento, verificou-se a-

centuagao da cor original em todos os extratos (Tabs. 15, 16, 17
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e 18), sendo que o escurecimento era mais intenso a medida que
diminuia o teor alcoOlico e elevava-se a temperatura de armazena.

mento e o pH do extrato (Fig. 29).

FIGURA 29 - Aspecto geral dos extratos hidroalcoOlicos (Ext) ob-
tidos com etanol a 40% (v/v) (40), 60% (v/v) (60) e
80% (v/v)(80 e extratos hidroalcoOlicos adicionados.
(1)114,, pith, pH+ e H20), apOs 7 dias de armazenamento,
a temperatura de 60 0C.
. pH+ = extrato adicionado de tampao acido
. pUn = extrato adicionado de tampao neutro
. pH+ = extrato adicionado de tampao alcalino
. H20 = extrato adicionado de agua destilada
. Ext = extrato original (nao adicionado)
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Tratando-se de uma droga vegetal constituida, majorita-

riamente, de compostos altamente hidroxilados (flavonOides)(HAN-

SEL & OHLENDORF, 1971; FERRARO et al., 1981; SIMOES, 1984), é

de se esperar que ocorram modificaciies cromaticas durante o arma

zenamento, devidas, principalmente, a oxidacaes. Estas eviden-

ciam-se mais rapidamente em presenca de luz, calor e distancia-

mento no valor Otimo de pH dos extratos (CARVALHO, 1979).

A cor, portanto, a uma caracteristica importante para a

diagnose do estado de conservacao de preparacOes extrativas obti

das a partir das sumidades floridas de marcela.

Diluicao dos extratos com aqua e conservacao a baixa tem
peratura (4 °c) resultaram no aparecimento de turvagOes e precipi
tados (Figs. 16, 17 e 18). Estas alteracOes foram acentuadas com

o decrescimo do grau alcoOlico no liquido extrator. A explicacao

desse fato esta na diminuicao do coeficiente de solubilidade das

substancias,devida a variacao da temperatura e da polaridade do
solvente posteriormente a extracao.

Analisando -se as Tabelas 19, 20, 21 e 22 e Figuras 30,

31, 32 e 33, observou-se decrescimo nos valores de pH com o de-

correr do tempo, salientando-se nos extratos mantidos a tempera-
tura elevada (60°C), especialmente nos extratos EpHn e EpHb. A-
liando-se ao fato de que a elevacao do pH promove escurecimento

dos extratos, pode-se presumir que a estabilidade a desfavoreci-

da quando o tamponamento tende a se afastar do pH acido do extra

to original.

A alteracao na graduacao alcoOlica pouco influenciou na

diminuicao dos valores de pH em funcao do tempo, exceto quando

se elevou a temperatura de armazenamento (60°C), causada, pro-
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velmente, por modificacaes quimicas favorecidas pelo aquecimen-

to.

Embora os testes organolepticos sejam bastante caracte-

risticos de um dado extrato, esse controle essencialmente subje-

tivo nao a suficiente, o mesmo ocorrendo com os controles fisi-

cos (pH, densidade, etc.). E preciso reconhecer que esses tes-

tes correspondem mais as caracteristicas do solvente extrativo e

nao a analise especifica dos principios ativos extraidos (ROBERT,
1983).

Numa tentativa de se verificar possiveis alteracOes na

constituicao quimica em funcao da diluicao, tamponamento e tempe

ratura de armazenamento dos extratos, cromatografaram-se o . ex-

trato etanOlico e extratos etancilicos adicionados, no sistema Ie

(Fig. 19). POde-se constatar a. diminuicao da intensidade de algu-

mas manchas, especialmente a da quercetina, com a elevacao da tem

peratura e do pH (EpHn e EpHb), verificando-se, novamente, a in-

fluencia desfavoravel do calor e do tamponamento neutro e alcali

no dos extratos.

Em resumo, constatou-se que extratos alcoOlicos e hidro

alcoOlicos das sumidades floridas de Achynuctine satu4eioide4

(Lam.) DC. sofrem desestabilizacao quando o pH da solugao afasta

-se do valor do extrato original, com a diluicao dos extratospos

terior a extrac5o, com a diminuicao da concentragao alcoOlica no
liquido extrator e com a elevacao da temperatura de armazenamen-

to.

Com o propOsito de padronizar os extratos das sumidades

floridas de marcela, foram empregados dois metodos de quantifica

cao, um indireto (CP/UV) e outro direto (CLAE). Utilizou-se a
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quercetina, um dos componentes majoritarios, como substancia re-

ferencia, cuja resolucao em relacao aos demais componentes foi

satisfatOria em ambos metodos cromatograficos (Figs. 9 e 21).

No metodo CP/UV, inicialmente, foi isolada a quercetina

presente nas amostras por cromatografia em papel. Comprovou-se

a identidade da mesma atraves do ponto de fusao, co-cromatogra-

fia com amostra autentica de quercetina, cromatografia bidimen-

sional e mediante comparacao do espectro UV com o de uma amostra

autentica (item 3.3).

A curva padrao do metodo CP/UV foi determinada a 255 nm

e mostrou conformidade com a Lei de Lambert-Beer, na regiao de 2

a 10 pg/ml (10 a 50 pg/5 ml) (Fig. 14).

Com a finalidade de validar a adequabilidade do metodo

anterior, decidiu-se quantificar os extratos atraves da determi-

nacao do teor de quercetina por CLAE. A quantificacao foi efe-

tuada por comparacao com padrao externo, empregando-se tecnica i

socritica , coluna de fase reversa e eluente hidrometanOlico aci

dificado. A confiabilidade desse metodo sobrevem dasua.alta sen

sibilidade, tanto na separacao de produtos naturals (WULP & NAGEL,

1976; STRACK & KRAUSE, 1978; KOSTER et al., 1983; PHILLIPSON,

1984), quanto na precisao dos resultados quantitativos (ROSS &

BRAIN, 1977; AKADA et al., 1980; GRACZA, 1980).

A existencia de linearidade entre a concentracao de quer

cetina e a area do pico foi constatada pela correlagao significa

tiva, a um nivel < 0,05, na faixa de 24 a 48 pg/ml (Fig. 10).

A anilise das concentragOes de quercetina obtidas pelos

dois metodos, quando correlacionados, demonstra haver uma corres

pondencia linear altamente significativa entre os resultados
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(Fig. 34), confirmando, deste modo, a viabilidade da determina-

cao indireta por CP/UV.

Os desvios em torno da reta de regressao CP/UV x CLAE

com o aumento da concentracao (Tabs. 30, 32 e Fig. 34) saodevidcs,

principalmente, a possiveis perdas e erros na aplicacao, desen-

volvimento, eluicao e deteccao, inerentes ao metodo CP/UV (SRI-

VASTAVA & KISHORE, 1985).

A fixacao dos fatores que envolvem a preparacao propria

mente dita de extratos a de suma importincia quanto a reproduti-
bilidade quimica e farmacolOgica e a estabilidade da forma farma
ceutica.

A influencia do tamponamento dos extratos, temperatura

de armazenamento e grau alcoOlico do solvente na estabilidade dos

extratos foi avaliada anteriormente na caracterizacao preliminar

(item 3.4 e pigs. 115 a 122).

Foram utilizados dois metodos de extracao, turbolizacao

e maceracao, avaliando-se o comportamento dos extratos perante al

teragOes na graduacao alcoOlica do liquid() extrator,concentracao

de sumidades floridas utilizadas na extracao e tempo de macera-

cao, no que tange aos controles fisico-quimicos-residuosecobru

to (RSB) e purificado (RSP) - e a quantificacao da substancia
referencia quercetina.

A turbolizacao foi utilizada como metodo auxiliar da ma

ceracao, servindo como indicativo quanto ao comportamento dos ex

tratos frente a variacOes na concentragao de sumidades floridas

e no grau etanOlico do liquido extrator.

Embora imperfeita a nivel de rendimento,a maceracao con

tinua sendo a tecnica mais empregada, pois permite, com solven-
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tes adequados, solubilizar sem destruir entidades quimicas hidro

ou lipossonveis contidas no vegetal (ROBERT, 1983). Soma-se a

isso a simplicidade tecnica, nao exigindo altos investimentos em

equipamentos.

0 residuo seco dos extratos brutos (RSB) nao a especifi

co para avaliar a extracao de um determinado grupo de substan-

cias. Um indicativo do real teor pode ser conseguido pelo trata

mento com um solvente seletivo.

Dessa forma, apOs a purificacao preliminar dos extratos

com acetato de etila, ocorre selecao das substancias flavonoldi-

cas, fazendo com que o residuo seco purificado (RSP) se consti-

tua num rapido e importante controle. Isso nao exclui, evidente

mente, a quantificacao da substancia referencia.

Analisando-se a Figura 35, observou-se, para os turboli

zados, um maximo no rendimento em RSB no intervalo de 60 a 80%

(v/v) de concentracao de etanol, declinando com a elevacao do grau

alcoOlico. ApOs purificacao, entretanto, resultou num aumento

gradual em residuo seco (RSP) com o acrescimo do teor alcoOlico

do liquid() extrator, acentuando-se com etanol sem diluicao (96 °
GL).

Os residuos secos brutos e purificados em funcao da va-

riacao da quantidade de sumidades floridas comportam-se semelhan

temente nos dois metodos de extracao (Figs. 35 e 36), verifican-_

do-se um aumento proporcional. Os valores de RSP dos turboliza-

dos apresentam um plato a partir de 7,5g% (m/v) de sumidades flo

ridas, tendencia essa observada tambem nos macerados,embora mais

discreta.

Esse fato pode ser conseqdencia de uma saturagao do sol
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vente (menstruo) nos dois metodos de extracao. Acrescenta-se a

isso que na turbolizacao houve, a 10,0 % (m/v) de sumidades flo

ridas, a formacao de uma massa densa. Este fato causou uma movi

mentacao nao homogenea da mistura, dificultando o rendimento da

extracao e impossibilitando a utilizacao desta tecnica para altas

concentracOes da droga (acima de 7,5 % (m/v)).

Essa observacao pode ser melhor visualizada quando da a

nalise da capacidade de extracao da substancia referencia querce

tina dos extratos turbolizados (Fig. 37). A extracao maxima o-

corre com 7,5 % (m/v) de sumidades floridas, declinando subita-

mente com 10,0 % (m/v), ao contrario dos macerados, onde se veri-

fica gradual aumento no teor de quercetina (Fig. 38).

Com relacao a graduacao alcoOlica do liquido extrator,
a concentracao de quercetina manteve um aumento proporcional ame

dida que se elevou a porcentagem de etanol dos turbolizados (Fig.

37). Este comportamento mostrou-se similar aquele observado em

funcao do RSP (Fig. 35), embora os resultados referentes ao RSB

indiquem uma extragao mais efetiva em residuo seco com etanol a

60 - 80% (v/v).

Essa constatacao reforca a necessidade de controles

mais precisos da real presenca de substancias farmacologicamente

ativas nas preparacEles extrativas de origem vegetal, que nao ape

nas organolepticos e fisico-quimicos inscritos nos metodos farma .

copeicos (VAN OS, 1980), pois alteracaes ocorrem, por exemplo,va

riando-se o metodo de extracao. 2 o que se verifica nos dois me

todos empregados no presente trabalho, quando da comparacao das

relacOes entre o rendimento em quercetina e residuo seco bruto.

Observam-se valores discrepantes entre os extratos obtidos por
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maceragao e turbolizagao (Tab. 43).

TABELA 43 - Relagao entre a concentragao de quercetina 	 (mg%;
m/v) e RSB (%; m/m) nos macerados e turbolizados
obtidos a partir de 7,5 % (m/v) de sumidades flori-
das em funcao da concentragao etaniilica.

Concentragao etanOlica
	 Quercetina/Residuo seco bruto (RSB)

(%; 	 v/v) Maceracao Turbolizagao

40 8,97 1,76

60 11,72 11,13

80 12,59 17,12

Para a determinagao do tempo Otimo de maceragao, anali-

saram-se extratos obtidos a partir de etanol a 60% (v/v), num pe

riodo de 16 dias.

Os resultados referentes ao RSB mostram pequena e gra-

dual elevagao com o passar do tempo e com o aumento da porcenta-

gem da droga (Fig. 39). Contudo, os resultados da avaliagao do

RSP mostram uma tendencia a estabilizagao a partir do oitavo dia
de maceragao e 7,5 % de sumidades floridas (Fig. 40). Com 10,0

%, o equilibrio parece acontecer desde o quarto dia de macera-

gao, razao pela qual pode-se acreditar numa provavelsaturagaodo

solvente (menstruo).

Analisando-se as concentragOes de quercetina obtidaspor

CP/UV e por CLAE (Figs. 41 e 42), tambem e observada uma tendan-

cia ao equilibrio a partir do oitavo dia, sendo mais nitida aos
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FIGURA 39 - Efeito da concentracao de sumidades floridas e do tem
po de maceracao sobre o valor do residuo seco bruto
(RSB) dos extratos obtidos com etanol a 60% (v/v).
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10,0 % de sumidades floridas, para o metodo CP/UV (Fig. 41). NC

metodo CLAE (Fig. 42), entretanto, verifica-se que o comportamen

to do E10,0 e semelhante ao E 7,5 no intervalo do oitavo ao deci-

mo sexto dia. Estas discrespancias quanto ao metodo de doseamen

to ja foram analisadas anteriormente (pag. 124).

O efeito da concentracao da droga sobre o rendimento em

quercetina pode ser avaliado pela comparacao do indice Q (rela-

cao entre o rendimento final em quercetina e a concentracao da

droga), representado na Figura 43. Os valores crescem com o au-

mento da concentracao at 7,5 %, declinando apOs.

Uma elevacao da concentracao de sumidades floridas de

33% 
(E7,5 

a
 E10,0)

 traduz-se num aumento do rendimento em querce

tina de 18%. Ja a reducao em 33% (E 7,5 a E 5,0 ) diminui o rendi-

mento em 48%.

O tempo Otimo de extracao pode ser tambem avaliado atra

ves da Tabela 44, que apresenta a variacao percentual da concen-

tracao de quercetina nos diversos intervalos de tempo. Essa va-

riacao observada nos quarto, oitavo e decimo sexto dias de mace-

raga° informa que a maior quantidade da substancia foi extraida

nos primeiros quatro dias de contato. ApOs oito dias, observa-

-se uma extracao relativa em quercetina de 89%, 74% e 79% e 82%

para as concentracOes de sumidades floridas de 2,5%, 5,0%, 7,5%

e 10,0 %, respectivamente.

Estes dados corroboram as observacOes ja feitas de que

a concentracao mais adequada para a extracao e a de 7,5 % de

droga e que o tempo que apresenta a melhor relacao de rendimento

o de 8 dias. Torna-se, portanto, economicamente desvantajosa

a manutencao da extracao alem do oitavo dia para extratos obti-
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dos a partir de elevadas quantidades da droga.

TABELA 44 - Variagao percentual da concentragaodequercetina nos
macerados obtidos com etanol a 60% (v/v) em funcao do
tempo de maceragao.

Concentragao de sumi
dades floridas

(%; 	 m/v)

Variacao percentual da concentragao
de quercetina

0-4 dias 4 - 8 dias 8-16 dias

2,5 59,42 29,44 11,14

5,0 54,30 20,09 25,61

7,5 52,82 25,99 21,19

10,0 74,02 7,70 18,28

0 rendimento em quercetina nos macerados, em fungao do

grau alcoOlico do liquido extrator, aliado aos resultados obser-

vados no estudo preliminar quanto a conservacao e estabilidade
dos extratos hidroalcorplicos, indica um Otimo de extracao com e-

tanol a 80% (v/v), dentro dos parametros analisados.

Tendo sido verificado que o extrato etanOlico (EtOH 96 °
GL) obtido por turbolizagao apresentou o maior rendimentoemquer

cetina, este procedimento poderia servir como uma etapa interme-
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diaria na obtencao de formas farmaceuticas derivadas, que neces-

sitem de maior concentracao dessa substancia.

A analise dos diversos fatores que envolveram o desen-

volvimento do metodo de extracao e dos fatores que influenciaram

na estabilidade, somada aos aspectos econamicos, aponta como ex-

trato otimizado aquele obtido a partir de 7,5 % (m/v) de sumida

des floridas de Achytoctine zatuteioide4 com etanol a 80% (v/v)

durante oito dias de maceracao.

0 extrato otimizado foi caracterizado por seus aspectos

organolepticos e fisico-quimicos, pela analise qualitativa por

cromatografia, nos sistemas 11 2 e V1 , do extrato bruto e purifi-

cado frente aos padrOes Q, MQ, LU e AC e pela determinacao quan

titativa em RSB, RSP e quercetina (itens 3.7.1, 3.7.2 e 3.7.3).

Comparando o valor da concentracao de quercetina nos ma

cerados obtidos al::5s 8 dias de contato a partir de 7,5 % de su-

midades floridas com etanol a 60%, referentes a etapa de desen-
volvimento do extrato (Tab. 35), observou-se uma reducao conside

ravel com relacao ao valor determinado no inicio da mesma fase

(Tab. 30).

Considerando que o lapso de tempo entre as etapas de de

senvolvimento do extrato e a obtencao do macerado otimizado foi

de aproximadamente um ano, pode-se sugerir que tal alteracao es-

teja relacionada com o tempo de armazenamento da droga.

No intuitodepreveraestabilidade do extrato otimizado,

realizou-seo ensaio de envelhecimento acelerado mediante degrada

caotermica. 0 extrato foi subtemido as temperaturas de 40, 50 e 60 °C
e avaliado em funcaoda concentracao de quercetina, pelo metodo CP/UV,

no segundo, quarto, oitavo, decimo sextoetrigesimosegundodias de
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armazenamento.

Analisando-se a Tabela 41, verifica-se aumento na con-

centragao da substincia referencia (quercetina), passando de 12,82

mg% (m/v), no tempo zero, para miximos de 19,25 mg% (m/v) e 18,30

mg% (m/v), nas temperaturas de 40 °C e 50°C, respectivamente, a-
Os 8 dias,e de 18,93 mg% (m/v) na temperatura de 60 °C, apOs 16
dias de armazenamento. Todos os valores de quercetina foram si2

nificativamente superiores ao valor encontrado no tempo zero

(a < 0,05).

Com a finalidade de encontrar uma explicacao para o fa-

to, submeteu-se uma soluc5o alcoOlica a 80% (v/v) de quercetina

padrao as temperaturas de 4°C, ambiente e 60 °C. Sua concentra-
cao foi determinada no tempo zero, apOs 16 dias, nas temperatu-

ras ambiente e 60 °C e al:Zs 32 dias, nas temperaturas de 4 °C, am-
biente e 60°C (Tab. 42).

Observou-se declinio no teor de quercetina,a medida que

se elevou a temperatura e o tempo de armazenamento, acompanhado

de gradual escurecimento da solucao,fato este observado tambem no

extrato analisado. Essa alteracao e prOpria de modificacao quimica

a nivel de oxidacao, muito suscetivel a essa substancia altamente hidroxilada.

Ao se verificar os valores de pH do extrato submetido

as diversas condicOes de envelhecimento, constatou-se um compor-

tamento diferente ao da solucao hidroalcoOlica de quercetina man_

tida a 60 °C. Houve um decrescimo nos valores de pH dos extratos,
independente da temperatura, at o oitavo dia, a partir do qual

verifica-se uma leve tendencia a elevacao. Com a solucao padrao
ocorreu um aumento acentuado, do Segundo ao decimo sexto dia,

e menos pronunciado no restante do periodo (Tab. 40 e Fig. 44).
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metido as temperaturas de 40°C (o), 50°C (A) e 60°C
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Com base nesses resultados, poder-se-ia presumir a ocor

rencia de possiveis hidrOlises de glicosideos da quercetina. En

tretanto, at o momento nao foi relatada a presenca de glicosi-

deos da quercetina em A. 4atuteioide4, e sim do seu derivado me-

toxilado, porem em pequena quantidade (SIMOES, 1984). Outras al

teragOes quimicas podem ter ocorrido, cuja investigacao exigiria

um estudo mais aprofundado, ja que a simples verificacao cromato

grafica dos diversos extratos submetidos a degradagao termica
(Fig. 26) nao forneceu subsidios suficientes.

Entretanto, pode-se verificar nesta analise, com o de-

correr do period() de armazenamento, nas diversas temperaturas,

uma gradual diminuicao na intensidade das manchas de valores de

Rf intermediarios aos da 3-O-metilquercetina e quercetina e infe

riores a esta. Esse fato poderia estar relacionado com o aumen-

to nos teores de quercetina, contudo, para sua comprovagao, ini-

cialmente, torna-se necessaria a identificacao segura destas subs

tancias.

Fica em aberto, portanto, o desenvolvimento de um meto-

do alternativo para a elucidacao desse inesperado aumento do teor

de quercetina no referido extrato.

A padronizacao de um fitoterapico compreende nao somen-

te as analises fisico-quimicas e organolepticas. Ha necessidade

tambem do teste de sua acao biolOgica.

A atividade antiinflamatória de extratos aquosos a frio

e a quente e de extratos alcoOlicos de flores de marcela ja foi

avaliada, assim como a das agliconas flavonoidicas quercetina,

3-0-metilquercetina e luteolina, substancias relatadas para a es

pecie em estudo. 0 extrato aquoso a frio, nas doses de 75 a 150
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mg/kg, os extratos aquoso a quente e etanOlico a frio, nas doses

de 200 e 500 mg/kg e os flavoniiides isolados, na dose de 20 mg/

kg, administrados via i.p., forneceram resultados positivos, no

modelo de inibicao do edema das patas dos ratos produzido por car

ragenina (SIMOES, 1984).

De posse desses dados, decidiu-se realizar o teste com

o extrato hidroalcoólico otimizado das sumidades floridas de A-

chyAoctine zatuteioidez, utilizando-se o agente antiinflamatOrio

nao esteroidal indometacina como substancia referencia, nas mes-

mas condicOes realizadas por SIMOES (1984).

Com base nas informacaes acima descritas,realizou-se um

estudo preliminar para escolha de doses do extrato otimizado. A

dose de 200 mg/kg (em relacao ao residuo seco) foi a escolhida

por ter mostrado resultados semelhantes aos da substancia refe-

rencia indometacina.

Observou-se acao antiinflamatOria significativa (a<0,05)

a partir de meia hora al:Zs a administracao de indometacina e da

primeira hora apOs administracao do extrato (Tab 37 e Fig. 20).

Comparativamente a substancia referencia, a atividade do extrato nao

apresentou diferenca significativa (a >> 0,05) (Tab. 38 e Fig.45).

A avaliacao da atividade antiinflamatOria,nesse modelo,

um teste moroso, que requer um 'lamer° elevado de animais para

se obterem resultados confiaveis. Por outro lado, a necessidade

de um teste biológico a imprescindivel em extratos vegetais onde

nao se conhecem as substancias responsaveis pela acao farmaco16-

gica. Portanto, objetivando uma determinacao da atividade que

nao apresentasse a desvantagem acima citada, nao abrindo mao,po-

rem,da confiabilidade do resultado, foi realizada a determinacao
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do indice de atividade antiinflamatOria (iAa). Para a obtengao

desse indice, a necessaria a avaliagao da inibicao do edema das

patas de ratosiem um tempo determinado, observando-se somente o

grupo referencia e o grupo teste. Analisando-se a Figura 20(A),

observa-se que, a partir da quarta hora da administragao do ex-

trato, ocorre uma manutengao da intensidade do efeito. Com isso,

os resultados observados neste tempo de agao foram transpostos

para a equacao(6) (pig. 42), e o iAa calculado. Dessa forma,

extrato otimizado das sumidades floridas de Achvtoctine 4atutei-

oide6 (Lam.) DC. apresentou um iAa de 111% em relacao a indome-

tacina (item 3.7.5).

Avaliou-se,tambem,a toxicidade do extrato otimizado

do mesmo extrato submetido a degradacao termica acelerada, a tem

peratura de 60°C, por 32 dias, na mesma dose e via de administra
cao (200 mg/kg, i.p.) utilizadas no teste de avaliacao da ativi-

dade antiinflamatOria.

Nao foram observadas mortes dos animais,entretanto cons

tatou-se irritagao cutanea (pruridos) logo al:Zs a adminis-

tragao, provocada provavelmente pelo veiculo, ja que os grupos

controles apresentaram a mesma reagao. Esta reagao perdurou ate

aproximadamente 4 horas apOs a injecao, desaparecendo no restan-

te do periodo de observacao.

0 mesmo ensaio realizado com extratos aquosos (a frio e_

a quente) e etanOlico de flores da marcela, com veiculo diferen-

te (salina + 1% polissorbato 80) e dose 2,5 vezes superior (500

mg/kg), nao resultou em mudangas comportamentais nem morte dos a

nimais (SIMOES, 1984).

0 estado de sonolencia observado nos camundongos trata-
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dos com o extrato poderia ser explicado pela acao sedativa cen-

tral, no modelo de potenciacao do sono barbitGrico induzido pelo

pentobarbital sOdico, relatada para o extrato aquoso a quente de

marcela (SIMOES, 1984). Embora os dois extratos tenham sido ob-

tidos por metodos diferentes, isso nao exclui a possibilidade da

presenca de mesmas substancias respons5veis por esta acao.

Dessa forma, pode-se deduzir que o extrato hidroalcoOli

co obtido a partir de 7,5 % (m/v) de sumidades floridas de mar-

cela com etanol a 80% (v/v) apOs 8 dias de maceracao nao apre-

senta toxicidade nas condicaes experimentais utilizadas, mesmo a

Os ter sido submetido ao ensaio de degradacao pelo calor.

Ficam em aberto, no entanto, estudos adicionais concer-

nentes a efeitos colaterais negativos relacionados aos compostos

flavonoldicos presentes na marcela, em especial, estudos mais a-

profundados quanto a ausencia de toxicidade, aguda e crOnica, de

extratos hidroalcoOlicos das sumidades floridas ou de outras pre

paragOes farmaceuticas obtidas a partir desse vegetal.

Ate o momento, a literatura registra uma baixa toxicida

de para os flavonOides, em contraste com a grande variedade de a

tividades biolOgicas destes compostos. Apesar do grande ndmero

de comunicacOes referentes aos efeitos genotOxicos e carcinogeni

cos 	 (com ou sem ativacao) 	 de flavonOides 	 (LE QUESNE et al., 	 1976;

BJELDANES & CHANG, 	 1977; 	 SUGIMURA et al., 	 1977; MacGREGOR, 	 1979;

NAGAO et al., 	 1979; 	 TAKAHASHI et al., 	 1979; 	 SAHU et al., 	 1981;

UYETA et al., 1981; MAZAKI et al., 	 1982; ULUBELEN &OKSUZ, 1982;

CARVER et al., 1983; CEA et al., 	 1983; MacGREGOR et al., 1983;

OGAWA et al., 1985; MADER & MacDONALD, 1985), essa questao nao

se encontra definitivamente esclarecida, verificando-se resulta-
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dos contraditOrios ou insuficientemente assegurados. Alem disso,

a existencia de poucos dados farmacolOgicos e a inexistencia de

ensaios epidemiolOgicos, atualmente, nao fornecem indicacao pon-

deravel quanto a significancia de um risco especial para seres
humanos (SCHIMMER, 1986).

Considerando-se a mutagenicidade descrita especificamen

to para a quercetina (BJELDANES & CHANG, 1977; SUGIMURA et al.,

1977; PAMUKCU et al., 1980; MELTZ & MacGREGOR, 1981; SAHU et

al., 1981; UYETA et al., 1981; MAZAKI et al., 1982; CARVER et

al., 1983; CEA et al., 1983; MacDONALD et al., 1983; OGAWA et

al., 1985; MADER & MacDONALD, 1985) e importante que esses en-

saios sejam efetuados com extratos de A. zatilkeioidez. Quanto a

esse aspecto, MOTTA et al. (1986 e 1987 *) verificaram atividade

mutagenica do tipo "Frameshift" (TA 98), na presenca de ativacao

microssomal,em infuso a 50% (m/v) de marcela, fazendo-se necessa

rio, entretanto, a realizacao desse teste em extratos alcoOlicos

e hidroalcoOlicos da mesma.

O estudo desenvolvido, referente a determinacao dos fa-
tores ligados a preparacao e padronizacao de extratos alcoOlicos
e hidroalcoOlicos, permite a ampliacao da forma de utilizacao da

marcela, com nivel de qualidade determinavel.

Os resultados observados durante o trabalho podem auxi-

liar na obtencao de formas farmaceuticas derivadas, cuja materia,

-prima seja originaria de Achykoc!.ine zatukeioide4(Lam.) DC., uma

• MOTTA, V.E.O.; VARGAS, V.M.F.; HENRIQUES, I.A.P. Detekminacao da ativi-
dade mutagenica em especie4 utiUzadaz na medicina poputalt. Departamen-
to de Biofisica, Instituto de Bioci-encias, UFRGS, 1987. Comunicacao Pes
soal.
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das plantas mais utilizadas na medicina popular da regiao sul do

Pals.

Os aspectos levantados e constatados no decorrer deste

trabalho s6 foram possiveis grayas a pesquisas anteriores, con-

cernentes aos aspectos bot5nicos, identificayao quimica dos com-

ponentes e sua relayao com certas atividades biolOgicas fundamen

tadas, principalmente, no variado use popular da marcela. Colo-

ca-se em evidencia, portanto, a real necessidade de interligayao

dos estudos botinicos, fitoquimicos, farmacolOgicos e tecnolOgi-

cos de drogas vegetais como fator primordial para o desenvolvi-

mento e sedimentayao da fitoterapia.



5 - CONCLUSOES

- As sumidades floridas de Achytoctine Aatuteioide4 (Lam.) DC. e

seus extratos podem ser caracterizados por cromatografia em pa

pel, cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de

alta eficiencia, atraves dos constituintes polifenOlicos -quer

cetina, 3-0-metilquercetina, luteolina e acido cafeico - e por

cromatografia gasosa, atraves do perfil cromatogr5fico de seu

Oleo essencial.

- 0 componente flavonoidico - quercetina - e adequado como subs

tancia referencia na quantificacao de extratos alcoólicos e hi

droalcoOlicos das sumidades floridas de marcela.

- Os metodos de doseamento propostos - cromatografia em papel as

sociada a espectrometria no ultravioleta (CP/UV) e cromatogra-
fia liquida de alta eficiencia (CLAE) - demonstraram ser  via-

veis, apresentando exatidao e reprodutibilidade.

- As condicOes otimizadas para a obtencao do extrato macerado fo

ram: 7,5 % de sumidades floridas, 80% de etanol no liquido

extrator e 8 dias de maceracao.
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- 0 extrato hidroalcoOlico otimizado apresentou atividade antiin

flamatOria, no modelo de inibicao do edema das patas de ratos

produzido por carragenina.

- 0 extrato pode ser padronizado, biologicamente, atraves da de-

terminacao do indice de atividade antiinflamatOria (iAa).

- 0 estudo da degradagao termica acelerada, nas condicOes utili-

zadas, nao permitiu inferencias a respeito da estabilidade do

macerado otimizado.

- 0 macerado hidroalcoOlico nao mostrou toxicidade, nas condi-

cOes experimentais utilizadas, mesmo apOs ter sido submetido a
degradacao termica por at 32 dias, a temperatura de 60°C.
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