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RESUMO

A fitoterapia vem ganhando destaque no cenério da saude publica no Brasil.
Atualmente, doze espécies vegetais fazem parte da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME), sendo ofertados gratuitamente pelo Sistema
Unico de Saude. Contudo, o monitoramento da qualidade destes medicamentos é
fundamental para a promo¢do do acesso seguro e protecdo da saude individual e
coletiva. Assim, foram selecionadas quatro espécies (Cynara scolymus, Rhamnus
purshiana, Mikania glomerata e Uncaria tomentosa), das doze elencadas na
RENAME, com o objetivo de avaliar a qualidade de fitoterpicos disponiveis no
comércio. Os parametros avaliados foram: informagBes nos rotulos e bulas,
caracteristicas organolépticas, peso médio, pH, densidade, volume médio,
friabilidade, desintegracdo, compostos majoritarios e marcadores fitoquimicos. Foram
utilizados os métodos gerais de avaliagdo da qualidade presente na Farmacopeia
Brasileira — 52 edicao e os métodos especificos para cada espécie vegetal de acordo
com monografias presentes em outras farmacopeias oficiais. Desvios significativos na
gualidade foram observados na analise de bula e na analise do teor dos marcadores
fitoquimicos. Foi realizada uma revalidacdo de um método farmacopeico para
possibilitar a analise por CLAE-DAD da maioria dos derivados cafeoilquinicos nas
amostras de C. scolymus, nas quais foi observado a ndo-conformidade do contetdo
destes marcadores com o recomendado pela Anvisa. As amostras de M. glomerata
foram avaliadas quanto a presenca de cumarina e todas apresentaram uma
quantidade de cumarina compativel com a dose diaria recomendada. Houve
dificuldade na reproducédo do método espectrofotométrico para avaliacao da presenca
do cascarosideo nas amostras de R. purshiana. Entdo, foi utilizado um método por
CLAE-DAD e as amostras foram comparadas com o casantranol. As amostras de U.
tomentosa foram avaliadas quanto a presenca de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos
(AOP) e tetraciclicos (AOT). Apesar de apresentarem quantidade adequada de AOP,
a relacdo AOT/AOP foi inadequada. Em conclusao, foi possivel observar desvios na
qualidade de todos os fitoterapicos em pelo menos um teste, o que pode representar

um potencial risco para a saude.

Palavras-chave: Controle da qualidade; fitoterapicos; Cynara scolymus; Rhamnus

purshiana; Mikania glomerata; Uncaria tomentosa



ABSTRACT

The Phytomedicine has been gaining prominence in the Brazilian public health
scenario. Currently, twelve plant species are part of the National List of Essential
Medicines (RENAME), and are offered free by the public health system. However, the
quality monitoring of these drugs is critical to the promotion of safe access and
protection of individual and collective health. Thus, four species (Cynara scolymus,
Rhamnus purshiana, Mikania glomerata and Uncaria tomentosa) were selected from
the twelve listed in RENAME, with the objective of evaluating the quality of the herbal
medicines available in the market. The following parameters were analyzed:
Information on the labels and package leaflets, organoleptic characteristics, weight,
pH, density, mean volume, friability, disintegration, major compounds and
phytochemical markers. The general methods of evaluation present in the Brazilian
Pharmacopoeia — 5™ edition and the specific methods for each plant species according
to the monographs present in other official pharmacopoeias were used. Significant
deviations in quality were observed in the package leaflets and in the analysis of the
phytochemical markers content. A revalidation of a pharmacopoeial method was
performed to allow the analysis of the caffeoylquinic derivatives in C. scolymus
samples by HPLC-DAD, in which the content of these markers was observed to be
non-conforming with the recommended by Anvisa. M. glomerata samples were
evaluated regarding the presence of coumarin and all showed a coumarin content
compatible with the recommended daily intake. There were difficulties in the
reproduction of the spectrophotometric method to evaluate the presence of
cascarosides in samples of R. purshiana. Then, a method by HPLC-DAD was used
and the samples were compared with casanthranol. Finally, U. tomentosa samples
were evaluated regarding the presence of pentacyclic (POA) and tetracyclic (TOA)
oxindole alkaloids. Although they presented an adequate amount of POA, the
TOA/POA ratio was inadequate. In conclusion, it was possible to observe deviations
in the quality of all herbal medicines in at least one test, which may represent a potential
risk to the health.

Keywords: Quality control; Herbal medicines; Cynara scolymus; Rhamnus purshiana;

Mikania glomerata; Uncaria tomentosa
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia é reconhecidamente um dos primordios da histéria da medicina.
Apesar da modernizacao e do surgimento dos medicamentos sintéticos, essa pratica
ainda possui um papel fundamental na atencdo priméaria de saude. Neste sentido,
desde a Conferéncia em Alma-Ata, em 1978, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), vem recomendando a incorporacéo da fitoterapia no ambito da saude publica
(1,2).

Além das recomendacdes da OMS, a partir da década de 1980, houve a
intensificacdo do interesse popular e institucional em relacéo a inclusao da fitoterapia
no sistema brasileiro de saude publica. Houve a implantacdo, em ambito nacional, de
programas de pesquisa com a finalidade de obter embasamento cientifico para a
inclusdo de preparacfes a base de plantas medicinais na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME). Foram feitas, ainda, recomendacdes nas
conferéncias nacionais de saude para a introducdo de préaticas alternativas de
assisténcia a saude, incluindo a fitoterapia (3,4).

Considerando tais recomendacdes e tendo em vista a necessidade de ampliar
as opcoOes terapéuticas na perspectiva da integralidade da atencdo a saude, o
Ministério da Saude criou, em 2006, duas politicas: a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF) (3,5).

Apenas um ano apés a implementacdo dessas politicas, em 2007, foram
inseridos dois fitoterapicos na RENAME (6). Em 2009 foram inseridos mais seis
fitoterapicos (7) e, atualmente, doze fitoterapicos constam na RENAME 2014, sendo

oferecidos gratuitamente pelo SUS (8).

Desde entdo a fitoterapia vem crescendo no Brasil e, de acordo com o
Ministério da Saude, é estimado que entre 2013 e 2015 houve o crescimento de 161%
da busca por tratamentos a base de plantas medicinais e fitoterapicos no SUS,
beneficiando cerca de 12 mil pessoas (9). Contudo, o aumento da utilizagéo desses
produtos requer uma maior preocupacéo. A PNPMF reforgca, por meio de suas

diretrizes, que 0 acesso a plantas medicinais e fitoterapicos deve ser com seguranca,
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eficicia e qualidade, e traz como uma das acfes necessarias, 0 monitoramento da
qualidade (3).

Nesta perspectiva quatro fitoterapicos, dos doze inseridos na RENAME e
ofertados gratuitamente pelo SUS, foram avaliados quanto a qualidade. Os achados
fornecem subsidios para reducéo de riscos associados aos desvios da qualidade,

beneficiando os usuéarios do sistema de salde e minimizando gastos publicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BREVE HISTORICO DA REGULACAO DE FITOTERAPICOS NO BRASIL

Em 1931 a legislagdo Brasileira ja reconhecia o uso terapéutico de plantas
medicinais através do Decreto n® 19.606/1931, que incluiu, como atribuigcdo privativa
do profissional farmacéutico, as plantas medicinais de uso terapéutico (10). Porém,
apenas em 1967 houve a publicacdo de uma legislacdo especifica para a
regulamentacdo de fitoterapicos, a Portaria n° 22/1967, que estabelecia normas para

0 emprego de preparacdes fitoterapicas (11).

Na década de 70, devido a crescente preocupacado em relacdo a qualidade dos
medicamentos comercializados no Brasil, houve a publicacédo das leis n° 5.991/1973
e n° 6.360/1976, ainda vigentes, que abordam aspectos sobre o controle sanitario de

medicamentos, drogas, insumos farmacéuticos e correlatos (12,13).

A Lei 5.991/1973 estabelece a coleta periddica de amostras dos produtos para
andlise fiscal e destaca que apenas medicamentos que obedecam aos padrbes de
qualidade oficialmente reconhecidos podem ser dispensados. Além disso,
especificamente para o comércio de plantas medicinais em farmacias e ervanarias,
devem ser observados o acondicionamento adequado e a classificacdo botanica,

fatores que podem interferir diretamente na qualidade e eficacia (12).

Apesar de néo apresentar qualquer especificacdo acerca de plantas medicinais
ou fitoterapicos, a Lei 6.360/1976 foi um marco no contexto da vigilancia sanitaria.
Esta lei apresentou o conceito de controle da qualidade como “conjunto de medidas
destinadas a garantir, a qualquer momento, a producgéo de lotes de medicamentos e
demais produtos abrangidos por esta Lei, que satisfacam as normas de atividade,

pureza, eficacia e inocuidade” (13).

Durante a década de 1980, as pesquisas com plantas medicinais ganharam um
maior destaque no cenario brasileiro, principalmente quando foi instituido, em 1982, o
Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de Medicamentos do
Ministério da Saude (PPPM/Ceme) onde foram selecionadas, com base no uso

popular, 74 espécies vegetais para estudo (14).
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Juntamente com o avanco das pesquisas com as plantas medicinais e o inicio
da introducdo da fitoterapia nos servicos de salde, a necessidade de controlar e
assegurar a qualidade dos fitoterapicos tornou-se cada vez mais evidente. Durante a
Assembleia Mundial da Saude, realizada em 1987, foi recomendado aos Estados-
membros iniciar programas amplos para assegurar a qualidade dos produtos
tradicionais extraidos de plantas (3).

E em 1995, foi publicada a Portaria n°® 06, de 31 de janeiro de 1995, da
Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS), que instituiu e normatizou o registro de
produtos fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia Sanitaria. Além disso, houve a
introducdo de um termo importante no contexto do controle da qualidade de
fitoterapicos, o termo “marcadores”, que de acordo com esta portaria, sdo o0s
constituintes quimicos presentes na matéria-prima vegetal, preferencialmente os

préprios ativos, destinados ao controle da qualidade (15).

No ano 2000, houve a publicacédo da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC)
17/2000, pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que atualizou a
regulamentacao do registro de fitoterapicos. Nesta norma, a denominagao “produto
fitoterapico” foi substituida por “medicamento fitoterapico”, propiciando uma mesma
atencao as exigéncias requeridas para qualquer outro medicamento. Também houve
a introducao da definicdo de medicamento fitoterapico tradicional, que tem seu uso

alicer¢cado na tradi¢cao popular (16).

Posteriormente, a RDC 17/2000 deu lugar a RDC 48/2004, que foi
acompanhada de diversas resolucdes especificas para a normatizacao do registro dos
medicamentos fitoterapicos e introduziu, como requisito para obtencao do registro, a
apresentacao do Certificado de Boas Praticas de Fabricacdo (CBPF) (17). Apés seis
anos, em 2010, a normatizagao foi novamente atualizada a partir da publicacdo da
RDC 14/2010, que apresentou alternativas para o controle da qualidade em cada
etapa da producéao (18).

Por fim, a norma vigente para o registro de fitoterapicos € a RDC n° 26, de 13
de maio de 2014, que apresentou importantes inovagdes em relagdo as normativas
anteriores. Com o intuito de proporcionar maior clareza a populagdo acerca do modo

de comprovacdo de seguranca e eficacia (testes clinicos ou uso tradicional) dos
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fitoterapicos, a RDC 26/2014 separou estes nas categorias de medicamento
fitoterapico e produto tradicional fitoterdpico (19).

As duas categorias incluem os produtos obtidos com o emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais, ndo considerando aqueles que incluam em sua
composicdo substancias ativas isoladas ou altamente purificadas e nem as

associacOes dessas com outros extratos (20).

A diferenca entre as duas categorias consiste, principalmente, no
embasamento da seguranca e eficacia. Os medicamentos fitoterapicos possuem sua
seguranca e eficacia baseada em evidéncias clinicas e sdo caracterizados pela
constancia de sua qualidade. Os produtos tradicionais fitoterapicos (PTF) baseiam-se
no uso seguro e efetivo publicado na literatura técnico-cientifica e sdo concebidos para
serem utilizados sem a vigilancia de um médico para diagndstico, prescricdo ou
monitorizacdo. Além disso, os PTF ndo podem se referir a problemas graves de saude,
nao podem conter matérias-primas em concentracao de risco toxico conhecido e nao

devem ser administrados pelas vias injetavel e oftalmica (20).

2.2 CONTROLE DA QUALIDADE DE FITOTERAPICOS

Os fitoterapicos sao obtidos a partir de matérias-primas vegetais constituidas
por um fitocomplexo, ou seja, diversas substancias originadas do metabolismo
primario ou secundario, responsaveis pelos efeitos biolégicos (20). Tais substancias
estdo sujeitas a uma grande variabilidade causada por diversos fatores como a
variacao climatica (21-23), condi¢des de cultivo (24,25), armazenamento e processo
extrativo (26—28).

Além da variabilidade dos seus compostos, 0s extratos vegetais podem ser
contaminados com metais-pesados, agrotoxicos e microrganismos (29-31); e podem
sofrer adulteragdes com farmacos convencionais ou outras especies vegetais (32—
34). Todos esses fatores podem contribuir para a alteragdo da qualidade, seguranca
e eficacia dos fitoterapicos e, por isso, o controle da qualidade rigoroso durante todo

0 processo de fabricacéo é essencial (35,36).
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A RDC 26/2014 apresenta 0s requisitos necessarios para o registro dos
medicamentos fitoterapicos e registro ou notificacdo dos PTF. Além de uma série de
documentos relativos a taxas e autorizacao sanitaria, a resolucéo exige Certificado de
Boas Praticas de Fabricacdo (CBPF), relatorio de producéo, controle da qualidade,

estabilidade, seguranca e eficicia (20).

O CBPF deve obedecer as exigéncias da RDC 17/2010 para a producdo dos
medicamentos fitoterapicos e a RDC 13/2013 para a producdo de PTF (20). A
exigéncia de tal requisito possibilita a minimizag&o dos riscos associados ao processo
produtivo e é essencial para assegurar a manutencdo dos padrbes de qualidade dos

medicamentos (37).

Outro importante requisito é a entrega do layout dos rétulos e das bulas ou
folhetos informativos. Para os medicamentos fitoterdpicos, os rétulos devem estar de
acordo com a RDC 71/2009 e as bulas conforme a RDC 47/2009. No lugar da bula,
os PTF devem apresentar o folheto informativo que deve seguir o disposto na RDC
26/2014 (19).

O relatério de controle da qualidade deve contemplar desde as matérias primas
até o produto acabado. As metodologias devem seguir, preferencialmente, os
métodos gerais e monografias especificas presentes na Farmacopeia Brasileira ou
farmacopeias estrangeiras admitidas pela Anvisa na RDC 37/2009. Quando a
utilizacao de referéncias farmacopeicas nao for possivel, 0 método analitico deve ter
embasamento técnico-cientifico e ser validado de acordo com o Guia de validagcéo

vigente, a resolucdo especifica (RE) n° 899, de 29 de maio de 2003 (20).

Entre as exigéncias do relatério de controle da qualidade, ressalta-se a
necessidade da identificacdo quimica da droga vegetal, derivado vegetal e produto
acabado, que pode ser realizada por meio da obtenc¢éo do perfil cromatogréafico por
técnicas como a cromatografia de camada delgada (CCD) e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (19).

As técnicas cromatograficas permitem a separacdo dos compostos quimicos e
visualizagéo do perfil quimico do material vegetal, permitindo a diferenciacdo entre as

espécies (38,39). Além disso, estas técnicas representam um dos poucos meétodos
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capazes de identificar materiais altamente processados, no qual ndo é possivel a
identificacdo macroscépica e microscopica da planta (40).

A CLAE também possibilita a quantificacdo dos marcadores quimicos, que sao
substancias ou classes de substancias que servem como referéncia para o controle
da qualidade do material vegetal. Os marcadores sdo considerados ativos quando
possuem relacdo com o efeito terapéutico, e analiticos quando ainda nédo foi
estabelecida esta relagdo. Preferencialmente, devem ser escolhidos marcadores
ativos (19,41).

2.3 FITOTERAPICOS

2.3.1 Cynara scolymus L.

A espécie vegetal Cynara scolymus L., pertencente a familia Asteraceae,
também € conhecida pelas suas sinonimias Cynara cardunculus L. e Cynara
cardunculus subsp cardunculus, e pelo nome popular alcachofra (42). A planta é
nativa do sul da Europa, no mediterraneo, e do norte da Africa. Atualmente, é
amplamente cultivada pelo mundo para sua utilizacdo como comida ou planta
medicinal (43).

A espécie € uma planta herbacea que se desenvolve até 1,5 a 2 metros de
altura. As folhas, comumente utilizadas para a producao de fitoterapicos, possuem
margens dentadas, sao pilosas, verdes-acinzentadas, arqueadas e lobuladas. A parte
comestivel consiste em um broto, conhecido como “coragao” da planta, envolvido por
bracteas (43,44).

Tradicionalmente, as folhas s&o utilizadas para perda de peso (45,46),
tratamento de diabetes (47,48), de disfuncdes renais (48,49), de hipercolesterolemia
(48,49), de disfuncdes hepaticas e biliares (48-52) e de problemas no sistema
digestorio em geral (52,53). Estudos clinicos e nao clinicos evidenciam,
principalmente, sua eficacia em relacdo a diminuigcdo do colesterol e tratamento de
dispepsia (54-58).
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Figura 1 — Estruturas quimicas dos derivados cafeoilquinicos encontrados nas folhas de
Cynara scolymus. 1: 4cido neoclorogénico; 2: acido clorogénico; 3: 4cido criptoclorogénico; 4:

cinarina; ; 5: &cido isoclorogénico C; 6: &cido isoclorogénico A.

Na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), a alcachofra

consta com as indicacdes de uso para o tratamento dos sintomas de dispepsia
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funcional (desconforto pés-prandial) e de hipercolesterolemia leve a moderada,
apresentando agédo colagoga (estimulante do fluxo da bile do ducto biliar para o

duodeno) e colerética (estimulante da producéo de bile pelo figado) (8).

As folhas da espécie C. scolymus sdo constituidas, principalmente, por acidos
cafeoilquinicos (acidos clorogénico, criptoclorogénico, neoclorogénico, isoclorogénico
A, B e C e cinarina) (Figura 1) e flavonoides (derivados da luteolina, da apigenina e
da narigenina), sendo o acido clorogénico (2) o composto majoritario (59,60). Além do
acido clorogénico, a cinarina (4) e a luteolina-7-glucosideo (7) sao relatados como

principais componentes responsaveis pela atividade farmacolégica da planta (61-63).

OH

OH

OH O

7

Figura 2 - Estrutura quimica do principal flavonoide encontrado nas folhas de Cynara scolymus,
luteolina-7-glucosideo (7).

Em relac&o ao controle da qualidade da planta, a Farmacopeia Brasileira - 32
edicdo (1977) apresentou um método espectrofotométrico para a quantificacao de
cinarina. Atualmente, a Anvisa indica a utilizacdo do método por CLAE-DAD da
Farmacopeia Europeia para doseamento de acido clorogénico, porém, recomenda a
incluséo de outros derivados cafeoilquinicos na anélise (64). A espécie também esta

descrita nas Farmacopeias Francesa, Britanica, Romena, Italiana e Africana (65).

2.3.2 Rhamnus purshiana DC

Rhamnus purshiana DC ou Frangula purshiana (DC.) A. Gray € uma espécie

vegetal da familia Rhamnaceae (66), nativa do sudeste do Canada e noroeste do
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pacifico dos Estados Unidos da América. No Brasil, € comumente conhecida como
Céascara-sagrada e utilizada na medicina tradicional como laxativo. Também esta
inserida no elenco de fitoterapicos da RENAME 2014, com indicacdo de uso como

coadjuvante nos casos de obstipacao intestinal eventual (8).

A espécie consiste em um arbusto ou arvore de porte pequeno de altura entre
4,5 a 10 metros, contendo folhas elipticas e acuminadas e frutos pequenos preto-
arroxeados. As partes utilizadas para obtencdo dos fitoterapicos, cascas do caule e
dos ramos, sédo fragmentos achatados ou transversalmente curvos com superficie
externa marrom-avermelhada, ocasionalmente coberta de musgo ou liquen. A

superficie interna é castanho-amarelado com estrias longitudinais (44).

O mecanismo da acdo laxativa da espécie é bem estabelecido na literatura
cientifica, ocorrendo pela acdo de compostos antracénicos. Os glicosideos
hidroxiantracénicos sao hidrolisados no coélon por bactérias intestinais e o0s
metabodlitos gerados agem como estimulantes e irritantes. HA um aumento da
motilidade do intestino e aumento da permeabilidade paracelular. Assim, o transito do

bolo fecal é acelerado e ha um acumulo de liquido na luz intestinal (67—69).

Os derivados hidroxiantracénicos existem em diversos estados de oxidag&o.
Nas cascas frescas ha a predominancia de antronas livres, compostos que podem
causar acfes mais potentes incluindo vémitos e colicas abdominais. Enquanto nas
cascas frescas prevalecem as antraquinonas, compostos mais oxidados com efeitos
mais brandos em relacdo as antronas (67,70,71). Dessa forma, as farmacopeias
recomendam a utilizacdo da droga vegetal ap6s um ano da coleta ou apGs processo
de oxidacao acelerado por meio de secagem em estufa (44,72,73).

Os cascarosideos (Figura 3) sao os principais compostos hidroxiantracénicos
encontrados na cascara-sagrada, portanto sdo utilizados como marcador da espécie.
A guantificacdo destes compostos nos derivados vegetais de R. purshiana, € realizada
por métodos espectrofotométricos descritos nos compéndios oficiais. HA monografia
de controle da qualidade da espécie na Farmacopeia Brasileira — IV edicéo,
Farmacopeia Europeia — 72 edi¢ao, Farmacopeia dos Estados Unidos — USP 30 NF.
Os métodos seguem o mesmo principio, diferenciando-se, principalmente, pelos
solventes utilizados (44,72,73).
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Figura 3 - Principais compostos da espécie Rhamnus purshiana. A: cascarosideo A (8); B:
cascarosideo B (9)

2.3.3 Mikania glomerata Spreng

A espécie Mikania glomerata Spreng, conhecida popularmente como guaco, é
uma planta Brasileira de grande importancia que esteve no elenco de plantas da
primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira, em 1929 (74), e foi um dos primeiros
fitoterapicos a serem inseridos na lista de referéncia da assisténcia farmacéutica
basica, no ano de 2007 (6). Além disso, em pesquisa realizada em 2012, foi verificado
gue 0 guaco era a espécie vegetal Brasileira com maior nimero de registros na Anvisa
(75).

Esta espécie pertence a familia Asteraceae e € encontrada principalmente na
Mata Atlantica, nas regibes Sul e Sudeste. Apresenta-se na forma de trepadeira
sublenhosa e habita florestas ciliares, ombréfilas e ombréfilas mistas (76). Possui
como sinonimias Cacalia trilobata Vell., Mikania glomerata var. montana Hassl.,

Mikania hatschbachii G.M. Barroso e Mikania scansoria DC (77).
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Outra espécie da mesma familia e género, a Mikania laevigata, frequentemente
€ comercializada de forma indistinta da M. glomerata. As duas espécies, além de
compartilharem mesma nomenclatura popular, estdo frequentemente presentes no
mesmo habitat, possuem mesmo uso terapéutico e morfologia e composi¢cao quimica

semelhantes (78).

Na medicina tradicional as folhas da M. glomerata séo utilizadas principalmente
para tratamento de afec¢des do trato respiratério como gripes, bronquites e tosses
(52,79-84). Também hé relatos da sua utilizacdo como antiofidico e para o tratamento

de reumatismos (81,83), doencas cardiovasculares (81) e malaria (82).

As evidéncias cientificas de sua eficacia sdo provenientes de estudos nao
clinicos. Os estudos foram realizados com diversos tipos de extrato (aquoso,
etandlico, hidroalcodlico, metandlico, diclorometandlico e hexéanico), utilizando
predominantemente as folhas. Foi observado um potencial terapéutico como
antiofidico (85,86), antialérgico (87), antiparasitario (88—90), anti-inflamatério (91,92),
ansiolitico (93), antidiarreico (94), antifungico (95,96), antibacteriano (97) e
broncodilatador (98).

De acordo com a Instru¢cdo Normativa (IN) n°® 2 de 13 de maio de 2014, na lista
de produtos tradicionais fitoterapicos de registro simplificado, as espécies M.
glomerata e M. laevigata sdo tratadas em conjunto, com indicacdo terapéutica de
expectorante e broncodilatador (99). A M. glomerata também esta presente no
Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira — 12 edicdo, onde constam

formulacdes para preparagdes extemporaneas, tintura e xarope (100).

Na composicdo quimica dos derivados vegetais da espécie M. glomerata
encontram-se cumarinas, esteroides, heterosideos flavonicos, derivados do acido
cindmico, triterpenos, diterpenos do tipo caurano e tracos de saponinas (93,101-106).
Dentre esses compostos, a cumarina e o diterpeno do tipo caurano sao listados como
0S principais responsaveis pela atividade farmacoldgica, sendo a cumarina (104,107)
utilizada como marcador para a espécie (99).
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Figura 4 - Estrutura quimica da cumarina (10)

2.3.4 Uncaria tomentosa (Willd.) DC.

A Uncaria tomentosa (Willd.) DC ou Nauclea tomentosa Willd, conhecida
popularmente como Unha de gato, pertence a familia Rubiaceae (108) e € uma
trepadeira lenhosa nativa da Amazodnia. Ocorre, principalmente, em floresta ciliar e
floresta estacional perenifolia (109). A planta alcanca altura de 18 a 19 metros, possui
folhas ovaladas e espiculas em formato de gancho, semelhantes as unhas dos gatos.

As cascas dos caules contém numerosas fibras de até 7 cm de comprimento (110).

A espécie esta presente na RENAME 2014 com a indicacdo de coadjuvante
nos casos de artrites e osteoartrite, apresentando acdo anti-inflamatoria e
imunomoduladora (8). Tais acfes sao comprovadas na literatura cientifica por meio
de estudos clinicos e nao clinicos (110-113). Além disso, estudos clinicos também
indicam sua utilizagdo como coadjuvante no tratamento de cancer, aumentando a

qualidade de vida do paciente (114,115).

Os constituintes quimicos da espécie incluem polifenois, glicosideos do &cido
quindvico e alcaloides oxindélicos pentaciclicos e tetraciclicos (116-120). A literatura
relata a presenca de dois quimiotipos principais da espécie U. tomentosa. Um
guimiotipo com predominancia de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (especiofilina,
uncarina F, mitrafilina, isomitrafilina, pteropodina e isopteropodina) e outro com
predominancia de alcaloides oxindolicos tetraciclicos (rincofilina e isorincofilina)
(121,122).

De acordo com literatura, a diferenciacéo dos dois quimiotipos para a obtencao
de extratos com finalidade terapéutica é essencial. Os alcaloides oxindolicos
pentaciclicos (AOP), especialmente a mitrafilina, parecem estar mais associados a

atividade biologica da planta (111,123-127), enquanto os alcaloides oxinddlicos
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tetraciclicos (AOT) possuem um efeito antagonista em relacdo aos pentaciclicos
(128,129).

uncarina F (11) especiofilina (12)

isomitrafilina (14) ptefopodina (15)

rincofilina (17) isorincofilina (18)

Figura 5 - Principais alcaloides encontrados da espécie Uncaria tomentosa
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A Farmacopeia do Estados Unidos — USP 39 NF 34, disponibiliza um método
para identificagdo e quantificagdo desses compostos por CLAE-DAD, que considera
a relacédo entre AOP e AOT (130).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade dos medicamentos fitoterapicos Alcachofra (Cynara
scolymus L.), Cascara-sagrada (Rhamnus purshiana DC.), Guaco (Mikania glomerata
Spreng.) e Unha-de-gato (Uncaria tomentosa (Willd.) DC.), listados na RENAME 2014,
disponiveis no mercado do Distrito Federal e utilizados na atencdo a saude no
contexto do SUS (8).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar o tipo de registro e a vigéncia de registro junto a ANVISA;
b) Avaliar rotulos e bulas de acordo com RDC especificas;
c) Avaliar a qualidade dos medicamentos em relacdo aos seguintes parametros:
e Caracteristicas organolépticas
e Peso médio das unidades dos fitoterapicos, quando aplicavel
¢ pH, densidade e volume médio, quando aplicavel
e Resisténcia mecanica (friabilidade), quando aplicavel
e Desintegracéo, quando aplicavel
e Compostos majoritarios

e Marcadores fitoquimicos da espécie vegetal.
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4 METODOS

4.1 OBTENCAO DOS MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Foram adquiridos, no mercado farmacéutico do Distrito Federal, quantidades
suficientes para as andlises de trés marcas ou, quando ndo possivel, trés lotes da

mesma marca dos seguintes medicamentos fitoterapicos:

Alcachofra (Cynara scolymus L.);

Cascara-sagrada (Rhamnus purshiana DC.);

Guaco (Mikania glomerata Spreng.);

Unha-de-gato (Uncaria tomentosa (Willd.) DC).

4.2 VERIFICACAO DO REGISTRO

A verificacdo do registro dos fitoterapicos foi realizada na data da compra de
cada fitoterapico consultando o banco de dados do portal da Anvisa (131). Além da
vigéncia dos registros, foi observada a consisténcia entre as informagdes

apresentadas no registro e as informacgdes presentes no rétulo dos medicamentos.

4.3 ANALISE DE ROTULOS E BULAS

A analise de rotulos compreendeu a verificacdo dos dados exigidos para as
embalagens primarias (que mantém contato direto com o medicamento) e secundarias
(embalagem externa do produto, em contato com a embalagem primaria), de acordo
com a RDC n° 71, de 22 de dezembro de 2009 (132). As bulas foram avaliadas
conforme os critérios estabelecidos pela RDC n° 47, de 8 de setembro de 2009, que
inclui dados relacionados a identificagdo do medicamento, informacdes ao paciente
(na forma de perguntas e respostas) e dizeres legais (133). Além disso, as bulas foram

comparadas com as bulas-padrao, fornecidas pela Anvisa, quando existentes.
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4.4 METODOS GERAIS PARA AVALIACAO DA QUALIDADE

Os métodos gerais para avaliagdo da qualidade dos fitotergpicos incluiram a
determinacao do peso médio, densidade, volume, pH, dureza, friabilidade e tempo de
desintegracdo. Todos os métodos foram conduzidos de acordo com a Farmacopeia
Brasileira — 52 edicéo (FB 52 ed.) (134).

4.4.1 Caracterizacdo organoléptica

Todas as amostras foram analisadas em relacdo ao seu aspecto geral, cor e
odor. Para isso, foram observadas sobre um fundo branco a luz natural e foram

expostas ao ar por 15 minutos para determinar o seu odor (134).

4.4.2 Determinacdo do peso médio

A determinacdo do peso médio de comprimidos foi realizada pesando vinte
unidades, individualmente, em balanca analitica (Shimadzu® - modelo AY220).
Posteriormente, o peso médio foi calculado dividindo a somatéria dos pesos
individuais por vinte. Conforme estabelecido pela Farmacopeia Brasileira, foram
aceitas até duas unidades fora dos limites especificados na tabela a seguir, em relacdo
ao peso meédio, porém, nenhuma acima ou abaixo do dobro das porcentagens
indicadas (134).

Tabela 1 - Critérios de avaliacdo da determinacéo do peso de comprimidos, de acordo
com a Farmacopeia Brasileira — 52 edigao.

Peso médio Limites de variagc&o
80 mg ou menos *+10,0%
Mais que 80 mg e menos que 250 mg *7,5%

250 mg ou mais +5,0%
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Para a determinacdo do peso médio das capsulas duras, vinte unidades dos
fitoterpicos foram pesadas, individualmente, em balanga analitica. Em seguida, o
conteudo de cada capsula foi removido, as capsulas foram limpas e pesadas
novamente. A diferenca do peso entre a capsula cheia e vazia forneceu o peso do
contelido de cada capsula. Desta forma, o peso médio do contetdo foi obtido com a
divisdo do somatorio dos pesos individuais por vinte (134).

Foram aceitas até duas unidades fora dos limites especificados na tabela 2, em
relagdo ao peso médio do contetdo, porém, nenhuma acima ou abaixo do dobro das

porcentagens indicadas na tabela (134).

Tabela 2 - Critérios de avaliacdo da determinacdo do peso de capsulas, de acordo
com a Farmacopeia Brasileira — 52 edicao.

Peso médio Limites de variacéo
<300 mg + 10,0%
300 mg ou mais +7,5%

4.4.3 Determinacao da resisténcia mecanica de comprimidos

A resisténcia mecanica dos comprimidos foi determinada pelo teste de
friabilidade. Foram utilizados vinte comprimidos quando o peso médio foi igual ou
inferior a 0,659, ou dez comprimidos quando o peso médio foi superior a 0,65g. Depois
de pesados, os comprimidos foram submetidos & acdo do friabildmetro (Nova Etica®
- modelo 300), a 25 rota¢des por minuto, durante 4 minutos. Ao final, apos remover 0s
residuos de p6 da superficie dos comprimidos, esses foram pesados novamente
(134).

A diferenga entre o peso inicial e o final representou a friabilidade, medida em
funcé@o da porcentagem do po6 perdido. Como critério de aceitagdo, os comprimidos
nao podiam apresentar-se quebrados, lascados, rachados ou partidos. Além disso,

foram aceitos aqueles com perda igual ou inferior a 1,5% do seu peso (134).



35

4.4.4 Determinagédo da densidade e volume

Para a determinagcao do volume dos xaropes, primeiramente foi determinado o
peso dos conteudos dos recipientes. Depois de remover lacres e rotulos que poderiam
sofrer danos durante o teste, cada recipiente com as respectivas tampas, foi pesado,
individualmente, em balanca analitica. Posteriormente, o0s conteddos foram
homogeneizados, removidos e reservados para a determinacéo da densidade e do
pH. Os recipientes vazios foram lavados com agua, seguida de etanol, secados em
estufa a 105 °C por uma hora e esfriados a temperatura ambiente até peso constante.
Foi realizada uma nova pesagem com 0s recipientes vazios e respectivas tampas. A
diferenca entre o peso do recipiente cheio e vazio representou o peso dos conteldos
(134).

Para o posterior célculo do volume, as densidades de massa dos xaropes foram
determinadas. Um picndmetro foi pesado vazio e posteriormente, com agua destilada
a 20°C. Depois de esvaziado e seco, o picndmetro foi preenchido com a amostra do
xarope a 20°C e pesado. A razdo entre a massa da amostra e a massa da agua,
ambas a 20°C, determinou a densidade relativa (d) dos xaropes. Para o célculo da

densidade de massa (p) foi utilizada a seguinte formula:
P =0,99820x d +0,0012
Em que:

P = densidade de massa;
d = densidade relativa.

Por fim, a partir do peso dos contetdos e da densidade de massa, 0s volumes,

em mL, foram determinados, utilizando a expresséo:

Em que:

m = peso do conteddo em gramas;
p = densidade de massa da amostra, em g/mL (determinado a 20°C) (134).
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Para que as amostras fossem consideradas dentro do padrao estabelecido pela
FB 52 ed., o volume médio ndo deveria ser inferior ao volume declarado e o volume
individual de nenhum dos recipientes testados inferior a 95% do volume declarado
(134).

4.4.5 Determinacao do pH

A determinacéo do pH foi realizada com potencidmetro (JENWAY® - 3510 pH

Meter) calibrado previamente com solu¢des tampéo de pH 7, 4 e 10.

4.4.6 Determinacédo da viscosidade

Para a determinacéo da viscosidade foi medida a resisténcia ao movimento de
rotacdo de eixos metalicos imersos no liquido, sob a temperatura de 25 °C, utilizando
o viscosimetro Brookfield (BrasEq - modelo RVDV-E), contando com 6 diferentes

eixos metalicos.

Para a escolha do eixo adequado, estes foram testados para se obter um valor
de torque (forga) de 10 a 100%. O eixo escolhido foi mergulhado em aproximadamente
250 mL de amostra contida em um béquer, tomando-se o cuidado para evitar a

formacdo de bolhas. A viscosidade foi dada na unidade de centipoise (cP).

4.4.7 Teste de desintegracao

Os testes de desintegracdo de capsulas e comprimidos foram realizados
utilizando o Desintegrador — Nova Etica® - modelo 301-6, equipado com um sistema
de cestas e tubos, recipiente para liquido de imersao, termostato e mecanismo de

movimentacgdo vertical para as cestas e tubos com frequéncia constante.
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Seis comprimidos ou capsulas foram colocados em cada um dos seis tubos da
cesta. No caso dos comprimidos foi acrescentado um disco a cada tubo. Agua,
mantida a 37 x 1°C, foi utilizada como liquido de imersao. O movimento das cestas foi
interrompido quando todos os comprimidos ou capsulas encontravam-se totalmente
desintegrados, permanecendo na tela metalica do tubo apenas fragmentos insoltveis
de invélucros de capsulas ou massas pastosas sem nucleo palpavel (134).

Como critério de aprovacao, a FB 52 ed. estabelece o tempo limite de 30
minutos para os comprimidos e 45 minutos para as capsulas gelatinosas (134).

4.5 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE MARCADORES FITOQUIMICOS
POR CLAE-DAD

A identificacdo e quantificacdo dos marcadores fitoquimicos por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada utilizando o cromatdografo LaChrom
Elite (Hitachi, Toquio, Japao) equipado com detector L2455 DAD (Hitachi, Toquio,
Japdao), injetor L2200, bomba L2130 e forno para coluna L2300. Os dados foram

obtidos com o software EZChrom Elite (version 3.3.2 SP1 Scientific Software. Inc.).

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC, obtidos da Tedia e Sigma-
Aldrich, e a agua foi purificada com sistema Milli-Q (Millipore). Todas as analises foram

realizadas em triplicata e as amostras foram filtradas com filtro de 0,45 pm.

Os métodos especificos para cada fitoterapico foram conforme o estabelecido
nas respectivas monografias presentes nas farmacopeias oficiais reconhecidas pela

Anvisa ou, quando nao disponiveis, a metodologia foi validada.

4.5.1 Cynara scolymus

Como ndo ha monografia para a espécie na versao atual da Farmacopeia
Brasileira, o ensaio foi realizado de acordo com o método descrito na monografia para

a droga vegetal da Farmacopeia Europeia — 72 edicdo (European Pharmacopoeia —
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EP 72 ed.). Devido a necessidade da realizacdo de adequacdes, o método foi
revalidado.

4.5.1.1 Descrigdo geral do método

Foi utilizada a coluna PurospherStar RP C18e (250 x 4.6 mm, 5 mm, Merck,
Germany) com temperatura mantida a 40°C, fluxo de 1,2 mL/min, volume de injecéo
de 25 pL e deteccao a 330 nm. A fase movel foi constituida por um gradiente de acido
fosforico 0,5% (Bomba A) e acido fosférico 0,5% em acetonitrila (Bomba B), como
detalhado na tabela a seguir (44).

Tabela 3 - Gradiente da fase mével para a deteccdo de marcadores em amostras de
Cynara scolymus.

Tempo (min) Bomba A (%) Bomba B (%)
0-1 92 8
1-20 92 > 75 8 225

20-33 75 25
33-35 75 >0 25 > 100
35-40 0->92 100 > 8

As amostras referentes aos fitoterapicos foram preparadas na concentracéo de
4 mg/mL. Para o preparo de amostras em capsulas, foi pesado o conteudo de 20
capsulas e, apds homogeneizacéao, foi pesada a quantidade equivalente a 100 mg de
extrato de alcachofra. A amostra foi solubilizada em 25 mL de metanol 30%, deixando
por 20 minutos no sonicador. No caso dos comprimidos, foi realizado o mesmo
processo acrescentando a etapa de pulverizacdo antes da pesagem dos 100 mg

equivalentes ao extrato.

Os padrées &cido clorogénico (acido 3-O-cafeoilquinico), acido
criptoclorogénico (acido 4-O-cafeoilquinico), acido neoclorogénico (4cido 5-O-
cafeoilquinico), cinarina (acido 1,5-di-O-cafeoilquinico) e &acido cafeico (Sigma-

Aldrich®) e os &cidos isoclorogénico A (acido 3,5 dicafeoilquinico) e isoclorogénico C
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(4cido 4,5 dicafeoilquinico) (ChromaDex®), foram preparados na concentracédo de 25

Hg/mL em metanol.

O teor foi calculado por meio da comparacdo das areas do pico dos padrdes
com concentracdes conhecidas com as areas equivalentes (tempo de retencao e

espectro similares) na amostra.

4.5.1.2 Validacéao

O método foi validado em relacdo aos parametros de seletividade, linearidade,
precisao, exatidao, limite de quantificacdo e limite de deteccéo, de acordo com a RE
n° 899, de 29 de maio de 2003, que estabelece o Guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos, e 0 guia internacional para o setor industrial, Q2B, de

validacdo de procedimentos analiticos.

a) Linearidade

A linearidade dos marcadores foi determinada por regressao linear. Foram
realizadas trés curvas para cada padréo com seis concentracdes diferentes, utilizando
diluicdo com metanol a partir de uma solucdo estoque. Os resultados obtidos foram
analisados estatisticamente para determinagdo do coeficiente de linearidade (r),
interseccado com o eixo Yy, coeficiente angular e desvio padréo relativo. O coeficiente

de linearidade aceitavel foi de no minimo 0,99 (135,136).

b) Limite de detecc¢do e limite de quantificacao

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados
a partir do desvio padrao da intercepta com o eixo y (DP) e a inclinacdo da curva de
calibragédo (IC), obtidos a partir das curvas de linearidade. Foram utilizadas as

seguintes formulas (135,136):

DPx3
LD = — LQ

__DleO
T Ic
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c) Preciséao

A preciséo intracorrida (repetibilidade) foi determinada por meio da anélise no
CLAE-DAD de seis replicatas de uma amostra do fitoterapico de C. scolymus, com
100% de concentracdo no mesmo dia. A repetibilidade foi expressa como desvio
padrao relativo (DPR), ndo sendo admitidos valores superiores a 5% (135,136),

conforme a seguinte equacao:

DP
DPR =

D x100

Em que:
DP: desvio padrao;
CMD: concentracdo média determinada.

d) Seletividade

A avaliacdo da seletividade do método foi realizada por CLAE-DAD por meio
da inducgéo de hidrdlise 4cida e basica na amostra. Foram comparadas as médias dos
tempos de retencao e areas dos picos referentes aos marcadores nas amostras com

inducao de hidrélise acida ou basica e sem inducéo de hidrolise.

Apbs pesar o0 equivalente a 12 mg de extrato de C. scolymus presente no
fitoterapico, as amostras foram diluidas em 1 mL de HCI 1 M ou 1 mL de hidréxido de
s6dio NaOH 1 M e incubadas a 60 °C por 1 hora em banho maria. Depois de
resfriadas, as amostras foram neutralizadas com NaOH 1M ou HCI 1M e foi

acrescentado 1 mL de metanol, resultando na concentracdo de 4 mg/mL.

e) Exatidao

A analise de exatidao do método foi realizada pelo método de adi¢cao de padrao
com 3 concentragbes de marcadores: 80, 100 e 120%, em triplicata. Para isso, foi
calculada a concentragéo final de cada marcador na amostra de C. scolymus a 100%
(4 mg/mL) e posteriormente a 80 e 120%. Estas concentra¢des deviam ser alcangadas
com 500 pL da amostra de C. scolymus a 100% adicionada de 500 pL de um mix

contendo todos o0s marcadores (acidos neoclorogénico, clorogénico,
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criptoclorogénico, isoclorogénico A e C e cinarina) nas concentragdes necessarias

para se obter concentracdo tedrica final de 80, 100 e 120% (Tabela 4).

Tabela 4 - Concentracdes dos padrdes e da amostra utilizadas para a obtencdo da
concentracéo tedrica final na andlise de exatidao.

~ L . Concentracao na amostra Concentracao do padrao
Concentracéo teodrica final & & P

(ug/mL) a 4 mg/mL (ug/mL) adicionado (pg/mL)
Acido neoclorogénico
5,38 (80%) 8,06
6,72 (100%) 2,70 10,74
8,06 (120%) 13,42
Acido clorogénico
33,12 (80%) 28,84
41,40 (100%) 41,40 41,40
49,69 (120%) 57,97
Acido criptoclorogénico
2,64 (80%) 1,98
3,30 (100%) 3,30 3,30
3,96 (120%) 4,62
Cinarina
1,10 (80%) 0,82
1,37 (100%) 1,37 1,37
1,64 (120%) 1,92
Acido isoclorogénico A
17,77 (80%) 13,33
22,21 (100%) 22,21 22,21
26,66 (120%) 31,10
Acido isoclorogénico C
8,22 (80%) 6,17
10,28 (100%) 10,28 10,28
12,33 (120%) 14,39

Como o marcador acido neoclorogénico apresentou concentracdo menor do

gue o limite de quantificacdo na amostra preparada a 4 mg/mL, foi estabelecida uma
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concentracdo tedrica final maior para possibilitar a realizagdo do teste para este
marcador. Ou seja, foi necessério adicionar uma maior quantidade deste padrédo para

gue a concentracgao tedrica final fosse atingida.

O preparo das misturas de padréo foi realizado a partir de solu¢cdes-méae a 1
mg/mL de cada padrdo, calculando o volume necesséario para obtencdo de uma

solucdo de 25 mL com a concentracdo a ser adicionada a amostra (Tabela 4).

Apos a injecao das amostras no CLAE-DAD, as concentracfes experimentais
foram determinadas e a exatiddo do método foi expressa pela relacdo entre a
concentragdo media determinada e a concentracdo tedrica correspondente, e pelo

erro padréo relativo (EPR), de acordo com as seguintes formulas:

. Concentracao experimental
Exatidao = — — x 100
Concentragao tedrica

Concentracao média experimental — valor nominal
EPR = - x 100
Valor nominal

4.5.2 Rhamnus purshiana

Para o doseamento de cascarosideos nos fitoterapicos a base de R. purshiana,
primeiramente, foi utilizado o método proposto pela EP 72 ed. Devido as dificuldades
encontradas na realizacdo do método, foi proposto outro método de doseamento por
CLAE-DAD.

4.5.2.1 Método da Farmacopeia Europeia

Utilizando 20 cépsulas, foi pesado o equivalente a 1 g de extrato e adicionado
100 mL de agua fervente, deixando em contato por cinco minutos. Depois de esfriar,
a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi

completado com agua destilada. A amostra foi filtrada, descartando-se os primeiros
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20 mL, e 10 mL do filtrado foram transferidos para um funil de separacéo e adicionado
100 pL de HCI 1 M.

A amostra foi extraida com hexano e éter etilico (3:1) e a extragao foi repetida
mais duas vezes. As fases organicas resultantes da extracao foram lavadas com 5 mL
de agua e a agua de lavagem foi acrescentada as fases aquosas combinadas. A fase
organica foi descartada e a fase aquosa foi extraida com 30 mL de acetato de etila
recentemente saturado com agua (150 mL de acetato de etila e 15 mL de agua,
misturados durante trés minutos). A extracdo foi repetida quatro vezes e as fracdes
organicas foram reunidas e utilizadas para o doseamento de glicosideos
hidroxiantracénicos sem cascarosideos, enquanto as fracbes aquosas foram

utilizadas para o doseamento de cascarosideos.

Para o doseamento de glicosideos hidroxiantracénicos sem cascarosideos, a
fase organica foi evaporada até residuo e o residuo foi dissolvido em 0,4 mL de
metanol e transferido para um baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado
com agua e 20 mL da solucédo foram transferidos para um balédo de fundo redondo de
100 mL. Foram adicionados ao balédo 2 g de cloreto férrico hexaidratado e 12 mL de
HCI 1 M e foi aquecido sob refluxo durante 4 horas.

Apos resfriar, a solucao foi transferida para um funil de separacéo e o baléo foi
lavado com 4 mL de NaOH 1M e em seguida com agua. A 4gua de lavagem foi
transferida para o funil de separacédo. Foi realizada extracdo com 30 mL de hexano e
éter etilico (3:1) e repetido trés vezes. A fase organica foi transferida para outro funil
de separacéo e lavada duas vezes utilizando 10 mL de agua em cada lavagem. A fase
aquosa foi descartada e a fase orgéanica foi diluida em 100 mL com hexano e éter
etilico (3:1), e 20 mL dessa solugédo foram evaporados até residuo. O residuo foi

diluido em 10 mL de solu¢cdo metandlica de acetato de magnésio 5 mg/mL.

A absorbancia da solucédo foi medida em 440 nm e em 515 nm, utilizando
metanol para ajuste do zero. Foi calculada a razéo entre os valores de absorbancia
em 515 nm e em 440 nm. Quando o resultado obtido foi menor que 2,4 o ensaio foi
invalidado. O teor de glicosideos hidroxiantracénicos sem cascarosideos foi calculado

em porcentagem de acordo com a seguinte férmula:

Ax 6,95
T=—"——""
m
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Em que:
T=teor de glicosideos hidroxiantracénicos sem cascarosideo em porcentagem;

A = absorbancia medida em 515 nm;
m = massa em gramas da amostra.

Para o doseamento de cascarosideos, a fragcdo aquosa reservada para este foi
diluida com agua em um baldo volumétrico de 50 mL e 20 mL dessa solugéo foram
utilizados para proceder como descrito no doseamento de hidroxiantracénicos sem

cascarosideos. Os calculos realizados também foram os mesmos (44).

4.5.2.2 Identificacdo por CLAE-DAD

O método proposto, por CLAE-DAD, foi adaptado da literatura (137). A coluna
utilizada foi a PurospherStar RP C18 (150 x 4.6 mm, 5 mm, Merck, Germany),
acoplada a pré-coluna de mesmas caracteristicas. O forno da coluna foi mantido a
25°C, o volume de injecao foi de 25 pL, o fluxo foi mantido a 1 mL/min e a deteccao
foi realizada no comprimento de onda de 297 nm. A fase movel foi constituida de um

sistema isocréatico com 70% de acido acético 1% e 30% de metanol por 25 minutos.

As amostras foram preparadas a partir do contetdo de 20 capsulas, pesando o
equivalente a 10 mg da quantidade declarada de extrato e diluindo-se em 5 mL de
uma solucédo de metanol 30% para obter a concentracdo de 2 mg/mL. Devido ao fato
de néo existir, mercado, o marcador da espécie, o cascarosideo, foi utilizado como
padrdo o casantranol (Sigma-Aldrich), que consiste em uma mistura de glicosideos
antracénicos isolados da planta cascara sagrada. O casantranol foi preparado na

concentracédo de 1 mg/mL em solugao de metanol 30%.

4.5.3 Mikania glomerata

A identificacdo e a quantificagdo de cumarina nas amostras de M. glomerata

foram realizadas por CLAE-DAD. O método utilizado foi previamente validado no
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Laboratério de Controle da Qualidade de Medicamentos da UnB (LCQ), considerando
parametros de linearidade, seletividade, repetibilidade, limite de deteccdo e

quantificacdo (138).

O detector foi ajustado para a faixa de 220 a 400nm e um cromatograma foi
extraido em 276nm. A temperatura foi mantida a 25°C e a coluna utilizada foi a
PurospherStar RP C18e (150 x 4.6 mm, 5 mm, Merck, Germany), acoplada a pré-
coluna (4 P 4; 5 mm patrticlesize, Merck, Germany). Foi utilizado um sistema de eluicéo
isocratica constituido de 37% de &cido fosforico a 1% (Bomba A) e 63% de acetonitrila
(Bomba C). O fluxo da fase mavel foi de 0,6 mL por minuto e o volume de injecéo foi
de 10 pL.

Para o preparo das amostras, os fitoterapicos foram diluidos na proporcéo 1:5
em uma mistura de &gua ultrapura (mili-Q) e acetonitrila a 65% e 35%,
respectivamente. Logo apos, foram colocados em centrifuga a 12000 rpm por cinco
minutos a 25°C. O padrdo de cumarina (Sigma-Aldrich) foi diluido em metanol na
concentracdo de 20 pg/mL. O teor de cumarina foi obtido por meio da relacéo entre a
area do pico do padrdo com a area do pico equivalente (tempo de retencao e espectro

similar) na amostra.

4.5.4 Uncaria tomentosa

As metodologias presentes nas monografias de controle da qualidade para
capsulas e comprimidos de U. tomentosa da Farmacopeia dos Estados Unidos (United
States Pharmacopeia - USP 39) foram utilizadas para a identificacdo e quantificacéo

de alcaloides presentes nas amostras de U. tomentosa (130).

O cromatégrafo foi equipado com a coluna Nucleosil ® C18 com particulas de 3
pum e dimensdes de 10 cm x 4,6 mm. O volume de injecao foi de 10 pL, o fluxo de 0,75
mL/min e o cromatograma foi extraido em 245 nm. A fase movel foi constituida por um
gradiente de tampéo fosfato 10 mM com pH 7 (Bomba A), acetonitrila (Bomba B) e
acido acético glacial 1% em metanol (Bomba C), como apresentado na Tabela 5. O

tampao fosfato 10 mM foi preparado misturando NaOH 1M, fosfato de potassio
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monobasico 1M e 4gua na proporcdo de 3:5:492. O pH da solucéo foi ajustado para
7.

Tabela 5 - Gradiente da fase moével para a deteccdo de marcadores em amostras de
U. tomentosa.

Tempo (min) Solucéo A (%) Solucéo B (%) Solucéo C (%)

0-17 65 35 0

17 - 25 65 - 50 35> 50 0
25-30 50 50 0
30-31 50> 0 50> 0 0 >100
31-36 0 0 100

36 -39 0->65 0->35 100 > 0
39 - 49 65 35 0

Como substancias de referéncia, foram utilizados o padréo de isopteropodina
(16) (USP Reference Standard), preparado na concentracdo de 0,1 mg/mL em
metanol, e o extrato padronizado de U. tomentosa (USP Reference Standard)
preparado em metanol na concentracéo de 0,5 mg/mL do total declarado de alcaloides

oxindolicos.

Para o preparo das amostras, a partir do conteudo de vinte capsulas, o
equivalente a 20 mg da quantidade declarada de alcaloides totais calculados como
mitrafilina foi transferido para um tubo e sonicado por 10 min com 10 mL de metanol.
Posteriormente, a solucéo foi centrifugada e o sobrenadante foi transferido para um
baldo volumétrico de 50 mL. A extracao foi repetida mais trés vezes e os extratos
foram combinados no baldo volumétrico e diluidos com metanol até o volume final.
Trés mL dessa solugao foram transferidos para um tubo de ensaio contendo 300 mg
de p6 de poliamida e agitados por um minuto. Por fim, as amostras, preparadas em
triplicata, foram filtradas com filtro de 0,45 um, descartando-se a primeira parte do
filtrado.

O célculo do teor dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos especiofilina,
uncarina F, mitrafilina, isomitrafilina, pteropodina e isopteropodina foi realizado
comparando a area do pico do padrédo de isopteropodina, de concentracéo conhecida,
com a area do pico correspondente a cada marcador. As quantidades individuais de
cada marcador foram somadas para ser obtido o total de alcaloides oxindélicos

pentaciclicos.
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Também foi calculada a porcentagem de alcaloides oxinddlicos tetraciclicos em
relacéo ao conteudo total de pentaciclicos. O resultado foi obtido relacionando a soma
das areas dos picos correspondentes a rincofilina e a isorincofilina com a soma das

areas dos picos correspondentes aos alcaloides oxindolicos pentaciclicos.

4.6 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS MAJORITARIOS POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA

Para este método foram utilizadas placas de aluminio recobertas com silica gel
(Sigma-Aldrich). As amostras e padrdes foram aplicados na placa cromatografica com
auxilio de um tubo capilar e, ap6s a aplicacéo, as placas foram colocadas em uma
cuba saturada com a solucéo eluente. Finalizada a elui¢éo, foi utilizada uma solucéo

reveladora para elucidar a presenca dos compostos.

Por fim, as placas cromatograficas foram colocadas em exposicdo a luz
ultravioleta a 365 nm e o fator de retencdo (Rf) de cada ponto foi calculado para
comparacdo com os padrdes. Os eluentes e os reveladores foram escolhidos de
acordo com a classe do composto ao qual o marcador pertencia, conforme o

estabelecido por Wagner e Bladt (139).

4.6.1 Cynara scolymus

A CCD dos fitoterapicos a base de alcachofra foi realizada para verificar a
presenca dos compostos acido clorogénico e luteolina-7-glicosideo. Foi utilizada,
como eluente, uma solucao de acetato de etila, acido formico, acido acético glacial e
agua na proporcao de 100:11:11:26. A placa foi aquecida a 100°C por 5 minutos e
revelada com o reagente NP/PEG, constituido de duas solugdes: solu¢cdo metandlica
de difenilboriloxietilamina 1% (NP) e solug&o etanolica de polietilenoglicol 4000 (PEG)
a 5% (139). As amostras foram preparadas na concentracao de 4 mg/mL em metanol
30%, enquanto o padréo de &cido clorogénico foi preparado na concentracdo de 50

png/mL em metanol.
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4.6.2 Rhamnus purshiana

A determinagdo dos compostos majoritarios da cdscara-sagrada por CCD foi
realizada com a utilizacdo do eluente composto pela mistura de acetato de etila,
metanol e 4gua na proporcao de 39:7:4. A placa foi revelada com NP/PEG, conforme
especificado no item anterior (139). As amostras correspondentes a cada lote foram
preparadas na concentracdo de 2 mg/mL e o casantranol, utilizado como referéncia,
foi preparado na concentragdo de 1 mg/mL. Foi verificada a presenca de

cascarosideos e aloina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

De acordo com a disponibilidade dos medicamentos no mercado farmacéutico
do Distrito Federal, foi possivel obter amostras de trés marcas diferentes dos
fitoterapicos a base de C. scolymus e de M. glomerata e duas marcas dos fitoterapicos
de U. tomentosa, porém, pela falta de variedade, foram obtidas amostras de trés lotes
diferentes de apenas uma marca do fitoterapico a base de R. purshiana. A Tabela 6

detalha os fitoterapicos obtidos e suas especificacdes.

Tabela 6 - Medicamentos fitoterapicos obtidos e suas especificacdes

Fitoterépico Marcal Lote g7 o0Clica derivado vegetal
A Comp. revestido 200 mg
Cynara scolymus L. B Comprimido 335mg
C Cépsula dura 300 mg
Rhamnus purshiar_1a DC./ L1/ L2/ L3 Cépsula dura 75 mg
Frangula purshiana
A Solugéo oral 81,5 mg/mL
Mikania glomerata Spreng. B Xarope 117,6 mg/mL
C Xarope 0,0117 mL/mL
Uncaria tomentosa (Wild.) A Comp. revestido 100 mg
bC B Cépsula dura 100 mg

Comp.: Comprimido

Duas amostras de C. scolymus se apresentaram na forma de comprimidos e
uma na forma de capsula dura. Todas elas diferiram em relacdo a concentracdo do
derivado vegetal e a concentracdo declarada de marcador. Porém, todas

apresentaram a mesma indicacao terapéutica: colagogo e colerético.
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Em relacdo as amostras de U. tomentosa, a marca A estava na forma de
comprimido, com indicacao terapéutica de anti-inflamatorio e foi o inico medicamento
obtido como uso sob prescricdo médica. A marca B se apresentou na forma de
capsulas com indicacao terapéutica de anti-inflamatério e antirreumatico. Os dois
apresentavam concentracdes iguais do derivado vegetal e distintas concentragbes
declarada de marcador.

As amostras de M. glomerata foram constituidas de xarope ou solucao oral,
com diferentes concentracdes do derivado vegetal e concentracdes declaradas de
marcador. Além disso, todas as amostras apresentaram a mesma indicacao

terapéutica: expectorante e broncodilatador.

A Unica marca obtida do fitoterapico cascara-sagrada apresentou-se na forma
de capsula com indicacdo de laxativo. O lote LA apresentou como nomenclatura
botanica Rhamnus purshiana, enquanto os lotes LB e LC apresentaram nova

nomenclatura botanica: Frangula purshiana, considerada como sinonimia (140).

5.2 VERIFICACAO DO REGISTRO

A verificacdo da vigéncia dos registros foi realizada na data da compra de cada
fitoterapico. Apenas um dos fitoterapicos obtidos encontrava-se com o0 registro
vencido. Apés verificar que o vencimento do registro da marca A de C. scolymus
datava em maio de 2011, foi realizada uma consulta a ouvidoria do portal da Anvisa,
na qual foi relatado que este produto protocolizou o pedido de renovacéao de registro
em tempo habil, porém o pedido foi indeferido em junho de 2013, como a fabricacao
do fitoterapico adquirido ocorreu apos esse periodo, este encontra-se em situacéo

irregular.

Em relag&o ao fitoterapico da marca C de M. glomerata, que também tinha data
de vencimento do registro anterior a data da compra, foi realizada uma consulta a
ouvidoria da Anvisa, que informou que a ultima renovacdo do registro havia sido
indeferida, porém o recurso administrativo que impugna esta decisdo aguardava

analise quanto a sua admissibilidade. Desta forma, a decisdo de indeferimento

encontrava-se com efeito suspensivo e o registro continuava valido.
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Além disso, ainda em relacdo ao fitoterapico M. glomerata da marca C, foram
verificadas inconsisténcias entre as informacfes presentes na embalagem do
medicamento e as informacdes contidas no registro. De acordo com o registro, 0
medicamento deveria estar na concentracdo de 11,7 mL/mL, enquanto a embalagem

traz a informagéo de 0,0117 mL/mL.

Todos os demais medicamentos consultados apresentavam 0sS respectivos

registros dentro de seu prazo de validade, como detalhado na Tabela 7:

Tabela 7 - Vigéncia dos registros de acordo com portal da Anvisa

Fitoterapico Marca/ Lote Situagdo do registro

A Vencido - Vencimento em 05/2011
Cynara scolymus L. B Vigente — vencimento em 07/2016

C Vigente — vencimento em 06/2018
Rhamnus purshiana DC. LA/ LB/ LC Vigente — vencimento em 05/2017

A Vigente — vencimento em 08/2017
Mikania glomerata B Vigente — vencimento em 04/2016
Spreng.

C Valido — vencimento em 02/2013*
Uncaria tomentosa A Vigente - vencimento em 09/2017
(willd.) DC B Vigente — vencimento em 10/2018

* registro valido enquanto aguarda analise de recurso que impugna indeferimento da renovagéo do
registro.

A comercializacdo de medicamentos com registro vencido configura infracao
sanitaria, prevista na Lei 6.437/1977, com pena de adverténcia, apreensao,
inutilizagéo, interdicdo e/ou multa (141). A disponibilidade desses produtos nos
estabelecimentos indica o descuido de drogarias e farmacias, que expdem a

populacao a riscos de saude, e a falta de fiscalizagéo por parte da vigilancia sanitaria.

Apesar de a populacéo ter acesso a verificacdo do registro de medicamentos
por meio do portal da Anvisa, a maioria desconhece esse recurso. Portanto, a atuacao

da vigildncia sanitaria € essencial. Além disso, farmacias e drogarias, como
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estabelecimentos de saude, devem considerar todos o0s riscos envolvidos ao

disponibilizar um medicamento, ndo os tratando apenas como itens varejo (142).

5.3 ANALISE DE ROTULOS E BULAS

Ao analisar as embalagens primarias dos medicamentos fitoterapicos foi
verificado que 77,78% das embalagens analisadas apresentaram todas as
informacdes requeridas pela RDC 71/2009. As irregularidades encontradas foram em

relagdo a auséncia da concentracao do derivado vegetal (Tabela 8).

Tabela 8 - Analise de embalagens primarias dos medicamentos fitoterapicos de acordo com
a RDC 71/2009

. C. scolymus M. glomerata U. tomentosa R. purshiana
Dados exigidos

A B C A B C A B L1/L2/L3
Nome comercial P P P P P P P P P
Nomenclatura P P P P P P P P p
botanica
Concentraqao do = = A = = = = A =
derivado vegetal
Via de administracéo P P P P P P P P P
Nome do titular do = = = = = = = = =
registro
Telefone do SAC P P P P P P P P P

P: informacé&o presente; A: informacg&o ausente

Em relagdo as embalagens secundarias, foi observado que 55,55% das
embalagens apresentaram todos os requisitos exigidos pela RDC 71/2009, porém,
apenas 44,44% do total de embalagens analisadas além de apresentarem todas as

informac0des, também foram apresentadas adequadamente, no formato requerido.

Apesar de estarem registrados com mesma indicagao terapéutica, as amostras

de U. tomentosa diferiram em relacdo a restricdo de venda. A rotulagem da marca B
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ndo indicou ser um medicamento de venda sob prescricdo médica e, assim como para
a marca A, foi observada a auséncia das indicagcbes e contraindicacdes na
embalagem secundaria, caracteristica de um medicamento de venda sob prescricao
meédica. A Tabela 9 detalha a concordancia entre as informacdes presentes nas

embalagens secundarias com os dados exigidos pela RDC 71/2009.

Tabela 9 - Anélise de embalagens secundarias de acordo com a RDC 71/2009.

u. R.
tomentosa | purshiana
A B C|]A B C A B LA/LB/LC

Dados exigidos C. scolymus | M. glomerata

Nome comercial P P P P P P P P P
Nomenclatura botanica P P P P P P P P P
Concentra¢éo do derivado P P p P P | P P b
vegetal

Via de administracdo P P P P P P P P P
Quantidade '.[otal de peso liquido, p p P P P P P P b
volume e unidades

Quantidade total de dosadores NA NA NA P A NA NA NA NA
Forma farmacéutica P P P P P A P P P
Restrlc_;ao de uso por faixa etéria | P P P P P P b b
em caixa alta

Relagé&o real do derivado vegetal p P p P P P P P b
e marcadores

Descricdo do derivado P P P P P P P P P
Cuidados de conservagéo P P P P P P P P P
Nome e endereco da empresa p P P P P P P P b
titular do registro

CNPJ do titular do registro P P P P P P P P P

“Industria Brasileira” P P P P P P P P P
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Tabela 10 - Andlise de embalagens secundarias de acordo com a RDC 71/2009.

- C. scolymus M. glomerata U. R'.
Dados exigidos tomentosa  purshiana
A B C A B C A B LA/LB/LC
o .

Nome e n° CRF do responsavel p p p p p p p P P
técnico
Telefone do SAC P P P P P P P P P
“MS” e n° do registro com P P P P P P P P P
...deve ser m_antldo”fora do p p p p p P P P P
alcance de criangas

_Inf_ormiagées" ao paciente, = p p p p p p P P
indicagdes...

Lacre ou selo de seguranga P P A P P P P A P
Nome comercial em braile P P P P P P P P P
Tira reativa P P P P P P P P P
“MEDICAMENTO
FITOTERAPICO” poP P P P P P P P
Lote e data de fabricagdo e p p p p P p p P P
validade

Siga Egrretamente o0 modo de p p p p p p NA P P
usar...
Contraindicacao * P P P P P P NA A P
Indicacéo * P P P P P P NA A P

P: informacdo presente; I: informacéo apresentada de forma inadequada; NA: ndo se aplica; A:
informacao ausente; *requisitos necessarios apenas para 0os medicamentos comercializados sem a

necessidade de prescricdo médica.

A andlise das bulas revelou que apenas 33,33% das bulas analisadas estavam

completas, com todas as informacdes descritas de forma adequada. De acordo com

a RDC 47/2009 as bulas devem estar organizadas em forma de perguntas e

respostas, em topicos, para facilitar o entendimento pelo paciente. Os maiores

problemas encontrados foram em relagdo a organizacdo dessas perguntas e

respostas.

A bula da marca A do fitoterapico de C. scolymus omitiu alguns topicos de

perguntas e apresentou varias informacfes incompletas ou em lugares indevidos,



55

tornando-as confusas. A bula da marca B de U. tomentosa, apesar de apresentar
guase todas as informagdes requeridas, ndo as apresentou em forma de perguntas e
respostas, utilizando linguagens mais técnicas. Além disso, a maioria das frases
requeridas para cada topico estava ausente. Também é interessante ressaltar que,
novamente, foram apresentadas caracteristicas de medicamentos com prescri¢éo,

devido a presenca de frases requeridas apenas para estes medicamentos.

As demais irregularidades encontradas foram pontuais. A Tabela 10 detalha as
informacgdes requeridas pela RDC 47/2009 e a concordancia das bulas com os
requisitos necessarios exigidos por essa norma e com a bula padrdo, quando
existente. Apenas os fitoterapicos referentes as espécies R. purshiana e C. scolymus

apresentaram bula padréo, portanto foram as Unicas avaliadas nesse aspecto.

Continua

Tabela 11 - Analise de bulas de acordo com a RDC 47/2009 e bulas padréo.

u. R.
tomentosa | purshiana
A B C|]A B C A B LA/LB/LC

Dados exigidos C. scolymus | M. glomerata

Nome comercial P P P P P P P P =)
Nomenclatura botanica P P P P P P P P P
Parte da planta utilizada P P P P P P P P =)
Forma farmacéutica P P P P P P P P P
Quan'gldade total de peso, volume p p P p p p p P P
ou unidades

Quantidade de acessorios NA NA NA P A NA NA NA NA
dosadores

Via de admlnlstragao em caixa | P p P P P P A b
alta e negrito

Restricdo de uso por faixa etaria P P P P P I P P P
Relagé&o real do derivado vegetal = p p P P P P P P
e marcadores

Para que este medicamento é P P p P P P P | b

indicado?
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Tabela 12 - Analise de bulas de acordo com a RDC 47/2009 e bulas padréo.

u. R.

o C. scolymus M. glomerata .

Dados ex|g|dos tomentosa purshlana
A B cC A B C A B LA/LB/LC

Comp este medicamento p p p p p p p | P
funciona?
Quando nao devo usar este p p p p p p p | P
medicamento?
O que deyo saber antes de usar A p p | p p A p
este medicamento?
Onde e por quanto tempo posso | p P p p P P | p
guardar?
O que devo fazer quando me A p p p p p p A p
esquecer de usar?
Qual.s 0s males que este | p p p p p p | p
medicamento pode me causar?
Como devo usar? I P I P P P P I P
O que fazer se alguém usar uma
guantidade maior do que a I P P P P P P I P
indicada?
I\/!S. e nimero do registro com 9 = = = = = = = = p
digitos

o
Nome e n° do CRF do P P P P P P P P P
responsavel técnico
Razéo soc_lal e endere_go da p p p p p p p p p
empresa titular do registro
CNPJ do titular do registro P P P P P P P P P
Telefone do SAC P P P P P P P P P
“Esta bula foi aprovada pela
ANVISA em » A P P P A P P A P
Simbolo de reciclagem de papel P P P P A P P A P

P: informag&o presente; |: incompleto ou inadequado; NA: ndo se aplica; A: informac&o ausente

Atualmente, a utilizacdo de fitoterapicos ocorre principalmente por meio da

automedicacao, sem o auxilio de profissionais que fornecam informacdes sobre o uso

correto e consciente desses medicamentos (2,143,144). Dessa forma, rétulos e bulas

com informacdes confiaveis, escritas de forma adequada e de facil entendimento,

possuem papel fundamental na promocao do uso racional, fornecendo importantes
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dados como contraindicacdes, intera¢cées medicamentosas, modo de administracdo e
outros (145,146).

A falta de informacOes e a falta de clareza, encontradas por este trabalho,
podem ter como consequéncia 0 uso inadequado destes medicamentos e gerar
indiretamente eventos adversos. Como exemplo, a falta do item “o que devo saber
antes de usar este medicamento?”, que deveria conter informacdes sobre interagdes
medicamentosas, na bula da marca A de C. scolymus, poderia ocasionar a
descompensacéo da pressao arterial em um paciente hipertensivo desavisado que

fizer o uso concomitante deste medicamento com diuréticos (147).

Vale ressaltar que os profissionais de saude, principalmente o farmacéutico,
também possuem um papel fundamental nesse sentido. E essencial que estes
incentivem a leitura da bula e também estejam capacitados para fornecer orientacées

adequadas sobre o uso racional de fitoterapicos (148).

5.4 AVALIACAO DA QUALIDADE

5.4.1 Caracterizacdo organoléptica

A observacao das caracteristicas organolépticas de formas farmacéuticas é
simples, podendo ser realizada por qualguer pessoa, e pode ajudar na detec¢éo de
desvios na qualidade dos medicamentos. Mudancas na cor e odor, por exemplo,
podem representar contaminacdes com fungos ou bactérias, podendo gerar eventos

adversos como consequéncia.

5.4.1.1 Cynara scolymus

As amostras das trés marcas de C. scolymus apresentaram odor caracteristico
semelhante, sendo o da marca B mais acentuado. Os comprimidos revestidos da

marca A apresentaram coloracao verde escuro de maneira uniforme e os comprimidos
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da marca B, verde claro n&o uniforme, com aparéncia de desgastados.
Provavelmente, o desgaste dos comprimidos pode ter ocorrido devido ao seu
acondicionamento. Diferente dos produtos das outras marcas, que vieram
acondicionados em blister, os comprimidos da marca B estavam todos em uma garrafa

de plastico transparente, na qual foram observados residuos do medicamento.

Apesar do desgaste dos comprimidos, as caracteristicas organolépticas, como
a cor e o odor, concordaram com o descrito na bula do produto da marca B, enquanto
a marca A ndo apresentou descricdo das caracteristicas organolépticas na bula.
Portanto nao foi possivel realizar essa comparacao. A presenca desse item na bula é

essencial para permitir que o paciente detecte possiveis alteracfes no produto.

A apresentacdo do produto da marca C constituiu de capsula gelatinosa dura
incolor contendo po fino de coloragdo castanho esverdeado escuro, discordando da
coloracéo verde claro, descrita na bula do medicamento.

.
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Figura 6 - Amostras das marcas A, B e C dos fitoterapicos de Cynara scolymus

5.4.1.2 Rhamnus purshiana

As capsulas dos lotes A, B e C do fitoterapico de R. purshiana, apresentaram-
se semelhantes, na cor creme e odor caracteristico leve, assim como descrito na bula

do medicamento.
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Figura 7 - Amostras dos lotes A, B e C do fitoterapico de Rhamnus purshiana

5.4.1.3 Mikania glomerata

Em relagdo a cor, os produtos das marcas A e B exibiram uma cor mais
acastanhada, enquanto o produto da marca C exibiu uma coloracdo amarelada, mais
clara em relacdo as outras. Também foi possivel visualizar o aspecto mais opaco das

amostras A e C e mais translicido da amostra B (Figura 8). As trés amostras

Figura 8 - Amostras das marcas A, B e C dos fitoterapicos de Mikania glomerata

apresentaram um odor caracteristico, sendo o odor da amostra C mais leve em

relagdo as outras.

5.4.1.4 Uncaria tomentosa
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Os comprimidos da marca A de U. tomentosa possuiam cor castanha com
pontos avermelhados de maneira uniforme e odor acentuado caracteristico,
semelhante a descricdo na bula, enquanto o produto da marca B, apresentou-se na
forma de capsula incolor contendo po fino de coloracéo uniforme castanha e com odor
quase imperceptivel. Esse produto também ndo apresentou descricdo de suas

caracteristicas na bula, ndo permitindo a comparagao.
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Figura 9 - Amostras das marcas A e B dos fitoterapicos de Uncaria tomentosa

5.4.2 Determinacado do peso médio

A Tabela 11 apresenta os pesos médios das amostras, variacao aceitavel e as
variacfes maximas. Considerando os limites de variagdo permitidos, de acordo com
a FB 5% ed., apenas a marca B de U. tomentosa nao estava em conformidade com os
critérios de aceitacao, tendo em vista que o conteldo de uma das capsulas apresentou
uma variagdo maior que o dobro da variacdo permitida. Grandes variacdes no peso
podem significar também variagdes na quantidade de principio ativo, podendo afetar

a eficicia e seguranca do tratamento.
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Tabela 13 - Peso médio avaliado conforme os critérios estabelecidos na Farmacopeia
Brasileira — 5% edicéo

h;l:ls:)r::ea PM (mg) DP CV (%) ngi?éf\?gl Variagdo maxima
A 685,88 9,47 1,38 + 5% +2,62% e — 2,09%
C. scolymus B 617,07 4,65 0,75 + 5% +1,30% e —1,39%
C 363,43 3,05 0,84 +7,5% +1,78% e - 0,75%
A 270,26 2,39 0,88 +10% +1,46% e —1,32%
R. purshiana B 271,47 6,68 2,46 +10% +4,32% e — 3,08%
C 272,91 6,71 2,46 +10% +4,17% e — 4,00%
A 641,74 6,56 1,02 + 5% +2,03% e -2,73%
U. tomentosa
B 305,1 16,81 5,51 +7,5% +18,09% e — 6,75%

PM: Peso médio; DP: Desvio padrdo; CV: Coeficiente de variagdo
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Figura 10 - Peso dos comprimidos e capsulas e limites de variacao dos fitoterapicos de Cynara
scolymus
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Figura 11 - Peso do contetdo das cpsulas e limites de variacao dos fitoterdpicos de Rhamnus

purshiana.
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Figura 12 - Peso dos comprimidos e cépsulas e limites de variacdo dos fitoterapicos de
Uncaria tomentosa

5.4.3 Determinacgao da resisténcia mecanica de comprimidos

Durante toda a cadeia produtiva do medicamento até o manuseio pelo paciente,
0s comprimidos estéo sujeitos a choques mecanicos que podem causar sua ruptura e
desgaste. O teste de friabilidade, descrito na FB 52 ed, possibilita a determinacéo da

resisténcia de comprimidos néo revestidos a abraséao.

Apenas a marca B de C. scolymus se apresentou na forma de comprimido néo

revestido, portanto foi a inica submetida ao teste. De acordo com a FB 52 ed., quando
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0 peso médio dos comprimidos é acima de 0,65 g, séo utilizados 20 comprimidos no
teste.

Ao final, nenhuma das amostras analisadas estava quebrada, lascada, rachada
ou partida. Além disso, a porcentagem de perda de p6 foi de 0,32%, inferior ao limite

de 1,5% especificado na farmacopeia.

5.4.4 Determinacao da densidade, volume e pH

Somente foram submetidas a determinacdo da densidade, volume e pH as
amostras de M. glomerata, que foram as Unicas em forma farmacéutica liquida.
Apenas uma das trés marcas obtidas de M. glomerata apresentou irregularidade em
relacdo aos critérios exigidos pela FB 52 ed. Foi constatado um volume médio de
118,87 mL, inferior ao volume declarado (120 mL). Porém, nenhum dos volumes

individuais foi inferior a 95% do volume declarado.

Em relacdo ao pH e a densidade, a FB 52 ed. ndo estabelece critérios. Todas
as amostras apresentaram uma faixa proxima de densidade e pH, semelhante ao

encontrado em estudo envolvendo amostras de M. glomerata (149).

Tabela 14 - Volume, densidade e pH das amostras de Mikania glomerata

Marca Volume declarado Volume individual \,/o_lume Densidade pH
(mL) (mL) médio (mL)

118,92

A 120 118,83 118,87 1,04831 5,17
118,84
150,81

B 150 151,97 151,323 1,02022 5,88
154,24
152,18

C 150 151,66 152,04 1,23819 5,14

152,29
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5.4.5 Determinagéo da viscosidade

A viscosidade € um parametro importante na avaliagdo de formas
farmacéuticas liquidas de uso oral, pois pode interferir na estabilidade, no paladar e
na absorcao do farmaco, influenciando na velocidade de disponibilizac&o do principio
ativo (150,151). A determinacdo da viscosidade foi realizada no viscosimetro de
Brookfield, sob temperatura de 25°C, com o spindle (eixo) adequado para cada
amostra, no qual o torque apresentava-se entre 10 e 100%, com 100 rota¢cdes por

minuto (rpm).

Foi verificada uma grande diferenca entre a viscosidade dos produtos de cada
marca, sendo a viscosidade da marca C superior & marca A (Tabela 13). A alta
viscosidade do produto da marca C € caracteristica da forma farmacéutica do produto
(xarope), que apresenta grandes quantidades de sacarose ou outros agucares em sua

composicao (134).

Também era esperado que o produto da marca B, que também é um xarope,
possuisse uma alta viscosidade. Porém, foi observada uma baixa viscosidade para
este produto, ndo sendo possivel encontrar um spindle adequado para a obtencéo do

valor de sua viscosidade.

Tabela 15 - Viscosidade das amostras de Mikania glomerata

Marca Spindle Torque Viscosidade (cP)
A 02 16,2 64,6
C 05 17,0 678,0

5.4.6 Determinacao do tempo de desintegracéao

Apoés a ingestdo de comprimidos e capsulas, € necessario que estes se

desintegrem para possibilitar a sua dissolucéo e absorcéo pelo organismo (152). O
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teste de desintegracdo permite determinar o tempo que comprimidos e capsulas

levam para se desintegrar em determinadas condigdes.

A FB 52 ed. estabelece o limite maximo de 30 minutos para comprimidos e 45
minutos para capsulas. Os comprimidos e capsulas testados apresentaram tempo de
desintegracdo entre 57 segundos e 16 minutos e 21 segundos, dentro dos limites

especificados (Tabela 14).

Tabela 16 - Tempo de desintegracdo dos comprimidos e capsulas

Marca/Lote Forma farmacéutica Tempo de desintegragéo

A Comprimido 4 min
Cynara scolymus B Comprimido 15min50 s
C Céapsula 16 min21s
A Céapsula 14 min10s
Rhamnus purshiana B Céapsula 16min7s
C Cépsula 11 min34s
_ A Comprimido 57s
Uncaria tomentosa
B Céapsula 12min7s

5.5 METODOS ESPECIFICOS

5.5.1 Cynara scolymus

5.5.1.1 Validacdo do método analitico

Apesar de ndo possuir monografia especifica para a espécie Cynara scolymus
na Farmacopeia Brasileira, ha uma monografia para o extrato seco das folhas na EP
72 ed. que inclui método para identificacdo e quantificacdo de acido clorogénico por
CLAE. Em nota técnica, a Anvisa recomendou a utilizagdo desta metodologia, porém

deveriam ser identificados e quantificados o0s picos referentes a mais oito derivados
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cafeoilquinicos. Para tanto, o método deve ser validado parcialmente, a fim de
produzir evidéncias da adequabilidade do método nas condi¢Bes operacionais do
laboratorio (64).

Desta forma, foi realizada a validacdo do método em termos de linearidade,
precisdo, limites de quantificacdo e deteccdo, seletividade e exatiddo para que
houvesse a inclusdo dos padrdes de acido neoclorogénico, acido criptoclorogénico,
acido cafeico, cinarina e acidos isoclorogénico A e C, além do &cido clorogénico. Os
demais derivados cafeoilquinicos ndo foram incluidos na metodologia por estarem
indisponiveis no mercado. Além disso, foi necessario realizar adaptacfes no
procedimento de preparo da amostra para permitir que a analise fosse realizada no

produto acabado.

O produto da marca B foi o escolhido para realizacdo das analises de preciséo,
seletividade e exatiddo com base em uma andlise prévia, na qual foi detectado que
esta amostra apresentava o maior nimero de marcadores, além de apresentar teores
mais elevados em relagdo aos outros produtos, sendo o mais proximo ao desejavel.
Estas andlises foram realizadas com um lote diferente daquele utilizado para as
analises finais de controle da qualidade.

a) Linearidade

A linearidade representa a capacidade da metodologia analitica de demonstrar
a proporcionalidade entre os resultados obtidos e a concentragdo do analito na
amostra dentro de um intervalo especificado, que € a faixa entre os limites de

quantificacdo superior e inferior (135,136).

Para cada padrdo foram realizadas trés curvas independentes com 6
concentragdes. A determinagdo da linearidade do &cido clorogénico, cinarina, &cido
cafeico, acido isoclorogénico A e C, acido neoclorogénico e criptoclorogénico foram
avaliadas com as concentragdes de 1; 2,5; 5; 10; 25 e 50 pg/mL.

A partir das meédias das areas dos picos das trés curvas, de cada padrao, foi
determinada a equacao da reta e o coeficiente de correlagéo (r) utilizando o programa
GraphPadPrism® (Tabela 15).
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Tabela 17 - Linearidade dos marcadores do fitoterapico de Cynara scolymus.

Padrao Concentragdes Equacéo da reta r
Acido clorogénico 1-50 pg/mL Y=203957x - 17409 0,9991
Acido criptoclorogénico 1-50 pg/mL Y= 268182x + 13926 0,9952
Acido neoclorogénico 1-50 pg/mL Y=191859x - 103767 0,9972
Acido isoclorogénico A 1-50 pg/mL Y=516598x - 17972 0,9981
Acido isoclorogénico C 1-50 pg/mL Y= 343767x + 48808 0,9988
Acido cafeico 1—-50 pg/mL Y= 723184x + 48385 0,9973
Cinarina 1—-50 pg/mL Y= 355651x + 105198 0,9969

As curvas de regressao linear obtidas (Figura 13) apresentaram linearidade na
faixa de concentracao testada. Todos os coeficientes de correlacdo (r) foram maiores
que 0,99, como exigido pela RE 899/2003. Portanto, as curvas demonstraram a

proporcionalidade entre as areas dos picos e a concentracao dos marcadores.
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Figura 13 - Curvas de regresséo linear dos marcadores de Cynara scolymus
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b) Limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccéo (LD)

Os limites de deteccéo e quantificacdo representam a menor quantidade da
substancia que pode ser detectada e quantificada, respectivamente, em uma amostra
(135,136). Estes limites foram estabelecidos a partir dos resultados das menores
concentracfes do ensaio de linearidade. Foram utilizados o desvio padrdo da
intercepta de Y e a inclinacdo da reta para a realizacdo dos calculos. A Tabela 16
apresenta os limites de deteccéo e quantificagdo encontrados.

Tabela 18 - Limites de quantificacédo e deteccdo dos marcadores de Cynara scolymus

Padrao Concentracdo DPint. Y IC LD (ug/mL) LQ (ug/mL)
Ac. clorogénico 1-10 pg/mL 13686 202749 0,20 0,68
Ac. criptoclorogénico 1 - 10 pg/mL 68475 277188 0,74 2,47
Ac. neoclorogénico 1 - 10 pg/mL 64282 184346 1,05 3,49
Ac. isoclorogénico A 1 - 10 pug/mL 127504 521605 0,73 2,44
Ac. isoclorogénicoC 1 —10 pug/mL 94860 356146 0,80 2,66
Ac. cafeico 1-10 pg/mL 54322 700732 0,23 0,78
Cinarina 1-10 pg/mL 33280 375839 0,27 0,89

DP int. Y: Desvio padréo da intercepta de Y; IC: inclina¢éo da reta; LD: Limite de detec¢éo; LQ: Limite

de Quantificacao.

c) Preciséo

A precisdo do método é considerada em diversos niveis e indica a proximidade
dos resultados da medicédo de replicatas de uma mesma amostra. A repetibilidade
(precisao intercorrida), que visa a concordancia entre os resultados obtidos em um
curto periodo, com mesmo analista e mesma instrumentacao, foi determinada através
da analise de seis amostras do fitoterapico de C. scolymus na concentracéo de 100%
do teste (135,136).

Para a analise de precisdo do método, a literatura estabelece o maximo de 5%
para o desvio padréao relativo (DPR). Todos os marcadores mostraram DPR de 0.90 a
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3,31%, dentro do limite de 5% (Tabela 17), demonstrando a precisdo do método

proposto. O &cido cafeico foi 0 Unico marcador que nao foi identificado na amostra.

Tabela 19 - Precisdo do método para determinacao do teor de derivados cafeoilquinicos em
fitoterapicos de Cynara scolymus.

Marcadores Média das éareas DPR (%)
Ac. neoclorogénico 498598,17 1,65
Ac. clorogénico 8398475,00 2,22
Ac. criptoclorogénico 900432,33 0,90
Cinarina 495679,00 1,96
Ac. isoclorogénico A 8579828,67 2,94
Ac. isoclorogénico C 3549346,00 3,31

* DPR: Desvio Padrao Relativo

d) Seletividade

A analise de seletividade, de acordo com a RE 899/03, permite verificar a
capacidade do método em medir exatamente um composto em presenca de outras
substancias como impurezas e produtos de degradacdo (135). Amostras foram
submetidas a um processo de estresse, por meio da inducdo de hidrélise acida ou

basica, e foram comparadas com a mesma amostra sem inducéo de hidrolise.
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Figura 14 - Analise da seletividade do método para identificagcéo e doseamento de marcadores
do fitoterapico de Cynara scolymus. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD da amostra sem
inducao de hidrdlise (A), com inducao de hidrélise acida (B) e com inducéo de hidrdlise basica
(C). 2: acido neoclorogénico; 3: acido clorogénico; 4: 4cido criptoclorogénico; 5: cinarina; 9:
acido isoclorogénico A; 10: acido isoclorogénico C; 12: acido cafeico; 1, 6, 7, 8, 13, 14 e 15:
picos nédo identificados.

Apbs a inducéo de hidrdlise acida, os picos 7, 8, 9 (acido isoclorogénico A) e
10 (acido isoclorogénico C) foram degradados completamente e todos 0s outros picos
foram degradados parcialmente. Os picos 1 e 6 apresentaram uma reducao de area
de 54,23% e 75,19%, respectivamente, enquanto os picos 2, 3 e 4, referentes ao acido

neoclorogénico, acido clorogénico e &cido criptoclorogénico, apresentaram uma
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reducdo de 20,21 %, 90,31% e 45,99%, respectivamente, sem apresentar coeluicao
com produtos de degradacdo resultantes da hidrolise &cida. Apesar do pico
correspondente a cinarina (pico 5) ter apresentado um pequeno aumento na hidrolise
acida, este aumento ndo foi estatisticamente significativo (p > 0.05, no teste t). Tais
resultados demonstram a seletividade do método para a identificacdo destes

marcadores.

Tabela 20 - Amostra sem inducdo de hidrélise na andlise da seletividade do método para
determinagéo do teor de derivados cafeoilquinicos.

Picos Tempo de retencéo Area
1 10,63 + 0,40 737856 + 43599
2 (ac. neoclorogénico) 11,74 + 0,41 832643 + 39752
3 (ac. clorogénico) 15,60+0,44 12065468 + 669865
4 (ac. criptoclorogénico) 16,07 £ 0,44 1388076 + 73427
5 (cinarina) 19,81+ 0,46 823930 + 33097
6 24,62+ 0,51 6511089 + 598960
7 25,22+ 0,53 608555 + 38066
8 26,13 + 0,56 1520588 + 119274
9 (ac. isoclorogénico A) 27,19+0,61 12888146 + 1059609
10 (ac. isoclorogénico C) 28,99+ 0,71 1959496 + 320170

Dados representam média + desvio padréo

Tabela 21 — Amostra com inducéo de hidrélise acida na andlise da seletividade do método
para determinacado do teor de derivados cafeoilquinicos.

Picos Tempo de retencéo Area
1 11,40+ 1,05 337681 + 154754
2 (ac. neoclorogénico) 12,50 £ 1,07 664335 + 425718
3 (ac. clorogénico) 16,29 + 1,13 1169416 + 688896
4 (ac. criptoclorogénico) 16,75+ 1,13 749734 + 449164
5 (cinarina) 20,37 £ 1,13 979713 + 479636
6 25,02 + 1,48 1615169 + 421660

Dados representam média + desvio padrao
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Com a inducéo da hidrdlise basica, houve degradacédo completa dos picos 1, 2,
3,4,7,8,9 e 10. O pico 5, referente a cinarina, ndo coeluiu com outros produtos e
teve uma reducado de 66,25%, enquanto o pico 6 mostrou uma reducao de 18,10%.
Foram gerados cinco novos picos (11 a 15), sendo o pico 12 identificado como acido

cafeico, proveniente da degradacéo dos derivados cafeoilquinicos.

Tabela 22 — Amostra com inducgédo de hidrélise basica na analise da seletividade do método
para determinacédo do teor de derivados cafeoilquinicos.

Picos Tempo de retencdo Area
11 14,51 +1,18 284875 + 27729
12 (ac. cafeico) 18,61+ 1,25 15383203 + 1692604
5 (cinarina) 20,27 + 1,08 278025 + 19478
13 23,71+ 1,38 320663 + 27431
6 24,99 + 1,07 5332359 + 629273
14 25,60 + 1,08 410873 = 71544
15 28,48 + 1,20 514345 + 33333

Dados representam média + desvio padrao

e) Exatidédo

A exatiddo do método representa o grau de concordancia entre os resultados
encontrados e o valor de referéncia assumido como verdadeiro (135). O método de
adicdo de padrdo foi o escolhido para a realizacdo do teste. Neste método,
quantidades conhecidas de padrdo sdo adicionadas a amostra para a obtencdo de

concentracdes tedricas finais baixa (80%), média (100%) e alta (120%).

A exatiddo dos marcadores acido clorogénico, criptoclorogénico, isoclorogénico
A e C e cinarina, nas concentracfes baixa, média e alta (Tabela 21), encontraram-se
dentro da variacdo permitida de + 15% em relacdo a concentracdo teorica final,

demonstrando uma boa exatiddo do méetodo em relacéo a estes marcadores. Porém,
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a exatiddo do marcador &cido neoclorogénico, nas trés concentracdes, apresentou

variacéo entre 17 e 19%.

Tabela 23 - Andlise da exatiddo do método para determinacéo do teor de derivados
cafeoilquinicos

Concentracao ~
. ¢ Erro Padrao
determinada

Concentracao teorica Exatidao (%)

(Hg/mL) (Lg/mL) + DP Relativo%
Acido neoclorogénico
5,38 (80%) 6,34 £ 0,09 117,83 17,83
6,72 (100%) 8,05 + 0,03 119,00 19,00
8,06 (120%) 9,47 + 0,04 117,53 17,53
Acido clorogénico
33,12 (80%) 35,86 + 0,13 108,26 8,26
41,40 (100%) 46,33 + 0,04 111,90 11,90
49,69 (120%) 54,71+ 0,18 110,11 10,11
Acido criptoclorogénico
2,64 (80%) 2,62 £ 0,07 99,08 0,92
3,30 (100%) 3,37 £ 0,003 102,12 2,12
3,96 (120%) 4,02 = 0,002 101,53 1,53
Cinarina
1,10 (80%) 1,23 £ 0,005 111,82 11,82
1,37 (100%) 1,53 + 0,005 111,40 11,40
1,64 (120%) 1,77 £ 0,004 108,08 8,08
Acido isoclorogénico A
17,77 (80%) 14,78 £ 0,05 83,16 16,84
22,21 (100%) 19,10+ 0,02 86,00 14,00
26,66 (120%) 23,16 £ 0,09 86,88 13,12
Acido isoclorogénico B
8,22 (80%) 7,98 £ 0,01 97,11 2,89
10,28 (100%) 10,09 £ 0,01 98,20 1,80
12,33 (120%) 11,90 £ 0,01 96,55 3,45
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5.5.1.2 Determinacéo do teor dos marcadores do fitoterapico de Cynara scolymus

Apés validar o método, foi possivel obter os perfis cromatograficos, identificar
e quantificar os marcadores fitoquimicos dos fitotergpicos de C. scolymus. Em relacéo
aos perfis cromatograficos, foi observada uma semelhanca entre as marcas A e C,
enquanto a marca B apresentou mais picos em relacdo as outras e, inclusive, foi a
Gnica que apresentou a cinarina entre seus compostos. O &cido cafeico nédo foi
detectado em qualquer das amostras e todos os demais marcadores (&cidos
neoclorogénico, clorogénico, criptoclorogénico e isoclorogénico A e C) estavam

presentes nas trés marcas (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 15 - Perfil cromatografico e espectros da marca A de Cynara scolymus.
Cromatograma e espectros dos marcadores sobrepostos aos espectros dos padroes
obtidos por CLAE-DAD com deteccdo a 330 nm. a: Acido neoclorogénico; b: &cido
clorogénico; c: acido criptoclorogénico; d: acido isoclorogénico A; e: acido
isoclorogénico C.
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Figura 16 - Perfil cromatografico e espectros da marca B de Cynara scolymus.
Cromatograma e espectros dos marcadores sobrepostos aos espectros dos padrdes
obtidos por CLAE-DAD com detec¢do a 330 nm. a: Acido neoclorogénico; b: &acido
clorogénico; c: acido criptoclorogénico; d: cinarina; e: acido isoclorogénico A, f: acido
isoclorogénico C.
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Figura 17 - Perfil cromatografico e espectros da marca C de Cynara scolymus. Cromatograma
e espectros dos marcadores sobrepostos aos espectros dos padroes obtidos por CLAE-DAD
com deteccdo a 330 nm. a: Acido neoclorogénico; b: acido clorogénico; c: &cido

criptoclorogénico; d: &cido isoclorogénico A; e: acido isoclorogénico C.

A identificacdo de cada marcador foi realizada com base na semelhanca entre

0s tempos de retencéo e os espectros na regido de UV, na amostra e no padrdo. Os

dados estdo representados nas tabelas de 22 a 25.
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Tabela 24 - Tempo de retencédo, area e similaridade dos marcadores da marca A de Cynara
scolymus

Similaridade com o
padrdo + DP

Tempo de

retencéo + DP Area + DP

Marcador

ac. neoclorogénico 12,11 £ 0,73 1395545 + 82960 0,9942 + 0,0046
ac. clorogénico 15,90 £ 0,71 3024087 + 151753 0,9999 + 0,0002
ac. criptoclorogénico 16,35+ 0,69 1252975 + 56248 0,9971 + 0,0033
ac. isoclorogénico A 27,13+£0,56 1635439 £ 51291 0,9976 £+ 0,0031
ac. isoclorogénico C 28,85+ 0,59 1441391 £ 51666 0,9932 £ 0,0072

Dados representam média das triplicatas + desvio padrdo obtidos na analise por CLAE-DAD

Tabela 25 - Tempo de retencédo, area e similaridade dos marcadores da marca B de Cynara
scolymus

Similaridade com o
padréo + DP

Tempo de

retencéo + DP Area + DP

Marcador

ac. neoclorogénico 12,49 + 0,64 830469 + 76514,96 0,9886 + 0,0064
ac. clorogénico 16,40 £ 0,58 13098774 + 1201150 0,9997 + 0,0001
ac. criptoclorogénico 16,87 + 0,56 1448755 + 123638 0,9995 £ 0,0005
cinarina 20,60 + 0,46 1040262 + 51606 0,9989 + 0,0010
ac. isoclorogénico A 27,96 + 0,37 12003053 + 957087 0,9989 + 0,0001
ac. isoclorogénico C 29,83+ 0,40 2365192 + 215440 0,9994 + 0,0005

Dados representam média das triplicatas + desvio padréo obtidos na analise por CLAE-DAD

Tabela 26 - Tempo de retencao, area e similaridade dos marcadores da marca C de Cynara
scolymus

Similaridade com o
padrédo + DP

Tempo de

A +
retencéo + DP Area + DP

Marcador

ac. neoclorogénico 12,79 + 0,06 1493233 + 39132 0,9916 + 0,0025
ac. clorogénico 16,66 + 0,06 3340822 £+ 100243 0,9999 £ 0,0001
ac. criptoclorogénico 17,13 + 0,06 1600487 + 42782 0,9974 + 0,0010
ac. isoclorogénico A 28,10 £ 0,06 1595081 + 62475 0,9947 £ 0,0025
ac. isoclorogénico C 29,95 + 0,07 1491633 + 36429 0,9928 + 0,0035

Dados representam média das triplicatas + desvio padrdo obtidos na analise por CLAE-DAD



Tabela 27 - Tempo de retencéo e area dos padrées de Cynara scolymus a 25 pg/mL
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Marcador Tempo de retengéo = DP Area + DP
ac. neoclorogénico 12,43 + 0,17 4610464 + 274161
ac. clorogénico 16,01 £ 0,25 5016560 + 193989
ac. criptoclorogénico 16,38 + 0,56 6815625 + 588445
Cinarina 21,11+ 0,54 9049340 + 525431
ac. isoclorogénico A 28,27 £ 0,07 12999208 + 641521
ac. isoclorogénico C 29,32+£0,43 8635810 = 460761

Dados representam média das triplicatas + desvio padrdo obtidos na analise por CLAE-DAD

Em relacdo ao teor, os calculos foram realizados de duas maneiras. Foi

calculado o teor de cada marcador utilizando as respectivas equacdes da reta obtidas

por meio das curvas de linearidade (Tabela 26). E, para permitir as devidas

comparacdes com 0s requisitos estabelecidos pela Anvisa, o teor dos marcadores

também foi expresso em acido clorogénico, utilizando a equacéo da reta do padréao

de acido clorogénico (Tabela 27).

Tabela 28 - Teor dos marcadores de Cynara scolymus determinado por CLAE-DAD

Concentragdo (mg/comprimido ou cdpsula) = DP

Marcadores Marca A Marca B Marca C
ac. neoclorogénico 0,391 + 0,022 0,408 + 0,033 0,624% + 0,015
ac. clorogénico 0,746 £ 0,037 5,386 by 0,493 1,235 + 0,037
ac. criptoclorogénico 0,231+ 0,010 0,448 + 0,039 0,444 + 0,012
cinarina - 0,220 £ 0,012 -
ac. isoclorogénico A 0,160 + 0,005 1,949 by 0,155 0,234 + 0,009
ac. isoclorogénico C 0,202 €+ 0,008 0,564 9 + 0,052 0,315 + 0,008

Total

1,73 (0,86%)

8,96 (2,67%)

2,85 (0,95%)

Andlise de variancia de uma via seguida do teste de tukey: a p<0,0001 em relagdo as marcas A e B;

b

p<0,0001 em relacdo as marcas A e C; ¢ p<0,0001 em relacdo as marcas B e C; d p<0,0001 em relagéo

a marca C.
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Tabela 29 - Teor dos marcadores de Cynara scolymus expressos em &cido clorogénico
determinado por CLAE-DAD

Concentracao (mg/ comprimido ou capsula) + DP

Marcadores Marca A Marca B Marca C
ac. neoclorogénico 0,346 + 0,020 0,348 + 0,031 0,556% + 0,014
ac. clorogénico 0,746 + 0,037 5,386° + 0,493 1,235°+ 0,037
ac. criptoclorogénico 0,3119+ 0,014 0,602 £ 0,051 0,595 £+ 0,016
cinarina - 0,434 + 0,021 -

ac. isoclorogénico A
ac. isoclorogénico C
Total

0,405 + 0,013
0,358 + 0,013
2,17 (1.08 %)

4,936° + 0,393
0,978 + 0,088
12,68 (3,78 %)

0,593¢ + 0,023
0,555¢ + 0,013
3,53 (1,17 %)

Total de derivados

declarado na bula 1,5 de cinarina

1,40 (0,7 %) 7,00 (2,1 %)

Dados representados pela média + desvio padréo (DP). Analise de variancia de uma via seguida do teste
de tukey. a: p<0,05 em relagdo as marcas A e B; b: p<0,005 em relacdo as marcas A e C; c¢: p<0,005 em
relacdo a marca A; d: p<0,05 em relagédo as marcas B e C.

As amostras das diferentes marcas diferiram na quantidade de extrato por
comprimido/capsula (200, 335 e 300 mg, respectivamente) e no teor dos marcadores.
Além de apresentar o perfil cromatografico diferente das outras marcas, a marca B
também foi a que mais apresentou diferencas no teor de seus marcadores em relacdo
as outras, com concentracdes significativamente maiores de acido clorogénico e acido
isoclorogénico A e C. A marca B também apresentou a maior concentragao total de
derivados cafeoilquinicos por comprimido (8,96 mg/comprimido), seguida da marca C
(2,85 mg/capsula) e A (1,73 mg/comprimido) (Tabela 26).

Um estudo realizado em 2006 na Alemanha, também avaliou a quantidade de
acidos cafeoilquinicos em amostras comerciais contendo o extrato das folhas de
alcachofra, no qual foi encontrado quantidades maiores de derivados cafeoilquinicos
totais (6,56 a 11,87 mg/capsulas) em relacdo ao encontrado no presente estudo (153).
Outros estudos, entretanto, mostraram a eficacia do extrato das folhas e revelaram a
presenca de 1,5 % e 2,4 % de derivados cafeoilquinicos (57,154), mais préximo ao

encontrado neste estudo.
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Variagbes encontradas na quantidade de derivados cafeoilquinicos presentes
na espécie C. scolymus podem ocorrer devido a diversos fatores como as diferencas
no processo extrativo, variagdes climaticas, época de coleta e armazenamento
(38,40,59). Assim, a padronizacao da obtencéo dos extratos poderia contribuir para a
manutencdo da sua composicdo quimica e qualidade. Nesse sentido, a Anvisa
disponibiliza o Formulario de Fitoterpicos da Farmacopeia Brasileira, no qual séo
fornecidos modos de obtencéo de extratos vegetais. A alcachofra, encontra-se entre

as plantas contempladas no Formulario (100).

Apesar das informacdes sobre 0 processo extrativo serem necessarias para o
registro dos medicamentos junto a Anvisa, ndo Sd80 comumente acessiveis a
populacdo. Uma maior transparéncia, por meio da insercao dessas informacdes na
bula profissional do medicamento fitoterapico poderia fortalecer a confianca nesses

produtos, favorecendo sua utilizacao.

Em relacdo aos requisitos de conteudo dos marcadores, estabelecidos pela
Anvisa, os marcadores ativos podem variar 15% em relacdo a quantidade declarada
no rétulo (19). De acordo com os rotulos dos produtos A e B, a quantidade de
derivados cafeoilquinicos expressos como acido clorogénico em cada comprimido é
equivalente a 1,4 mg e 7 mg, respectivamente. Porém, as marcas A e B apresentaram
uma variacdo de +55% e + 81,14%, respectivamente, em relacdo a quantidade
declarada. Diferente das outras, a marca C foi padronizada em 1,5 mg de cinarina por

capsula, entretanto, ndo houve quantidade detectavel de cinarina nessa amostra.

De acordo com o recomendado pela Anvisa, a dose diaria de derivados
cafeoilquinicos expressos em acido clorogénico deve ser entre 24 a 48 mg/dia.
Levando em consideracéo a posologia de 6 comprimidos/ capsulas por dia, sugerida
nas bulas dos produtos, os produtos estdo em desacordo com o estabelecido pela
regulacéo (13,02; 76,08 e 21,18 mg, respectivamente), nas condi¢cdes deste estudo.
Tais resultados mostram uma variabilidade consideravel entre os produtos e uma clara
ndo-conformidade com a regulagdo sanitaria Brasileira. Além disso, podem

representar um impacto negativo significante nos resultados terapéuticos.

Com relacdo ao método, em abril de 2016 a Anvisa disponibilizou para consulta
publica (CP 163/2016) propostas de monografias de plantas medicinais da

Farmacopeia Brasileira, na qual estava inserida uma proposta de monografia para as
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folhas de C. scolymus (155). Essa monografia propée um método de identificacéo e
quantificacdo de marcadores por CLAE-DAD com foco nos marcadores acido
clorogénico, acido cafeico e cinarina (155). Porém, deve ser ressaltado que no
presente trabalho, ndo foi detectado acido cafeico em qualquer das amostras. Além

disso, a cinarina foi detectada apenas em uma das trés amostras.

Apesar da literatura frequentemente associar os efeitos terapéuticos das folhas
de C. scolymus com a cinarina, ressaltando-a como composto principal da planta, tais
estudos ocorreram em outros paises (156—159). Estudos anteriores, realizados com
as folhas de alcachofra cultivadas no Brasil, relataram apenas tracos de cinarina na
planta (160,161). Além disso, a alta instabilidade quimica da cinarina dificulta a sua
detecc¢do no produto final (162,163). Porém, ainda é necessaria a realizacdo de mais
estudos com plantas cultivadas no Brasil com a finalidade de elucidar a presenca da

cinarina e as implicacdes terapéuticas da sua auséncia.

5.5.1.3 Identificacdo de compostos majoritarios dos fitoterapicos de Cynara scolymus
por CCD

O perfil cromatogréfico das amostras de C. scolymus apresentaram duas
bandas: uma banda azul-esverdeada de Rf 0,49, correspondente a banda do padrao
de acido clorogénico, e uma banda amarelo-alaranjado de Rf 0,74, sugestivo da

presenca de luteolina-7-glucosideo, conforme descrito na EP 72 ed. (Figura 18) (44).

Figura 18 - Perfil cromatogréafico das amostras de Cynara scolymus por cromatografia em
camada delgada. P: padréo de &cido clorogénico; A: amostra; B: amostra B; C: amostra C
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De acordo com a literatura, a luteolina-7-glucosideo € o principal flavonoide
encontrado nas folhas de C. scolymus. Além disso, alguns estudos associam a sua
presenca com a acao terapéutica da planta (61-63). Dessa forma, é essencial atestar
a presenca deste composto nas amostras, inclusive € um dos requisitos exigidos pela

EP 72 ed., na analise por CCD.

5.5.2 Rhamnus purshiana

5.5.2.1 Identificagéo e quantificacdo por espectrofotometria e CLAE-DAD

A FB 42 ed., EP 72 ed. e USP 30 NF 25, contém meétodos de controle da
qualidade para a espécie vegetal R. purshiana. Os métodos consistem na
quantificacdo de cascarosideos por espectrofotometria, sendo precedida por um
processo de extracdo liquido-liquido. As diferencas entre os métodos sao pequenas,
consistindo principalmente em mudangas no solvente utilizado. O método da EP 72
ed. também foi apresentado recentemente na consulta publica (CP 163/2016) de

propostas de monografias da Anvisa (155).

Apesar de existir método por CLAE-DAD na literatura (137), ele ndo € adotado
para o controle da qualidade, pois o marcador da espécie, o cascarosideo, ndo esta
disponivel para comercializagdo. Entéo, primeiramente, optamos por utilizar o método
presente na EP 72 ed. (44).

Na primeira etapa do método, é realizada uma extracdo com solvente apolar
para a remocao de agliconas livres. ApOs esta etapa, a amostra é submetida a um
longo processo de aquecimento, com acido cloridrico e cloreto férrico, para que 0s
heterosideos presentes no medicamento (no caso, 0s cascarosideos) sejam
hidrolisados e oxidados. Dessa forma, os heterosideos s&o convertidos em
antraquinonas livres e recuperados por meio da extragdo com solvente apolar
(44,164).

Ao final do processo, o residuo é dissolvido em uma solu¢cdo metandlica de

acetato de magnésio, que reage com 0S compostos restantes formando uma
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coloracéo avermelhada. Essa solucdo é submetida a leitura em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 515 e 440 nm. Quando a relagdo entre as absorbancias
obtidas € menor que 2,4, o ensaio é invalidado devido a passagem de agliconas para

a fase aquosa durante a extracdo (44).

Nas analises realizadas neste estudo foram obtidas relacbes entre as
absorbancias menores que 2,4, portanto, foram invalidadas. Além disso, os resultados
encontrados em cada andlise nao foram reproduzidos, apresentando claras diferencas
entre eles (Tabela 28).

Tabela 30 - Absorbancias obtidas no teste de quantificacdo de cascarosideos por
espectrofotometria

Analise 515 nm 440 nm Razéo 515/440
1 0,268 0,163 1,64
2 0,462 0,273 1,69
3 0,634 0,344 1,84
4 0,504 0,242 2,08

O método apresenta muitas etapas, exigindo em média 12 horas de dedicacao
integral para sua execucado. Além disso, possibilita a ocorréncia de mais interferéncias
e erros analiticos. Dessa forma, h4 uma alta dependéncia da técnica do analista, o
que dificulta a reprodutibilidade do método. Outra desvantagem € a utilizacdo de
grande quantidade de solventes organicos prejudiciais ao meio-ambiente e a saude

do analista.

Considerando a dificuldade de execuc¢éo da técnica e os resultados obtidos no
doseamento por espectrofotometria, foi feita a op¢céo pelo desenvolvimento de uma
analise por CLAE-DAD, mais rapida e com potencial de ser mais efetiva. Como o
marcador cascarosideo ndo é comercializado, foi utilizado, como substancia de
referéncia, o0 casantranol, que consiste em uma mistura de glicosideos

antraquinénicos isolados do extrato de R. purshiana.
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O método utilizado foi apresentado no estudo de Gallo et al. (2013). Os perfis

cromatograficos das amostras foram semelhantes entre si, ao perfil do casantranol e

ao perfil apresentado na literatura. Os perfis apresentaram 2 picos majoritarios com

espectros na regiao UV similares.
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Figura 19 - Perfil cromatogréafico e espectros na regido UV do lote A de Rhamnus purshiana
obtidos por CLAE-DAD com detecgédo a 297 nm.
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Figura 21 - Perfil cromatografico e espectros na regido UV do lote C de Rhamnus purshiana

obtidos por CLAE-DAD com
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casantranol, obtidos por CLAE-DAD com detecc¢do a 297 nm.
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Foi calculada a relagédo, em porcentagem, entre a soma das areas dos picos
majoritarios nas amostras e a soma das areas dos picos majoritarios na substancia
de referéncia, o casantranol. Como o casantranol foi preparado na concentracdo de 1
mg/mL, a soma das areas dos picos nas amostras foi primeiramente dividida por dois
antes de se estabelecer a relagdo, pois as amostras foram preparadas na

concentragéo de 2 mg de extrato por mL.

Tabela 31 - Areas dos picos majoritarios das amostras de R. purshiana

Soma das éareas dos picos Relag&o amostra/
majoritarios A e B casantranol (%)
Lote A 25462684 + 875709 101,17 %
Lote B 23487219 + 387873 93,32 %
Lote C 22738521 + 495271 90,34 %
Casantranol 12584107 + 272530 -

As amostras dos lotes A, B e C apresentaram uma relacdo proxima com o
casantranol, o que poderia sugerir que essas amostras estejam proximas a
concentracdo do casantranol que € padronizado em 21% de derivados
hidroxiantracénicos totais, dos quais 91% sé&o cascarosideos. A EP 72 ed. e a FB 42
ed. estabeleceram um minimo de 8% de hidroxiantracénicos totais, dos quais, no
minimo, 60% devem ser cascarosideos, calculados como cascarosideo A. A bula dos
medicamentos apresenta a quantidade de 16% de hidroxiantracénicos calculados

como cascarosideo A (44,73).

Para possibilitar a afirmacéo das concentracdes dos marcadores ainda é
necesséaria a identificacdo dos picos majoritarios. Depois de apropriadamente
identificados, o método necessitaria de uma revalidacéo, principalmente em termos
de linearidade. Assim, a utilizacdo deste método e da substancia de referéncia, o

casantranol, propiciaria uma analise mais eficaz do medicamento.

O estudo de Gallo et al (2013), que disponibilizou este método, realizou o

isolamento do cascarosideo por CCD preparativa e utilizou a substancia isolada como
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referéncia para realizar as analises por CLAE-DAD. Porém, a substancia isolada ndo

passou por qualquer método para confirmar a identidade do cascarosideo.

Dessa forma, pretende-se, em estudos posteriores, realizar o isolamento do
cascarosideo a partir do casantranol e identificar apropriadamente o composto por
meio de técnicas como a Ressonancia Magnética Nuclear. Espera-se que apos a
identificagdo seja possivel quantificar o cascarosideo nas amostras contendo o
fitoterapico R. purshiana, e o método por CLAE-DAD possa ser utilizado no controle

da qualidade da espécie, em substituicdo ao método espectrofotométrico.

5.5.2.2 Identificacdo de compostos majoritarios por CCD

As amostras dos lotes A, B e C de R. purshiana, também foram submetidas a
CCD para identificacdo de compostos majoritarios. A CCD € um método facil e barato
gque pode ser facilmente implementado em farmacias de manipulacdo para
confirmacéo da identidade das plantas utilizadas na manipulacdo de medicamentos.

O perfil cromatogréfico das amostras e do casantranol foram semelhantes entre
si e ao perfil da planta apresentado por Wagner e Bladt (139). As bandas amarelas
com brilho intenso, de Rf 0,12 sugerem a presenca dos cascarosideos A e B, enquanto
as bandas amarelas de menor intensidade de Rf 0,22 sugerem a presenca de
cascarosideos C e D. Também houve a formac¢édo de bandas de coloracdo azulada
entre os fatores de retencdo 0,37 — 0,5, e bandas amarelas de Rf 0,57 e 0,67,

sugestivas da presenca de aloina e desoxialoina, respectivamente (Figura 23) (139).

Figura 23 - Perfil cromatogréafico por CCD das amostras de Rhamnus purshiana. R: substancia
de referéncia (casantranol); A: lote A; B: lote B; C: lote C.
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5.5.3 Mikania glomerata

O método de identificagéo e quantificacéo por CLAE-DAD previamente validado
no Laboratdrio de Controle da Qualidade de Medicamentos da Universidade de
Brasilia, permitiu uma analise rapida, de apenas dez minutos para cada amostra, e
eficaz das amostras. Levando em consideracao que ndo ha método de andlise para a
espécie M. glomerata na Ultima edicdo da Farmacopeia Brasileira ou em outra

farmacopeia estrangeira, este método poderia ser facilmente implementado.

Foram obtidos os perfis cromatograficos das marcas A, B e C (Figura 24) e
foram identificados os picos referentes a cumarina, que mostraram tempo de retengao
préximo ao tempo do pico do padrao de cumarina (Figura 25) e, também apresentaram

similaridade maior que 0,99 com o espectro do padrao (Tabela 30).



mAL

92

— cﬁzcm I m E —
1500 1 ] alfax 1
12501 : =
] i
1000 ! . T
PR —
] ] 2
750 2
S00 A ]
2501 ! L y 1 I.PL i f
o ]
0 1 2 3 4 5 i1 T ] <] 10
Minutes
lzm — AR TE - I
] [
E 1}
1000 4 E bra{lax 3
1 7
8004 1 o
E (2]
- [
6004 — s —_—
] ] 2
400 4 ]
3 2
200 1 IK 1 A -
L I H"H' | I
|j 4
] 1 2 3 4 5 4] ) k] 10
Minulies
e A CHE TTE wem |
Epnarnon Tivs E L
soo{ 1 ' Max 1
] @ g i
1 e
400 4 T T T
P — L
] 2|
] 2
200 P 1 TAN
T 1 T 1 1
D-
0 1 2 3 A £ 6 7 8 9 10
Minutes

Figura 24 - Perfis cromatograficos e espectros das amostras de Mikania glomerata. Perfil
cromatografico e espectros obtidos por CLAE-DAD. 1: pico referente a substéncia
desconhecida. 2: pico referente & cumarina. a: marca A; b: marca B; c: marca C .
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Figura 25 - Perfil cromatografico do padrdo de cumarina e seu espectro obtido por CLAE-DAD.

Tabela 32 - Tempo de retengéo, area e similaridade dos picos referentes a cumarina nas
amostras de Mikania glomerata.

meode, Aweassop  Smiardadecomo
Marca A 5,25+ 0,03 18067358 £ 1118943 0,9997 = 0,0002
Marca B 5,10 £ 0,02 5411701 £ 28958 0,9998 + 0,0000
Marca C 5,19+ 0,04 921952 + 85910 0,9988 + 0,0000
Cumarina 5,13 £ 0,02 5604605 = 24281 -

A comparacéao da area do pico do padrédo de cumarina com as areas dos picos
equivalentes nas amostras (mesmo tempo de retencdo e espectro) permitiu a
determinacado do teor de cumarina nas amostras. As marcas A, B e C apresentaram
variacbes de +6,67%, +17,07% e — 5,71%, respectivamente, em relacdo ao teor
declarado (Tabela 31). De acordo com a IN 4/2014, no caso da cumarina, que é
considerado como um marcador ativo da espécie, € permitido uma variacéo de + 15%

(19). Portanto, a marca B foi a Unica a ultrapassar os limites de variagao.
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Tabela 33 - Teor de cumarina declarado no rétulo e determinado

Teor de cumarina (mg/mL)

Declarado Determinado
Marca A 0,30 0,322 + 0,020
Marca B 0,082 0,097 £ 0,001
Marca C 0,035 0,033 + 0,003
Padrdo cumarina - 0,02

Em relacdo a dose diéria, a Anvisa estabeleceu na IN 2/2014 a variacédo de 0,5
a 5 mg de cumarina (99). Relacionando a posologia apresentada nas bulas das
amostras e o teor determinado de cumarina, foram encontradas as doses diarias de
4,8 mg, 4,32 mg e 0,7 mg nas amostras da marca A, B e C, respectivamente. Desta
forma, apesar da diferenca observada entre as marcas A e B e a marca C, todas se
apresentaram dentro dos limites de variacao da dose diaria estabelecida pela Anvisa.

Também vale relatar que foi observado, no perfil cromatografico das trés
marcas, que a cumarina nao foi o composto majoritario, mas sim um composto nao
identificado com tempo de retencdo aproximado de quatro minutos e 35 segundos e

espectro no UV com maxima de absor¢cdo em 255 nm.

Outros estudos reportam, além da cumarina, a presenca, em quantidades
significativas, de acido o-cumarico e acido caurenoico, que também possuem efeitos
terapéuticos relevantes. Dessa forma, acredita-se que os efeitos produzidos pelo
guaco nao podem ser atribuidos somente a cumarina (104,107,165,166). Porém,
assim como ressaltado anteriormente nas analises dos fitoterpicos a base de C.
scolymus, é necessaria a realizacdo de mais pesquisas com foco na descoberta de
uma combinagcdo de compostos efetivos que sejam representativos na analise do

fitoterapico.

E perceptivel que este é um desafio encontrado no controle da qualidade dos
fitoterapicos em geral e ndo somente nos fitoterapicos relatados no presente trabalho.
E necessario entendé-los como uma mistura complexa de constituintes fitoquimicos
que agem de forma sinérgica no organismo humano. Nesse sentido, autores
defendem a ideia da analise realizada com multiplos marcadores, no lugar da analise

centrada em apenas um marcador (41,167-169), que pode ocasionar a
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descaracterizacdo do extrato vegetal na busca pelo estrito atendimento a legislacao

sanitaria.

5.5.4 Uncaria tomentosa

A espécie U. tomentosa ndo possui monografia para controle da qualidade na
Farmacopeia Brasileira, portanto foi necessario buscar métodos de analise em outras
farmacopeias oficiais reconhecidas pela Anvisa. O método da USP 39 por CLAE-DAD
é focado em mudltiplos marcadores, permitindo uma analise mais representativa da

qualidade do medicamento.

O método foi facilmente reproduzido em nosso laboratério e permitiu a
identificacdo e quantificacdo dos alcaloides oxindolicos pentaciclicos (especiofilina,
uncarina F, mitrafilina, isomitrafilina, pteropodina e isopteropodina) e a identificacdo
dos alcaloides oxinddlicos tetraciclicos (rincofilina e isorincofilina) presentes nos
fitoterapicos a base de U. tomentosa. Os perfis cromatograficos das amostras
comerciais foram semelhantes entre si e ao perfil do extrato padronizado de U.

tomentosa da USP e seu certificado de analise (Figuras 26, 27 e 28).

[]] DAD-CH1 245 nm
ext_padronizade UPS 0.5mg.ml

200 C G =
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. D H _
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Figura 26 - Perfil cromatogréafico do extrato padronizado de Uncaria tomentosa obtido por
CLAE-DAD. A: especiofilina; B: uncarina F; C: mitrafilina; D: isomitrafilina; E: pteropodina; F:
rincofilina; G: isorincofilina; H: isopteropodina
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Figura 27 - Perfil cromatografico do fitoterapico da marca A de Uncaria tomentosa
obtido por CLAE-DAD. Espectros UV sobrepostos aos espectros dos picos
correspondentes no extrato padronizado. A: especiofilina; B: uncarina F; C: mitrafilina,;
D: isomitrafilina; E: pteropodina; F: rincofilina; G: isorincofilina; H: isopteropodina.
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Figura 28 - Perfil cromatografico do fitoterapico de Uncaria tomentosa da marca B obtido por
CLAE-DAD. Espectros UV sobrepostos aos espectros dos picos correspondentes no extrato

padronizado. A: especiofilina; B: uncarina F; C: mitrafilina; D: isomitrafilina; E: pteropodina;

F: rincofilina; G: isorincofilina; H: isopteropodina.
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Os compostos fitoquimicos nas amostras foram identificados a partir da
comparacao dos tempos de retencdo e similaridade dos espectros dos picos na

amostra com 0s picos respectivos no extrato padronizado (Tabelas 32 e 33).

Tabela 34 - Tempo de retencéo, area e similaridade dos marcadores da marca A de Uncaria
tomentosa

vacador  JmEode peaop  Smisidade como
Especiofilina 11,23 £ 0,02 1852952 + 58474 0,9968 + 0,0001
Uncarina F 13,25+ 0,01 1192326 + 32292 0,9896 + 0,0002
Mitrafilina 14,24 + 0,01 9047354 £ 170860 0,9998 + 0,0000
Isomitrafilina 18,55+ 0,01 7112343 £ 107875 0,9997 + 0,0000
Pteropodina 19,47 £ 0,02 10419684 £ 189170 0,9998 £ 0,0000
Rincofilina 24,11 + 0,02 7312452 + 130412 0,9998 + 0,0000
Isorincofilina 25,75 £ 0,04 8790587 £ 195769 0,9999 + 0,0000
Isopteropodina 27,16 £ 0,01 6832741 + 122477 1,0000 + 0,0000

Tabela 35 - Tempo de retencéo, area e similaridade dos marcadores da marca B de Uncaria

tomentosa
vacador It peaspp  Smiaidade como
Especiofilina 11,91 £0,01 3678974 £ 42628 0,9996 + 0,0001
Uncarina F 13,39+ 0,01 731458 + 25162 0,9972 + 0,0003
Mitrafilina 14,52 £ 0,02 6677682 £ 128874 1,0000 £ 0,0000
Isomitrafilina 18,51 + 0,02 2214175 £ 46483 0,9995 + 0,0000
Pteropodina 19,42 £ 0,02 6077845 £ 125245 0,9999 + 0,0000
Rincofilina 23,86 + 0,02 2865695 + 81366 1,0000 £ 0,0000
Isorincofilina 26,28 + 0,03 3404199 £ 55588 1,0000 £ 0,0000
Isopteropodina 27,19 £ 0,01 1884732 £ 57121 0,9971 + 0,0001
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Comparando as areas dos picos nas amostras com a area do pico do padréo
de isopteropodina, de concentragdo conhecida, foi obtida a concentragdo dos
alcaloides oxindolicos pentaciclicos (AOP) expressos como isopteropodina. Os
produtos da marca A e B apresentaram diferenca significativa (p<0,0001) no teor total
de AOP e no teor de cada marcador no teste t-student. Porém, apesar de serem
diferentes entre si, tanto o produto da marca A, como o da marca B mostraram um

percentual maior do que o minimo de 0,3%, estabelecido pela USP (Tabela 34).

Tabela 36 - Concentracdo de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos nas amostras de Uncaria
tomentosa

Concentracao (mg/comprimido ou capsula) £ DP

Marcadores Marca A Marca B
Especiofilina 0,120 + 0,004 0,095 + 0,001
Uncarina F 0,077 £ 0,002 0,019 + 0,001
Mitrafilina 0,585+ 0,011 0,173 + 0,003
Isomitrafilina 0,460 + 0,007 0,057 +£ 0,001
Pteropodina 0,674 £ 0,012 0,157 +£ 0,003
Isopteropodina 0,442 + 0,008 0,049+ 0,001

Total

2,36 (2,36%)

0,55 (0,55%)

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados em estudo anterior, que
avaliou a concentracédo de AOP totais em amostras do cértex da raiz de U. tomentosa
retiradas da natureza e amostras comerciais, nas quais foram encontradas variacdes
de 0,057 a 2,584 % e 0,528 a 1,043%, respectivamente (122).

Também foi calculada a porcentagem de alcaloides oxindodlicos tetraciclicos
(AOT) em relacdo ao total de pentaciclicos, comparando as éareas totais dos
compostos. Apesar de apresentarem o teor minimo de AOP, os produtos das marcas
A e B mostraram 44,17% e 29,48% de AOT em relag&o ao total de AOP, que é maior

do que o maximo de 25% estabelecido pela USP.
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O requisito estabelecido pela USP deve-se a existéncia de dois quimiotipos de
U. tomentosa: um enriquecido com alcaloides oxinddlicos pentaciclicos e outro
enriqguecido com alcaloides oxindélicos tetraciclicos (121,122). Alguns autores
sugeriram um efeito antagonista dos AOT em relacéo aos efeitos benéficos causados
pelos AOP (128,129). Além disso, a atividade da espécie vegetal vem sendo mais
associada aos alcaloides pentaciclicos (123-125), inclusive foi realizado um estudo

clinico que sugeriu a seguranca e eficacia do extrato livre de AOT (111).

Portanto, os altos valores da relagdo AOT/AOP encontrados neste trabalho
poderiam representar um risco ou falha na eficacia do medicamento. Porém, ndo se
pode afirmar com certeza, pois ainda sdo nhecessarios mais estudos para a

confirmacéo dos mecanismos de acdo e os compostos fitoquimicos associados.

N&o foi possivel estabelecer as comparagfes necessarias com 0s requisitos
definidos pela Anvisa e com os rétulos dos medicamentos, pois estes foram
padronizados em total de alcaloides (incluindo AOP e AOT) calculados como
mitrafilina, enquanto neste trabalho os resultados foram expressos em isopteropodina.
Apesar disso, as comparacdes realizadas de acordo com os parametros estabelecidos
pela USP possibilitaram a analise da qualidade dos medicamentos.
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6 CONCLUSAO

O monitoramento da qualidade de medicamentos consiste em uma agao de
vigilancia sanitaria fundamental para a protecdo da saude individual e coletiva. Além
disso, esta acdo esta prevista na Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF). Contudo, poucos estudos propdem a avaliacdo da qualidade
de fitoterapicos comercializados no Brasil. Neste estudo, medicamentos fitoterapicos
de quatro espécies vegetais, presentes na RENAME 2014, foram avaliados quanto a
qualidade. E, apesar de ndo ser objetivo do trabalho, ao avaliar a qualidade dos

medicamentos também foi possivel discutir a adequabilidade dos métodos utilizados.

Na analise de rétulos e bulas foi observado um maior desvio da qualidade nas
bulas do medicamento. Apenas 33,33% das bulas apresentaram todas as informagdes
requeridas de maneira correta, enquanto, nas analises de parametros gerais como
peso médio, volume, viscosidade, pH, desintegracao e friabilidade, foram observados

poucos desvios na qualidade dos medicamentos.

Foi verificado que nenhuma das espécies avaliadas neste estudo possui
monografia especifica na versdo atual da Farmacopeia Brasileira. Apesar das
espécies C. scolymus, M. glomerata e R. purshiana terem sido apresentadas em
versodes anteriores, as monografias estdo desatualizadas, ndo sendo condizentes com
0s avancos cientificos. Portanto, foram utilizados métodos apresentados por outras

farmacopeias oficiais e pela literatura cientifica.

Foi realizada a revalidacdo do método de analise dos extratos de C. scolymus
presente na Farmacopeia Europeia. Além do &cido clorogénico, os derivados
cafeoilquinicos acido neoclorogénico, criptoclorogénico, isoclorogénico A e C e a
cinarina foram incluidos como marcadores, possibilitando uma analise mais
representativa da qualidade dos medicamentos. Foi observada em duas amostras, a
auséncia da cinarina, um composto relatado como um dos principais da espécie C.
scolymus. Além disso, foram observados desvios significativos no teor dos

marcadores, representando um potencial risco para a saude.

A avaliacdo dos fitoterdpicos de R. purshiana foi um desafio. O método

espectrofotométrico  disponivel em compéndios oficiais apresentou baixa
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reprodutibilidade neste estudo. Foi feita a op¢do pela utilizacdo de um método,
apresentado na literatura, por CLAE-DAD e a amostra foi comparada com o
casantranol, uma mistura de glicosideos antracénicos isolados da espécie. Porém, a
falta do marcador (cascarosideo) no comércio impossibilitou a quantificacdo do

mesmo nas amostras.

O método por CLAE-DAD, previamente validado em nosso laboratério, provou
ser rapido e efetivo para avaliacdo da presenca de cumarina em medicamentos
fitoterapicos contendo M. glomerata. A cumarina ndo foi 0 composto majoritario nas
amostras, porém estava em quantidade adequada para a ingestdo diaria, conforme

recomendado pela Anvisa.

Os fitoterapicos de U. tomentosa foram avaliados em relagcdo ao contetdo de
alcaloides oxinddlicos pentaciclicos e tetraciclicos por meio do método da
Farmacopeia dos Estados Unidos. Apesar de apresentarem a quantidade minima
requerida de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos, os fitoterapicos apresentaram uma
alta relacdo de alcaloides oxinddlicos tetraciclicos, o que pode alterar a eficacia dos

medicamentos.

Por fim, a maioria dos medicamentos testados apresentou ndo conformidade
com os parametros de qualidade estabelecidos pelas farmacopeias, em pelo menos

um teste, nas condi¢des desse estudo (Quadro 1).



Quadro 1 - Resumo dos resultados da avaliagcado da qualidade dos medicamentos
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Registro Rétulo Raétulo Bula PM/ Desintegragao Teor Dose diaria
EP ES Volume

2 A X v X X v v X X
S

3 B v v v X v v X X
%

O C v X X X v v X X
o A v v v v v v NA NA
.8

<

v B v v v v v v NA NA
S

Q

g C v v v v v v NA NA
I A v v v v X NA v v
o

)

g B v v X X v NA X v
S

= C v v X X v NA v v
3

o A v v v v v v X NA
<

)

5

"D‘j B v X X X X v X NA

* EP: Embalagem primaria; ES: Embalagem secundaria; PM: peso médio; X: ndo conforme; v : conforme; NA: ndo avaliado
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7 PERSPECTIVAS

E esperado que este trabalho possa nortear a realizacdo de mais estudos no
sentido de confirmar ou estabelecer conjuntos de marcadores ativos das espécies,
possibilitando uma avaliagdo mais representativa da qualidade dos fitoterapicos. E
necessario que as metodologias utilizadas sejam frequentemente avaliadas e
readaptadas para acompanhar os avancos cientificos e tecnoldgicos. Dessa forma, o
monitoramento da qualidade torna-se mais efetivo e fornece uma real contribuicéo

para a protecdo da saude humana.

A inclusdo, na Farmacopeia Brasileira, de monografias das espécies presentes
na RENAME, também é essencial. As monografias podem fornecer uma maior
padronizacao da avaliacéo realizada pelas proprias indastrias farmacéuticas e, como

consequéncia, uma maior padronizacao dos produtos.

Em relagdo a espécie M. glomerata, ha a necessidade de verificar qual € o
marcador majoritario e avaliar qual é sua relacdo com o efeito terapéutico. Assim,
podera ser acrescentado mais um marcador na andlise da espécie. Em relacdo a
espécie R. purshiana seu marcador é bem estabelecido, mas sua auséncia no
mercado dificulta a analise. Dessa maneira, ha necessidade de investigacao de uma
melhor forma de avaliacdo, sendo o casantranol um potencial marcador para ser

utilizado como referéncia.
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