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RESUMO

Mikania lindleyana DC (Asteraceae) é uma trepadeira arbustiva, perene, lenhosa e
sem gavinhas, com caule voluvel, cilindrico estriado, verde e ramoso. E utilizada na
Amazbénia como diurético, antiinflamatério, analgésico, anti-hipertensivo,
antiulceroso. Este trabalho teve por objetivo desenvolver um método para
caracterizacdo do extrato hidroetandlico das folhas de M. lindleyana DC por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O extrato hidroetandlico (tintura)
preparado conforme a FARMACOPEIA BRASILEIRA V, 2010 foi submetido, apds
secagem, a analise fitoquimica, por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e por
CLAE. Na prospeccao quimica, observou-se a presenga de cumarinas, alcaldides,
aminoacidos, acgucares redutores, fendois, taninos, esteroides, terpenos, saponinas e
acidos organicos. Na analise das fracdes (hexanica, cloroférmica e acetato de etila),
do extrato hidroetandlico bruto e da cumarina (1mg/mL) por CCD, utilizando como
eluente tolueno/diclorometano/acetona (45:25:30) observou-se no UV (365nm)
bandas fluorescentes de cor verde clara (Rf 0.61) caracteristicas de cumarina. Na
analise do extrato bruto e da fracdo cloroformica por CLAE e uma solucéo
metanolica de cumarina pura a 0,1 mg/mL, utilizando como eluente metanol/agua
(47:53), picos no Rt de cerca de 6.00 minutos foram observados correspondentes a
espectro caracteristico com maximos de absorcdo entre 270 nm e 300 nm. Os
resultados demonstram a presenca de cumarina em EHEB e FC. nas respectivas
guantidades de 0,014 no EHEB e 0,209 na FC.

Palavras chaves: CCD, cumarina, LC-DAD, Sucuriju, marcador.



ABSTRACT

Mikania lindleyana DC (Asteraceae), vernacular “Sucuriju”, is a creeping, shrubby,
perennial, evergreen plant, growing in the Amazon region where it is used as diuretic,
anti-hypertensive, anti-inflammatory and anti-ulcerous medicine. The main aim of this
study was to develop a method for characterization of hydro-ethanolic extract
(tincture) from the leaves of M. lindleyana DC, using UV and High performance Liquid
Chromatography (HPLC). The hydro-ethanolic extract (tincture) was prepared based
on Brazilian Pharmacopeia V, 2010 and its dry residue was submitted to
phytochemical analyses, Thin Layer Chromatography (TLC) and High Performance
Liquid chromatography (HPLC). Among the substances observed in the
phytochemical analysis was coumarin, alkaloids, amino acids, reducing sugars,
phenols, tannins, steroids, terpenes, saponins and organic acids. TLC test was done
by applying hexanic, chloroformic and ethyl acetate Fractions together with Crude
hydro-ethanolic extract and aqueous solution of coumarin Aldrich® 0,1mg/ml on the
same plate using toluene/dichloromethane/acetone (45:25:30) as the eluent system.
The chromatogram was then sprayed with an alcoholic solution of KOH 5%, and then
observed under UV light at 254nm and 365 nm, revealing a light green band at an
RF-0.61 for chloroformic fraction, crude hydro-ethanolic extract and for coumarin
samples. The HPLC analysis was conducted using methanol/water 53:47 as the
eluent system. The chloroformic fraction(CL), coumarin and the crude hydro-
ethanolic extract (CHE) showed peaks at Retention time around 6.00minutes and
spectra with maximum absorptions between 270nm and 300nm.This clearly
demonstrate the presence of coumarins in the samples (CL= 0.209mg/mL and CHE=
0.014mg/mL).

Key words: Coumarins, TLC, LC-DAD, Sucuriju, Asteraceae, Marker
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais da Amazonia correspondem a uma grande parcela da
biodiversidade do mundo e sdo amplamente utilizadas pela populacéo local como
remeédios caseiros e também como matéria-prima para fabricacao de fitoterapicos e
outros medicamentos industrializados. (JARDIM et al 2007)

No Brasil, 0 mercado de fitoterdpicos correspondia, em 1994, a um valor
estimado em US$ 355 milhdes, o que representava 0,5% do valor total das vendas
de medicamentos (OMS, 2002), ndo se considerando a associacao de principios
ativos de origem vegetal com aqueles de outra natureza. Em 1998, este mesmo
mercado foi estimado em US$ 566 milhdes (OMS, 2002)

E importante ressaltar a dificuldade na obtencdo de informacdes sobre o
volume real movimentado num pais como o Brasil, devido ao mercado informal
interno forte, onde sementes, raizes e folhas séo vendidas nas ruas e feiras de
muitas cidades (RITTER et al, 2004). O crescimento do mercado de fitoterapicos, no
Brasil, € da ordem de 15% ao ano, enquanto o mercado de medicamentos sintéticos
cresce em torno de 3 a 4% (JARDIM et al, 2007).

O aumento do uso de fitoterapicos pela populacdo mundial também tem se
traduzido na preocupacdo com a qualidade destes produtos, devido aos problemas
comumente encontrados referentes a autenticidade, pureza e composicdo quimica
das matérias-primas vegetais o que contribui para um fitoterapico de ma qualidade
(CARVALHO et al.,, 2007). No mercado brasileiro, estes problemas séao
freqientemente encontrados em varias regides do pais (RITTER et al., 2004).

O estudo do uso de plantas para varios fins nas comunidades tradicionais
estd se tornando uma necessidade importante, especialmente na regido dos
tropicos. Tais comunidades vém sofrendo crescentes pressfes econbmicas e
culturais da sociedade com conseqUéncias drasticas para as suas culturas
tradicionais (JARDIM et al, 2007).

O conhecimento acumulado por estas populacées é devido aos séculos de
contato direto com o meio ambiente, e, varias pesquisas vém demonstrando a
presenca de um amplo conhecimento sobre 0s recursos naturais nas comunidades
tradicionais, as quais além de indicar o uso de espécies em potencial, podem vir a

ensinar novos modelos para seu uso e manejo (AMOROZO, 2002).
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No mundo moderno, a utilizacdo de plantas medicinais para cura de moléstias
esta condicionada a um processo de experimentacdo que vem se desenvolvendo
desde os tempos mais remotos, constituindo assim a base da fitoterapia, a qual vem
sendo retomada pela medicina ocidental, que procura aproveitar suas praticas,
dando-lhes respaldo cientifico e integrando-as num conjunto de principios que visam
mais do que curar algumas doencas, restituir o homem a vida natural (BUCHILLET,
1991).

A medicina tradicional, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é o
conjunto de todos os conhecimentos teoricos e praticos, utilizados para explicar,
prevenir e suprimir transtornos fisicos, mentais ou sociais, baseados exclusivamente
na experiéncia e na observacdo, transmitido oralmente ou por escrito de uma
geracdo a geracdo (COELHO-FERREIRA, 2000). Deste modo, a realizacdo de
pesquisas com plantas medicinais pode contribuir para melhorar o uso dos recursos
vegetais pela populacdo local, bem como subsidiar indicadores para novas e

eficazes drogas no combate a diversas patologias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagao Botanica de M. lindleyana D.C

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliapsida
Tribo: Eupatoriae

Familia: Asteraceae
Género: Mikania

Espécie: Mikania lindleyana

2.2 Género Mikania

O género Mikania apresenta cerca de 450 espécies (Holmes 1996). com
distribuicdo tropical, mas com presenca também nas areas temperadas da América
e sudeste da Africa. Para o Brasil sdo citadas cerca de 170 espécies (KING e
ROBINSON, 1987).

No Rio Grande do Sul, ocorrem 39 espécies. Ha dois grandes centros de
diversidade do género na América do Sul. O primeiro, com aproximadamente 170
espécies (cerca de 150 endémicas), localiza-se desde Minas Gerais e Rio de Janeiro
até o Parana e Santa Catarina, com muitas espécies estendendo-se até o Paraguai,
Uruguai e Argentina. O segundo, com aproximadamente 150 espécies (cerca de 130

endémicas), que se localiza da Colémbia até a Bolivia (HOLMES, 1995).
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2.3 Mikania lindleyana DC

Mikania lindleyana D.C (sucuriju) s6 floresce quando cultivada em locais onde
possa receber luz solar direta, sendo conhecida popularmente como sucurijuzinho,
erva-das-serpentes, cipo-sucuriju entre outros nomes. E uma planta muito usada na
medicina popular, na regido amazébnica, ela € popularmente conhecida como
sucuriju e tem as seguintes alegacfes de uso: antiinflamatério, analgésico, anti-
hipertensivo, antiulceroso, além de ser usado nos casos de picadas de cobras e
insetos (SARTORIO et al., 2000).

Esta espécie € uma trepadeira arbustiva, perene, lenhosa e sem gavinhas
(garras para se prender), com caule volavel, cilindrico estriado, verde e ramoso,
pertencente a familia Asteraceae (Compositae) e ao género Mikania, originaria da
Ameérica do Sul e do Brasil (PANIZZA, 1997).

Apresenta folhas opostas, de cor verde-brilhante, pecioladas, cordiformes, de
consisténcia lisa, quase coriacea e triangular, de bordo inteiro e com trés nervuras
na base Suas inflorescéncias sdo verdes e alcancando até 30 cm de comprimento.
(PANIZZA, 1997).

Muitas pessoas no estado do Para utilizam as folhas da Mikania lindleyana
DC na forma de cha das folhas frescas com fins terapéuticos sem conhecer as
gualidades de matéria vegetal sendo usado, além disso, ndo se costuma fazer o uso

dessa planta em forma de tintura ou de outras formas.

Figura 1: folhas da M. lindleyana DC
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Cumarina simples (1,2-benzopirona) é um dos principais constituintes da
Mikania sp (OSORIO et al,2008). E definida como o marcador quimico para controle
de qualidade de formulagcdes a base das Mikania sp, conforme a Lista de registros
simplificada de fitoterapicos da ANVISA, instru¢do normativa 05, de 2010.

As principais técnicas para padronizacdo de derivados de Mikania baseadas
na cumarina e seus derivados sdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
por cromatografia gasosa (VILEGAS et al.,2007). Entretanto, as cumarinas
apresentam espectro ultravioleta caracteristico, devido a natureza e posicao dos
substituintes quimicos, favorecendo sua identificacdo e o desenvolvimento de
métodos espectrofotométricos para a sua analise (BRUNETON, 1991).

A forma mais utilizada para administracdo de M. lindleyana DC é o decocto
(extrato aquoso). A complexidade da composicdo do extrato da M. lindleyana DC
pode interferir no doseamento espectrofotométrico das cumarinas, ja que alguns
metabolitos nele presentes podem absorver na mesma faixa de comprimento de
onda proxima aquela da cumarina (SHAKEEL-U-REHMAN et al, 2010).

2.4 Principais Técnicas Analiticas utilizadas no Desenvolvimento, Avaliacdo e

Controle de Qualidade de Fitoterapicos

2.4.1 CROMATOGRAFIA

Quando alguns dos constituintes quimicos de uma preparacao vegetal sao
conhecidos, € realizada a caracterizacdo destes compostos usando-se a
cromatografia analitica qualitatva como a CCD, é complementada com a
determinacdo quantitativa das substancias presentes nessas preparacfes por meio
da CLAE ou da Cromatografia Gasosa analitica, obtendo-se, assim, uma correlacéao
entre quantidade dos compostos presentes e sua eficacia terapéutica e
farmacologica.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permite a realizacdo de

analises qualitativas e quantitativas de modo eficaz, uma vez definidas as condi¢cdes
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de analise, o cromatograma forma uma espécie de grafico caracteristico (perfil
cromatografico) devido aos diferentes tempos de retencdo e intensidades de
absorcdo de seus constituintes, em que a propor¢cao entre oS seus componentes
deve ser constante (SHARAPIN, 2000).

Com o auxilio de detectores espectrofotométricos, obtém-se o espectro de
absorcao correspondente a cada pico do “fingerprint” que pode ser comparado com
espectros presentes em bancos de dados para auxiliar a identificacdo. Devem ser
utilizados padrbes para comparacdo dos tempos de retencdo e espectros de
absorcéo caracteristicos para cada composto. Em preparacdes que nao se conhece
a totalidade dos constituintes quimicos, compostos dominantes ou marcadores
qguimicos podem ser utilizados para a sua caracterizacdo, mesmo ndo estando
relacionados com a atividade do extrato (VOLPATO, 2005).

Para andlises qualitativas e quantitativas do perfil quimico de extratos de
plantas e ou fitoterapicos, é necessario 0 uso de varias técnicas analiticas acopladas
ou hifenadas que permitam a separacgao, identificacdo e mesmo a quantificacéo e
padronizacdo dos varios metabolitos e ou marcadores quimicos presentes na planta
ou espécie vegetal envolvida (ROCHA, 2000).

O termo técnicas hifenadas refere-se ao acoplamento de duas ou mais
técnicas analiticas com o objetivo de obter uma ferramenta analitica mais eficiente e
rapida do que as técnicas convencionais. As técnicas analiticas quimicas mais
empregadas na analise de produtos a base de plantas medicinais sdo a
cromatografia e a espectroscopia.

As técnicas a serem acopladas deverao gerar informacdes diferentes, ou seja,
serem ortogonais. Um exemplo tipico é o acoplamento de métodos eficientes de
separacdo como a CL e CG, com técnicas espectrométricas como espectrometria no
UV-Vis , espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear (RMN), que
fornecem informacdes adicionais sobre a estrutura quimica dos componentes da
amostra, funcionando como detectores.

Desta forma, a escolha do detector torna-se fundamental quando o analito se
encontra em nivel de tracos, necessitando de baixos limites de deteccdo
(RODRIGUES et al., 2005).

Detectores baseados em absor¢do de luz ultravioleta (UV), fluorescéncia,
indice de refracédo, difracdo de luz e eletroquimica proporcionam uma boa deteccao

e sensibilidade, porém pouco ou nenhuma informacgéo estrutural. A introducéo das



21

técnicas acopladas tais como CLAE/UV equipada com um arranjo de diodos
(CLAE/UV-DAD) e o acoplamento com a espectrometria de massa (CLAE/EM),
proporcionou um real avanco na identificacdo estrutural de produtos naturais
(LINDON et al., 1997; RODRIGUES et al, 2005).

Dentre as técnicas analiticas utilizadas para a caracterizacdo e controle de
gualidade do derivado da droga vegetal (tintura), destaca-se a CLAE equipada com
um arranjo de diodos — CLAE-DAD que é uma técnica amplamente utilizada na
analise de produtos naturais desde que o analito apresente grupos cromoéforos que
causem a absorcdo de luz na regido de UV-visivel, caracterizando compostos
conhecidos, através da comparacdo do tempo de retencdo e espectro UV com o
padrdo analitico fornecido por um banco de dados (ROCHA, 2000).

2.4.2 ANALISE TERMICA

A analise térmica é definida como grupo de técnicas por meio das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus derivados é medida em funcao
da temperatura e/ou tempo, enquanto essa amostra € submetida a um programa
controlado de temperatura.

Os resultados sdo fornecidos na forma de curvas, as quais contém as
informacdes a respeito da variacdo do parametro (DTA, TG, DTG) medido ( GIRON,
2002; SILVA et al., 2007).

As potenciais aplicacbes da andlise térmica na industria farmacéutica sao
inimeras e giram em torno da investigacao fisico-quimica de produtos farmacéuticos
e uso de ponto de fusdo como indicador de pureza e reatividade dos constituintes
dos produtos finais.

Por isso, tem sido extensivamente utilizada como ferramenta analitica
confiavel e essencial para o controle de qualidade e desenvolvimento de novas
formulacbes farmacéuticas, tendo em vista o teor de umidade como um dos
parametros importantes para controle de qualidade dos medicamentos e alimentos

(ANDRADE et al,2005), bem como para o estudo da estabilidade, compatibilidade e
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das possiveis interacfes entre farmacos e excipientes e suas misturas, contribuindo
dessa forma para estudos de pré-formulacao ( SANTOS et al., 2008).

No desenvolvimento de diversos estudos, € possivel a associacdo de duas ou
mais técnicas termoanaliticas, como por exemplo, a Andlise Térmica Diferencial
(DTA) ou a (Calorimetria Exploratdria Diferencial) DSC com a Termogravimetria
(TG).

Em muitas situagfes, para a solucdo de problemas, € necesséario associar 0s
resultados de andlise térmica a resultados obtidos por outras técnicas convencionais
fisico-quimicas e analiticas (MATOS; MACHADO, 2004; SILVA et al., 2007).

Dentre as técnicas termoanaliticas empregadas com maior freqiéncia na
industria farmacéutica estdo: a Termogravimetria (TG); Andlise Térmica Diferencial
(DTA); Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) (ARAUJO et al., 2006). Na
Termogravimetria (TG) o parametro a ser medido € a massa, por meio da utilizagédo
de uma termobalanca que permite medir o ganho ou perda de massa que ocorre na
amostra em funcdo de uma variacao controlada de temperatura.

O transdutor ou sensor utilizado na termogravimetria € uma balanca
registradora (LUCAS et al., 2001). As curvas obtidas fornecem informacdes relativas
a composicao e estabilidade térmica da amostra, dos produtos intermediarios e do
residuo formado.

Dada a natureza dinamica da variacdo de temperatura da amostra para
originar curvas TG, fatores instrumentais; razdo de aguecimento, atmosfera (N2, ar
ou outros), vazao de gas, geometria da porta- amostra e tamanho e forma do forno e
relacionados as caracteristicas da amostra, ou seja; quantidade, Granulométrica,
forma cristalina, empacotamento, condutividade térmica, solubilidade dos gases
liberados da amostra e calor de reacédo envolvido que podem influenciar a natureza,
a precisdo e a exatiddo dos resultados experimentais (WENDLANDT, 1986; SILVA
et al., 2007).

Andlise Térmica Diferencial é a técnica pela qual a diferenca de temperatura
(AT) entre a substancia e a matéria de referéncia (termicamente estavel) € medida
em funcdo da temperatura, enquanto ambos sdo submetidos a uma programacao
controlada de temperatura.

A temperatura € medida por termopares conectados aos suportes metalicos

das capsulas de amostra e da matéria de referéncia, ambos contidos no mesmo
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forno. As variacdes de temperatura na amostra sao devido as transi¢cdes entélpicas.
ou reacdes endotérmicas ou exotérmicas.

As curvas DTA representam os registros de A em fungao da temperatura (T)
ou do tempo (t), de modo que os eventos sao apresentados na forma de picos. Os
picos ascendentes caracterizam 0s eventos exotérmicos e 0s descendentes 0sS
endotérmicos (WENDLANDT, 1986; SILVA et al., 2007).

A DTA, a DSC e a TG podem ser utilizadas, por exemplo, na compreensao
dos mecanismos fisico-quimicos relativos a processos de decomposi¢cao térmica ou
no estudo e desenvolvimento de novos compostos, entre outros (ANDRADE et al.,
2007).

As curvas TG e DSC fornecem informagdes importantes sobre a propriedade
fisica das substancias como estabilidade, compatibilidade, cinética, decomposicao
térmica, fase de transicéo e polimorfismo (GIRON, 2002; RODRIGUES et al., 2005;
SANTOS et al., 2008).

A DSC é a técnica, na qual se mede a diferenca de energia fornecida a
substancia e uma matéria de referéncia (termicamente estavel), em funcdo da
temperatura, enquanto a substancia e matéria de referéncia sdo submetidas a uma
programacao controlada de temperatura (SILVA et al., 2007).

A pequena quantidade de amostra utilizada, a rapidez de resultados, a nitidez
da técnica e a possibilidade de visualizacdo do seu perfil termoanalitico, fazem
dessas técnicas poderosas ferramentas no estudo de padronizacdo das matérias-
primas vegetais e ensaios de pré-formulacédo para o desenvolvimento tecnolégico de
medicamentos fitoterapicos (ARAGAO et al., 2002; ARAUJO et al., 2006; SILVA
JUNIOR, 2006; ALVES, 2008).
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2.5 Cumarina

A cumarina (Figura 2) é também chamada de 1,2-benzopirona; 2H-1-
benzopiran-2-ona; lactona de acido cis-o-cumarinico; anidrido cumarinico e canfora
de caroco de tonka e € uma substancia cristalina branca com peso molecular de
146,15; ponto de fusédo 68—70°C; e ponto de ebulicdo variando de 297°C a 299°C, e
a sua estrutura consiste de um anel aromatico condensado em um anel lacténico.

A cumarina é facilmente soluvel em etanol, cloroférmio, éter dietilico e em
Oleos, porém é levemente solivel em agua. A maior parte de cumarina encontrada
comercialmente é sintetizada a partir de salicilaldeido, porém a cumarina de melhor

gualidade é aquela extraida do caroco de tonka (LAKE, 1999).

6/5\”/4\3
CLX,

Figura 2: Estrutura da cumarina
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2.5.1 BIOSSINTESE DAS CUMARINAS

O principal precursor da cumarina é acido cinamico (Figura 3) que vem da
fenilalanina derivada do &cido chiquimico oriundo da via de eritrose-4-fosfato e o

acido fosfoenolpiravico.
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OH
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CH, CHNH,COOH CooH
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Figura 3: Biossintese das cumarinas (LAKE,1999)
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2.5.2 DERIVADOS DA CUMARINA

Os principais derivados da cumarina sao do tipo piranocumarina e furano
cumarina, que surgem durante o processo de biossintesse de cumarina segundo

Lake (1999) como mostra a Figura 4.

N

7
-
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. | oy o
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L : A Furanocumarina angular
Furanocumarina linear piranocumarina linear g

Figura 4. Derivados da cumarina (LAKE, 1999).

2.5.3 METABOLISMO DE CUMARINA

O metabolismo da cumarina ocorre no figado catalizado pela enzima
citocromo p-450, onde a cumarina é convertida em 7-hidroxicumarina.

A cumarina é metabolizada por hidroxilacdo em todas as seis posicées (nos
carbonos 3,4,5,6,7 e 8) gerando 3,4,5,6,7e 8-hidoxicumarinas (LAKE,1999) como
mostra Figura 5 e também pela abertura do anel lacténico que da origem aos
produtos que incluem o-hidroxifenilacetaldeido; o-hidroxifeniletanol; acido o-

hidroxifenilacetico e o acido o-hidroxifenillatico.
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Os outros metabolitos resultantes sao: 6,7-diidroxicumarina; 4cido o-cumarico;
acido o-hidroxifenilpropionico e dihidrocumarina. As rotas metabdlicas conhecidas da
cumarina sao a da 7-hidroxilacdo e aquela que envolve a abertura do anel lacténico

onde o carbono dois é
(LAKE, 1999)

retirado para formar o diéxido de carbono 3-hidroxilagéo
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Figura 5: Metabolismo das cumarinas (LAKE,1999).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Contribuir para o desenvolvimento de um método para controle de qualidade
dos fitoterapicos contendo Mikania lindleyana DC usando métodos cromatograficos e

espectroscopicos.

3.2 Objetivos Especificos

Descrever as caracteristicas anatomicas das folhas da Mikania lindleyana DC
Determinar o perfil fitoquimico do extrato hidroetandlico (tintura) das folhas de
Mikania lindleyana DC.

Determinar o teor de cinzas totais de po das folhas de Mikania lindleyana DC.
Caracterizar e quantificar a cumarina no extrato e nas fracées obtidas de folhas de
Mikania lindleyana DC, por CLAE e CCD.

Determinar o perfil termoanalitico de p6 e de extrato hidroetandlico seco de Mikania

lindleyana DC por Termogravimetria (TG) e por Analise Térmica Diferencial (DTA)

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

Balanca analitica 2410 (Bioprecisa) Balanca de precisdo Mark 2200 (Bel
Engineering), Aparelho de luz ultravioleta; UV V02 7101 (Vilber lourmat), PH-metro,
Forno mufla; Agitador Eletromagnético para peneiras de marca Bertel; Balanca
analitica modelo BK 500;

Analisador térmico Shimadzu (DTG 60H); Potencidmetro Meter; Banho de
ultra-som Maxiclen modelo1450; Céamara de luz ultravioleta (254 e 365nm);

Cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia Merck Hitachi LaChrom® D-7000).
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4.2 Reagentes e solugdes

Acido sulfarico P.A., &cido cloridrico P.A., acido fosforico &lcool etilico
absoluto P.A., metanol P.A., éter etilico P.A., lugol, fucsina basica 1%, azul de Astra,
glutaraldeido 2,5%, fosfato de sddio 0,1M, hidroxietiimetacrilato.

Solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) cloreto de ferro (FeCI3) 1N e 2N,
solucdo de hidroxido de aménio (NH4OH) 10 %, solucdo alcodlica de cloreto férrico
1%. Solucdo de nitroprussianato de sodio, solucdo aquosa de nihidrina a 1%,
solucédo de acido cloridrico (HCI) 5%, solucédo de HCI a 1N e 6N, solu¢cdo de NH40OH
6N, solucdo alcodlica de cloridrato de hidroxilamina 10%, solugdo alcodlica de
hidroxido de potassio (KOH) 10 % e 5%, solugdo de anidrido aceético, raspas de
magnésio, agua oxigenada (H ,0,) concentrada.

Reativo de Pascova, reativo de Fehling A e B, 50 reativo de Bouchardat,

reativo de Dragendorff, reativo de Mayer, reativo de Bertrand e reativo de Kedde.

4.3 Matéria Vegetal e Preparo da Droga

Foram adquiridos 8 quilogramas de folhas frescas de Mikania lindleyana DC
(sucuriju) junto a associacdo Ver-as-ervas em Belém, Para-Brasil, as quais foram
identificadas no Museu Paraense Emilio Goeldi e comparado com uma exsicata ja
existente registrada sob o niumero MG16738.

As folhas foram selecionadas e primeiramente lavadas com agua corrente e
em seguida com etanol a 70% (FARMACOPEIA BRASILEIRA V, 2010)

Depois as folhas foram deixadas para secar sobre uma bancada coberta de
papel absorvente a temperatura ambiente por cinco dias e freqientemente as folhas
foram revolvidas e o papel absorvente trocado a cada 24 horas para prevenir a
formacédo de fungos (PEDROSO et al, 2008).

Apbés a secagem a temperatura ambiente, as folhas desidratadas (dois
guilogramas) foram colocadas em estufa e deixadas por dois dias em temperatura
de 40°C. As folhas secas resultantes foram moidas em moinho de facas até serem

p6 o qual foi pesado e acondicionado numa embalagem plastica a vacuo.
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4.4 Analise anatdmica das folhas de M. lindleyana DC

Na dissociacao para a obtencdo de laminas semipermanentes das epidermes
foliares, utilizaram-se as folhas secas inteiras de Mikania lindleyana DC previamente
armazenadas em alcool etilico a 70% para analise e colocadas em agua destilada
por 30minutos. As partes da folha foram cortadas em pedacgos triangulares e
deixadas em hipoclorito de sédio 10% até a separacdo das epidermes (adaxial do
abaxial).

As laminas semipermanentes foram preparadas por separacéao das epidermes
adaxial e abaxial utilizando pincel de tamanho adequado.

Cortes histologicos do limbo e de nervura central foram preparados nos
sentidos transversais a méo livre com auxilio de lamina cortante metalico.

Os cortes transversais foram hidratados, e diexados em hipoclorito de sodio a
10% até a descoloracdo adequada.

A microscopia e a fotografia foram realizadas usando os cortes transversais e
os fragmentos de epidermes adaxial e abaxial corados empregando-se azul de Astra
e fucsina basica (ROESER, 1972). A apés a coloracdo, aplicaram-se as técnicas
convencionais para montagem das laminas semipermanentes (BERLYN &
MIKSHE,1976).

Para a vedacdo das laminas utilizou-se esmalte de unha incolor e depois as
laminas foram submetidas a observacédo sob microscopio de luz com objetivo de 4x
e 10x respectivamente, As fotografias foram feitas com uma camera o modelo Motic
Image Plus 2.0 . (TOLEDO et al,2004)

4.5 Determinacao da distribuicdo granulométrica do po6 das folhas de Mikania

lindleyana DC

Na determinacao de perfil granulométrica de p6 das folhas de M. lindleyana
DC, utilizou-se um agitador eletromagnético acoplado a uma série de tamises de
abertura de malha (1.700 ym, 710 ym, 355 ym, 250 um, 125 pm) onde Cerca de 3 g
do p6 foram agitados por 30 minutos (FARMACOPEIA BRASILEIRA V,2010).
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O processo foi repetido por trés vezes sempre pesando o po retido em cada
tamiz. A média dos pesos do po retido foi calculada e um grafico de distribuicdo

granulométrica foi tragado.

4.6 Analise térmica de p6 de M.lindleyana

4.6.1 DETERMINACAO DE PERDA POR DISSECACAO

O teor de umidade baseou-se na perda por Dissecacédo, onde cerca de 2 g do
p6 de Mikania lindleyana DC foram pesados em pesa-filtros, previamente
dessecados por 30 min. em estufa a 105°C, utilizando-se balanga analitica.

As amostras foram submetidas a aquecimento em estufa a 105°C durante
duas horas, seguidos de resfriamento em dissecador e pesagem.

A operacéo foi repedida até obtencéo de pesos constantes. (FARMACOPEIA
BRASILEIRA V,2010). Os resultados de trés determinacdes foram avaliados em
termos de porcentagem ponderal sobre a quantidade da amostra, utilizando a
equacao 1: % perda = Pu — Ps x 100.1/Pa

Onde:

Pa = peso da amostra (g)

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da Dissecacao (Q)

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a Dissecacéao (g)

4.6.2 DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS TOTAIS DO PO DAS FOLHAS DE
MIKANIA LINDLEYANA DC

Para se estabelecer a quantidade de substancias residuais nao volateis
realizou-se a determinacdo de cinzas totais. Cerca de 2 g do p6 de M. lindleyana

DC, foram pesados em cadinhos de porcelana, previamente calcinados em forno
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mufla, resfriados e pesados. As amostras nos cadinhos foram incineradas em mufla
a 450 °C por duas horas, resfriadas em dissecador sob vacuo e pesadas.

A operacao foi repetida até a obtencéo de pesos constantes (FARMACOPEIA
BRASILEIRA V, 2010.).

4.7 Obtencdes do extrato hidroetandlico das folhas de M. lindleyana DC

Na obtencdo da tintura em estudo, utilizou-se o método de extracdo por
maceracao descrita em Farmacopéia Brasileira 52 Edicdo, 2010. Assim, 169 g do p6
folhas de Mikania lindleyana DC permaneceram em maceracao durante 10 dias em
2000 g de etanol 70 °GL num recipiente fechado ao abrigo da luz e temperatura
ambiente (25°C).

A solucéo foi agitada freqiientemente, e apds o término da extracdo, efetuou-

se a filtracdo do macerado (extrato hidroetandlico).

4.7.1 DETERMINACAO DA DENSIDADE APARENTE DA TINTURA DAS FOLHAS
DE M. LINDLEYANA DC

A analise da densidade aparente da tintura foi realizada em triplicata segundo
a metodologia proposta pela FARMACOPEIA BRASILEIRA V, 2010, onde um
picnbmetro com capacidade para 5 mL, previamente tarado, foi preenchido com o
liquido padrdo (agua recém-destilada e fervida) e pesado. Em seguida, o picnémetro

foi lavado com a amostra (tintura de Mikania lindleyana) e pesado.
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4.7.2 DETERMINACAO DO PH DE TINTURA DAS FOLHAS DE M. LINDLEYANA
DC

A determinagdo do pH foi realizada em potenciometro previamente calibrado
com solucbes tampédo pH 4,0 e 7,0 e os resultados correspondem a média de trés
determinacgdes independentes (FARMACOPEIA BRASILEIRA V,2010).

4.7.3 DETERMINACAO DO RESIDUO SECO DA TINTURA DE M. LINDLEYANA
DC

Para uma capsula de fundo plano de cerca de 50 mm de diametro e cerca de
30 mm de altura, pesou-se rapidamente 2 g da tintura. As amostras em triplicata
foram evaporadas a secura em banho Maria e secadas na estufa a 100-105°C
durante trés horas. Em seguida, foram arrefecidas em dissecador em presenca gel
de silica anidro R e pesadas. Os resultados foram expressos em percentagem m/m
(FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2002).

4.7.4 OBTENCAO DO EXTRATO SECO DA TINTURA DE M. LINDLEYANA DC

Para a obtencéo do extrato seco da tintura de M. lindleyana DC adicionaram-
se 300 mL da tintura de M. lindleyana DC num baldo de fundo redondo acoplado a
um evaporador rotativo para concentracdo da tintura evaporando-se o liquido
extrator (etanol).

A retirada do extrato do bal&o volumétrico foi feita com metanol e cloroférmio,
auxiliada por um banho de ultra-som e transferido para uma placa de Petri
devidamente tarada e pesada. Logo apdés, obteve-se o peso do extrato seco de
Mikania lindleyana. DC (BARBOSA et al, 2003)
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4.8 Abordagem fitoquimica do extrato hidroetandlico apartir das folhas de
Mikania lindleyana DC

O extrato teve 0s metabdlitos secundéarios presentes detectados por testes
realizados em triplicata por prospeccao em via Umida (BARBOSA et al, 2003). Onde
foi determinada a presenca de cada um utilizando os reativos respectivos.,

Na andlise Fitoquimica da tintura, investigou-se qualitativamente a presenca
de metabdlitos secundérios em triplicata, na concentragdo de 5 mg/ml, (BARBOSA
,2001).

4.9 Analises termogravimétricas (TG) de p6, do extrato hidroetandlico das

folhas de Mikania lindleyana DC e da cumarina Aldrich®.

Para obtencdo da curva termogravimétrica (TG), utilizou-se uma massa em
torno de 5 mg de cada uma das amostras; cumarina Aldrich®, extrato hidroetandlico
seco e po das folhas secas de Mikania lindleyana DC, que foram submetidas a uma
faixa de temperatura entre 25°C e 600 °C, com auxilio de um analisador térmico
Shimadzu (modelo: DTG-60H), sob atmosfera dinamica de ar (50,00 mL/min) e
razao de aquecimento de 5°C/min. (MOTHE G.C et al., 2004).

4.10 Analise da cumarina Aldrich® por RMN

A amostra de cumarina foi submetida a analise por RMN em um aparelho de
marca NMR-300MHz, modelo Mercury-plus, onde cerca de 5mg da amostra de
padrdo foi analisada utilizando CDCIl; e os resultados de ressonancia foram

comparados com valores da literatura (shakeel-u-rehman, 2010).
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4.11 Determinacdo do perfil cromatografico da tintura das folhas de Mikania

lindleyana por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a separacao das substancias e determinacao do perfil cromatografico da
tintura das folhas de Mikania lindleyana DC por CCD, foi utilizada a técnica de
cromatografia por adsorcdo em placa de gel de silica (COLLINS et al., 2006). O
marcador quimico utilizado como padrao foi cumarina Aldrich® na concentracdo de
1mg/mL.

O método consistiu na comparacdo do fator de retencdo (Rf) e da cor
desenvolvida pela zona cromatografica apresentada pela amostra analisada e
padrdo comercial (cumarina Aldrich®) concomitantemente, conforme dados
descritos em literatura (WAGNER; BLADT, 2001).

Desta forma, a tintura, as fracdes e o padrao foram aplicados com auxilio de
microtubo capilar nas quantidades exatas sobre cromatoplacas pré-fabricadas de gel
silica de fase normal (Merck®) previamente ativada em estufa a 105 °C.

A forma de desenvolvimento adotada foi, utilizando como fase mével um
sistema, tendo eluente de tolueno/diclorometano/acetona (45:25:30) As placas
foram colocadas em cubas cromatograficas previamente saturadas com a fase
movel.

Apoés o desenvolvimento cromatografico, as placas foram secas e reveladas
com o reagente uma solucao etandlica de KOH a 5%) adequado para a visualizacéao
de cumarina por acdo de radiacao ultravioleta em comprimento de onda de 365 nm
(WAGNER; BLADT, 2001). Logo ap0és, as placas cromatograficas foram fotografadas

e o valor do fator de retencéo (Rf) de cada zona cromatogréfica foi calculado.
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4.12 Fracionamentos do extrato hidroetandlico das folhas de Mikania

lindleyana DC

Na preparacdo das fracdes, cinco gramas do extrato hidroetandlico seco
foram tratados com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol exaustivamente.
Esse tratamento resultou em fragdes hexéanica (FH), cloroférmica (FC), acetato de
etila (FAET) e metandlica (FM). Os rendimentos das fracdes foram calculados e

expressos em porcentagens m/m.

Extrato hidro-etandlico
seco

Cloroformio Acetato de etila

Metanol

FH FC FAET FM
I | |

Concentracdo a baixa pressao

v v v v

Analise por CCD e CLAE

| | l \,

PERFILDECCDE PERFILDECCDE PERFILDECCDE PERFILDECCDE
HPLC/CLAE DEFH HPLC/CLAEDE FC HPLC/CLAE FAET HPLC/CLAE FM

| | | [
Prospecc¢éo de cumarina

Hexano

v ¥ v v
cumarina nao cumarina cumarina nao Cumarina nio
detectada em EH detectada em Fc | | detectada FAET detectada em FM

Fluxograma 01: Prospec¢do de cumarina no extrato hidroetandlico da M. lindleyana DC e suas

Fracdes.

4.13 Analise quantitativa da cumarina na tintura de Mikania lindleyana DC por
(CLAE/DAD)

A analise da tintura de M. lindleyana DC foi realizada em um Sistema Merck®
Hitachi modelo LaChrom-7000, utilizando-se uma coluna LiChroCART125-4 ODS
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eluida por 30.00 minutos, com um fluxo de 0,8 mL de metanol/agua 47:53 por
minuto. A temperatura da analise foi de 25°C +1°C. A detecc¢édo foi na faixa de 200
nm a 400 nm. Sendo a deteccdo e a quantificagcdo da cumarina realizada segundo
Bilia et al.( 2001).

Foram analisadas as amostras de extrato hidroetandlico bruto, fracao
Cloroférmica e cumarina padrao

As condi¢cbes cromatograficas foram otimizadas para o objetivo do trabalho,
utilizando-se solucdes padrdes de cumarina (Aldrich®) onde a vazéo, a constituicdo
da fase movel e o comprimento de onda de detec¢édo no intervalo de 270 nm a 400

nm foram alterados em relagéo a literatura.

4.14 Preparacéao das solucdes padrdes de cumarina Aldrich®

Para quantificacdo foram utilizadas solucdes padrdo de cumarina preparadas
por dissolucdo em volumes apropriados de agua, a fim de fornecer as concentracoes
de 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0, 0625 mg/mL .As solucdes foram filtradas sobre
membrana de Millipore® 0,45 pm.

4.15 Curva de calibracéao

A curva de calibracdo para a cumarina foi construida apartir da faixa de
intervalo encontrada. Sendo assim, as médias das areas de cada concentracédo de
cumarina foram plotadas no eixo das ordenadas e as respectivas concentracdes nas
abscissas.

A regressao linear foi realizada para obtencdo da equacéo da reta (y= a + bx)
e o coeficiente de Pearson (r) para avaliar a correlacdo entre a concentracdo e a
relacdo das areas (FDA, 2001; ANVISA, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados de anatomia das folhas da M. lindleyana DC.

Em relagdo aos caracteres anatomicos, a lamina foliar apresenta, em
vista frontal, células de contorno sinuoso, de paredes anticlinais levemente
espessas. A folha apresenta estbmatos do tipo normociticos e anisociticos na face
abaxial, caracterizando a folha como hiperestoméatica (Figura 6) e estes se localizam
no mesmo nivel das demais células epidérmicas. Sobre o sistema de revestimento,
ocorre presenca de cuticula delgada e levemente estriada. Evidencia-se tricomas
glandulares pluricelulares unisseriados, formados por cerca de seis células.

Em seccéao transversal da folha de Mikania lindleyana DC o mesofilo €
do tipo dorsiventral, sendo constituido por cerca de duas camadas de parénquima
palicadico e aproximadamente trés estratos de parénquima lacunoso (Figura 11),
gue evidencia grandes espacos intercelulares subjacente a epiderme adaxial,
observa-se uma camada continua de células de formato retangular, alongadas no
sentido periclinal e maiores que as células epidérmicas (Figura 9). Mostrou também
a epiderme e a camada subepidérmica com células retangulares um pouco maiores
gue aquelas de epiderme. Observou-se também a presenca de cuticula delgada
levemente estriada na parte adaxial.

Esses caracteres vdo ao encontro dos dados relatados para a familia
da espécie em estudo (OLIVEIRA et al., 1986)


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2009000400006&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#fig01
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2009000400006&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#fig07
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(Figura 6: Vista frontal da folha de M. lindleyana mostrando a face abaxial com; es) estdmatos ; tg)

tricoma glandular; ds) ducto secretor.

Figura 7: Vista frontal de epiderme ; Face adaxial tt:.tricoma tector.
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Figura 8: Epiderme abaxial da folha de M. lindleyana DC mostrando tricoma glandular

FACE ADAXIAL

FACE ABAXIAL 2

Figura 9: Esquema da anatomia basica de corte transversal do limbo da folha de
Mikania lindleyana. A) epiderme, B) parénquima palicadica C) parénquima lacunoso

D) nervura lateral, observada em objetiva de x10 sem imerséo



Figura 10; Nervura central da folha de Mikania lindleyana mostrando A) canal secretor
B) floema C) xilema observada em objetivo de 10x sem imersao

(Figura 11: Nervura central e limbo da folha de M. lindleyana DC mostrando A) canal
secretor B) Floema C) xilema D) parénquima palicadico E) parénquima lacunoso
F) epiderme G) nervura lateral, H) colénguima, observada em objetivo de 4x sem imersao

41
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5.2 Determinacdo da distribui¢cdo granulométrica do po6 das folhas de Mikania

lindleyana DC

ApGs a tamisacao do pé da droga vegetal (folhas de Mikania lindleyana DC),
constatou-se que as particulas do pé passaram em sua totalidade pelo tamiz de
malha 1700 pym e menos de 40% passaram pelo tamiz de malha 355 um,
caracterizando-o como pé grosso de acordo com a Farmacopéia Brasileira (52
edicdo, 2010 ), como mostra a (Figura 12)

1,6
1,4
1,2

1

0,8

MASSA RETIDA (g)

0,6

0,4 ’
0,2
0

] 500 1000 1500 2000

MALHA DE TAMIZ (um)

Figura 12: Distribuic&o granulométrica de p6 de M. lindleyana DC

5.3 Perda por Dissecacao da droga vegetal

Apdés o calculo da medias das massas obtidas para perda por dissecacao
obteve-se o valor de 13,52%z=0,5.

A perda por Dissecacdo é um meétodo analitico que determina o teor de
matéria volatil do vegetal a 105 °C, ou seja, que expressa o0 percentual de umidade
residual da droga vegetal.

Este tipo de analise é importante, uma vez que pode oferecer informacdes a
cerca das condicbes de armazenamento da droga vegetal. Sob o ponto de vista
tecnolégico e de producao, este resultado € de grande relevancia no controle de

qualidade.
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5.4 Determinacéo de cinzas totais de pé das folhas de M. lindleyana DC.

Na determinacdo do teor de cinzas totais do p6 das folhas de M. lindleyana
DC, apés o calculo da média das massas de cada pesagem (+0,05) (Tabela 1),
obteve-se o valor de 0.348g de residuo o que corresponde a 17,067% 0,5 (m/m).

A realizacao deste ensaio permite verificar provaveis impurezas inorganicas
nado-volateis, e quando o teor de cinzas é superior ao permitido, provavelmente seja
indicio de procedimentos de colheita e pos colheita inadequados (SHARAPIN, 2000;
SOUSA et al., 2003) ou a metabolizacdo de metais e a incorporacdo deles nos

metabdlitos.

Tabela 1: Determinacéo de teor de cinzas das folhas da Mikania lindleyana DC.

Peso de cadinho Media de Pesos Media de Peso n
cadinho + amostras cadinho + cinzas
25,2009 27,288g+0,05 25,5569+0,05 3
27,6129 29,639g+0,05 27,959g+0,05 3
45,4179 47,4259+0,05 45,759g+0,05 3

n= numero de determinacdes
Perda de massa = 1,693¢g
Residuo = 2,041 — 1,693¢g = 0,3489,%=17,067% + 0,5
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5.5 Densidade Aparente do extrato hidroetandlico (tintura) de M. lindleyana DC

O valor da densidade aparente encontrado foi de 0,88 g/cm3 0,05, o qual se
manteve dentro do limite preconizado para tinturas que é de 0,87 e 0,98 g/cm3
(PRISTA et al., 1990).

A avaliacdo da qualidade de uma tintura inicia-se com a analise da matéria
prima ou droga vegetal utilizada para sua obtencéo, atentando-se principalmente
para a identificacdo botanica ou zoolégica (DESMICHELLE, 1987).

Apoés o processo de producao, as tinturas devem passar por varios ensaios
dentre eles a identificacdo, observacdo de caracteristicas organolépticas,
determinacdo da densidade, do residuo seco, do teor alcodlico e doseamento de
compostos marcadores (FONSECA; LIBRANDI, 2008).

Todos estes ensaios sao importantes para assegurar a qualidade, atendendo
a uma especificacdo pré-estabelecida, este entendimento pode se aplicar na
caracterizacao e controle de qualidade da tintura obtida a partir do p6 das folhas de
M. lindleyana DC.

5.6 pH do extrato hidroetandlico ( tintura) de M. lindleyana DC

O valor de pH encontrado para a tintura de M. lindleyana DC foi de 5,0
caracterizando-a como acida. Este resultado representa um dado determinante na
escolha dos adjuvantes empregados na formulacao fitoterapica, além de ser um fator
de influéncia na estabilidade de formulacdes a base dessa planta (MACIEL et al.,
2006).
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5.7 Residuo Seco do extrato hidroetandlico (tintura) de M. lindleyana DC

O percentual de residuo seco da tintura determinado a 105°C e foi de 10,6 %
(m/m), sendo assim esse percentual é um indicativo da concentracdo da tintura de
M. lindleyana DC.

A determinacdo do residuo seco € um parametro fundamental e preliminar
guando se objetiva alcancar a eficacia de uma formulacéo fitoterapica, pois este
ensaio implica na quantificacdo das substancias extraidas da planta através da

eliminag&o do solvente extrator.

5.8 Rendimento do extrato seco e das fragdes da tintura de M. lindleyana DC

O rendimento geral do extrato hidroetandlico bruto seco foi de 19,8 gramas
enquanto o rendimento das fracOes obtidas a partir de 5g do extrato foi o seguinte:
FH 0.7g (0.15%),FC 0.99g (0.18%), FH 1.3g (26%) FM 2.1g (42%)

5.9 Resultados de Analise Fitoquimica Da M. lindleyana DC

Na andlise fitoquimica realizada detectou-se na amostra, a presenca de
derivados de cumarina, alcaldides, fendis, taninos, sesquiterpenolactonas,
esteroides, triterpenoides, saponinas espumidicas, acidos organicos e
polissacarideos, porém os resultados foram negativos para flavondides contrariando
os resultados obtidos por MENDES, 2002 (Tabela 2).

Pela analise Fitoquimica realizada segundo metodologia descrita por
Barbosa (2001), foi possivel estabelecer o perfil quimico da tintura de M. lindleyana
DC, um parametro preliminar para o seu controle de qualidade e caracterizacdo da

matéria-prima
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Tabela 2: Resultado da abordagem fitoquimica do extrato hidroetandlico seco das

folhas da Mikania lindleyana DC (sucurija)

Metabolito RESULTADO
Saponinas espumidicas Positivo
Acidos organicos Negativo
Acucares redutores Positivo
Polissacarideos Positivo
Amino acidos e proteinas Positivo
Fenodis e taninos Positivo
Flavonoides Negativo
Purinas Negativo
Glicosideos cardiacos Positivo
Catequinas Positivo
Esteréides e triterpenos Positivo
Derivados da cumarina Positivo
Alcaldides Positivo
Antraquinonas Positivo

5.10 Resultados da Analise Termogravimétrica de p6 das folhas de M.

lindleyana DC, seu extrato hidroetandlico bruto e da cumarina Aldrich®.

O pé das folhas secas de Mikania lindleyana DC apresentou 3 etapas
de termodecomposicao (Figura 13 e 14), A primeira etapa de termodecomposi¢cao
(48,16°C -119,65°C) apresentou uma perda de massa de 0,533mg, um percentual
de aproximadamente 13,31%, que pode esta relacionada com a eliminagcédo da agua
adsorvida nas particulas do po, (Figura 14 e Tabela 3). A segunda etapa (265,79°C-
342,62 °C) apresentou um percentual de perda de massa de 39,13% (1,567mg),
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esta significante perda de massa esté relacionada com a decomposi¢do de matéria
organica, (COSTA et al.,2002).

Na terceira etapa, no intervalo de temperatura entre 491,57°C e
516,37°C observou-se a perda de massa de 1,178mg (29,41%) podendo ser
visualizada nas curvas TG (Figura 14). Essas perdas estdo associadas a
decomposicao térmica de matéria organica, (ARAUJO et al., 2006).

O estudo termogravimétrico (TG) da cumarina Aldrich®  apresentou um
comportamento térmico com uma etapa de termo-decomposicdo (Figura 15; 16 e
Tabela 3). A etapa entre 194,41°C e 227,42 °C apresentou uma perda de massa de
4,394mg (99,88%), podendo ser confirmada pelo pico observado na curva de DTA
(Figura 15), o qual pode ser relacionada a quebra de matéria organica. (ARAUJO et
al.,2006)

Como nao se observou nenhuma perda de massa no primeiro pico de
69° C na curva DTA da cumarina (Figura 15) e a curva sendo endotérmica, logo
acredita —se que esse seja 0 ponto de fusdo de cumarina (LAKE, 1999)

A caracterizacdo térmica do extrato hidroetandlico seco da M.
lindleyana DC, apresentou trés etapas de decomposicao térmica (Figura 18 e Tabela
3). A primeira etapa de termodecomposic¢ao (112,73°C-174, 40°C) apresentou perda
de massa de 1.098mg, um percentual de aproximadamente 25,37%, que pode esta
relacionado com a eliminacdo da agua adsorvida entre as particulas do extrato.

A segunda etapa (258,97°C-332, 36°C) apresentou perda de massa de
0,750mg, um percentual de 17,36%.Esta perda de massa esta relacionada com a
decomposicdo de matéria organica (COSTA et al.,2002). A terceira etapa de termo-
decomposicdo ocorreu na regido de 485,54 a 557,06°C.com perda de massa de
0,788mg (18,29%), essa perda de massa também corresponde a eliminacdo de
matéria organico (ZHANG et al..2008),



48

Mg 45 TGA PARA PO’ DE FOLHAS SECAS DE M.LINDLEYANA

40 N

3.5 =
3.0
2.5 B
2.0
1.5

1.0

0.5

4] 100 200 300 400 500 600

TEMPERATURA (° C)

Figura 13: Curva TG em ar de p6 das folhas de M. lindleyana DC, mostrando os picos TGA
gue correspondem a perda de agua (A) e perda de massa decorrente da degradacédo de
matéria organica (B e C)
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Figura 14. Curva DTG de p6 das folhas de M. lindleyana DC, mostrando os picos que
correspondem a perda de agua (A) e perda de massa decorrente da degradacdo de matéria
organica (B e C)
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Figura 15. Curva termogravimetrica diferencial (DTA) de cumarina Aldrich® mostrando pico de ponto
de fuséo.
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Figura 16. TGA de cumarina Aldrich® em ar mostrando pico correspondente a perda de massa
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Figura 17. Curva DTG de cumarina Aldrich® em ar mostrando pico correspondente a perda de

massa
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Figura 18 Curva TG em ar de extrato hidroetandlico seco de M. lindleyana DC, mostrando
0s picos TGA que correspondem a perda de agua (A) e perda de massa decorrente da
degradacdo de matéria organica (B e C)
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Tabela 3: Dados termogravimétricos (TG) e termodiferenciais (DTA) em ar do p6 de

folhas de Mikania lindleyana DC, da cumarina e do extrato hidroetandlico seco.

Amostra Etapade Temperatura de Temperaturade Perda de
termo- termo-decomposi¢cdo | termo-decomposicdo | massa
decomposigéo (%)

Inicial (OC) Final (OC)

P6 de folhas de | 1 48,97 119,65 13,31

M. lindleyana

DC 2 265,79 342,62 39,13
3 491,57 516,37 29,41

Cumarina 1 194,41 227,42 99,88

(Aldrich®)

Extrato 1 112,73 174,40 25,37

hidroetandlico

seco de 2 258,97 332,36 17,37

Mikania

lindleyana DC 3 485,54 557,06 18,29

5.11 Anélises por RMN da cumarina Aldrich®.

Na analise por RMN, observou se que a amostra analisada foi a de cumarina
simples, sem grupos funcionais.

O posicionamento da ressonancia de cada carbono se baseou no efeito
substitutivo da conhecida ordem de divisdo dos espectros acoplados aos protons e a
consisténcia interna. A energia positiva indica ressonancia deslocada em relagéo
a CDCl;.(Tabela 4)

H& uma ordem de desimpedimento geral para todos os carbonos exceto o C-
3 0 que se aplica em cumarina. As deslocacdes observadas sdo atribuidas a
protonacédo do oxigénio da carbonila. (SHAKEEL-U-REHMAN et al.2010)

O efeito de desimpedimento esta associado a perda de densidade da carga
para os carbonos da mesma hibridacdo, portanto ha uma grande contribuicdo da
ressonancia na carga positiva em C-2 e C-4 os quais podem ser utilizados para
explicar o efeito de desimpedimento observado nos carbonos (STANLEY, 1975) e o

deslocamento quimico de hidrogénio (Tabela, 4)
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Tabela 4: Dados de RMN **C e *H de cumarina(Aldrich®) obtido em CDCl; em
comparacao com dados da literatura (SHAKEEL-U-REHMAN et al.2010)

5 4
6~ 10 N3
™07 0

Carbono | 3(°0) 5 (°C) 5 (H) 5 (H)
reqgistrado | literatura registrado) literatura

Cc2 160,654 159,9 - -

C3 116,717 115,7 6,390 6,380
C4 143,383 1427 7,682 7,680
C5 127,796 127,3 7,478 7,500
C6 124,336 123,6 7,282 7,260
Cc7 131,727 130,9 7,454 7,420
C8 116,535 115,7 7,282 7,260
C9 153,915 153,1 - -

C10 120,000 118,1 - -

5.12 Cromatografias em camada delgada (CCD) do extrato hidroetandélico de M.

lindleyana DC

A andlise por cromatografia em camada delgada € uma técnica analitica
extremamente simples para a prospeccdo de substancias presentes em
fitoterapicos. Esta consiste na separacdo dos componentes de um extrato por
migracdo diferencial sobre uma camada fina de gel de silica (fase estacionaria),
retida sobre uma superficie plana por acdo da fase modvel constituida por uma
mistura de solventes em proporcdes diferentes (ROCHA, 2006; COLLINS et al,
2006).

Assim, a determinacdo do perfil cromatografico da tintura possibilitou a

comparacao dos valores de Rf das substancias da amostra com os valores de Rf da
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Cumarina padrao além da comparacdo das coloracdes desenvolvidas pelas zonas
cromatograficas. Seguindo este procedimento, o perfil cromatografico por CCD
obtido para tintura de M. lindleyana DC, apresentou melhor desenvolvimento no
eluente, constituido de tolueno/diclorometano/acetona (45: 25:30).

ApGs o desenvolvimento, o cromatograma apresentou uma zona fluorescente
verde clara com valor de Rf 0,61 idénticos ao valor de Rf da cumarina usada como
referéncia (0,57-0,60), e duas zonas cromatogréficas fluorescentes azuis atribuidas
aos acidos clorogénico e caféico com respectivos Rfs (0,35-0,50), (WAGNER,;
BLADT, 2001).

Portanto, através da analise qualitativa por cromatografia em camada
delgada, € caracterizada a presenca destes marcadores quimicos, comprovando
assim a identidade e assegurando a qualidade da matéria-prima e
consequentemente, do derivado vegetal obtido (tintura).

A andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada com as
fragcbes e extrato seco das folhas de Mikania lindleyana DC eluido em
tolueno/diclorometano/acetona (45: 25: 30), borrifado com solugéo alcodlica de KOH
5% e observado sob a luz ultravioleta a 254nm e 365nm.

A fracao cloroformica e a cumarina Aldrich®, mostraram as manchas verdes
nas regides com fator de retencédo (FR) igual a 0.61 (Figura 19) quando observadas
na luz ultravioleta em cumprimento de onda de 365nm apos borrifagdo com uma
solucéo alcodlica de KOH 5%, sugestivo de cumarina (WAGNER. et al ,2001)
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0,61

FH FC FAET EHEB CUM

Figura 19: Cromatograma de fracao hexanica (FH), fracéo cloroformica (FC), Fracéo
de acetato de etila (FAET), extrato hidroetandlico bruto (EHEB) e cumarina Aldrich®
(CUM)

5.13 Resultado de Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) . Deteccao de cumarina no extrato e na fracdo cloroformica de

M. lindleyana DC

A andlise do extrato hidroetandlico de M. lindleyana DC por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) mostrou um pico com RT de 6,00 min. e espectro
caracteristico com maximos de absorcdo a 270nm e 300nm. (Figura 20).

Foram observados picos similares no mesmo tempo de retencédo (6.00min)
para cumarina Aldrich® (padrédo) e para a fracéo cloroférmica. (Figura 21 e 24). Para
confirmar essa observacéao, foi realizada a co-injecdo de cumarina em amostra de
extrato e da fracdo cloroformica nas mesmas condicbes. A comparacdo dos
cromatogramas mostra 0 aumento das areas dos picos relacionados a cumarina
(Figura s 22; 25)
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Figura 22: Diagrama do pico da cumarina mostrando absor¢do entre 5,50min. e

6,50min.
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Figura 23. Cromatograma da co-inje¢&o do extrato hidroetanélico e cumarina eluida com
metanol/ agua a 53:47

Figura 24. Cromatograma da fracéo cloroférmica do extrato hidroetandlico seco das folhas da M.

Cumarina
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lindleyana DC em metanol /agua, 43:57,registrado a 270nm.
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Figura 25; cromatograma de co-injecdo no CLAE da fracéo cloroférmica (FC) do

extrato hidroetanolico seco das folhas da M. lindleyana DC com cumarina registrado

a270nm.
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5.13.1 QUANTIFICACAO DE CUMARINA NO EXTRATO E NA FRACAO
CLOROFORMICA DE M. lindleyana DC.

Para determinar as concentracbfes de cumarina nas amostras de
extrato hidroetandlico bruto (EHEB) e fracdo cloroférmica (FC), montou-se uma
curva de calibracao (Figura 26) utilizando as areas sob as curvas dos picos obtidos
para cumarina Aldrich® nas diferentes concentragdes de 1,00; 0,50; 0,25; 0,125 e
0,0625 mg/mL como mostra a tabela 6.

A curva (Figura 26) foi utilizada no calculo de teores de Cumarina no
extrato bruto e nas duas amostras aplicando a equacdo; Y=a+bx e r =0,999.
(CELEGHINI et al 2001) onde obteve-se teores de cumarina de 0,014 mg/mL e
0,209 mg/mL para EHEB e FC, respectivamente (tabela 7)

Tabela 5; As diferentes concentracées de cumarina e suas respectivas areas sob a

curva

Cumarina n Areas sob a
mg/mL curva
1,00 4 29895955
0,50 4 26364860
0,25 4 15068851
0,125 4 3971359
0,0625 4 5821564
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Figura 26.: Curva de calibracgéo feito com resultados cromatograficas de cumarina Aldrich®.

Tabela 6: Teor de cumarina total em extrato hidroetandlico bruto de M. lindleyana DC

e sua fracao cloroférmica.

Conc. de Cumarina
Amostra
(mg/ml)

Extrato hidroetanolico 0.014

Fracdo Cloroférmica 0.209
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6. CONCLUSOES

Através da caracterizacdo fisica e fisico-quimica da droga vegetal (p6 das
folhas de Mikania lindleyana DC) e do derivado vegetal (tintura de M. lindleyanaDC),
foi possivel obter especificacbes farmacognosticas além de parametros de controle
de qualidade condizentes com a monografia farmacopéica especifica para a espécie
em estudo, além de constatar a identidade do marcador quimico como sendo
cumarina através da detecc¢ao por CCD.

O método para a quantificacdo da cumarina na tintura de M. lindleyana por
CLAE-DAD apresentou parametros de desempenho relevantes aos objetivos do
trabalho e estdo em conformidade com os parametros recomendados pela legislacéo
sanitaria vigente no pais.

A partir dos resultados obtidos, € possivel inferir que nem todas as fracdes do
extrato da Mikania lindleyana DC contém cumarina (apenas a fracéo cloroférmica) e
gue os dados da analise cromatografica permitiram determinar o teor de cumarina
no extrato e na fracao cloroférmica entretanto é necessario que sejam feitas mais
estudos a cerca dos contetudos quimicos desta planta, aplicando outros métodos e

focando em suas importancias farmacoldgicas e seus aspectos toxicoldgicos.
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