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MORAES, Jaqueline Tobias de. Determinacédo de valores de referéncia com
intervalos quantitativos para ensaios fisico-quimicos e perfil quimico por
CLAE-DAD para controle de qualidade da cavalinha (Equisetum giganteum L.),
2011. 68fls. Dissertagcao (Mestrado em Quimica dos Recursos Naturais) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

A Equisetum giganteum L. também conhecida popularmente como cavalinha, rabo
de cavalo ou rabo gigante € da familia Equisetaceae e tem sua origem na América
do Sul. Em fitoterapia € normalmente consumida na forma de cha da Equisetum
arvenses, feito de suas partes aéreas. Seu cha é considerado diurético, hemostatico
e adstringente, sendo utilizado para: diarréia, gonorréia e tratamentos de pedra nos
rins, por conter grandes quantidades de alcaldides, saponinas e flavondides, tais
como flavonas, isoflavonas, flavondis e flavandides. O presente trabalho teve como
objetivo determinar valores de referéncias, fixando intervalos quantitativos para
ensaios fisico-quimicos da droga vegetal, efetuar a caracterizagado fitoquimica, e
estabelecer perfil quimico dos extratos etandlico e aquoso para a espécie Equisetum
giganteum, ainda nao descritos na literatura, visando o controle de qualidade,
baseando-se na padronizagdo das matérias-primas, para assegurar a conformidade
dos produtos fitoterapicos. A planta analisada foi coletada na cidade de Londrina-PR
e sua exsicata esta catalogada sob o cédigo FUEL-46180 mantida no herbario da
Universidade Estadual de Londrina. Os ensaios fisico-quimicos foram baseados em
métodos de analise empregados para outras espécies, ja descritas na farmacopéia e
por outros autores. O teor de umidade determinado por estudos gravimétricos,
empregando-se estufa foi de 10,91+1,60%, e balanca de infravermelho foi de
11,38+0,23%. O teor de cinzas totais foi de 5,6410,35% e de 14,41+0,57% para as
cinzas insoluveis. O teor extrativo foi de 16,79+1,84% empregando agua como
solvente; de 24,09+1,29% para a extragao com alcool 50%; de 29,03+0,78% para o
alcool 70%, e de 12,60+0,49% para o etanol 100%. Os ensaios qualitativos de
caracterizacao fitoquimica da droga vegetal da E. giganteum mostraram-se:
negativos para antraquinona, alcaléides e fendlicos simples, e positivos: para os
polifendis totais, saponinas, flavondides totais e cumarinas; apresentando teores de
0,9610,07%(m/V) de polifendis totais e 0,68+0,07%(m/V)de flavondides totais. O
método desenvolvido empregando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com arranjo de diodos (CLAE-DAD) apresentou-se repetitivo e permitiu
estabelecer impressao digital pelo perfil quimico do extrato etandlico e aquoso da
droga vegetal, bem como encontrar marcador quimico para avaliar a estabilidade do
extrato etandlico submetido a hidrolise acida. Os extratos etandlico e aquoso
apresentaram elevada capacidade antioxidante com 150 e 179 mmol L™ de Trolox,
respectivamente.

Palavras Chaves: Equisetum giganteum. CLAE-DAD. Fitoterapico. Caracterizagéo
fitoquimica. Impressao digital.



MORAES, Jaqueline Tobias de. Determination of reference values with
guantitative ranges for physicochemical experiments and chemical profile by
HPLC-PAD to quality control of cavalinha (Equisetum giganteum L.), 2011.
68fls. Dissertation (Master's degree in Chemistry of Natural Resources) - Londrina
State University, Londrina, 2011.

ABSTRACT

The Equisetum giganteum L. also widely known as "cavalinha", ponytail or giant tail
belongs to Equisetaceae family and has its origins in South America. In phytotherapy
this plant is commonly consumed as a tea of Equisetum arvenses produced with its
aerial parts. This tea is considered as being diuretic, haemostatic and astringent,
being also appropriated in the treatment of diarrhea, gonorrhea and kidney stone
because it contains big quantities of alkaloids, saponins and flavonoids, such as
flavones, isoflavones, flavonols and flavonoids. The objective of this study was to
establish specifications nonexistent in literature for the Equisetum giganteum specie
by physicochemical experiments and by its chemical profile, fixing quantitative
ranges to be utilized in its quality control as reference values, aiming to provide
standardization of raw material in order to assure conformity to herbal medicine. The
plant utilized was collected in the city of Londrina - Parana, and it's exsiccate is
cataloged beneath FUEL-46180 code, being maintained in the herbarium of State
University of Londrina. The techniques used in physicochemical experiments were
the ones already described to other plants in pharmacopoeia and by other authors.
The moisture content determined by gravimetric studies, using heater was
10.91£1.60%(w/w) and 11.38+0.23%(w/w) to infrared balance. The total ash value
was 5.64+0.35%(w/w) and 14.41+0.57%(w/w) to insoluble ash. The extractive
contents was 16.79+1.84%(w/w) using water as solvent; 24.09+1.29%(w/w) to
extraction with alcohol 50%(v/v); 29.03 +0.78%(w/w) to extraction with alcohol
70%(v/v); and 12.60+0.49%(m/m) with 100% of ethanol. The qualitative
phytochemical characterization experiments of the E. giganteum vegetal drug
reveals: negative to antraquinone, alkaloids and simple phenolics, and positive to
total polyphenols, saponins total flavonoids and coumarins, presenting contents of
0.96+0.07%(w/w) of total polyphenols and 0.68+0.07%(w/w) of total flavonoids. The
developed method using High Performance Liquid Chromatography with diode array
technique (HPLC-PAD) presented repeatability and enable to establish fingerprint by
the chemical profile of the ethanolic and aqueous extract of the vegetal drug, as well
as find the chemical marker to evaluate stability of the ethanolic extract submitted to
acid hydrolysis. Ethanolic and aqueous extract presented high antioxidant capacity
with 150,0 mmol L™ and 178,9 mmol L' of Trolox, respectively.

Key words: Equisetum giganteum. HPLC-PAD. Phytotherapics. Phytochemical
screening. Fingerprint.
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1 INTRODUCAO

A idéia desta pesquisa surgiu a partir do Projeto de Extensdo no.
01391 da Universidade Estadual de Londrina intitulado "Sistema Cooperativo de
Cultivo de Plantas Medicinais e Producgao Industrial de Fitoterapicos", iniciado em
01/12/08 e concluido em 31/12/10.

Este Projeto, financiado pela Secretaria de Estado da Ciéncia,
Tecnologia e Ensino Superior do Estado do Parana (SETI), como parte integrante do
Projeto "Universidade sem Fronteiras", visava orientar tecnicamente agricultores do
assentamento "lraci Salete" em Alvorada do Sul - PR, municipio eleito por
apresentar baixo indice de desenvolvimento humano (IDH), com o objetivo de
promover o cultivo de plantas medicinas, voltado a producéao de fitoterapicos.

O referido Projeto multidisciplinar envolveu os Departamentos de
Agronomia, Ciéncias Farmacéuticas e Administragdo da UEL, bem como, a
Incubadora Tecnoldégica de Empreendimentos Solidarios - INTES/UEL. Teve como
foco principal a produgédo de plantas medicinais com a avaliagdo da qualidade das
matérias-primas vegetais, para o uso medicinal ou alimentar.

O Projeto baseou-se na premissa de que as matérias-primas
vegetais, com garantia de qualidade desde a 1% etapa de seu processo produtivo,
agregam valor econdmico ao produto, facilitando sua comercializagdo, o que
propiciaria as familias de agricultores, uma alternativa de renda viavel, gerando
melhoria na qualidade de vida e no desenvolvimento local dos envolvidos. Dentre as
varias plantas medicinais selecionadas neste projeto, foi também escolhida a planta
popularmente conhecida como Cavalinha da espécie Equisetum giganteum,
levando-se em consideracdo a facilidade do seu cultivo, bem como, o fato de ser
flora nativa da regido e ainda apresentar uso popular, consumida como cha, na
forma de infusdo de suas partes aéreas.

No entanto, na fase de levantamento bibliografico, observou-se que
nao havia muitos estudos cientificos quanto a ag¢des farmacolégicas e composigao
quimica para a Equisetum giganteum. Essa falta de informacédo consistia em uma
dificuldade, para o estudo comparativo de parametros fisico-quimicos, quimicos e
farmacoldgicos inter-espécies do género.

Verificou-se ainda que a Equisetum giganteum nao estava inserida

em nenhuma farmacopéia ou cdédigo oficial, o que representaria um desafio e
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demandaria um esforgco adicional em relacdo as pesquisas, para estabelecer
especificagdes, a serem utilizadas no controle de qualidade da droga vegetal a ser
comercializada, especialmente considerando o ineditismo, e frente ao relativo exiguo
tempo para conclusdo do Mestrado.

Portanto, dada a falta de informagdes sobre esta espécie, como um
desafio, resolveu-se efetuar analises desta planta, a fim de se determinar intervalos
quantitativos a serem tomados como valores de referéncia para os principais
parametros, visando assegurar sua qualidade. Procurando-se desta forma, evitar
tanto prejuizos de ordem econémica, bem como, garantindo o aspecto de seguranga
alimentar e sanitaria, com o intuito de nao prejudicar a populagao que fizesse o uso

desta planta.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTA MEDICINAL, DROGA VEGETAL E FITOTERAPICO

Medicamentos fitoterapicos, de acordo com a legislagéo sanitaria
brasileira, € o medicamento obtido a partir de matérias-primas ativas exclusivamente
vegetais (BRASIL, 2004). E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
(CARVALHO et al., 2008).

Os fitoterapicos representam uma parcela significativa no mercado
de medicamentos. O setor movimenta globalmente US$ 21,7 bilhdes por ano. No
Brasil, ndo existem dados oficiais atualizados, porém estima-se que esse mercado
gire em torno de US$ 160 milhdes por ano. O fator de atragdo € o ritmo de
crescimento das vendas internamente, mais de 15% anuais, contra 4% de evolugao
das vendas dos medicamentos sintéticos. Em toda a cadeia produtiva, o setor
fitoterapico movimenta anualmente cerca de R$ 1 bilhdo (FRANCA, 2010).

No Brasil, o principal érgdo responsavel pela regulamentagcdo de
plantas medicinais e seus derivados € a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), autarquia do Ministério da Saude que tem como papel proteger e
promover a saude da populagdo garantindo a seguranga sanitaria dos produtos e
servigos (CARVALHO et al., 2008).

Uma das acobes realizadas pela ANVISA para garantir a seguranca
da saude da populagdo é o registro de medicamentos, que exige que sejam
avaliados quanto a sua seguranga, eficacia e qualidade antes de serem colocados a
venda para utilizacao pela populagdo (CARVALHO et al., 2008).

A auséncia de adequacdo ou de metodologia de pesquisa
normatizada para avaliar as plantas medicinais tem-se constituido em um importante
obstaculo para os pesquisadores (LAN et al., 2010). Existem problemas quanto a
garantia de qualidade dos medicamentos fitoterapicos, porque os componentes
bioativos reais das plantas, raramente sdo conhecidos (CHAN, 2003), por
apresentarem composig¢ao quimica muito complexa.

Segundo Xie et al. (2007) como os extratos das plantas medicinais
apresentam-se muito complexos, € dificil caracterizar completamente todos os

compostos quimicos presentes, e também é igualmente dificil saber com precisao,
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qual composto quimico da droga vegetal € responsavel pela agao terapéutica, pois
estes compostos muitas vezes podem atuar sinergicamente nesses efeitos
terapéuticos.

Nos ultimos anos, esforgos significativos tém sido feitos no sentido
de desenvolver métodos para o controle de qualidade dos materiais a base de
plantas, bem como extratos de plantas medicinais, utilizando métodos quantitativos
e/ou qualitativos como o método de impressbes digitais, que emprega a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Ambos os métodos, os qualitativos e os
quantitativos, tém suas vantagens e desvantagens. Na analise quantitativa, por
exemplo, uma grande desvantagem, é a dificuldade em determinar o principal
componente quimico para o controle de qualidade da matéria prima vegetal (XIE et
al., 2007). Embora algumas plantas estejam descritas nas farmacopéias com suas
monografias, especialmente os marcadores quimicos e as impressdes digitais das
plantas, ainda ndo foram abrangidos nestas monografias (YADAV; DIXIT, 2008), e
ainda existe a dificuldade em encontrar os padrdes analiticos comerciais, justamente
pela dificuldade de isolamento dos componentes quimicos.

Plantas medicinais constituem uma das formas mais antigas de
cuidar da saude empregada pela humanidade. Até o comego do século XIX, o
conhecimento destes recursos era de cunho empirico e 0 seu uso se restringia as
formas de pdé de planta, extratos simples ou tinturas. Nessa mesma época, teve
inicio uma nova fase na histéria da medicina, caracterizada pelo isolamento e
identificacdo quimica de compostos farmacologicamente ativos, a partir das drogas
vegetais (BORGES, 2005).

Praticamente todos os povos ou etnias do mundo usam plantas
medicinais, ou seus derivados, de forma direta ou indireta para o tratamento de
males que acometem o homem e/ou para atingir o estado de completo bem-estar
fisico, mental e social (MELO, 2007).

Durante o século XX, o avango na area cientifica e principalmente da
industria farmacéutica fez com que o numero de medicamentos aumentasse
significativamente.

Os novos farmacos trouxeram beneficios significativos, no entanto,
com a promessa de cura ou alivio imediato dos sintomas, passou-se a observar
frequentemente, a utilizagdo abusiva deste recurso e, apesar do grande

desenvolvimento da industria farmacéutica, ainda ha um grande numero de
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doencgas, para as quais a terapia medicamentosa convencional é ineficaz e
apresenta efeitos iatrogénicos importantes, que sao efeitos adversos associados ao
medicamento (BORGES, 2005).

A planta medicinal € uma espécie vegetal que possui substancias
biologicamente ativas com propriedades terapéuticas, profilaticas ou paliativas. Sao
todos os vegetais que oferecem efeito terapéutico para uma ou mais patologias, pela
planta como um todo ou de alguma parte da planta denominada tecnicamente de
droga vegetal. A expressdo droga vegetal designa determinada parte da planta
medicinal ou a planta medicinal como um todo, apdés processos de coleta,
estabilizagcdo e secagem, podendo ser integra, triturada ou pulverizada, que possui
os principios ativos com as propriedades terapéuticas, podendo ser qualquer parte
da planta, como: casca, folha, flor, fruto, raiz ou semente (BRASIL, 2004).

O medicamento fitoterapico é obtido empregando-se exclusivamente
mateérias-primas ativas vegetais, podendo ser comercializado em suas mais variadas
formas farmacéuticas desde: pomadas, xaropes, comprimidos, capsulas, tinturas,
droga vegetal desidratada, ou mesmo "in natura", colhido direto da planta com o

objetivo de produzir uma forma a ser consumida (VIEIRA, 2008).

2.2 PROGRAMA DE FITOTERAPIA NO SUS

O aumento da capacitacdo de recursos humanos nas universidades
publicas tem proporcionado a possibilidade do desenvolvimento de tecnologia
aplicavel aos fitoterapicos visando a utilizagdo desses medicamentos nos programas
governamentais de saude publica (CAMARGO, 2010).

Com isso, o Sistema Unico de Saude (SUS) implantou a fitoterapia
no seu plano de assisténcia de saude a populagao brasileira, por meio do decreto
no. 5813 de 22 de junho de 2006, que aprovou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos. Desta forma, ficou estabelecido um programa de
insercdo, de uma fitoterapia racional e cientifica para a populagao brasileira, com o
objetivo de garantir o acesso seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da
cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2006).

As diretrizes aprovadas na Politica Nacional de Medicamentos

contemplam basicamente: a regulamentagdo sanitaria de medicamentos
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fitoterapicos e plantas medicinais; a adog¢ao da relagdo de medicamentos que séo
importantes para a utilizagdo com algum beneficio a saude; a reorientacdo da
assisténcia farmacéutica; a promocao do uso racional de medicamentos fitoterapicos
e plantas medicinais; o desenvolvimento cientifico e tecnolégico; a promogao da
producdo de medicamentos fitoterapicos; a garantia da seguranga, eficacia e
qualidade dos medicamentos para utilizagao pela populagéo; e o desenvolvimento e
capacitacdo de recursos humanos na area. Ainda existe, a inclusdo da agricultura
familiar nas cadeias e nos arranjos produtivos das plantas medicinais, insumos e
fitoterapicos. Essas diretrizes devem promover o acesso da populagdo a
medicamentos seguros, eficazes e de qualidade, ao menor custo possivel (BRASIL,
20006).

No entanto, mesmo com o incentivo de uma Politica Nacional,
parece ainda haver caréncia de informacdo e de agdes no sentido da efetiva
implementacao dessa pratica terapéutica no Sistema de Saude brasileiro.

Além do mais, faltam estudos para a comprovacio cientifica da
eficacia e seguranga da utilizagdo dessas plantas como medicamento, sendo que a
grande maioria continua a ser utilizada apenas com base no conhecimento do seu
uso popular (DUTRA, 2009).

Diante de um programa completo e ao mesmo tempo complexo, o
dimensionamento das iniciativas do Ministério da Saude, em parceria com 6rgaos do
governo e sociedade civil visam viabilizar a utilizagdo racional, tanto de plantas
medicinais como de fitoterapicos, com linhas condutoras de preservagdo da

biodiversidade e desenvolvimento sustentavel (VIEIRA, 2008).

2.3 CONTROLE DE QUALIDADE DA MATERIA PRIMA VEGETAL

O aproveitamento adequado dos principios ativos de uma planta
exige o preparo correto, ou seja, para cada parte a ser usada, para cada grupo de
principio ativo a ser extraido, e para cada doenca a ser tratada, existem formas de
preparo e usos adequados (DUTRA, 2009).

Entende-se por qualidade o conjunto de critérios que caracterizam a
matéria-prima para o uso a qual se destina, portanto a qualidade da matéria-prima
vegetal é a determinante inicial da qualidade do fitoterapico (SIMOES et al., 2001).

O controle de qualidade, a padronizagcdo e a estabilizacdo dos
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medicamentos fitoterapicos constituem uma tarefa bastante complexa, embora,
atualmente possivel em fungdo dos avangos crescentes atingidos nos métodos
analiticos de alta resolucdo, com técnicas que permitem o isolamento e a
identificacdo dos constituintes quimicos, mesmo presentes em baixissimas
concentragdes nas plantas (GUIMARAES, 2007).

A garantia do uso seguro e eficaz de fitoterapicos envolve analises
fisico-quimicas e microbiologicas de matérias-primas e do produto acabado, como
etapa preliminar para alcangcar um padrdo de qualidade necessario a um
medicamento (BARA et al, 2006).

Embora diversos estudos tenham demonstrado a necessidade de
garantir seguranga aos produtos de origem vegetal, a aplicagdo e a validagéo de
meétodos analiticos para matérias-primas a base de plantas ainda sdo escassos na
literatura (BARA et al, 2006).

Poucos fitoterapicos foram validados cientificamente visando a
comprovagdo da eficacia clinica e a avaliagdo de sua seguranca (GUIMARAES,
2007). Por isso, a seguranga da utilizagdo das plantas medicinais ou de seus
produtos acabados passa a ser questionada, por causa da falta de controle de
qualidade, desde a aquisicdo da matéria prima até o produto acabado, além da
escassez de metodologias adequadas para a avaliagdo destes produtos.
Consequentemente, muito dos produtos fitoterapicos apresentam riscos diversos,
como por exemplo: identificagdo errbnea da planta, presenca de constituintes
toéxicos, preparagcdo inadequada e estocagem do material vegetal, adulteragao
durante o condicionamento, presenga de contaminantes biologicos e abibticos, entre
outros (LEAO, 2010).

A validagado da metodologia analitica é de grande importancia para a
Garantia da Qualidade Analitica e se constitui numa das exigéncias das normas de
Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) vigentes (OLIVEIRA, 2006).

Os métodos de ensaio para avaliar a conformidade dos produtos
farmacéuticos com especificacées estabelecidas devem atingir padrdées adequados
de exatidao, precisao e confiabilidade (OLIVEIRA, 2006).

As técnicas analiticas podem ser aplicadas em diferentes fases das
boas praticas da garantia de qualidade dos produtos naturais ou a base de plantas
(CHAN, 2003).

A analise qualitativa pode ser usada para demonstrar as
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caracteristicas gerais dos materiais a base de plantas no que diz respeito a
coeréncia e a qualidade de estabilidade. A analise quantitativa tem como objetivo
quantificar os compostos marcadores da droga vegetal ou plantas medicinais, e
entdo usa-los como indicadores ou padrbes para avaliar a qualidade (LI et al., 2008).

A padronizacdo de fitoterapicos pode ser realizada em base a
concentracdo de um principio ativo unico ou através de uma substancia marcadora
presente em um extrato concentrado. No caso da padronizagdo, por meio de uma
substancia marcadora, assume-se que se a mesma esta presente numa quantidade
apropriada, também todos os demais componentes necessarios estdo igualmente
representados, assegurando-se, com isto, uma atividade farmacolégica uniforme
(GUIMARAES, 2007).

Determinar o principal componente quimico ou marcadores quimicos
e 0s compostos toxicos sdo cruciais para a o controle de qualidade dessas drogas
vegetais (LI et al., 2008), uma vez que dos extratos brutos da planta, obtém uma
mistura complexa de constituintes quimicos, cujos niveis podem apresentar
variagbes consideraveis, dependentes ainda de fatores ambientais e/ou genéticos
(BORGES, 2005).

A eficacia de um medicamento é dada pela comprovacao, por
ensaios farmacologicos preé-clinicos e clinicos, dos efeitos biolégicos preconizados
para esses recursos terapéuticos. A seguranga € determinada pelos ensaios que
comprovam a auséncia de efeitos toxicos e de contaminantes nocivos a saude,
como, por exemplo, metais pesados, agrotoxicos, microorganismos e seus produtos
metabdlitos, produtos da degradagéo, entre outros (BRASIL, 2007).

Muitas técnicas estdo sendo utilizadas para o controle de qualidade
das drogas vegetais. Como exemplo, podemos destacar a analise de impresséao
digital que indica a presenga de marcadores quimicos multiplos dentro de uma
amostra (LI et al., 2008). Esta técnica auxilia na autenticagdo e identificacdo do
fitoterapico, podendo a analise ser conduzida de forma confiavel, mesmo que a
qualidade e quantidade dos constituintes sejam desconhecidos (XU et al., 2006).

A Agéncia Européia de Medicamentos (EMEA) aceita como
apropriada a analise de impressao digital para a identificagdo das drogas vegetais
(YANG et al., 2005). Por sua vez, a andlise de impressao digital das drogas vegetais
foi introduzida e aceita pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma

estratégia para a avaliacdo da qualidade dos medicamentos fitoterapicos (NI et al.,
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2009).

Além das analises de impressao digital que empregam a
Cromatografia Liquida na regido do espectro Ultravioleta-Visivel (CLAE-UV/Vis),
também podem ser empregadas outras técnicas como: Cromatografia Gasosa (CG)
e Cromatografia em Camada Delgada (CCD), que sdo técnicas rapidas e que
oferecem grande potencial para o monitoramento da qualidade dos materiais a base
de plantas, particularmente para a identificagdo de uma planta em particular e
distingui-la de espécies intimamente relacionadas (XIE et al., 2007).

A identificacdo dos constituintes quimicos das drogas vegetais
também é importante para o controle de qualidade dos fitoterapicos. A técnica de
CLAE-EM tem aumentado a sua popularidade com o desenvolvimento da interface
de massas. O método baseia-se na fragmentacdo e medicdo da relagdo massa
carga (m/z) dos compostos detectados, apds separagao no sistema cromatografico,
que torna possivel o estudo da estrutura dos compostos de interesse e sua
identificacdo. Para isso, utilizam-se os métodos cromatograficos gasosos ou liquidos
hifenados com acoplamentos a espectrometros de massas (CG-EM ou CLAE-EM do
inglés GC-MS 'Gas Chromatography with Mass Spectrometry' ou HPLC-MS 'High
Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometry'), e métodos
espectroscopicos como: a espectroscopia de ultra-violeta (UV), espectroscopia no
infravermelho (IR), espectroscopia Raman, espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia de massas (EM), e difracdo de raios X
(CHAN, 2003).

No entanto, o equipamento de HPLC-MS ainda é caro, € ndo € muito
comum nos laboratérios de controle e pesquisa. Segundo Quirds et al. (2009), o uso
de detectores de UV-Vis e fluorescéncia poderiam ser uma excelente alternativa,
quando LC-MS nao esta disponivel. A alta seletividade do detector de fluorescéncia
ajudaria na identificac&o e distingdo de substéncias diferentes. Contudo a técnica de
HPLC com detector de arranjo do diodo (PAD) é uma das mais utilizadas, pois esse
tipo de detector permite a identificagdo e quantificagcdo nas menores concentracoes
de analitos, e a comparacao dos espectros em comprimentos de onda desejados.

O controle de qualidade do fitoterapico exige que as informacdes
estejam descritas para a populagdo que utilizara o mesmo; de acordo com as
orientagdes da OMS para a investigagao da avaliagdo, seguranga e eficacia dos

fitoterapicos. O estabelecimento de especificagdes para o padrdao dos medicamentos
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fitoterapicos deve incluir o nome da planta, descricdo de origem e definicao,
identificacdo, pureza (incluindo corpo estranho), metais pesados, cinzas, umidade,
determinagcdo de componentes principais, e estabilidade no armazenamento (CHOI
et al., 2002).

Varias pesquisas apontam os beneficios dos compostos
polifendlicos, devido as suas atividades antioxidantes, antiinflamatérias e
anticarcinogénicas (YANG et al., 2001; LAMBERT et al. 2005; ADEMAMOWO et al.,
2005). O mecanismo de quimioprotecéo esta focado na atividade bioldgica dos
compostos encontrados em folhas verdes de vegetais, conhecidos como
fitocompostos, representado grande promessa para prevencao de doengas crdnicas
(SANTANA, 2008).

Denominam-se antioxidantes as substancias que presentes em
concentracbes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidagdo do substrato. A capacidade antioxidante
atua de forma a combater o estresse oxidativo, interceptando os radicais livres
gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, evitando ou reparando as
lesdes (BIACHI, 1999). Os radicais formados a partir dos antioxidantes ndo sao
reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reacdo com
outro radical, formando produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro
antioxidante (SOUZA, 2007).

A reatividade dos compostos fendlicos advém de uma caracteristica
estrutural comum a todos eles, que € a presenca de um anel aromatico hidroxilado.
A forma mais simples destes compostos quimicos é o fenol, que assim da o nome a
esta série, sendo os outros compostos sao derivados desta estrutura basica comum
(CABRITA et al., 2004).

Os flavondides sao compostos fendlicos que se caracterizam por um
esqueleto basico e comum C6-C3-C6. A estrutura base consiste em dois anéis
aromaticos ligados por um anel pirano (ZOECKLEIN et al., 1995). Podem encontrar-
se no estado livre ou polimerizados com outros flavondides, agucares, nao

flavondides, ou ainda outras combinacdes (CABRITA et al., 2004) (Figura 1).
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Figura 1 — Compostos polifendlicos (CABRITA, 2004).
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Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade

antioxidante in vitro destacando-se o método de sequestro de radicais livres, tal

como DPPH»

(DUARTE ALMEIDA, 2006). A determinacdo da capacidade

antioxidante é feita pelo método espectrofotométrico de sequestro de radicais livres,

este método esta baseado no descoramento de uma solugdo composta por radicais

estaveis DPPH» de cor violeta quando da adi¢cao de substancias que podem ceder

um atomo de hidrogénio (BRAND-WILLIAMS et al.,

1995) (Figura 2).
O DPPH é um radical livre que pode ser obtido diretamente por

dissolugdo do reagente em meio organico.

Figura 2 - Estabilizagao do radical livre DPPH (Fonte: RUFINO, 2007).
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2.4 EQUISETUM

As espécies do género Equisetum pertencem a familia
Equisetaceae.

Sao nativas da América do norte, presentes do Alasca até o sul da
Califérnia e em toda Europa e nas ilhas Britanicas. No Brasil podem ser encontradas
em toda regido central (Goias, Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul)
(FERREIRA, 2001).

Essas espécies geralmente requerem condigbes umidas para seu
crescimento, mas podem persistir em ampla variedade de climas, devido a uma
série de adaptagdes que ajudam a aumentar a eficiéncia do uso da agua, como uma
camada impermeavel externa, hastes verdes e poros especiais nas folhas. Em areas
mais secas as plantas reduzem muito o tamanho de suas folhas a fim de minimizar a
perda de agua. A maioria das espécies se desenvolve em areas pantanosas como
as margens de lagos, rios e riachos. Crescem em muitos tipos de solo e podem
tolerar baixos niveis de nutrientes (TROUNCE et al., 2003).

As espécies de Equisetum podem apresentar como caracteristica
grande quantidade de silica em até 25% do total do peso da planta seca (SAPEI et
al, 2008).

Existem varias espécies do género Equisetum em todo o mundo,
podendo variar em sua distribuicdo geografica, composi¢do quimica, e agao
farmacoldgica.

A Equisetum arvensis é conhecida como rabo comum (TROUNCE et
al., 2003), originaria da Europa, Asia e América do Norte (VAZ; JORGE, 2006).
Alguns estudos desta espécie mostraram atividade hipoglicémica, diurética,
antiinflamatadria, anti-séptica, vaso relaxante e hemostatica (MEKHFI et al., 2004).

A Equisetum hyemale apresenta uso popular do cha do caule com
atividade diurética e de combate a hiperlipidemia (aumento da concentracdo de
lipidios no sangue) (BOCARDI, 2008).

A Equisetum myriochaetum €& uma planta de distribuicdo do sul ao
centro do México, popularmente conhecida como "Cola de caballo" (TELLEZ et al.,
2007), muito utilizada para tratar doengas renais e alguns estudos desta espécie
mostraram-se positivos para o tratamento de diabetes tipo Il (WIEDENFELD;
CETTO; AMADOR, 2000).



25

Segundo Kanchanapoom, Otsuda e Ruchirawat (2007) a Equisetum
debile é muito utilizada na medicina tradicional tailandesa com finalidades diuréticas.

De acordo com Yesilada e Gurbuz (2010) na Turquia as partes
aéreas da Equisetum palustre séo utilizadas para tratar ulcera péptica.

Segundo estudos de Danielski; Michielin e Ferreira (2007) a
Equisetum giganteum tem sido utilizada em fitoterapia, como substituto facil da
Equisetum arvense (MICHIELIN et al, 2005), normalmente consumida como cha,
produzido com sua parte aérea.

O cha da Equisetum giganteum é considerado diurético, hemostatico
e adstringente, sendo também adequado para a diarréia, gonorréia e tratamentos de
pedra nos rins.

A Equisetum giganteum por apresentar elevado teor de minerais,
também é recomendada para a revitalizacdo das unhas e cabelos sem vida
(DANIELSKI; MICHIELIN; FERREIRA, 2007). De acordo com Barros et al., (2007)
ainda é utilizada para tratar doencas do estdmago como gastrite.

A Equisetum giganteum da familia Equisetaceae, mostrada na
Figura 3, € conhecida popularmente como rabo de cavalo ou rabo gigante ou
Cavalinha (DANIELSKI; MICHIELIN; FERREIRA, 2007), com sua origem na América
do Sul (CAVALAZZI, 2006).

Segundo descricdo de Nobrega e Prado (2008) a Equisetum
giganteum é uma planta terrestre, que apresenta caule da parte aérea oca, ramo
principal verde, ramificado verticiladamente, envolvidos externamente por uma
bainha de folhas vestigiais e internamente por uma membrana como mostrada na
Figura 4A. Observando-se a Figura 4B, é possivel verificar que possui ramos em
verticilos regulares, perpendiculares a ascendentes, com nds e entre-nds, similares
aos do ramo principal; bainha de folhas vestigiais, aclorofiladas, envolvendo o apice
de cada entre n6. No ramo principal, o apice apresenta prolongamento em forma de
escama, escura no centro de nervura unica. Nas extremidades dos ramos tem
estrobilos apicais mucronados e esporangios sésseis, sobre esporangioforos

peltados.
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Figura 3 - Foto Equisetum giganteum
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Fonte: Husby (2008)

Figura 4 — (A) parte de um ramo aéreo da Equisetum giganteum e (B) Estrébilo.

Fonte: Nobrega e Prado (2008)



27

3 JUSTIFICATIVA

A Organizagao Mundial da Saude estima que 80% da populagédo dos
paises em desenvolvimento utilizam as plantas medicinais ou os fitoterapicos, como
forma de tratamento a saude (CAMARGO, 2010).

O uso de medicamentos fitoterapicos com finalidade profilatica,
curativa, paliativa ou para fins de diagndstico, passou a ser oficialmente reconhecido
pela Organizagdo Mundial da Saude em 1978, que recomendou a difusdo, em nivel
mundial, dos conhecimentos necessarios para o seu uso (CAMARGO, 2010).

Uma vez, que a ma qualidade de um produto pode interferir na agcao
farmacologica preconizada para a espécie, potencializando efeitos indesejaveis; que
muitas plantas medicinais nativas sao advindas de populacbes silvestres, que
sofrem ameacgas, podendo leva-la a extingdo (MELO, 2007); que ha auséncia de
comprovacgoes cientificas; e ainda, devido a dificuldade no controle quimico, fisico-
quimico, farmacoldgico e toxicoldégico dos extratos vegetais, a credibilidade dos
fitoterapicos fica restringida (LEAO, 2010).

Devido a necessidade da obtencao de parametros que norteiem o
controle de qualidade da Equisetum giganteum (Cavalinha), uma vez que esta
planta, embora praticamente sem estudos cientificos de caracterizagdo, possui uso
popular, o objetivo deste trabalho foi realizar ensaios fisico-quimicos, ja descritos na
farmacopéia para outras plantas, a fim de se determinar intervalos quantitativos que
sirvam de base para serem aplicados como valores de referéncia analiticos.
Inicialmente foi realizada a caracterizacao fitoquimica, quali e quantitativa. Para a
caracterizagdo quimica qualitativa e estudo da estabilidade da droga vegetal foi
desenvolvido um método de separagdo empregando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com arranjo de diodos (CLAE-DAD), buscando a impressao digital da

Equisetum giganteum pelo perfil quimico, a fim de encontrar marcadores quimicos.



28

4 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo, por meio de ensaios fisico-
quimicos caracterizagao fitoquimica qualitativa e quantitativa, e impresséo digital por
CLAE-DAD, estabelecer especificacdes, inexistentes na literatura para a Cavalinha
(Equisetum giganteum), fixando intervalos quantitativos a serem utilizados no
controle de qualidade como valores de referéncias, proporcionando a padronizagao

das matérias-primas para assegurar a conformidade dos produtos fitoterapicos.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Efetuar analises fisico-quimicas, descritas na farmacopéia para
outras plantas, para a determinacdo de valores de referéncia com intervalos
quantitativos, a fim de serem utilizados no controle de qualidade da droga vegetal
das partes aéreas da Equisetum giganteum;

Caracterizagédo quimica da droga vegetal a partir da:

m Caracterizacao fitoquimica;

m Quantificagdo do teor de polifendis totais e dos flavondides totais;

m Desenvolvimento de método analitico para separacdo dos

constituintes quimicos dos extratos brutos da droga vegetal,
utilizando o perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD para

analise de impressao digital, buscando marcadores quimicos.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 EQUIPAMENTOS

eBalanca Analitica Shimadzu AX-200;

eUltra-som Thornton;

eRotavapor Fisatom;

eCentrifuga "speed vacum" Joaun/Thermo RC 1022;

el iofilizador Edwards modulyo;

eCromatografia de fase Liquida analitica Waters Alliance e2695;
eCromatografia de fase Liquida preparativa Shimadzu;
eEspectrofotdmetro Shimadzu E225-D;

eEspectrometro de massas ultroTOFo-ESI-TOF Bruker Daltonics.
eEstufa retilinea FANEM;

eMufla EDG 3000

5.1.2 Solventes e Reagentes

Solventes: Hexano (grau p.a.- Vetec), Acetato de Etila (grau p.a. -
Biotec), Diclorometano (grau p.a. - F. Maia), Acetona (grau p.a. -
Nuclear), Metanol (grau p.a. - Vetec), Metanol (grau HPLC -J. T.
Baker), Etanol (grau p.a. - Biotec), Acetonitrila (grau HPLC - Burdick
& Jackson), Acido Férmico (grau p.a. - Synth), Agua Destilada, Agua
ultrapura Milli-Q®.

Reagentes: Acido Cloridrico (grau p.a. - Biotec), Acido acético (grau
p.a. - Synth), Cloreto de Aluminio (Biotec), Carbonato de calcio
(Merck), Hidréxido de Potassio (Merck), Cloreto Férrico (Synth),
Fosfomolibdotungstico, Reativo de Folin-Ciocalteau (Synth),
Pirrogalol, Cloroférmio (Synth), Magnésio Metalico (Biotec), Gelatina,
Acetato de Chumbo (Nuclear), Eter Etilico (Nuclear), Hidréxido de
Aménio (Synth), Hidréxido de Sédio (Merck), Acido Sulfarico (F.
Maia), Reagente de Dragendoff, Reagente de Valser-Mayer,

Reagente de Bertrand.
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5.2 MATERIAL VEGETAL

O material foi coletado em abril de 2009 na cidade de Londrina - PR.
A planta foi identificada pela Prof®. Dra. Ana Odete da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) e a exsicata com o cédigo FUEL-46180 esta depositada no Herbario
da UEL.

O material coletado foi seco em estufa de ar circulante a 45°C por 7
dias consecutivos. ApOs a secagem, a parte aérea da planta foi separada e entao,
submetida a cominui¢do, com o auxilio de um liquidificador. Em seguida a droga
vegetal seca e moida foi acondicionada em Freezer em recipiente fechado até o

inicio das analises.
5.3 ENsSAIOS Fisico-Quimicos
5.3.1 Determinacéo do Teor de Umidade por Estufa

Amostras de 2,0000 g de droga vegetal secas e moidas foram
pesadas, acondicionadas em pesa-filtros tarados e colocados em estufa, por 2
horas, a temperatura de 105°C. Apos resfriamento em dessecador, provido de silica,
os pesa-filtros foram pesados e recolocados em estufa por mais de 30 minutos. Este
procedimento foi repetido até as amostras apresentarem peso constante. Os
resultados foram expressos em perda de massa percentual, conforme Equacao 1,

pela média de cinco determinagdes (Farmacopéia Brasileira, 1997).

Pres *100 { 1 }
Ppfcheio — Ppfvazio

%)=

Onde:

U = teor de umidade;

P res = peso residual;

P pfcheio= peso do pesa-filtro com a amostra;

P pfvazio= peso do pesa-filtro sem a amostra.
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5.3.2 Determinagao do Teor de Umidade por Balancga de Infravermelho

Amostras de 1,0000 g da droga vegetal moida foram pesadas, em
placas de Petri previamente taradas na balanga de infravermelho. Apds a secagem
do material, colocou-se a balanca em modo de dessecacdo por 20 minutos a
temperatura de 110°C. Ao final deste procedimento verificou-se o peso final da
amostra. O teor da umidade foi calculado pela Equagao 1. O estudo foi feito em

triplicatas.

5.3.3 Determinacao do Teor de Cinzas Totais

Amostras de 3,000 g de droga vegetal seca e moida foram pesadas
em balanca analitica em cadinhos calcinados e tarados. As amostras foram pré-
incineradas em bico de Bunsen até desaparecimento total da fumaga. Em seguida,
foram colocadas na mufla a temperatura de 450°C e calcinadas até peso constante.
Apds a calcinagdo, os cadinhos foram resfriados em dessecador com silica e
devidamente pesados. Os resultados foram expressos em perda de massa
percentual, utilizando a Equagdo 2 através da meédia de cinco determinacdes

(Farmacopéia Brasileira, 2000).

P_ *100

(0, _
Cm,rlzﬂ—

P

cadcheio Pl'ﬂs“‘.'f?:fﬂ

Onde:

CT1OT = teor de cinzas totais;

Pes = peso residual;

Pcadcheio = peso do cadinho com a amostra incinerada;

PcadvaZio = peso do cadinho sem a amostra.
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5.3.4 Determinacao de Cinzas Insoluveis

No cadinho contendo as cinzas totais foram adicionados 25 mL de
acido cloridrico 10%(v/v), este foi coberto com um vidro de relégio e levado a fervura
suavemente durante 5 minutos. O vidro de reldégio foi lavado com agua quente,
sendo esta agua de lavagem adicionada no cadinho. A matéria insoluvel foi
recolhida em papel de filtro, sem a presenga de cinzas, e lavada com agua quente
até o filtrado permanecer neutro. O papel de filtro, contendo a matéria insoluvel, foi
transferido ao cadinho inicial, e inflamado a 800°C até peso constante. O residuo foi
resfriado em um dessecador por 30 minutos, depois pesado rapidamente. O teor de
cinzas insoluveis em acidos foi calculado conforme Equacéo 3 pela média de cinco
determinac¢ées (WHO, 1998).

P. _—P *100
CI.”-G- — cadchalo cadvazio {3)
o P

ras

onde:

Cinsoi = teor de cinzas insoluveis em acido (%);

Pres = peso residual,

Pcadcheio = peso do cadinho com amostra incinerada (g);

Pcadvazio = peso do cadinho sem a amostra (g).

5.3.5 Determinacdo de Teor de Substancias Extraiveis

Amostras de 2,0000 g de droga vegetal moida foram pesadas e
transferidas em trés cartuchos do extrator de Soxhlet, previamente tarado e seco.
Foram adicionados nos trés baldes do extrator, 200 mg de hidroxido de sdédio. Nos
diferentes extratores foram adicionados: agua, alcool 50% e alcool 70% em
quantidade suficiente para cobrir a planta. O tempo de extragao foi de 5 horas. Apos
o término da extragdo o cartucho com o residuo foi seco em estufa a 105°C. O

residuo foi pesado e calculado como teor de substancias extraiveis e o resultado foi
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referido em percentual relacionado ao peso da droga vegetal. Os resultados foram
expressos em perda de massa percentual, pela média de trés determinagdes

(Farmacopéia Brasileira, 2000).

5.4 ENsAIOS FIToQuiMICOS QUALITATIVOS DA DROGA VEGETAL

5.4.1 Determinagéo de Flavondides

Pesou-se 15,0 g da droga vegetal moida e seca e adicionou-se
150,0 mL de etanol a 75 % (v/v), colocou-se no turbulizador por 15 minutos e filtrou-
se com o auxilio de um algodao. Do extrato filtrado, 2,0 mL foram transferidos para
um tubo de ensaio, adicionou-se cerca de 200 mg de magnésio em po e
cuidadosamente verteu-se no tubo de ensaio, aproximadamente 1,0 mL de acido
cloridrico concentrado. Teste positivo para aparecimento de coloragdo roseo-
avermelhada (COSTA, 2001).

5.4.2 Determinacdo de Cumarina

Aqueceu-se em chapa quente, até a sublimagdo, o p6é da droga
vegetal em uma camara de microsublimag¢do. O sublimado obtido foi dissolvido em
metanol e transferido para um tubo de ensaio, em seguida adicionou uma solugao
alcodlica de KOH a 10%(v/v). A solugao foi colocada em exposicao a radiagdes
ultravioletas para obtencao dos resultados. Resultado é considerado positivo quando

a solucao apresentar fluorescéncia de verde a amarelado (COSTA, 2001).

5.4.3 Determinacao de Taninos

Pesou-se 15,0 g da droga vegetal moida e seca e adicionou-se
150,0 mL de etanol a 75 %(v/v), colocou-se no turbulizador por 15 minutos e filtrou-
se com o auxilio de um algodao. O extrato foi distribuido em quatro tubos de ensaio
identificados com numeracéao de 1 a 4, sendo que no Tubo 1 adicionou-se 2,0 mL do
extrato, duas gotas de acido cloridrico diluido e lentamente 6 gotas de gelatina a
2,5%(v/v), o resultado é considerado positivo quando a solugao formar precipitado;

no Tubo 2 adicionou-se 2,0 mL do extrato e 4 gotas da solugao de FeCl; a 1% (m/v)
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em metanol, o resultado é positivo quando a solugao apresentar: Coloragdo azul,
para presenca de taninos hidrolisaveis ou galicos e Coloragao verde, para presenga
de taninos condensados ou catéquico; no Tubo 3 adicionou-se 5,0 mL do extrato,
10,0 mL da solugdo de acido acético a 10%(v/v) e 5,0 mL da solugéo de acetato de
chumbo a 10%(m/v), o resultado é considerado positivo para taninos hidrolisaveis ou
galico, quando a solugéo apresentar precipitado esbranqui¢cado; enquanto, o tubo 4

continha apenas 5,0 mL do extrato, para controle (GLASL, 1983).

5.4.4 Determinacao de Antraquinonas

Pesou-se 2,0000 g da droga vegetal seca em p6 e colocou-se em
um tubo de ensaio. Adicionou-se éter etilico em quantidade suficiente que cobrisse o
po (4-8 mL). Agitou-se por 2 minutos e filtrou-se com o auxilio de algodao para outro
tubo de ensaio. Adicionou-se ao filtrado 1,0 mL da solugédo de KOH a 10%(m/v). O
resultado € considerado positivo quando a solugao apresentar coloragao de résea a
vermelho (COSTA, 2001).

5.4.5 Determinacao de Saponinas

Para o teste qualitativo de espuma pesou-se 15,0 g da droga vegetal
moida e seca e adicionou-se 150,0 mL de etanol a 75 %(v/v), colocou-se no
turbulizador por 15 minutos e filtrou-se com o auxilio de um algodao. Transferiu-se
5,0 mL do extrato para um tubo de ensaio, e 0 mesmo foi agitado energeticamente
por 30 segundos. Deixou a solugdo em repouso por 15 minutos e observou-se a
presenca da espuma. O resultado € considerado positivo quando se observar a

espuma persistente com pelo menos 1 cm de altura (COSTA, 2001).

5.4.6 Determinacéao de Alcaldides

Para o teste qualitativo de alcaloides, ferveu-se em um béquer por
cerca de 3 minutos, 5,0000 g da droga vegetal moida com 30 mL de HCI 2 N e
filtrou-se com o auxilio de um algodao. O extrato foi distribuido em quatro tubos de
ensaio identificados com numeracéao de 1 a 4, sendo que no Tubo 1 continha apenas

5,0 mL do extrato para controle; no Tubo 2 adicionou-se 2,0 mL do extrato e 3 gotas
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do reagente de Dragendorff (vide reagente no Anexo A); no Tubo 3 adicionou-se 2,0
mL do extrato e 3 gotas do reagente de Valser-Mayer (vide reagente no Anexo A);
no tubo 4 adicionou-se 2,0 mL do extrato e 3 gotas do reagente Bertrand (vide
reagente no Anexo A). Os resultados sao positivos quando ocorrer a turvagao ou

formacgao de precipitado para qualquer dos reagentes utilizados (COSTA, 2001).

5.4.7 Determinagao de Fendlicos Simples

Preparou-se a camara de microsublimacdo sobre uma chapa
quente. Colocou-se a droga vegetal em p6é na argola de vidro, cobriu-se com a
lamina e observou-se a formagao de sublimado. Esta primeira lamina superior, por
conter muita agua, foi substituida por outra lamina. Esperou-se a formagao de
condensado, na lamina superior, de coloragdo amarelada e adicionou-se nesta
lamina contendo o sublimado cerca de 4 gotas de AgNO3 amoniacal. A reagao é

positiva quando ocorrer a formagao de precipitado negro (COSTA, 2001).

5.5 ENsAIOS FiIToQuiMICOS QUANTITATIVOS DA DROGA VEGETAL

5.5.1 Determinagao de Polifendis Totais

Amostras de 0,750 g da droga vegetal moida foram exatamente
pesadas e transferidas para erlenmeyer de 250 mL em 5 replicatas (n = 5),
adicionou-se 150 mL de agua destilada a todas as amostras e em seguida aqueceu
em banho maria por 30 minutos a temperatura de 60°C. Resfriou-se e transferiu-se
as amostras qualitativamente com todo o conteudo da droga vegetal para um balédo
volumétrico de 250,0 mL completando-se o volume com agua destilada. Essa
solucao foi chamada de Solugdo-Mae - SM. Deixou-se decantar, e o sobrenadante
foi filtrado, desprezando os primeiros 50 mL.

Diluiu-se 5,0 mL do filtrado, com agua destilada, em balédo
volumétrico de 25,0 mL. Transferiu-se volumetricamente 2,0 mL da solucéao diluida,
1,0 mL de reagente fosfomolibdotungstico e 10,0 mL de agua destilada em bal&o
volumétrico de 25,0 mL, completou-se o volume com solu¢cdo de carbonato de sédio
a 290 g L. Determinou-se a absorbancia em 760 nm (A1) apds 30 minutos,

utilizando-se agua destilada como liquido de compensacao.
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Solugdo Padrao: Dissolveu com agua destilada 5,0 mg de pirogalol
em baldo volumétrico de 10,0 mL. Transferiu volumetricamente 5,0 mL da solugao
para baldo volumétrico de 100,0 mL e completou o volume com agua destilada. Em
seguida transferiu 2,0 mL desta solugao, 1,0 mL do reagente fosfomolibdotungstico e
10,0 mL de agua destilada para baldo volumétrico de 25,0 mL e completou o volume
com solucdo de carbonato de sédio a 290 g L. Apés 30 minutos, determinou a
absorbancia em 760 nm (A2), utilizando agua como liquido de compensagao.

As avaliagbes foram realizadas em quintuplicatas e o teor dos
polifendis totais foi calculado em porcentagem, expressos em pirogalol, utilizando a
Equacao 4 (GLASL, 1983):

_62.5.4.m,
A,.m,

1T

onde:

A1= absorbancia da solugdo amostra para polifendis totais;

A2 = absorbancia da solugao padréao;

m1 = massa da amostra utilizada no ensaio, em gramas, considerando a
determinagao de agua;

m2 = massa de pirogalol, em gramas.

5.5.2 Determinacao do Teor de Flavondides Totais

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, colocou-se 0,4000 g da
droga vegetal moida, acrescentou-se 1,0 mL de solugc&o de urotropina a 0,5%(m/v),
20,0 mL de acetona e 2,0 mL de acido cloridrico, aqueceu-se sobre a manta de
aquecimento mantendo sob refluxo por 30 minutos. Apds o resfriamento da solugéo,
esta, com auxilio de funil e algodao foi filtrada para um baldo volumétrico de 100,0
mL. Retornou-se o residuo insoluvel e o algoddo ao mesmo baldo de fundo redondo,
e adicionou-se 20,0 mL de acetona. Aqueceu-se a ebulicdo sob refluxo por 10
minutos e apods resfriamento da solucdo, esta foi filtrada para o mesmo balao
volumétrico de 100,0 mL e o volume foi completado com acetona. Em funil de

separacao, foi adicionado 20,0 mL desta solugdo acetdnica, 20,0 mL de agua
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destilada e extraida com 15,0 mL de acetato de etila, este procedimento foi repetido
por trés vezes com porc¢des de 10,0 mL.

As fragbes de acetato de etila foram reunidas em baldo volumétrico
de 50,0 mL e o volume foi completado com acetato de etila (Solugdo-mae-SM).

Solugao branco: transferiu 10,0 mL da solucdo-mae para balao
volumétrico de 25,0 mL, e completou o volume com solucdo metandlica de acido
acético.

Solugdo amostra: adicionou-se em um baldo volumétrico de 25,0
mL, 1,0 mL do reagente cloreto de aluminio (vide Anexo A) e 10,0 mL de solugao-
mae, completou-se o volume com solugcdo metandlica de acido acético (vide Anexo
A).

Apods trinta minutos de reacdo, mediu-se a absorvancia da solugao
amostra em 425 nm, utilizando a solugéao branco, para ajuste do zero.

As analises foram realizadas em triplicatas e o calculo do teor
baseou-se na absorbancia especifica da quercetina, E?* = 500, segundo a Equagéao
5 (DEUTSCHES, 1994).

Abs.62500
0=—2-= _ (5)
500.e(100 -1

onde:
Abs = absorbancia medida;
e = massa da droga em g;

t = perda por dessecagao (%, m/m).

O resultado foi fornecido em percentual (m/m) de flavondides calculados

como quercetina (CisH100y7).

5.6 DETERMINACAO DA IMPRESSAO DIGITAL PELO PERFIL QUiMICO DA DROGA VEGETAL

Os extratos etandlico e aquoso foram analisados por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia - DAD, para a avaliagao do perfil quimico da droga vegetal
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das partes aéreas da Equisetum giganteum. A Figura 5 apresenta um organograma

da obtencao dos extratos analisados.

Figura 5 - Organograma das extragdes analisadas por cromatografia de fase liquida com
arranjo de diodos.
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5.6.1 Preparo do Extrato Aquoso

O preparo do extrato aquoso foi empregado conforme RENISUS
(BRASIL, 2010) para fitoterapicos. Amostras de 3,0000 g de droga vegetal secas e
moidas, foram pesadas e colocadas em infusdo, com 150,0 mL de agua, durante 15

minutos. Em seguida o extrato foi congelado e liofilizado.

5.6.2 Preparo do Extrato Etandlico

Para a extragdo da droga vegetal, amostra de 40,00 g da droga
vegetal seca e moida, foi pesada em balanga analitica e transferida para um
erlenmeyer de 1 litro, em seguida adicionou-se 200,0 mL de etanol e sonicou-se a
solucdo durante 15 minutos com o auxilio de um ultra-som. O extrato foi filtrado,
utilizando papel de filtro pregueado faixa preta. Este procedimento foi executado em
trés repetigdes, totalizando 600,0 mL de extrato etandlico. O mesmo foi concentrado
utilizando um rotavapor, e foi submetido a um sistema de ventilagdo aberto até sua

secagem.

5.6.3 Hidrolise do Extrato Etandlico

Para a hidrolise acida dos compostos presentes no extrato etandlico
da droga vegetal, pesou-se 0,2036 g do extrato etandlico seco (5.6.2). Esse extrato
foi transferido para um baldo de 250,0 mL lavado em cinco porgdes de 10,0 mL de
metanol puro, em seguida acrescentou-se 20,0 mL de solug¢ado de acido cloridrico 1,2
mol L™ e esta solugao foi sonicada durante 15 minutos. Colocou-se o baldo contendo
a solucao em refluxo com banho de silicone a 90°C e agitagdo magnética durante
duas horas.

Depois da reagao de hidrdlise, a solucédo foi concentrada utilizando
um rotavapor, até um volume de aproximadamente 20,0 mL. Em seguida a solugao
restante foi congelada em nitrogénio e liofilizada. Os extratos secos foram
armazenados em freezer até as analises quimicas em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia CLAE-DAD.
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5.6.4 Condigbes Analiticas para Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

- CLAE-DAD

Para analise do perfil cromatografico dos compostos presente nas

solugdes extrativas, foi utilizado um sistema de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia. O equipamento utilizado foi um Alliance €2695 mdodulo de separagao da

Waters (Milford, MA, EUA) com detector arranjo de diodos (DAD). As analises foram

realizadas no Laboratorio DIA (Desenvolvimento, Instrumentacdo e Automagéao

analitica) o equipamento consistiu de:

Sistema de bomba quaternaria com desgaseificador incorporado,
utiizada na forma de gradiente com fase movel utilizada -
Metanol (J. T. Baker grau HPLC) no canal A, agua ultrapura Milli-
Q® acidificada a 2%(v/v) com acido formico (grau p.a. - Synth)
(pH 2,0) no canal C, e Acetonitrila (Burdick & Jackson grau
HPLC) no canal D;

Um injetor automatico, de volume de injecdo programado para
10,0 ul_ para introdugao da amostra. O amostrador manteve as
amostras em temperatura controlada de 28°C;

Um forno a temperatura constante de 28°C contendo uma coluna
C18 X-terra® (Waters, Milford, MA, EUA de 25 mm x 0,25 mm e
0,25 um de espessura do filme;

Detector de arranjo de diodos, 2998 Waters;

A aquisicdo e o tratamento dos dados foram feitas em um
microcomputador com o software EMPOWER 2.0.

O gradiente linear empregou variagdes de vazao e fase mdvel como

apresenta a Tabela 1.
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Tabela 1 - Gradiente linear da metodologia desenvolvida por Cromatografia de

Fase Liquida.
Tempo Vazio Canal A Canal C Canal D
(minutos) (mL min.”) Metanol(%) | Agua acidificada (%) | Acetonitrila(%)
Inicio 0,5 1.9 96,1 2,0
8.0 0.6 6.0 85.0 9.0
120 0.5 9.0 78.0 13.0
140 0,40 8,0 80,0 12,0
17,0 0.4 4,0 80,0 16,0
20,0 0.4 5.0 82.0 13.0
21,0 0.5 5.0 80.0 15.0
25,0 0,5 5,0 82,0 13,0
29,0 0,5 5,0 60,0 35,0
30,0 0.5 - 65.0 35,0
32,0 0.4 — 75.8 242
35,0 0,4 — 80,0 20,0
40,0 0.5 1.9 96,1 2,0

No inicio da corrida cromatografica a vazao foi de 0,50 mL min™,
com composi¢ao da fase movel de 1,9% de A, 96,1 % de C e 2% de D até 8,00 min,
alterando a vazao para 0,60 mL min™' com 6,0% A, 85,0 % C e 9% D. Aos 12,00 min
a vazao foi de 0,50 mL min™ com 9,0% A, 78,0 % C e 13% D. Em 14 min a vazao foi
de 0,40 mL min” com 8,0% A, 80,0 % C e 12 % D mantendo até 16,00 min. Em
17,00 min, a vazao foi mantida em 0,40 mL min™ porém, com 4,0% A, 80,0 % C e
16% D e em 20 min com 5,0% A, 82,0 % C e 13% D. Em 21,00 min a vazao foi
alterada para 0,50 mL min™ variando a composicéo para 5,0% A, 80,0 % C e 15% D
; em 25,00 min para 5,0% A, 82,0 % C e 13% D; em 29,00 min para 5,0% A, 60,0 %
C e 35,0% D; em 30,00 min para 65,0 % C e 35,0% D. Em 32,00 min a vazéao foi
reduzida para 0,40 mL min”' com 75,8 % C e 24,2% D; em 35,00 min para 80,0% C,
20,0% D. Em 40,00 min a vazao voltou a 0,50 mL min"'com 1,9% A, 96,1% C e 2,0%
D até 45 minutos. A analise foi feita com varredura do comprimento de onda de 210
nm a 400 nm, onde observou-se uma melhor resposta para os extratos analisados
no comprimento de onda de 272 nm.

Para analise de todos os extratos pesou-se 0,0400 g de extratos

secos, acrescentou-se 4,0 mL da solugcéo de agua acidificada 2%: Acetonitrila (1:1,
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v/v), sonicou-se durante 10 minutos. O objetivo foi a reconstituicdo do extrato com o
minimo de eluente, suficiente apenas para a solubilizagcdo das amostras. Essas
amostras foram filtradas em membrana 0,45 um de nylon. No método desenvolvido
a corrida cromatografica foi de 45 minutos, tempo suficiente para ocorrer a
separacao de todos os constituintes quimicos presentes em qualquer extrato

analisado.
5.7 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método de radicais
livres de acordo com Brand-Williams et al. (1995) com adaptagoes.

A porcentagem de absorbancia que permanece apds 25 minutos de
reacdo com o radical DPPH foi o parametro selecionado para a medida da atividade
antioxidante. Para a quantificagdo da atividade antioxidante, uma curva de
calibragado foi previamente levantada, empregando dissolugdes metandlicas de
Trolox por litro de amostra (mmols Trolox L) de acordo com a Equacéo (6),

baseada no (TEAC do inglés 'Trolox Equivalent Antioxidant Activity').

IE&C:M (6)
B

onde:

Abs(d) = é a % de absorbancia do DPPH que permanece depois de 25 minutos de
reagcao com a amostra (sempre devera estar entre 20 e 80%);

a = é o coeficiente linear da curva de calibracédo do Trolox;

B = é ainclinagdo da curva dada pelo coeficiente angular da curva de calibragao do
Trolox; o resultado devera ser corrigido em fungao do fator de dilui¢do aplicado a

amostra.

Foram pesadas 0,01 g de extrato etandlico e aquoso seco da E.
giganteum. As amostras foram solubilizadas com 1,0 mL de metanol (Fmaia, Brasil).
De cada amostra foram tomados 100 ul e adicionados 2,9 mL de dissolucao
metandlica do radical DPPH (6,0x10° mol L") (Sigma, Saint Louis, EUA).
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Apos 25 minutos a porcentagem de diminuicdo da absorbancia a
515 nm foi medida empregando-se espectrofotometro UVmini-1240 (Shimadzu,
Kyoto, Jap&o) e cubetas de acrilico com caminho 6ptico de 45 mm (Plastibrand,
Alemanha), e quantificada pela equagao da curva analitica, obtida para a atividade
antioxidante equivalente de Trolox, garantindo que estivessem dentro da faixa linear
de trabalho estabelecida de 0,116; 0,223; 0,335, 0446 e 0,558 mmol L.
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6 RESULTADOS E DICUSSAO

6.1 ENsAIOS Fisico-QuimMicos

Pelo fato da Equisetum giganteum apresentar poucos estudos
cientificos, e por nao ter sido encontrado até o momento nenhum estudo relacionado
com o que foi desenvolvido neste trabalho, acredita-se que os resultados obtidos no
mesmo, gerem importantes informacgdes para os parametros de referéncias para o
controle de qualidade da droga vegetal.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados obtidos para os

ensaios dos parametros fisico-quimicos.

Tabela 2 - Resultados dos ensaios fisico-quimicos da droga vegetal da E. giganteum

. - Valor de
: Método Media (m/m) - A _—
Ensaio (no. de repeticées) (%) + dp* CV*™ (%) refe[;zl}'uma Referéncia
(FARMACOPEIA 14.63
Brasileira, 1997) 10,91+1,60 ' Simoes et
Teor de (n=5) 8- 14 al., 2001
umidade (Balancga de )
Infravermelho) 11.38£0,23 2,01
(n=23)
Totais 6,12
(n = 5) 5,6410,35 - -
whzas Insoliveis Ate 10 Emea
(n = 5) 14.41+0,57 3,99 para a E EDDSI
arvensis
Agua
(n=5) 16,79+1,84 10,97
Alcool (50%)
Teor (n = 5) 24 10+1,29 5,36
. - — -
exraive Alc?r? l:[:;,[; %) 29,03+£0,78 2,68
Alcool (100%) 12,6040 49 3,95
(n=95)

*dp = Desvio padrdo

*CW = Coeficiente de variacio
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Para a determinacdo dos parametros de referéncia da perda por
dessecacdo da droga vegetal foram empregadas duas técnicas gravimétricas,
utiizando estufa descrita pela Farmacopéia Brasileira, 1997, realizadas em
quintuplicata, e utilizando balanga de Infravermelho, feitas em triplicata. Os
resultados destes paradmetros obtidos pela diferengca dos pesos inicial e final da
droga vegetal estdo apresentados na Tabela 1. Este parametro € importante por
servir como referéncia para o correto armazenamento da droga vegetal. Segundo
Simdes (2001), o excesso de umidade em matérias-primas vegetais permite a agao
de enzimas, podendo acarretar a degradacédo de constituintes quimicos, além de
possibilitar o desenvolvimento de fungos e bactérias. O teor de umidade
estabelecido nas diferentes farmacopéias variou entre 8 e 14%, com poucas
excegdes especificadas nas monografias. Esta faixa de umidade que mencionou
Simdes é independente da técnica utilizada. Embora, as duas técnicas empregadas
neste trabalho apresentaram coeficientes de variagdo menores que os 15%,
previstos pelo ICH, a técnica de infravermelho apresentou menor variagdo. Porém,
independente da técnica, os resultados obtidos neste trabalho foram adequados, e
indicam valores de referéncia, em relagdo ao processo de secagem e
armazenamento da droga vegetal, adequados para a comercializagao.

Para determinagdo do teor de cinzas totais (n=5) foi utilizado a
técnica descrita na Farmacopéia Brasileira, 2000, e para a determinagao das cinzas
insoluveis foi utilizada a técnica descrita pela WHO, 1998 (n=5), que estado
apresentados na Tabela 1. Estes dois ensaios sao importantes para o controle de
qualidade, uma vez que o objetivo é verificar a presencga de impurezas inorganicas
ndo volateis que podem estar presentes como contaminantes (SIMOES, 2001).
Estes resultados obtidos constituem referéncias de qualidade quanto a pureza da
droga vegetal.

Para a analise do teor extrativo da droga vegetal (n=5) foram
empregados quatro diferentes extratores que foram: agua, alcool 50%(v/v), alcool
70%(v/v) e o alcool 100%, segundo a Farmacopéia Brasileira, 2000. Observando os
resultados da Tabela 2 é possivel notar que dos trés extratores testados, o alcool

70% foi o que apresentou maior rendimento de extracao.



46

6.2 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA QUALITATIVA E QUANTITATIVA

Como a Equisetum giganteum €& uma planta com poucos estudos
cientificos, foi necessario, além dos testes fisico-quimicos, que fossem realizados
testes de caracterizagao fitoquimica, para determinagdo dos grupos quimicos
presentes nesta espécie. Esta caracterizacdo da E. giganteum foi feita por reacoes
quimicas qualitativas, a partir da droga vegetal seca com reagentes especificos para
cada classe, mostrando auséncia dos grupos: antraquinona, alcaldides e fendlicos
simples e presenca para os flavondides, cumarinas, taninos, saponinas como esta

apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados dos ensaios de caracterizagcio
fitoquimica da droga vegetal da Equisetum

giganteum
Grupo Quimico Metodo Avaliagio
Flavonodides Costa, 2001 Positivo
Cumarinas Costa, 2001 Positivo
Taninos Glasl, 1983 Positivo
Saponinas Costa, 2001 Positivo
Antraguinona Costa, 2001 MNegativo
Alcaldides Costa, 2001 MNegativo
Fendlicos Simples Costa, 2001 Megativo

Na literatura foram encontradas algumas substancias ou grupos de
substancias de outras espécies para o género Equisetum. Para a E. arvense os
grupos que estdo presentes na droga vegetal sdo os flavonodides, alcaldides, acidos
organicos, saponinas, taninos e ainda apresenta acido silicico e triglicerideo (VAZ,
JORGE, 2006). Ja a E. hyemale apresenta em seu 6leo essencial acidos graxos na
forma de ésteres, sendo que o principal constituinte isolado foi o palmitato de etila.
Apresenta ainda campferol no seu extrato etandlico e nas partes aéreas da planta
foram isolados (glicosideos de flavondides (BOCARDI, 2008). Para a
E.myriochaetum foram encontrados dois compostos o campferol-3-O-soforondeo € o
campferol-3,7-di-O-p-glicosideo (WIEDENFELD, CETTO, AMADOR, 2000). Na

E.debile foi identificado a presenga de flavondides e megastigmanes
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(KANCHANAPOOM; OTSUDA; RUCHIRAWAT, 2007). Na E. palustre foi identificado
a presenga nas partes aéreas da planta e em extrato n-butandlico, flavondides
diglicosilados como o campferol 3-O-1-3-d-glucopiranosil-3-O-1'-B-glucopiranosideo
(YESILADA; GURBUZ 2010).

Foi possivel confirmar experimentalmente a presenga do grupo dos
flavondides na E. giganteum, concordando com o resultado experimental reportados
pela literatura, onde todas as espécies de Equisetum anteriormente citadas,
apresentam este grupo. Também foi possivel confirmar experimentalmente a
presenca de taninos e saponinas na E. giganteum, concordando com o resultado da
literatura, com presenga desses grupos para a E. arvenses.

As cumarinas, que apresentam varias propriedades farmacoldgicas,
sendo utilizada no tratamento do vitiligo (RADUNZ, 2004), em contato com meio
alcalino transforma-se em acido cis-o-hidréxicindmico, que em contato com a luz UV
origina seu isdmero trans o acido o-cumarico que é fluorescente, conforme mostrado
na Figura 6.

A caracterizagdo da cumarina foi positiva (item 5.4.2), o extrato
metandlico apresentou fluorescéncia de verde a amarelado quando foi adicionado
solugao de hidréxido de potassio a 10%(v/v), podendo ser visualizada quando a
solugéo foi exposta a radiagdes ultravioletas (lampada UV com X de 254 a 366 nm).
N&o foi encontrada descrita na literatura nenhuma espécie do género Equisetum que

apresenta esta classe.

Figura 6 - Reacéo de fluorescéncia da cumarina
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Cumarina acido cis-o-hidroxicinamico  acido o-cumarico
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Fonte: Costa, 2001

Pelas reacbes qualitativas (item 5.4.3) apresentaram-se positivas

para deteccdo dos taninos. Os taninos apresentam acgao antidiarréica podendo ser
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utilizado nos casos de desinteria (BARROS et al., 2007); atividade antisséptica,
explicada pela acao em precipitar as proteinas das células superficiais das mucosas
e dos tecidos, formando um revestimento protetor (CAVALAZZI, 2006); e ainda
atividade antimicrobiana (NUNES et al., 2003), vasoconstritora, antiedematosa e
antiflogistica (CAVALAZZI, 2006),

No teste de caracterizagdo das saponinas descrito no item 5.4.5, a
espuma formada pela agitagédo foi persistente, obtendo resultado positivo. Além da
espécie giganteum, a literatura cita que a espécie arvense também apresenta
saponina (VAZ; JORGE, 2006), como parte dos seus compostos quimicos.
Saponinas sado glicosideos com propriedade de formar espuma abundante em
presenca de agua.

Sao toxicas para peixes, crustaceos e insetos, mas ndao ao homem
devido a sua baixa capacidade de absorgdo pelo estdmago e intestino (BEVILAQUA;
SCHIEDECK; SCHWENGBER, 2007). Exercem atividade molusquicida, antiviral e
antifungica (SOARES et al., 2009). Conforme Bevilaqua, Schiedeck e Schwengber
(2007), as saponinas sao de ocorréncia ampla em plantas medicinais e comestiveis,
com atividades, fungicida e antibiotica, ou antiinflamatdria e antiulcerosa.

Para caracterizar os flavondides na E. giganteum inicialmente foi
feito a identificagdo dos flavondides (item 5.4.1) onde a reagdo mostrou-se positiva
para este teste qualitativo, apresentando coloragcdo de amarelo a vermelho. Existe
uma crescente convicgdo de que alguns flavondides sao particularmente benéficos,
atuando como antioxidantes e dando protecdo contra doencgas cardiovasculares e
certas formas de cancer (DEWICK, 2002), apresentando ainda atividade
antimicrobiana (VIEIRA, 2008). Contribuem para dar cores as flores e frutos. O
amarelo dos flavondides é das chalconas, o vermelho, azul e violeta das
antocianidinas. Mesmo os materiais incolores, por exemplo, flavonas, absorvem
fortemente no ultravioleta (DEWICK, 2002).

ApoOs a realizagdo da caracterizagao fitoquimica foram feito testes
quantitativos para os polifendis totais (item 5.5.1) e para os flavondides totais (item
5.5.2). O primeiro teste quantitativo realizado foi o dos polifendis totais, que
constituem uma classe importante de metabdlitos da planta, e podem estar
relacionados com o potencial antioxidante da mesma (LIMA et al., 2009). Pelos

valores de 0,9610,07%(m/V) com CV=7,40%, observa-se que a espécie estudada
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apresenta polifendis totais. Entre os polifendlicos estdo os grupos dos flavondides,
taninos e antraquinonas.

A analise dos flavonoides totais apresentou resultado positivo com
0,6810,07%(m/V) e CV=10,89%. Além da Equisetum giganteum, conforme citado
acima, a E. arvense, a E. hyemale, a E.myriochaetum, a E.debile e a E. palustre
também apresentam a classe dos flavonoides, como parte dos seus constituintes

quimicos.

6.3 IMPRESSAO DIGITAL COM PERFIL DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO OBTIDOS DA
DROGA VEGETAL

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) vem sendo muito
utilizada para auxiliar no controle de qualidade principalmente de drogas vegetais,
pois, ela apresenta na maioria das vezes, agilidade, seletividade e reprodutibilidade
quando a técnica de separagdo para determinados constituintes ja esta
desenvolvida.

Para a analise do perfil quimico da droga vegetal deste trabalho foi
necessario desenvolver metodologia de separagao que fosse capaz de eluir todos os
constituintes quimicos presentes nos extratos brutos.

A Figura 7 representa a precisao intermediaria mostrada em uma
anadlise realizada em duplicata do extrato etandlico da droga vegetal preparado

conforme sec¢ao 5.6.2.

Figura 7 - Cromatogramas sobrepostos da duplicata do extrato
etandlico da droga vegetal da Equisetum giganteum.
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A Figura 8 apresenta a precisdo intermediaria mostrada em uma
analise realizada em duplicata, do extrato aquoso preparado conforme indicagcédo do
RENISUS, resolucéo n° 10 da ANVISA (BRASIL, 2010) (sec¢éo 5.6.1).

Figura 8 - Cromatogramas sobrepostos do extrato aquoso da Equisetum
giganteum(n=2).
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Portanto, a metodologia desenvolvida para a separagdo dos
constituintes quimicos, mesmo para extratos brutos, onde existe certa dificuldade de
separagao dos constituintes pelo grande numero de compostos, mostrou-se
adequada para o controle, percebendo-se a reprodutibilidade, quando empregadas
sob as mesmas condi¢cdes analiticas, mas em dias diferentes. O cromatografo em
fase liquida utilizado para as analises das amostras por apresentar detector com
arranjo de diodos, que permite a obtencdo dos espectros de todos os picos
separados durante as analises, facilita a discussao para os diferentes tipos de
extratos.

A Figura 9 mostra a sobreposicdo dos cromatogramas do extrato
aquoso e etandlico e a Tabela 3 representa os dados das areas dos picos

majoritarios dos dois extratos.
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Figura9 - Sobreposicdo de cromatogramas dos extratos aquoso e
etandlico da droga vegetal da Equisetum giganteum.
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Tabela4 - Dados dos picos majoritarios obtidos a partir das analises
cromatograficas dos extratos aquoso e etandlico das partes aéreas
da droga vegetal da E. giganteum da Figura 9.

Tempode | . AncoanGa
Picos retencgao Area (ua.) Areas (%) Extrato S
. maxima UY
(min.}
(nm)

1 16,88 841972 265 Etandlico 296.6; 356.,6
2 18,21 5878501 18,53 Etandlico 266,1; 3470
3 18,69 947189 547 Aquoso 2554, 353,0
4 19,96 4674282 27,00 Aquoso 266,1; 348,2

O rendimento dos extratos etandlico da droga vegetal (5.6.2) e
aquoso (5.6.1) foram de 5,10%(m/m) e 5,68%(m/m), respectivamente.

Analisando os cromatogramas de cada extrato isolado, bem como,
da sua sobreposicdo (Figura 9), pode-se observar pelas caracteristicas
cromatograficas, que o perfil para o extrato aquoso e o extrato etandlico da droga
vegetal total foram similares especialmente para os picos iniciais (1 e 2 do etandlico)
parecendo ser os mesmos compostos, com deslocamentos nos tempos de retencgéo,
podendo ser retardados por efeito da matriz para o aquoso (picos 3 e 4), e distintos
para os posteriores, aplicando-se a metodologia desenvolvida.

Selecionando-se estes picos para efeito comparativo, percebe-se
pela Tabela 3, que os picos 3 e 4, que pertencem ao cromatograma do extrato
aquoso, apresentaram maiores areas com 5,47% e 27,0%, respectivamente, quando
comparado aos picos 1 e 2 do extrato etandlico, com areas de 2,65% e 18,53%,

respectivamente.
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Visando confirmar se sdo os mesmos compostos, ja que o0s picos
parecem iguais, porém com tempos de retencéo distintos, os espectros UV para o
pico 1 do extrato etandlico de 16,88 minutos (Figura 10) e pico 3 do aquoso com
18,69 minutos (Figura 11) foram comparados. Observou-se 2 bandas, com
espectros caracteristicos de compostos do grupo dos flavondis, com a 1% banda de
240-285 nm e a 2a banda de 352-385 nm. Conclui-se que sao flavondis, porém nao
sao 0s mesmos compostos, pois a 1a banda do pico 1, além do maximo em 256,6
nm apresenta ainda um ombro em 290 nm, que nao aparece para 0 pico 2 que
apresenta seu maximo em 255,4 nm. Também observa-se um deslocamento dos
maximos para a 2a banda de 356,6 e 353 nm, respectivamente.

Comparando-se os picos 2 (extrato etandlico) e 4 (extrato aquoso)
estes apresentam menor variacdo no tempo de retencdo e similaridade nos
espectros UV, Figuras 12 e 13, respectivamente. A 1a banda apresenta absorgéo
maxima idéntica em 266,1 nm, ja para a 2a banda ocorre um pequeno
deslocamento, com o maximo de absorgdo em 347,0 nm para o pico 2, enquanto a
absorcdo maxima foi de 348,2 nm para o pico 4. Conclui-se, portanto, que devem
ser mesma substancia quimica, com bandas caracteristicas do grupo das flavonas,

com a 1a banda entre 240-285 nm e a 2a entre 304-350 nm.

Figura 10 - Espectro do pico numero 1 com tempo de retencdo de 16,88
minutos do extrato etandlico da E. giganteum (Figura 9).
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Figura 11 - Espectro do pico numero 3 com tempo de retencao de 18,69
minutos da do extrato aquoso da E. giganteum (Figura 9).
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Figura 12 - Espectro do pico numero 2 com tempo de retencéo de 18,21
minutos do extrato etandlico da E. giganteum (Figura 9).
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Figura 13 - Espectros do pico numero 4 com tempo de retencao
de 19,95 minutos do extrato aquoso da E. giganteum
(Figura 9).
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Para teste de estabilidade dos constituintes quimicos extraidos no
extrato etandlico bruto foi feito a hidrélise acida do extrato etandlico.

A Figura 14 mostra a sobreposicdo do extrato etandlico da droga
vegetal e da hidrélise acida do extrato etandlico da droga vegetal, permitindo a
visualizacdo da variacdo dos constituintes quimicos em relacdo ao tempo de
retencao, area e perfil UV entre os picos. A Tabela 4 apresenta a area dos principais

picos dos cromatogramas da Figura15.

Figura 14 - Sobreposigcdo de cromatogramas do extrato etandlico da droga vegetal

e do extrato etandlico hidrolisado da E. giganteum.
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Tabela5- Dados dos picos majoritarios obtidos a partir das analises
cromatograficas dos extratos etanodlico e extrato etandlico hidrolisado da
droga vegetal da E. giganteum (Figura 14).

Absorbancia maxima
Picos retlﬁ%%o[?nein_} Area (u.a.) | Areas (%) Extrato UV (nm)

1 22,49 1655452 453 Etandlico 2554; 3755
2 22 67 2808323 4216 Etandlico hidrolisado 2827
3 35,66 2093924 573 Etandlico 2755, 332 6, 3827
4 36,06 1248273 3,42 Etandlico 266.1; 348 2
5 36,59 AT1656 5,22 Etandlico Hidrolisado 2755, 332.6; 380,3
6 37,00 1270782 17,84 Etandlico Hidrolisado 266.,1; 363 4

Observando a Figura 14 é possivel notar a diferenga cromatografica,
onde depois do extrato etandlico sofrer hidrélise acida o numero de picos foi
reduzido consideravelmente. Uma hipdtese é a de que os picos que desapareceram
eram de compostos glicosilados, substancias quimicas com diferentes posigdes das
ligacbes da glicose nos anéis aromaticos, cujas ligagdes foram quebradas na
hidrélise ocorrendo uma diminuigao destas substancias.

Observando-se na Tabela 4 e no cromatograma da Figura 14, existe
similaridade dos tempos de retencédo 22,49 minutos do pico l(etandlico) com 22,67
minutos do pico 2 (etandlico hirolisado). Porém, comparando-se os espectros UV,
observa-se que sao compostos completamente distintos, pois 0 1° (pico 1) apresenta
duas bandas com os maximos de absor¢édo em 2554 e 375,5 nm (Figura 15),

enquanto o 2° (pico 2) (Figura 16), apresenta uma Unica banda em 282,7 nm.

Figura 15 - Espectro UV do pico numero 1 com tempo de retengao
de 22,49 minutos do extrato etandlico da E. giganteum
(Figura 14).
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Figura 16 - Espectro UV do pico numero 2 com tempo de retencao de
22,67 minutos do extrato etandlico hidrolisado da E.
giganteum (Figura 14).
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Embora com tempo de retencdo um pouco distinto de 35,66 minutos
para o pico 3 (etandlico) e de 36,59 minutos para o pico 5 (etandlico hidrolisado), a
comparacgao dos espectros UV (Figura 17) e (Figura 18) demonstram um perfil muito
similar com 3 maximos, antes (275,5; 332,6; 382,7 nm) e depois do extrato etandlico
sofrer a hidrélise acida (275,5; 332,6; 380,3 nm), o que poderia indicar potencial para
ser utilizado como marcador quimico de controle de qualidade da droga vegetal em

relagao a estabilidade.



Figura 17 - Espectro UV do pico numero 3 com tempo de retengao
de 35,66 minutos do extrato etandlico da E. giganteum
(Figura 14).
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Figura 18 - Espectro UV do pico numero 5 com tempo de retencéo de 36,59
minutos do extrato etandlico hidrolisado da droga vegetal da E.
giganteum (Figura 14).
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Comparando-se os espectros dos picos 4 e 6 (Figura 19 e 20) estes
possuem duas bandas de absorcdo. E possivel visualizar na 1% banda que ocorre
variagdo de absorgédo do espectro dos dois picos, onde o pico 4 (extrato etandlico)
apresenta caracteristica do espectro do UV do grupo das flavonas, enquanto para o
pico 6 (extrato etandlico hidrolisado) a caracteristica do espectro UV é para o grupo

dos flavonois.

Figura 19 - Espectro UV do pico numero 4 com tempo de retencao de
36,06 minutos do extrato etandlico da E. giganteum (Figura 14).
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Figura 20- Espectro UV do pico numero 6 do com tempo de retengao de 37,00
minutos do extrato etandlico hidrolisado da E. giganteum (Figura
14).
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Como a metodologia de separagado dos constituintes quimicos ja foi
desenvolvida, estudos futuros de identificacdo dos constituintes quimicos e o
isolamento de um composto quimico deverdo ser feitos, além do controle fisico-
quimico, caracterizagao fitoquimica, para que sirvam de marcador quimico da droga

vegetal, e permitam uma completa validagdo de metodologia.

6.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO OBTIDOS A PARTIR
DA DROGA VEGETAL

A capacidade antioxidante, calculada a partir da regressao da curva
de calibracdo apresentado Equacao da reta Abs = 0,4932 - 0,83871[Trolox(mmol L
1], com coeficiente de correlacdo linear superior a 0,99, foi de 150 mmol L' para o

extrato etandlico e 179 mmol L-1 para o extrato aquoso.
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7 CONCLUSOES

O controle fisico-quimico € muito utilizado para garantir a qualidade
da droga vegetal, baseado nas farmacopéias, quando existe a monografia da planta.
Como a planta estudada ndo apresentava monografia na farmacopeia, foi
necessario o desenvolvimento de metodologia capaz de avaliar a qualidade da
droga vegetal para utilizagdo farmacéutica e alimentar.

Os métodos empregados para ensaios fisico-quimicos de umidade,
cinzas totais e cinzas insoluveis e substancias extraiveis, mostraram-se adequados,
permitindo estabelecer valores de referéncia a serem adotados para o controle de
qualidade em termos de pureza e armazenamento da droga vegetal da espécie
Equisetum giganteum, considerando-se n&o terem sido encontrados dados desta
espécie na literatura.

A caracterizagdo fitoquimica, apresentado-se negativa para
antraquinona, alcaldides e fendlicos simples, e positiva para os polifendis totais,
saponinas, flavondides totais, e cumarinas, permitindo uma distingao da espécie de
Equisetum giganteum, por ser a unica que apresenta-se positiva para as cumarinas.

O método desenvolvido empregando a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com arranjo de diodos (CLAE-DAD) propiciou a criagéo de
impressao digital pelo perfil quimico do extrato aquoso e extrato etandlico, bem
como, foi capaz de auxiliar no teste de estabilidade, empregando os espectros de
ultravioleta que permitiram a visualizacdo da permanéncia de apenas um composto
quimico, a nao sofrer nenhum tipo de alteracédo, apds o extrato etandlico ter sido
exposto ao estresse acido. O método ainda apresentou boa resolugdo entre os
constituintes quimicos presentes no extrato bruto da droga vegetal e boa
repetitividade, podendo ser empregado em estudos futuros para validagdo e a
quantificacdo de marcadores quimicos.

A presenca de polifendis e flavondides totais na droga vegetal,
justifica as elevadas capacidades antioxidantes, encontradas para os extratos

etandlico e aquoso.
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ANEXO A
Preparo das solugdes utilizadas nas analises de caracterizagao fitoquimica.

Reagente cloreto de aluminio: Pesou-se 1,0000 g de cloreto de aluminio e
adicionou-se em baldo volumétrico de 50,0 mL, completando-se com solugao
metandlica de acido acético.

Solucdo metandlica de &cido acético: Em baldo volumétrico de 100,0 mL,
adicionou 5,0 mL de acido acético 98% de pureza e o volume foi completado com
metanol.

Reagente de Dragendorff: Dissolveu-se 8,0000 g de subnitrato de bismuto em 20,0
mL de acido nitrico a 30% de pureza. Dissolveu-se, em separado, 22,8 g de iodeto
de potassio num volume minimo de agua. Verteu-se a primeira solugdo pouco a
pouco sobre a segunda solugdo. Deixou-se em repouso durante algumas horas e
filtrou-se. Completou-se o volume com agua ultrapura para 100,0 mL. Guardou-se
ao abrigo de luz.

Reagente de Valser-Mayer: Dissolveu-se em agua 2,71 g de cloreto de mercurio e
10,00 g de iodeto de potassio. Completou-se o volume com agua para 200,00 mL,
agitou-se e filtrou-se.

Reagente de Bertrand: Dissolveu-se 5,0 g de acido silico-tungstico em 100,0 mL de
agua.



