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RESUMO

Dentre as diversas espécies vegetais da regido Amazonica com potencial terapéutico,
ainda pouco conhecido, destaca-se a espécie Cissus sicyoides, chamada popularmente
de insulina vegetal e utilizada na medicina popular na terapia de distrbios
hipoglicemiantes, principalmente no combate do diabetes. A escassez de estudos
analiticos sobre a espécie, aliada as perspectivas de potencial terapéutico da mesma
estimulam o presente trabalho. Alguns estudos fitoquimicos realizados com as partes
aéreas da espécie apontam a existéncia de diversas classes de metabdlitos vegetais, 0s
quais podem ser apontados como responsaveis pelas atividades farmacoldgicas
atribuidas a esse vegetal, dentre eles o potencial hipoglicemiante. ALMEIDA et al.
(2008), descreve a presenga de grande quantidade de a- tocoferol, glicosideos
cumarinicos, esterdides, quinonas e compostos fenolicos, dentre eles antocianinas e
flavondides como o canferol 3-raminosideo e a quercetina 3-raminosideo. Com base
neste e em diversos outros estudos fitoquimicos que comprovam a existéncia de
quantidade significante de flavonoides nas partes aéreas da espécie, vé-se a necessidade
de realizar estudos de otimizacdo de metodologia analitica para que se possa fazer a
quantificacdo de compostos flavonoidicos, visto a escassez de estudos analiticos. O
presente estudo baseia-se na leitura espectrofotométrica de solugdes extrativas das
folhas de Cissus sicyoides em espectrofotdbmetro de varredura UV/Vis. A partir da
obtencdo de duas diferentes solucBes extrativas das folhas de C. sycioides, sendo a
primeira solugdo resultante de uma extragdo sob refluxo da matéria vegetal utilizando
metanol como solvente e a segunda solucdo extrativa obtida através da decoccdo das
folhas em acetona, seguida de hidrdlise acida e particao liquido-liquido em acetato de
etila. O método de deteccdo de flavondides por espetroscopia utilizado baseia-se no
efeito de deslocamento batocrébmico das bandas espetroscépicas geradas pela
complexacdo dos flavondides com cloreto de aluminio. Os ensaios demonstraram que
sO foi possivel a quantificacdo de flavondides totais na solucdo extrativa obtida apds
hidrolise acida. Os estudos de otimizacdo mostraram resposta maxima do método
quando utilizada a solucdo extrativa a 1,5% m/v de C. sicyoides complexada com
solucdo de cloreto de aluminio a 1,5% no tempo de reacdo de 15 minutos, apresentando
esta contetido de flavonodides de 1,119% + 0,0069%. A partir dos ensaios de validacao,
verificou-se que o método utilizado apresentou linearidade com r?> acima de 0,99 e
precisdo abaixo de 2%.

Palavras-chaves: Flavondides; Cissus sicyoides; Metodologia Analitica
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ABSTRACT

Among the various plant species in the Amazon region with therapeutic potential, with
lack of research, highlight Cissus sicyoides species, popularly called insulin and widely
used in folk medicine in the treatment of hypoglycemic disorders, especially in
combating diabetes. The lack of analytical studies on the species, combined with the
prospects of therapeutic potential in the same foster this work. Some phytochemical
study with the aerial parts of the species point to the existence of several classes of plant
metabolites, which can be seen as responsible for the pharmacological activities
attributed to this plant, among them the potential hypoglycemic agents. ALMEIDA et
al. (2008), describes the presence of large amounts of a-tocopherol, coumarin
glycosides, steroids, quinones and phenolic compounds, among them anthocyanins and
flavonoids such as kaempferol and quercetin 3-3-raminosideo raminosideo. Based on
this and several other phytochemicals that studies show the presence of significant
amounts of flavonoids in the aerial parts of the species, one sees the need for
optimization studies of an analytical methodology that can be done for the
quantification of flavonoid compounds, whereas the lack of analytical studies. This
study is based on the extractive spectrophotometric determination of solutions of the
leaves of Cissus sicyoides scanning spectrophotometer UV/Vis. After prepared two
different extractives solutions from the leaves of C. sycioides, the first solution resulting
from extraction under reflux of plant material using methanol as solvent and the second
extractive solution obtained by decoction of the leaves in acetone, followed by acid
hydrolysis and liquid-liquid partition into ethyl acetate. The method of detecting
flavonoids used for spectroscopy is based on the displacement effect spectroscopy
batocromical bands generated by complexation of flavonoids with aluminum chloride.
The tests showed that it was only possible to quantify total flavonoids in the extraction
solution obtained after acid hydrolysis. The optimization studies showed maximum
response of the method when using the extractive solution 1.5% w/v of C. sicyoides
complexed with aluminum chloride solution to 1.5% in the reaction time of 15 minutes,
showing that the flavonoid content was of 1.119% + 0.006g%. From the validation tests,
it was found that the method was linear with r? above 0.99 and below 2% accuracy.

Key-words: Flavonoids; Cissus sicyoides; Analytical Methodology
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas desde os primdrdios das civilizagdes
para a cura dos mais diferentes males. Entretanto, o desenvolvimento e a utilizacao
segura de um medicamento fitoterdpico esbarra inicialmente na dificuldade de definicéo
de critérios para a avaliagdo da qualidade da matéria-prima vegetal e produtos
derivados. A problematica no estabelecimento dessas especificacGes reside no fato de
que a constituicdo quimica e as caracteristicas da matéria-prima dependem tanto de
fatores agronémicos quanto tecnoldgicos, relacionados aos procedimentos empregados
na transformacdo de uma droga vegetal em um medicamento. Tais condigdes dificultam
a caracterizacdo da droga vegetal, podendo suas propriedades variar de acordo com a
origem e processamento do vegetal. (MAGALHAES, 1997; LIST E SCHIMIDT, 1989;
FARIAS, 2003; MAGLIATO et al 2007)

A identificacdo e a quantificacdo quimica de produtos vegetais constituem outro
problema, pois apesar da existéncia de modernas técnicas de analise quimica, o controle
de qualidade analitico fica dificultado ou mesmo invibializado em razdo da
complexidade quimica presente no vegetal, onde as substancias ativas, quando
identificadas, geralmente encontram-se presentes em pequenas concentracoes,
obrigando a utilizacdo de outras substancias existentes em maiores quantidades, como
marcadores quimicos, que nem sempre participam da atividade terapéutica (CALIXTO,
2000; BAST et al., 2002). Além disso, cada espécie vegetal representa uma matriz
biolégica particular, exigindo adequacdo técnica das metodologias analiticas a sua
constituicdo quimica a fim de garantir uma quantificacdo fidedigna das substancias em
estudo. Nesse sentido, as metodologias analiticas devem ser otimizadas e validadas para

cada espécie vegetal.

A familia Vitaceae possui 16 géneros e cerca de 400 espécies lenhosas em sua
maioria trepadeiras, com uma distribui¢do pantropical. Estudos realizados com algumas
especies de Cissus tém revelado varias atividades farmacologicas, dentre as quais,
destacam-se as atividades: antioxidante e antimicrobiana, inibidor da enzima
acetilcolinesterase, hipoglicemiante, na prevencdo da osteoporose, entre outras
(VASCONCELOS et al., 2007).
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A espécie vegetal Cissus sicyoides L. € conhecida popularmente como anil
trepador, cipo-pucd, cortina japonesa, uva brava e insulina vegetal. As folhas sdo
empregadas externamente contra o reumatismo e a cura de abscessos. A infusdo das
folhas e do caule utilizadas na inflamacdo muscular, epilepsias, derrame cerebral,
hipertensdo e ativadora da circulacdo sanguinea. Recentemente, esta espécie vem sendo
muito empregada pela populagcdo para o tratamento de diabetes, sendo por isso
conhecida como "insulina" e motivo para estudos botanicos, quimicos e farmacoldgicos
no Brasil e no exterior (VASCONCELOS e col., 2007).

Estudos fitoquimicos realizados com a Cissus sicyoides demonstram a presenca
de polifenois, destacando os flavondides como possiveis responsaveis quimicos pela
atividade hipoglicemiante (BELTRAME et al., 2001; BELTRAME et al., 2002).

A escassez de estudos analiticos sobre a espécie Cissus sicyoides, aliada as
perspectivas do potencial terapéutico da mesma estimulam o presente trabalho. A
caracterizacdo fisico-quimica do material vegetal, visando o estabelecimento de
especificacbes para a qualificacio da matéria-prima vegetal, associada ao
desenvolvimento de metodologia analitica para o controle de qualidade é de relevada
importéncia para o desenvolvimento de um fitoterapico, uma vez que um dos requisitos
fundamentais para assegurar a eficicia e seguranca € o estabelecimento de métodos
analiticos validados, para o controle tanto da matéria-prima vegetal quanto de produtos
intermediérios e finais (WORLD, 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral:
- Otimizar metodologia analitica por espectroscopia molecular para a quantificacdo de

flavonoides totais em solugdo extrativa de Cissus sicyoides.

2.2. Especifico:
- Estabelecer as condicdes otimas do método analitico para a quantificacdo de

flavonoides totais por espectroscopia;

- Verificar a viabilidade da utilizacdo do método no controle de qualidade de matéria-

prima vegetal e produtos derivados;

- Validar metodologia analitica para a quantificacdo de flavondides totais por
espectroscopia em solucdo extrativa de Cissus sicyoides.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracteristicas gerais da espécie

Esta espécie é uma planta herbacea trepadeira, perene, vigorosa, com ramos e
folhas um pouco carnosas, possui gavinhas opostas as folhas e raizes aéreas péndulas,
nativa da regido norte do Brasil. Folhas simples, membranéceas, glabras, de 4-7cm de
comprimento. Flores pequenas, de cor creme, dispostas em inflorescéncias
corimbiformes. Fruto drupa ovoéide-globosa, de cor roxo-escura, com polpa carnosa,
contendo uma Unica semente de cerca de 6 mm de comprimento. Multiplica-se tanto por

sementes como pelo enraizamento dos ramos (BELTRAME et al., 2001).

(1)

Figuras 1 e 2: Cissus sicyoides L. (Fonte: EMBRAPA, 2009)

3.2. Composicdo Fitoquimica

Os principais componentes quimicos da parte aérea da planta sdo taninos,
esterdides triterpenos, aminoacidos, lipidios e flavondides. Outra analise fitoquimica da
planta mostrou a presenca dos alcal6ides, quinonas, compostos fendélicos, cumarinas,
glicosidios e de saponinas (ABREU et al., 2002).

Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural, sendo particularmente importantes
para o controle de qualidade de fitoterapicos (ZUANAZZI, 2001).
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Diversas func¢des séo atribuidas aos flavondides nas plantas. Entre elas podemos
citar: protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioletas e visiveis, além de
protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; atraentes de animais com finalidade
de polinizacgéo; protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; antioxidantes; controle
de acdo de hormdnios vegetais; agentes alelopaticos e inibicdo de enzimas. Podem ser
usados também como marcadores taxonémicos e isto é devido, sobretudo, & sua
abundancia relativa em quase todo o reino vegetal, especificidade em algumas espécies,
relativa estabilidade e seu acumulo com menor influéncia do meio ambiente
(ZUANAZZI, 2001).

Podem-se encontrar flavondides em diversas formas estruturais. Entretanto, a
maioria dos representantes desta classe possui quinze atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre
elas.

Figura 3. Nucleo béasico de um flavonodide (Fonte: Moreira, 2003)

Sdo conhecidos, até o presente, mais de 4200 flavondides diferentes, sendo que o
namero de estruturas identificadas praticamente dobrou nos ultimos 20 anos. Os
flavonoides de origem natural apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um grande
namero deles ocorre conjugado com acucares. Esta forma, chamada conjugada, também
é conhecida como heterosideo. Sdo denominados de O-heterosideos quando a ligagéo se
da por intermédio de uma hidroxila e de C-heterosideos quando a ligagdo se da com um
atomo de carbono. Quando o metabdlito se encontra sem o agucar é chamado de
aglicona ou genina, sendo frequentemente denominados de forma livre (ZUANAZZI,
2001).
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O interesse econdmico pelos flavondides é decorrente de suas diferentes
propriedades, como por exemplo, o fato de alguns apresentarem cor e poderem ser
usados como pigmentos, sua importancia no processo de tanagem do couro, na
fermentacdo do cha-da-india, na manufatura do cacau e por conferirem cor e valor
nutricional para alguns alimentos. Além disso, esses compostos possuem tambem
importancia farmacoldgica, resultado de algumas propriedades atribuidas a alguns
representantes da classe, como por exemplo: antitumoral, antiinflamatoria, antioxidante,
antiviral, entre outras (ZUANAZZI, 2001).

3.3. Metodologia para a detec¢do de flavondides

A espectroscopia no ultravioleta é a principal técnica tanto para a detecgédo
quanto para 0 monitoramento da pureza de derivados flavénicos durante os processos de
isolamento. Possuem espetros de absor¢do caracteristicos no ultravioleta, determinados
pelo nucleo comum da benzopirona, com dois maximos de absor¢do: um ocorrendo
entre 240-285 nm (banda 2) e outro entre 300-400 nm (banda 1). Em geral, a banda 2
pode ser considerada devida a existéncia do anel A e a banda 1 devida ao anel B. O
aumento do grau de hidroxilagdo do nucleo leva ao aumento do efeito batocrémico e,
consequentemente, os espetros deslocam-se no sentido dos maiores comprimentos de
onda (ZUANAZZI, 2001).

3.4. Doseamento de flavonoides através da complexagdo com AICIs

A determinacdo dos flavonoides em plantas medicinais, como proposto pelas
farmacopéias Alemd, Helvética e Italiana, consiste na analise espectrofotométrica do
complexo quelato de aluminio ap6s hidrélise e extracdo com acetato de etila. Este € um
método geral e é preconizado para Passiflora incarnata e outras espécies ricas em
flavonoides tais como Camomila recutita, Crataegus spp e Betula alba. Muitos autores
tém atribuido a metodologia muitas fontes de erro analitico, uma vez que o método foi
desenvolvido especificamente para analisar flavonoides O-glicosilados e ndo para
flavonoides C-glicosilados, que resistem a hidrélise acida. Os C-glicosilados s&o menos
sollveis em acetato de etila (solvente utilizado para a extracdo) do que as agliconas de

flavonas e podem permanecer na fase aquosa apos hidrélise, fase esta que é descartada.
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Durante a hidrolise acida, podem sofrer isomerizacdo, denominada rearranjo de
Wesseley-Moser, formando misturas de 8-C-glicosideo e 6-C-glicosideo (MARKHAM,
1982).

O uso do cloreto de aluminio (AICI3) no diagnostico da presenga de alguns
grupamentos quimicos foi, pela primeira vez, empregado para antocianinas. Trata-se de
uma classe de pigmentos do grupo dos flavondides, encontrados principalmente em
flores, mas muitas vezes também em frutos, e que dao ao 6rgédo vegetal coloracdes que
podem variar do vermelho ao azul, passando por todos os matizes intermediarios. Em
1954, Harborne sugeriu o uso do cloreto de aluminio para a determinacdo
espectrofotométrica da presenca de certos grupamentos quimicos em flavondides
(MABRY et al., 1970). Da década de 60 em diante, 0 composto passou a ser largamente
empregado como um reagente de desvios (“shift reagent™) em espectrometria no UV-
visivel para a determinacdo estrutural de flavondides (MABRY et al., 1970;
MARKHAM, 1982).

Mais recentemente, foi proposta a utilizacdo de métodos espectrofotométricos
para a determinacdo de flavondides totais em plantas, utilizando-se AICIz (SCHMIDT e
ORTEGA, 1993). VENNAT et al. (1992) desenvolveram um método para determinar o
teor de flavondides em uma planta, adaptando o método descrito por DOWD (1959)
para a quercetina, o qual se baseia no uso de cloreto de aluminio (WOISKY, 1996). O
cation aluminio forma complexos estaveis com os flavondides em metanol, ocorrendo
na andlise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma
intensificacdo da absorcdo. Dessa maneira, € possivel determinar a quantidade de
flavonoides, evitando-se a interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente
os acidos fendlicos, que invariavelmente acompanham os flavondides nos tecidos
vegetais. A leitura é feita em espectrofotdmetro a 425 nm, utilizando-se cloreto de
aluminio a 2% em metanol (WOISKY, 1996; WOISKY e SALATINO, 1998). Nessas
condicGes, o complexo flavondide-Al absorve em comprimento de onda bem maior do
que o flavondide sem a presenca do agente complexante. Os acidos fendlicos, mesmo os
que formam complexos com AICIs, absorvem em comprimentos de onda muito

inferiores, evitando-se dessa maneira interferéncias nas medidas de absorbancia.

O uso do cloreto de aluminio para a determinacdo da quantidade de flavonoides
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totais ndo €, no entanto, um procedimento isento de limitacdes. O método € preciso,
reproduzivel, fornecendo desvios muito pequenos ou nulos entre um ensaio e outro com
a mesma amostra. No entanto, ele pode ser pouco exato, ou seja, o valor que ele fornece
pode ser diferente (geralmente inferior) em relacdo a quantidade de flavondides totais
realmente presente na amostra analisada. O valor medido e o valor real sdo tanto mais
proximos entre si quanto maior a proporcdo de flavonodis na amostra, e tanto mais
distantes quanto maior a propor¢do de flavonas. Isso se deve ao fato de que o
comprimento de onda selecionado (425 nm) corresponde a banda de absorcdo do
complexo quercetina-Al. A quercetina € um flavonol, certamente o mais comum dos
flavondides encontrado nas plantas. Os complexos dos outros flavonois com aluminio
absorvem bem proximo de 425 nm, mas os complexos derivados de flavonas
absorvem em comprimentos de onda inferiores, 0 que causa uma subestimativa nas

determinac6es de misturas muito ricas em flavonas (ZUANAZZI, 2001).

OH o — Al-
N\

AL+

Figura 4: Complexacéo de flavonoides com cloreto de Aluminio.
(Fonte: ZUANAZZI, 2001)

3.5. Caracteristicas Farmacoldgicas de Cissus sicyoides

A espécie vegetal Cissus sicyoides L. é conhecida popularmente principalmente
com o nome de insulina vegetal. As folhas sdo empregadas externamente contra o
reumatismo, a cura de abscessos, a infusdo das folhas e do caule € utilizada na
inflamacéo muscular, epilepsias, derrame cerebral, hipertensao e ativadora da circulacéo
sanguinea. Recentemente, esta espécie vem sendo muito empregada pela populagéo para
0 tratamento de diabetes, sendo por isso conhecida como "insulina" e motivo para
estudos botéanicos, quimicos e farmacoldgicos no Brasil e no exterior (VASCONCELQOS
e col., 2007).

O uso popular da planta ocorre concomitantemente ou em substituicdo ao

tratamento médico convencional. Porém, verificou-se a inexisténcia de estudos que
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comprovem o potencial antidiabético desta planta. Outro aspecto preocupante € o fato
de que o diabetes tipo 2, embora assintomético, quando ndo tratado adequadamente,
leva ao desenvolvimento de complicagdes cronicas (neuropatia diabética, dislipidemia,
insuficiéncia renal etc.), que comprometem a qualidade de vida do paciente diabético.
(BELTRAME, 2001)

BELTRAME e col. (2001) realizaram ensaios in vitro com extratos das folhas de
Cissus sicyiodes, com o intuito de verificar seu potencial antidiabético ou relacionar a
presenca de flavonoides como causa deste efeito hipoglicemiante, no entanto seus
resultados ndo apontaram a diminuicdo da glicemia, o que ndo forneceu ferramentas
para confirmar tal hipoGtese, apesar da presenca de grande quantidade de substancias
com potencial antidiabético na espécie. Por outro lado, VASCONCELOS (2004) e
VASCONCELOS et al. (2007), observaram em estudos pré-clinicos, utilizando a fracéo
aquosa das folhas de Cissus sicyoides, em camundongos Swiss machos normais que a
glicemia teve tendéncia a queda sem caracterizar diferenca significativa entre o tempo
basal e sete dias de tratamento e em humanos, clinicamente normais, de ambos 0s sexos,
o infuso ndo foi capaz de diminuir a glicemia, significativamente, num periodo de oito

semanas.

BARBOSA et al. (2002), administraram extrato aquoso (5 folhas = 12 g em
1000 mL de agua por 1 minuto) de Cissus verticillata, em substituicdo da agua, em ratos
normoglicémicos por 30 dias. Constataram efeito hipoglicemiante que foi atribuido a
presenca de flavonoides encontrados em grande quantidade no cha e de canferol livre
possivelmente acompanhado de seu glicosideo, o que justificaria, ao menos em parte, a
atividade hipoglicemiante do vegetal in vivo. Em estudos pré-clinicos, MORI et al.,
(2001) verificaram atividade hipoglicemiante com o extrato da folhas de Cissus
sicyoides. Verificaram que a glicemia plasmatica dos animais diminuiu
significativamente 1 hora ap6s uma carga de sacarose e concluiram que a ingestdo do
extrato do vegetal impede o aumento da glicose depois da refeicdo. Desse modo, a
literatura relata que tem sido investigado possivel efeito hipoglicemiante com as folhas
Cissus sicyoides, havendo relatos contraditorios quanto a essa atividade. SILVA et al.
(1996), BELTRAME et al. (2001), BELTRAME et al. (2002), VASCONCELOS,
(2004) e LIMA (2007) né&o observaram essa atividade diferentemente de MORI et al.
(2001), BARBOSA et al. (2002), PEPATO et al. (2003) e VIANA et al. (2004).
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FERREIRA e col. (2008) em seus estudos com a espécie, comprovaram através
de ensaios in vivo com a espécie que a mesma possui relevante efeito gastroprotetor
quando comparado as drogas padrdo, inibindo consideravelmente o desenvolvimento de

lesBes gastricas mesmo em doses menores.

GARCIA et al (1997) sugeriram um mecanismo do efeito moderador nos niveis
de calcio plasmatico e celular, possivel responsavel por efeitos cardiacos e vasculares da

planta.

GARCIA et al (1999) e DORO et al (1997) comprovaram a eficacia de extratos
da planta contra bactérias dos tipos Gram-negativas e Gram-positivas e atribuiram esta
atividade farmacoldgica a presenca de grande quantidade de compostos fendlicos. Além
disso, através da administracdo topica e oral de extratos obtidos a partir de decoc¢do das
folhas de Cissus sicyoides, GARCIA et al (1999) comprovaram a existéncia de grande

potencial antiinflamatorio na espécie.

3.6. Controle de Qualidade do Material Vegetal

Em nivel mundial, uma série de resolu¢bes vem sendo estabelecida no sentido de
desenvolver critérios cientificos e métodos de comprovacdo da seguranca e eficacia dos
produtos de origem vegetal (WORLD, 2002). No Brasil, a RDC n. 48 de marco de
2004, mais recente resolucdo, normatiza a regulamentacdo para registro de
medicamentos fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia Sanitaria, e dentre as
exigéncias para o registro de um fitoterapico, destacam-se as especificacdes sobre a
qualidade da matéria-prima vegetal, comprovacdo da eficacia e seguranca, relatorio
descritivo de fabricacdo com especificacdo das operacdes e métodos utilizados, bem
como de metodologia analitica para o controle de qualidade em todas as etapas do
processo (BRASIL, 2004).

A transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a preservacdo da
integridade quimica e farmacologica do vegetal, garantindo a constancia de sua acéo
biologica e a seguranca de sua utilizacdo, sem deixar de valorizar seu potencial

terapéutico. Para alcancar esses objetivos, a producdo de fitoterdpicos requer estudos



19

prévios relativos ao desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnolégicas. E
justamente essa fundamentagdo cientifica que diferencia o produto fitoterapico
propriamente dito das plantas medicinais e das preparacdes utilizadas na medicina
popular (SONAGLIO et al., 2001)

Desta forma, justamente por serem menos estaveis, as solucdes extrativas de
produtos fitoterapicos passam por um controle de qualidade mais acirrado. O método de
extracdo deve estar de acordo com as necessidades dos constituintes, como pH,
temperatura e solubilidade. Também € de vital importancia o conhecimento das
circunstancias da matéria-prima vegetal. Também devem ser estabelecidos marcadores
quimicos, a propésito de identificagdo analitica (ONG, 2004; CALIXTO, 2000).

A caracterizacgdo fisico-quimica do material vegetal, visando o estabelecimento
de especificagbes para a qualificacdo de matéria-prima vegetal, associada ao
desenvolvimento de metodologia analitica para o controle de qualidade é de relevada
importancia para o desenvolvimento de um fitoterapico, uma vez que um dos requisitos
fundamentais para assegurar a eficicia e seguranca € o estabelecimento de métodos
analiticos validados, para o controle tanto da matéria-prima vegetal quanto de produtos
intermediérios e finais (WORLD, 1998).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Matéria-prima Vegetal

4.1.1. Material Vegetal

O material vegetal é constituido de folhas de Cissus sicyoides fornecido pela
EMBRAPA Amazonia Ocidental. As plantas foram colhidas com aproximadamente um

ano de idade em fase reprodutiva.

4.1.2. Tratamento do material vegetal e obten¢do da matéria-prima vegetal

O material vegetal recebido foi selecionado, manualmente, sendo separadas as
folhas dos ramos para tratamento individual. As folhas foram submetidas & secagem em
estufa de ar circulante a temperatura de 45,0 °C, até estabilizacdo da umidade residual.

Apds a secagem, o material foi moido em moinhos de facas.

4.1.3. Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

Determinacdo de perda por dessecacdo (F. Bras. 1V, 1988)

Aproximadamente 0,500 g de matéria-prima vegetal foi colocado em um pesa-
filtro, devidamente tarado, levada a estufa e aquecida a 105°C até que a amostra
atingisse peso constante. Apos estabilizacdo do peso, foi calculada a diferenca de peso

inicial e final da amostra, determinando-se a perda por dessecacao.

Anélise granulométrica por tamisacdo (VOIGT, 2000)

Realizada através de tamisacdo utilizando equipamento com velocidade
controlada e tamises com aberturas de malhas previamente conhecidas. A partir das
curvas de retencdo e passagem foi calculado o didametro médio de particula e histograma
de distribuicdo granulométrica.
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Teor de extrativos (BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

Determinado por gravimetria a partir de uma solugédo extrativa aquosa a 1% de

droga vegetal utilizando decoc¢do como método de extracao.

4.2. Obteng&o das solugdes extrativas e fracionamento

4.2.1. Obtencao da solucdo extrativa sem hidrélise acida

A solucdo extrativa foi obtida a partir da decoccdo das folhas de Cissus
sicyoides. Pesou-se 0,4g da matéria-prima vegetal e fez-se a extracdo sob refluxo com
metanol. O processo de extracdo consistiu em adicionar 30 ml de metanol aos 0,4g de
matéria vegetal e fazer a decoccdo sob refluxo por 15 minutos. O decocto foi entdo
filtrado em algod&o e posto novamente sob refluxo adicionando-se 30 ml de metanol.
Esse processo foi repetido por duas vezes. O filtrado resultante foi colocado em um

mesmo baldo volumétrico e o volume completado para 100 ml.

422. Obtencdo das solugBes extrativas com  hidrélise  &cida
(BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

As trés solucBes extrativas foram obtidas atraveés do método de decoccdo sob
refluxo, utilizando 0,49, 1,09 e 1,59 de matéria-prima vegetal de Cissus sicyoides
adicionadas de 1 ml de solucdo aquosa de metenoamina 0,5% (m/v), 2 ml de &cido
cloridrico e 20 ml de acetona. A mistura foi aquecida em banho de agua sob refluxo
durante 30 minutos, posteriormente, apds resfriada, a solucgéo foi filtrada em algoddo. O
residuo da planta juntamente com o algodao utilizado na filtracdo foram submetidos a
decoccéo sob refluxo por mais duas vezes juntamente com 20 ml de acetona durante 10
minutos. Apoés filtracdo e resfriamento, os filtrados foram juntados em um baldo
volumetrico de 100 ml. O volume foi completado com acetona, obtendo-se a solucéo

extrativa hidrolisada.

A segunda etapa consiste na particdo liquido-liquido da solucdo extrativa
hidrolisada obtida, com solvente organico, no caso, acetato de etila. Em um funil de

separagdo, 20ml da solucdo extrativa hidrolisada juntamente com 20 ml de 4gua foram
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tratados com 15 ml de acetato de etila. Este procedimento foi repetido por mais duas
vezes com porcdes de 10 ml de acetato de etila. Descartou-se a fase aquosa resultante da
particdo e lavou-se a fase organica com duas porc¢des de 50 ml de agua para retirada de
impurezas. Apés lavada, a fase organica foi transferida para um baldo volumétrico de

50 mL no qual o volume foi completado com acetato de etila.

4.3. Doseamento de flavonoides por espectroscopia molecular

4.3.1.Doseamento de flavonoides totais (C-glicosilados e O-glicosilados)
(SCHIMIDT e GONZALEZ ORTEGA, 1993; PETRY et al, 1998)

O doseamento de flavondides totais foi realizado utilizando-se o extrato
metanolico das folhas de Cissus sicyodes, ou seja, a partir do extrato sem hidrolise. A
analise foi realizada em espectrofotdbmetro molecular de varredura utilizando-se como
método de quantificacdo de flavondides a complexacdo dos mesmos com agente
complexante adequado, neste experimento foi utilizado o cloreto de aluminio
(AICI3.6H20) como agente complexante. A leitura foi realizada em comprimento de

onda determinado através de varredura. O experimento foi feito em triplicata.

4.3.2. Doseamento de flavondides O-glicosilados (SOARES et al, 2003)

O doseamento de flavonodides O-glicosilados foi realizado fazendo-se a
varredura em espetrofotdmetro molecular a partir da solucéo fracionada de flavondides,
ou seja, a solucdo em que foi realizado o processo de hidrolise acida seguido de particdo
liquido-liquido com acetato de etila. A solucdo utilizada na leitura espectrofotométrica
foi obtida a partir da diluicdo de quantidades iguais da solucdo fracionada e cloreto de
aluminio em solucdo metandlica de &cido acético (solucdo de compensacdo). Fez-se a
quantificacdo dos flavondides no espectrofotdmetro tomando-se como base o
deslocamento batocrémico do espectro caracteristico do flavonoide apds complexacéo
com cloreto de aluminio. A leitura foi realizada em comprimento de onda determinado

através de varredura (416 nm). O experimento foi realizado em triplicata.
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4.4. Estudo de otimizacao do tempo de leitura e da concentracdo de AICIs (cloreto

de aluminio)

O estudo de otimizacdo foi realizado utilizando como base um planejamento
fatorial 22, tendo como fatores variantes o tempo de leitura e a concentracdo de cloreto
de aluminio. A variante tempo de leitura se baseia em tempos de 15 e 30 minutos para a
leitura do espectro apos a adi¢do do cloreto de aluminio a solugdo extrativa e a variante
concentracdo de cloreto de aluminio se baseia no uso de solucbes de 1,5% ;3,0% e

5,0% de cloreto de aluminio.

4.5. Quantificacao do teor de flavondides totais

O teor de flavondides totais (TFT), expressos como quercetina, foi calculado

segundo a equagéo 1.

Al-FD
TFT =—————(Equacéo 1
) A Eauagio 1)

cm

Onde: TFT = teor de flavondides totais (g%), FD = fator de diluicdo, m = massa da

1%
cm

amostra (g), pd = perda por dessecacdo da amostra (g%) e Coeficiente de

absorcdo especifico da quercetina (500)

4.6. Validacdo da metodologia analitica (USP, 25; ICH, 1995)

Os métodos foram validados através da realizacdo de ensaios de linearidade e

precisao.
Linearidade
A linearidade foi determinada através da construcao de curvas de calibragdo para

0 padrdo quercetina e para a solucdo extrativa de Cissus sicyoides. Foram construidas

trés curvas de calibragéo.
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Precisédo

A precisdo intermediaria foi determinada através da reprodutibilidade e
repetibilidade. A reprodutibilidade foi determinada pela analise de trés concentracfes
diferentes (média, baixa e alta) do padrdo e solucdo extrativa em trés dias diferentes em
triplicata cada. A repetibilidade foi determinada pela analise de uma mesma

concentragdo, no mesmo dia, em sextuplicata.

Exatidao

O ensaio de exatiddo foi realizado através do ensaio de recuperacdo, onde
quantidades conhecidas do padrdo de quercetina foram adicionados em triplicata a
solucdo extrativa em trés niveis de concentracdo baixo, médio e alto (40 pg/mL). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 416 nm apds

complexagdo com AICla.

4.7. Analise Estatistica

A andlise estatistica consta de andlise de variancia (ANOVA) two-way e

regressao linear realizada utilizando o pacote estatistico Excel v. 2003.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao da matéria-prima vegetal

Foram realizados trés diferentes ensaios de caracterizacdo de matéria-prima
vegetal, para obtencdo de informagdes tecnoldgicas relevantes sobre a amostra utilizada
nos ensaios espectrofotométricos, os ensaios de caracterizacdo consistiram em: ensaio
de gravimetria por perda por dessecacdo (grau de umidade da matéria-prima vegetal),
granulometria (diametro médio das particulas da matéria-prima vegetal) e método de
teor de extrativos. As trés metodologias foram realizadas e os resultados obtidos
encontram-se na tabela 1.

Tabela 1: Resultados da caracterizacdo da matéria-prima vegetal de Cissus sicyoides L.

Ensaio Resultado
Perda por dessecacao (%) 14,19 £ 0,32
Teor de extrativos (g%) 9,59 £ 0,86
Diametro (um) 468,96

Pode ser observado que o teor de umidade encontra-se um pouco acima do
recomendado para armazenamento segura da MPV que é de 14%. Além disso, o teor de
extrativo, o qual representa o teor de solidos solUveis pela &gua, é bastante baixo
guando comparado com outras espécies vegetais, indicando assim que a agua nao € um

bom liquido extrator.

A figura 5 e figura 6 demonstram o perfil de distribuicdo granulométrica da
matéria-prima  vegetal. Pode ser verificado, destacadamente, duas faixas
granulométricas predominante, entre 600- 500 nm e abaixo de 355 nm. No entanto, o
didmetro médio de particula é de 468,96 nm, valor este, adequado para obtencdo de

solugdes extrativas.
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Figura 5: Histograma de distribuicdo da MPV de C. sicyoides
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Figura 6: Curva de retencdo e passagem da MPV de C. sicyoides
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5.2. Ensaios de otimizacao de metodologia analitica

5.2.1 Avaliagdo da influéncia da relacdo droga:solvente na determinacéo do teor

de flavonoides

A quantidade de matéria-prima vegetal utilizada na preparacdo das solugdes
extrativas mostrou-se um fator determinante na determinacdo do teor de flavonoides,
visto que, as solucles extrativas feitas a partir de 0,59 e 1,0g de matéria-prima vegetal
ndo apresentaram espectro de absorcdo favoravel a quantificacdo de flavonoides. A
solucdo extrativa contendo 1,59 de matéria-prima vegetal foi a solugdo preconizada para
a realizacdo das analises espectrofotométricas, visto que apresentou espectro de
absorcéo favoravel ao doseamento de flavonoides (figura 7) no comprimento de onda
utilizado (416 nm). Sendo assim, os resultados obtidos corresponderam as expectativas,
pois 0 aumento da relagdo droga:solvente demonstrou um maior rendimento quanto ao

teor de flavonadides.

OS50 T T T

Abs,

[=aTa] L L
=00.00 FS0.00 <0000 450,00 S00.00

nm.

Figura 7: Espectro de varredura da solugdo extrativa de Cissus sicyoides ap6s hidrolise

acida e complexacdo com cloreto de alumino

A selecdo do comprimento de onda foi feita com base na comparagéo entre 0s
espectros de varredura da solucéo extrativa e da quercetina (figura 8 e figura 9). Pode
ser observado um semelhanca no maximo de absorcdo na regido do visivel de 416 nm.

Sendo este o comprimento de onda selecionado para a realiza¢do dos experimentos.
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Figura 8: Espectro de varredura da do padrdo quercetina apds complexacao com cloreto

de aluminio.
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Figura 9: Comparacdo dos espectros de varredura do padrdo 9 (azul) com a solucéo

extrativa (preto)
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5.2.2 Doseamento de flavonoides totais na solucéo extrativa sem hidrélise acida

A metodologia utilizada ndo apresentou resultados satisfatorios, visto que o extrato
metanolico sem hidrolise acida ndo apresentou as bandas caracteristicas dos flavonoides
no espectro de absorcdo e portanto ndo foi possivel realizar estudos de otimizagdo ou
mesmo o doseamento de flavonoides através desta técnica. Sendo assim, concluiu-se
que seguindo esta metodologia ndo € possivel determinar a quantidade de flavondides

na espécie vegetal C. sicyoides.

5.2.3 Doseamento de flavondides na solucdo extrativa com hidrdlise &cida e
influéncia da concentracéo do agente complexante e do tempo de reacdo

Os estudos de otimizacdo mostraram que ndo ha influéncia significativa da
concentracdo do agente complexante sobre o teor de flavonoides totais (figura 9). As
andlises espectrofotométricas realizadas através da complexacdo dos flavondides
contidos na solucdo extrativa de C. sicyoides com as solucBes de cloreto de aluminio a
1,5; 3,0 e 5,0% determinaram uma pequena variacdo de resposta em absorbancia.
Quando utilizada a soluc¢do de cloreto de aluminio a 1,5%, a absorbancia manteve-se em
torno de 0,450, sendo que com o0 aumento da concentracdo de cloreto de aluminio ndo
houve aumento significativo desta absorbancia. Quanto ao tempo de reacdo, observou-
se pequena variacao na absorbancia quando medida em 15 e 30 minutos, com aparente
estabilizacdo da absorbancia no tempo de 30 minutos, ou seja, essa variavel também néo
é de influéncia significativa na anélise.

Assim, o teor de flavondides totais encontrado na solucdo extrativa de C. sicyoides
a 1,5% m/v foi de 1,119% +0,006.
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Figura 10: Influéncia de tempo de reacdo e concentracdo de AICI3 nas aborbancias da

solucdo extrativa de C. sicyoides

5.2.4 Validacdo de Metodologia Analitica

O ensaio de validacdo analitica foi realizado apenas para 0 método com hidrdlise

acida, uma vez que a metodologia sem hidrdlise ndao foi viavel para quantificacdo dos

flavonéides. Além disso, ndo foi

Linearidade

A curva de calibracdo do padrdo de quercetina (figura 10, tabela 2) apresentou

linearidade significativa com r? de 0,9984, da mesma forma a curva de calibracdo da

solucdo extrativa também demonstrou linearidade com r? de 0,9950 (figura 11, tabela

3). Esses resultados evidenciam que 0 método apresenta faixa de trabalho adequado a

quantificacdo dos flavonoides totais em solucdo extrativa de C. sicyoides.
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Figura 11: Curva de calibracdo do padréo quercetina

Tabela 2 - Parametros de regressao da curva de calibrag@o para a quercetina

31

Parametros da regressao A =416 nm
Intersecéo 0,0632
Inclinacéo 0,0189
R? 0,9984
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Figura 12: Curva de calibracdo da solucéo extrativa de Cissus sicyoides

Tabela 3 - Parametros de regressdo da curva de calibracdo para a solucdo extrativa de

Cissus sicyoides

Parametros da regressao A =416 nm

Intersecdo 0,1346

Inclinacéo 0,00149

R? 0,9950
Preciséo

Os resultados do ensaio de reprodutibilidade pode ser visualizados na tabela 4 e
de repetibilidade na tabela 5, para as amostas padrdo de quercetina e solucdo extrativa.
Verifica-se que em ambos os casos os resultados de coeficiente de variagédo

foram bem baixos, abaixo de 2%, indicando a excelente precisdo da metodologia.
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Tabela 4: Reprodutibilidade do padré@o quercetina e da solucdo extrativa

Concentracéo Quercetina (UA) Concentragdo | Solucéo extrativa (UA)
(mg/mL) X +5 (CV%) (mg/mL) Xts
19,2 0,4287 + 0,003 (0,82) 120,0 0,3127 + 0,003 (0,92)
28,8 0,6027 £ 0,005 (0,78) 150,0 0,3690 + 0,005 (1,43)
38,4 0,8056 + 0,004 (0,50) 225,0 0,4763 + 0,005 (1,03)

Tabela 5: Repetibilidade do padrédo quercetina e da solucdo extrativa

Concentracéo Quercetina (UA) Concentracdo | Solucéo extrativa (UA)
(mg/mL) X +5 (CV%) (mg/mL) Xts
25,6 0,4518 + 0,0004 (0,09) 150,0 0,3528 + 0,0004 (0,11)
Exatiddo

Né&o foi possivel a realizacdo desse ensaio uma vez que as amostras de solugéo
extrativa ao serem contaminadas com concentracdes conhecidas dos padrdo quercetina
apresentavam absorbancia acima de 1,0 UA, ou seja, contrariando a lei de Lambert-
Beer, que diz que as aborbancias de leitura em UV/VIS devem sempre esta na faixa de
0,2a0,9 UA.

As amostras, padrdo e solucdo extrativa, quando lidas individualmente
apresentavam absorbancia na faixa aceitavel e mesmo misturando as duas amostras,
também estariam na faixa aceitdvel, no entanto, experimentalmente ndo foi o que
aconteceu, uma vez que houve uma aumento consideravel da absorbancia impedindo,

inclusive a leitura. Tal falto, indica que ndo ha exatiddo da metodologia.
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6. CONCLUSAO

O estudo revelou que o método utilizado para a quantificacdo de flavonoides
totais, através de hidrolise acida, € adequado para solucdes extrativas da espécie Cissus
sicyoides desde que feitas algumas alterac6es, tais como relacdo droga:solvente, com o
intuito Unico de melhorar a técnica de quantificacdo de flavonodides, considerando as
caracteristicas intrinsecas desta espécie vegetal.

Levando em consideracdo o estudo de otimizacdo feito a partir das solugdes
extrativas de C. sicyoides, as condi¢cdes escolhidas como mais favoraveis a resposta
positiva do método foram a realizacdo dos ensaios analiticos utilizando a solucgdo
extrativa a 1,5% m/v seguida de hidrélise acida e particdo liquido-liquido, complexada
com cloreto de aluminio a 1,5% em 15 minutos de reacao.

Nédo foi observada influéncia significativa dos fatores tempo de reacdo e
concentracdo do agente complexante na resposta da metodologia analitica.

Os resultados mostraram-se satisfatorios as expectativas devido a observacdo da
presenca maior de flavondides em solugbes extrativas com maior quantidade de droga
vegetal e devido ao fato de que o método de melhor resposta utiliza menor quantidade
de agente complexante e um menor tempo de reacdo para resposta maxima,
considerando necessidade do desenvolvimento de métodos extrativos e analiticos menos
dispendiosos.

O método foi vidvel de validacdo através de linearidade e precisdo, nao
apresentando no entanto exatiddo. Assim, pode ser concluido que a metodologia pode
ser utilizada para a quantificacdo de flavondides apenas como parametro de qualidade e
reprodutibilidade de resultados, ndo servindo, no entanto para a quantificacdo exata

dessas substancias na espécie vegetal estudada.
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