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“E iniitil dizer que os seres humanos deveriam
satisfazer-se com uma vida tranquila. Eles precisam de
acdo. E se ndo a encontrarem irdo fazé-la acontecer.”

(Jane Eyre)



RESUMO

LOPES, T.0. Controle de qualidade e atividade anticolinesterasica de
fitoterapicos a base de Ginkgo biloba L. e Bacopa monnieri L. 2020. 76p.

Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual do Piaui. Teresina.

Os fitoterapicos a base de Ginkgo biloba L. e Bacopa monnieri L. sdo empregados para
melhorar a memdria e a funcdo cognitiva. Neste estudo realizou-se controle de qualidade e
atividade anticolinesterasica dos fitoterapicos G. biloba e B. monnieri. comercializados em
farmécias de manipulacdo na cidade de Teresina - Pl. As amostras foram submetidas a analise
de rotulagem, pH, desintegracdo, peso meédio, colorimetria, termogravimetria, material
estranho, microbioldgicas, estudo fitoquimico e atividade anticolinesterasica, seguindo as
normas preconizadas pela Farmacopeia Brasileira e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Apds analises, observou-se que a rotulagem, material estranho, desintegracao e
microbioldgicas estavam de acordo com as normas da ANVISA. Os resultados dos testes
colorimétricos foram uniformes nas amostras de B. monnieri e variaveis nas amostras de G.
biloba. A avaliacdo do peso médio evidéncia que as amostras G1 e B3, possuem conteido
capsular acima do descrito na rotulagem e apresentaram valores de pH divergentes. As
amostras G2 e G3 possuem valores de desvio padrdo relativo (DPR) acima de 4% nédo
atendendo as normativas da ANVISA. Dentre os perfis termogravimétricos, as amostras G1 e
B3 apresentaram valores com alto teor de cinzas, sugerindo adulteracBes. A prospeccdo
fitoquimica mostrou os flavonoides como metabolitos secundarios em comum para as
amostras analisadas, corroborando com as analises de cromatografia de camada delgada
(CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que identificou os compostos
fendlicos &cido clorogénico, rutina, miricetina e quercetina nas amostras analisadas. Os
ensaios in vitro para a acetilcolinesterase (AChE), indicaram que as amostras G4, B2 e B5
apresentam metabolitos capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase com Clsg de 0,8540
mg/mL, 0,9650 mg/mL e 1,8221x10° mg/mL, respectivamente. Dentre as amostras analisadas
de G. biloba e B. monnieri, a G1 e B3 ndo obedeceram a alguns parametros de controle de
qualidade, evidenciando a necessidade de uma vigilancia rigorosa e aplicacdo de diretrizes

para garantir que os medicamentos a base de plantas sejam de qualidade.

Palavras-Chave: Fitoterapia; Controle de qualidade; Analise fitoquimica; Atividade
anticolinesterasica; Ginkgo biloba L.; Bacopa monnieri L.



ABSTRACT

Ginkgo biloba L. and Bacopa monnieri L. herbal medicines are used to improve memory and
cognitive function. In this study, quality control and anticholinestersic activity of the
phytotherapeutics G. biloba and B. monnieri were performed. commercialized in handling
pharmacies in the city of Teresina - Pl. The samples were submitted to labeling analysis, pH,
disintegration, average weight, colorimetry, thermogravimetry, foreign material,
microbiological, phytochemical study and anticholinesterasic activity, following the standards
recommended by the Brazilian Pharmacopoeia and National Health Surveillance Agency
(ANVISA). After analysis, it was observed that the labeling, foreign material, disintegration
and microbiological were in accordance with ANVISA standards. The results of colorimetric
tests were uniform in the samples of B. monnieri and variables in the samples of G. biloba.
The evaluation of the mean weight evidences that samples G1 and B3 have capsular content
above that described on the labeling and presented divergent pH values. Samples G2 and G3
have relative standard deviation (DPR) values above 4% not meeting ANVISA regulations.
Among the thermogravimetric profiles, the mass losses of sample G1 and B3 presented values
with high ash content, suggesting adulterations. Phytochemical prospection showed
flavonoids as secondary metabolites in common for the analyzed samples, corroborating the
analysis of thin layer chromatography (CCD) and high efficiency liquid chromatography
(HPLC), which identified the phenolic compounds chlorogenic acid, rutin, myricetin and
quercetin in the samples analyzed. In vitro assays for acetylcholinesterase (AChE) indicated
that samples G4, B2 and B5 have metabolites capable of inhibiting the acetylcholinesterase
enzyme with CI50 of 0.8540 mg/mL, 0.9650 mg/mL and 1.8221x10-5 mg/mL respectively.
Among the analyzed controllers of G. biloba and B. monnieri, G1 and B3 did not comply with
some quality control parameters, highlighting the need for strict surveillance and application

of guidelines to ensure that herbal medicines are of quality.

Keywords: Phytotherapy; Quality control; Phytochemical analysis; cholinestersic activity;

Ginkgo biloba L.; Bacopa monnieri
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Capitulo 1

INTRODUCAO

A fitoterapia € um recurso de prevencao e tratamento de doencas através das plantas
medicinais, a forma mais antiga e fundamental de medicina no mundo. Podendo ser utilizada
por qualquer individuo, embora traga, paradoxalmente, reacdes adversas, pelo uso inadequado
de algumas plantas, que podem levar o individuo a morte [1]. A ANVISA, define fitoterapico
como o medicamento produzido exclusivamente com derivados de drogas vegetais, sem que
haja em sua composicdo a adicdo de substancias isoladas. Além disso, os medicamentos
fitoterapicos sdo caracterizados quanto & eficacia de uso, riscos advindos do consumo e
apresentam reprodutibilidade e constancia de sua qualidade [2,3].

Dentre as plantas medicinais mais consumidas no mundo, encontra-se a Ginkgo biloba
L. (Ginkgoaceae). Amplamente disponivel na China, possui vérias aplicacdes devido as suas
propriedades neuroprotetoras, disturbios cardioldgicos, cerebrais, vasculares e neurolégicos,
como a depressdo, Doenca de Alzheimer (DA) e derrame isquémico [4,5,6,7,8,9].

A G. biloba tem sido empregado como produto fitoterapico no tratamento de pacientes
com DA por ser considerado um forte inibidor da AChE [10]. Alguns estudos indicam que
foram isolados cerca de 40 compostos de metabolismo secundario das folhas, sendo os
flavonoides e terpenoides os de maior importancia por possuirem atividades biol6gicas [11].
No grupo dos flavonoides, destacam-se os mono-, di- e triglicosideos, nomeadamente o
canferol e a quercetina. Em menor quantidade estdo presentes derivados glicosideos tais como
a isoramnetina, miricetina e 3'-metil-mirticetina, bem como biflavonoides ndo-glicosideos, de
entre 0s quais catequinas e proantocianidinas. Para além disto, este material vegetal & também
constituido por lactonas terpénicas, particularmente os ginkgolidos A, B, C, J e M e bilobalido
[12].

O extrato padronizado de G. biloba EGb761, segundo a RDC N° 89 [2], deve conter
no minimo 24,0 % de ginkgoflavonoides e 6% de terpenoides. A padronizagédo refere-se ao
uso de po6 das folhas desta planta ndo ser recomendado por apresentar acido ginkgdlico,

substancia alergénica.
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A Bacopa monnieri L. (Scrophulariaceae), também conhecida como Brahmi, é uma
planta yurvédica (medicina tradicional indiana), conhecida como “‘impulsionadora da
memoria™ [13,14], utilizada ha milhares de anos [15]. Esta espécie apresenta atividade contra
o mal de Parkinson, Alzheimer, epilepsia, déficit comportamental, stress e tem efeito
antioxidante [16,17,18,19]. Os compostos responsaveis pelos efeitos farmacologicos desta
planta incluem alcaloides, saponinas e esterdis [20]. As saponinas triterpenoides e 0s
bacosides A e B sdo os constituintes responsaveis ndo so pela capacidade da B. monnieri em
aumentar a transmissdo de impulsos nervosos, como também sdo responsaveis pela
competéncia de reparacdo neuronal, aumentando a atividade da quinase, a neurogénese e a
restauracdo da atividade sinaptica [20].

Com o crescimento da producdo de fitoterapicos, aumenta também a dificuldade em se
fazer o controle de qualidade desses produtos. Desta maneira, 0s ensaios de controle de
qualidade sdo importantes a fim de comprovar que os medicamentos manipulados possuem as
caracteristicas de um produto seguro, ou seja, foi preparado na dose estabelecida, com
uniformidade de conteudo, estabilidade e com as caracteristicas organolépticas corretas [25].
O controle de qualidade se mostra como uma ferramenta indispensavel para garantir a
qualidade de medicamentos manipulados, assegurando a obtencdo de um produto final seguro
e eficaz.

As plantas medicianis G.biloba e B.monnieri sdo referenciados como inibidores da
enzima AchE. A acetilcolina (ACh), constitui um neurotransmissor essencial para uma funcao
cognitiva normal, ao inibir a AchE é possivel aumentar a atividade colinérgica e aliviar 0s
sintomas cognitivos consequentes da DA [21]. Na DA sdo observados déficits cognitivos e
funcionais, é uma doenca neurodegenerativa multifatorial, atingindo primordialmente a
populagéo idosa com mais de 65 anos de idade [22]. Pacientes com DA, apresentam melhora
dos sintomas cognitivos, comportamentais e funcionais relacionados as deméncias
hipocolinérgicas, quando tratados com inibidores da AChE [23]. Esses inibidores aumentam
0s niveis de acetilcolina presentes nas sinapses entre neurdnios colinérgicos [24]. A utilizagdo
de medicamentos fitoterapicos para tratar problemas cognitivos sugere a identificacdo da

atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral
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e Investigar o controle de qualidade, o perfil fitoquimico e a atividade
anticolinesterasica dos fitoterapicos a base de Ginkgo biloba L. e Bacopa monnieri L.

comercializados em farméacias de manipulacéo na cidade de Teresina - PI.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Analisar as informagdes técnico-cientificas nos rotulos das amostras de fitoterapicos;

e Auvaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dos fitoterapicos;

e Caracterizar a composic¢do fitoquimica das amostras de fitoterapicos a base de Ginkgo
biloba L. e Bacopa monnieri L por Prospeccdo Fitoquimica Preliminar, CCD e CLAE;

e Verificar a atividade anticolinesterasica in vitro desses fitoterapicos.
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Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

1.1 Plantas medicinais

Planta medicinal segundo a ANVISA sdo aquelas capazes de aliviar ou curar
enfermidades e tém tradi¢do de uso como remédio em uma populacdo ou comunidade [26].
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da popula¢do mundial faz uso de
algum tipo de planta medicinal. O uso dessas ervas é feito na maioria das vezes por adultos e
idosos que buscam complementar o tratamento de uma doenga cronica [27,28].

Historicamente é constatado que a busca por tratamentos através das espécies vegetais
esta relacionada a percepc¢éo das limitagdes da medicina convencional, devido aos altos custos
dos medicamentos industrializados e desenvolvimento de novos agravos a salde para 0s quais
ainda ndo ha tratamento adequado, aumento de doencas iatrogénicas e crénicas,
enfraquecimento da relacdo médico-paciente e busca por atencdo integral a saide, além da
questéo financeira e de inclusdo social relacionadas a essa terapia [29,30,31].

Nesse segmento, 0 uso de plantas medicinais e seus derivados como alternativas aos
medicamentos da medicina convencional no tratamento de diversas patologias, trouxe uma
mudanca ao cenario econdmico atual de fitoterapicos, demostrando um crescimento marcante
do mercado de plantas medicinais no Brasil, sendo motivado por diversos fatores, dentre os
quais, 0 aumento de consumo de produtos naturais, acessibilidade para os segmentos de baixa
renda, eficacia no tratamento de diversas patologias, constituindo importante componente do
sistema de prestacdo de cuidados de saude [32,33,34].

A complexidade da constituicdo quimica das espécies vegetais, assim como podem
desencadear efeitos terapéuticos, contribuindo efetivamente no arsenal terapéutico, podem
também desencadear respostas prejudiciais, como sintomas agudos em curto prazo de efeitos
toxicos, como disturbios gastrointestinais, efeitos dermatoldgicos, ou desfechos adversos em
longo prazo, como céncer, danos no figado e nos rins, disfuncdes reprodutivas, defeitos

congénitos, lesdo ao sistema nervoso central e varias outras morbidades podem estar
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associadas ao uso de plantas; comprovando, assim, que a utilizacdo de espécies vegetais ndo
deve ser considerada livre de riscos [35,31].

No Brasil, a legislacdo de fitoterapicos industrializados, diferencia dois tipos de
fitoterapicos, o medicamento fitoterapico e os produtos tradicionais fitoterapicos que sao os
obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e
efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-
cientifica e que sejam concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um médico para
fins de diagnostico, de prescricdo ou de monitorizacdo; ndo podendo ser empregados em
doencas, disturbios, condicdes ou acles consideradas graves; além de ndo poder conter
matérias-primas em concentracdo de risco toxico conhecido e ndo devem ser administrados
pelas vias injetavel e oftalmica [36]. E constatado que a fitoterapia esta inserida na sociedade
contemporanea, como forma alternativa e/ou complementar na terapéutica, devido a insercédo
de politicas que regulamentam e incentivam o uso de plantas medicinais e fitoterapicos pela
populacdo, aléem do incentivo promovido pelo modismo de consumo de produtos naturais
[37,38,39,34].

O medicamento manipulado apresenta varias vantagens em relacdo ao medicamento
industrializado, dentre elas: producdo de medicamentos que deixaram de ser produzidos pela
industria farmacéutica, por razGes econdmicas; associacdo de farmacos, facilitando o
tratamento de diversas enfermidades; individualizacdo da prescricdo; preparacdo de
medicamentos sem conservantes, corantes, aromatizantes ou perfumes, beneficiando clientes
alérgicos e o exercicio na farméacia com manipulacdo da atencdo farmacéutica, que é a
interacdo direta do farmacéutico com o usuério, visando uma farmacoterapia racional e a
obtencdo de resultados satisfatorios, voltados para a melhoria da qualidade de vida [39].

A avaliacdo da eficicia e seguranca das plantas de uso medicinal caracteriza os
estudos de validacdo; ou seja, a validagdo consiste em confirmar cientificamente as
propriedades terapéuticas das plantas medicinais para permitir seu uso como medicamento em
seres vivos [40]. Assim, os estudos cientificos possibilitam transformar as plantas medicinais
em produtos fitoterdpicos; buscando a confirmacgéo da eficacia farmacoldgica e da auséncia de
toxicidade da planta; fundamentados nos estudos botanicos, quimicos e farmacoldgicos (pré-
clinicos e clinicos) [41,31].
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1.2 Ginkgo biloba L.

A planta medicinal G. biloba é uma das espécies mais antigas da Terra, sendo
chamado de “fossil vivo”, é o tnico representante da familia Ginkgoaceae [42]. Esta espécie
florescia em grandes florestas ha mais de 150 milhdes de anos tornando-se quase extinta na
ultima era do gelo. Atualmente encontra-se preservada pelo cultivo humano devido ao seu
valor ornamental e comercial [42]. Existente em praticamente todos os continentes e na
cultura medicinal brasileira, € umas das plantas medicinais mais conhecida na composicao de
fitoterapicos e amplamente utilizada na atualidade. E frequentemente encontrada na forma de
composicao de fitoterapicos industrializados, na forma de comprimidos e capsulas do extrato
seco, além de serem comercializados em feiras livres em todo territorio nacional [43].

G. biloba é uma arvore Ginkgophyta alta e robusta, que pode chegar a 30 metros de
altura, nativa da regido da China, Coreia e Japdo, caracterizada por folhas no formato de

leque, com ruptura vertical divididas em dois l6bulos e muito resistentes que caem durante o
inverno, conforme apresentado na Figura 2.1. Possui um ciclo de vida de mais de 1.000 anos
[44].

Figura 2.1. Aspectos gerais da espécie G.biloba. a) Arvore ; b) Folhas [45].

A espécie possui efeitos preventivos sobre as patologias relacionadas a circulacéo
sanguinea, sendo agdo eficaz na protecdo do organismo contra os radicais livres. O extrato de
G. biloba, através da combinacdo de seus principios ativos, garante uma vasodilatacdo com
concomitante reducdo na viscosidade sanguinea promovendo um aumento no suprimento de
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sangue no cérebro, a partir da acdo sobre os radicais livres que resulta em uma maior
oxigenacdo dos tecidos nervosos [46]. O Extrato de G. biloba, é atualmente um dos
fitoterapicos mais consumidos no mundo, usado principalmente para quadros de deméncia,
melhoria da circulacdo sanguinea periférica e doenga de Alzheimer [47,43].

EGB 761 é um extrato seco especial de folhas de Ginkgo, feito com acetona 60%
(w/w) como solvente de extracdo, desenvolvido por Schwabe (Alemanha) e Ipsen (Franga) ha
mais de 40 anos. Em relacdo a composicdo original das folhas, os componentes
farmacologicamente ativos (flavonoides, lactonas terpénicas) sdo enriquecidos, e possiveis
componentes toxicos (acidos ginkgolico) sdo rebaixados [48]. O extrato padronizado final é
ajustado para 22,0-27,0% ginkgoflavonoides e 5,0-7,0% terpenos. As lactonas terpénicas
compreendem trilactonas diterpénicas: ginkgolides A, B, C, J e M, e trilactonas
sesquiterpenos bilobalide, com teor de acido ginkgolico abaixo de 5ppm. A maioria dos
estudos clinicos e a maioria dos estudos pré-clinicos publicados para G.biloba utilizaram este
extrato padronizado [48].

Os efeitos farmacoldgicos do extrato da espécie e seus componentes sdo amplamente
descritos, dados estes que comprovam evidéncias e apoiam 0 uso clinico moderno do extrato
padronizado de suas folhas [49]. Estudos in vitro demonstraram que tanto os constituintes
flavonoides como os terpenoides, presentes no extrato de G. biloba, tém a capacidade de
eliminar radicais livres e de inibir a formacao de espécies reativas de oxigénio [50]. Esta acdo
antioxidante, aliada a capacidade dos flavonoides em inibir a fosfodiesterase 3',5-GMP,
potencializa os efeitos dos fatores relaxantes derivados do endotélio e permite prolongar a
meia-vida deste através da eliminagdo de anides superoxido promovendo, desta forma, uma

acao de vasodilatacdo que favorece o aumento do fluxo sanguineo [50].

1.3 Bacopa monnieri L.

B. monnieri, € uma planta de trepadeira de altura de 2-3 pés com folhas ramificadas e
flores levemente roxas, nativa das zonas Umidas e areas pantanosas do sul e leste da india,
conhecida sob o nome de Brahmi. Pertencente a familia Scrophulariaceae, é tradicionalmente
usada na medicina ayurvédica como tbnico neural, sedativo, antiepilético, memoria e

melhorador de aprendizagem [51]. A planta é apresentada na Figura 2.2.
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Figura 2.2. Aspectos gerais da espécie B. Monnieri. a) Trepadeira [52]; b) Flor [53].

Vérios estudos pré-clinicos mostraram inumeros efeitos farmacoldgicos desta planta,
como a melhora da memoria na doenca de Alzheimer e esquizofrenia, potenciais acdes anti-
estresse, anticonvulsivantes e anti-Parkinson e testes clinicos recentes confirmaram a eficacia
de B. monnieri no aprendizado e desempenho cognitivo [54]. Além disso, demonstraram 0s
efeitos antidepressivos de extratos padronizados B. monnieri em paradigmas comumente
usados para avaliar a depressdo [55].

A andlise fitoquimica do extrato da B. Monnieri revelou a presenca de varios
componentes bioativos no extrato [56]. Os compostos bioativos sdo identificados em
saponinas triterpenoides, alcaloides, glicosideos e alcoois, além de alcaloides ("Brahmine",
Nicotina e Herpestine). As saponinas triterpenoides do tipo dammarane como Bacoside A [3-
(a-L arabinopyronsyl)-O-B-D-glucopyronaside, 20-dihydraoxy-16-keto-dammar-24-ene] é
considerado como um dos principais componentes bioativos da B. monnieri. [57]." Bacoside
A" e 'Bacoside B" sdo os principais componentes responsaveis pela eficiéncia neuroprotetora

da B. monnieri (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Estruturas quimicas dos bacosides A e B da B. monnieri, [57].

Anteriormente, foi documentado que o bacoside A coexiste com o bacoside B e
diferem apenas na rotacdo Optica [58,59,60,61]. Mais tarde, as estruturas de bacoside A e
bacoside B foram estabelecidas como mistura de quatro saponinas triglicosidicas e quatro
saponinas diglicosidicas [62] respectivamente. A composi¢do quimica do bacoside A foi
caracterizado das bacoside A3, bacopaside I, bacopaside X e bacopasaponina C, enquanto o
bacoside B foi caracterizado como mistura de bacopaside N1, bacopaside N2, bacopaside IV e
bacopaside V respectivamente [62].

Os bacosides atuam no organismo por intermédio de VAarios mecanismos,
nomeadamente através do aumento dos niveis da glutationa peroxidase, promocdo da
vasodilatacdo e da regulacdo de processos de fosforilagdo ou desfosforilagdo da membrana, o
que origina um aumento de proteinas e de RNA em certas regides do cérebro, como no
hipocampo. No entanto, sabe-se que o extrato de B. monnieri pode atuar ndo apenas
revertendo os deficts colinérgicos no cortex frontal e no hipocampo, mas também inibindo a
neurodegeneracdo colinérgica, diminuindo os niveis de norepinefrina e aumentando os niveis
de 5-hidroxitriptamina no hipocampo, hipotalamo e cértex cerebral [63].

Pesquisas in vitro demonstraram que extratos de B. monnieri promovem um efeito
protetor contra danos no DNA em astrocitos e em fibroblastos humanos, devido as suas
propriedades antioxidantes, por inibicdo da atividade da lipoxigenase e eliminacéo de radicais
livres [64]. Resultados indicaram uma melhoria significativa no processo de aprendizagem, na
consolidacdo da memoria e na velocidade de processamento da informacdo no grupo de
tratamento, em comparagdo com o placebo, demonstrando que as propriedades antioxidantes
da B. monnieri protegem as células neuronais do cértex pré-frontal, do hipocampo e do corpo
estriado contra a citotoxicidade e, também, dos seus beneficios sobre o sistema colinérgico

[64]. Deste modo, o extrato de B. monnieri pode constituir uma fonte promissora de novas
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terapias para o tratamento de muitos disturbios do SNC incluindo doencas neurodegenerativas
e disturbios psiquicos, como depressdo, ansiedade e esquizofrenia, uma vez que limita a

neuroinflamacéo no SNC [65].

1.4 Controle de qualidade de fitoterapicos

Devido a expansdo da Fitoterapia e, consequentemente, aumento do comércio de
plantas para fins medicinais, a qualidade desses produtos deveriam ser preocupagédo constante
por parte de 6rgdos regulatorios, uma vez que aspectos relevantes e basicos, como a correta
identificacdo das espécies, a disponibilidade de descricbes morfoanatbmicas e conhecimento
de marcadores de constituintes quimicos ainda sdo barreiras no controle de adulteraces de
diversas drogas vegetais, comprometendo a qualidade [66].

Na perspectiva de obtencdo de material vegetal de qualidade para uso medicinal
devem ser atendidas as boas praticas em todas as etapas do processo de producdo, desde a
obtencdo de material propagativo de qualidade, a correta identificacdo da planta pelo coletor,
colheita do 6rgdo de interesse, sem indicios de pragas e doencas ou outros contaminantes,
colheita no estadio de desenvolvimento com maior teor de principio ativo, no periodo do dia
mais indicado, até as etapas de pds-colheita, como sele¢do e limpeza, secagem, estabilizacao,
embalagem e armazenamento. Cada etapa da producdo, desde o estabelecimento do cultivo
até a extracdo da matéria-prima, tem impacto na qualidade e quantidade dos compostos ativos
presentes nas plantas, logo na seguranca e eficacia desejada [67, 68].

Padrdo é uma norma determinada e aprovada consensualmente pela maioria, ou por
uma autoridade, que é usada como base para estabelecer uma comparagdo por meio de uma
identidade, pré-estabelecida, que condiciona a producdo e comercializacdo [69]. No Brasil,
guem delimita essas diretrizes € a ANVISA por meio de resolucdes e atos normativos; o
principal compéndio oficial para avaliacdo da qualidade de producdo de medicamentos
fitoterapicos € a Farmacopeia Brasileira, com monografias de algumas espécies vegetais e
técnicas de execucéo [70].

A adulteracdo de plantas para uso medicinal representa sério problema pela perda da
eficacia; podendo, ainda, ocasionar a perda de seguranca, considerada ainda mais grave, pois
pode levar a intoxicacdes severas ou até a morte, em funcdo da substituicdo da espécie
medicinal por outro material toxico [69]. O controle de qualidade fundamentado na pureza do

material vegetal se relaciona com a pesquisa de elementos estranhos, sejam orgéanicos ou
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inorgénicos, teor de umidade, contaminacdo microbioldgica e parasitaria, residuos de
pesticidas, de metais pesados, entre outros [70]. Entre as causas de ma qualidade da matéria-
prima vegetal merece destaque a contaminacéo bioldgica (fungos, bactérias), quimica (metais
pesados, agrotoxicos, pesticidas, produtos radioativos) e fisica (solo, particulas estranhas),
associada a falta de praticas agricolas seguras, ao processo de secagem longo e descontinuo,
transporte e embalagens inadequadas [67, 71,72].

Os ensaios de qualidade se baseiam na triade autenticidade, pureza e integridade,
sendo este Ultimo caracterizado pela investigagdo de marcadores ativos e/ou analiticos
caracteristicos do produto vegetal estudado, fundamentado em ensaios quali/quantitativos;
empregando ensaios de triagem fitoquimica ou screening fitoquimico devido a rapidez e baixo
custo, onde sdo sinalizados metabdlitos secundarios presentes devido reacdes de precipitacdo
com coloragbes, manchas e/ou formagdo de espumas; e ainda por doseamento desses
constituintes quimicos, conforme o tipo de substancia, a exemplo do uso de técnicas

cromatograficas [73,74].

1.5 Atividade acetilcolinesterasica

Os neurdnios colinérgicos estdo relacionados com importantes fungdes como o alerta,
o controle motor, o aprendizado e a memdria, e todas essas acles exercidas pela ACh estdo
prejudicadas quando ha deficiéncias na secrecdo desse neurotransmissor [75]. A sintese da
ACh é processada no neurdnio a partir da acetilcoenzima A e da colina, catalisada pela colina
acetiltransferase (ChAT). A transmissdo sinaptica ocorre quando a ACh € liberada das
vesiculas na fenda e se liga a receptores nicotinicos e muscarinicos. Em seguida, a ACh
disponivel é hidrolizada pela AChE produzindo colina e acetato (Figura 2.4) que serdo

reaproveitados para a sintese de ACh [76].
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Figura 2.4. Mecanismo de acdo da Acetilcolinesterase. 1- A ACh é sintetizada a partir da
colina e acetilcoenzima A, catalisada pela ChAT. 2 - Na fenda sinaptica pode se ligar a
receptores colinérgicos e é rapidamente metabolizada pela enzima AChE, gerando colina e
acetato. 3 - Colina é transportada de volta para o neurdnio pré-sinaptico e utilizada para
sintetizar mais ACh, [76].

A AChE é uma enzima cuja acdo é crucial na propagacdo do impulso nervoso, inativa
a acdo do neurotransmissor acetilcolina [77]. Evidéncias demonstram que doengas
neurodegenerativas como o Alzheimer se relacionam com a degeneracdo do sistema
colinérgico, devido principalmente a diminui¢do dos niveis plasmaticos de acetilcolina [75].
A ACh desempenha o papel de mediador quimico de sinapses do SNC e periférico (SNP)
envolvido em aspectos ligados ao comportamento, atencdo, aprendizado e memdria [78].
Quando o impulso nervoso chega ao axonio terminal, a ACh sofre exocitose, sendo liberada
na regiao sinaptica, onde € atraida e interage com os receptores colinérgicos do proximo
neurdnio [79,80].

A AChE ¢é uma enzima pertencente a familia das colinesterases e é alvo para o
desenvolvimento de novas drogas, dado o papel importante que desenvolve no funcionamento
das sinapses colinérgicas presentes no SNC e SNP [79,81]. No SNP, a AChE ¢ responsavel
pelo controle nos impulsos nervosos, dos batimentos cardiacos, pela contracdo de musculos
lisos, dilatacdo de vasos sanguineos e no SNC modula o controle motor, a memoria e
cognicdo [82]. Os inibidores da AChE impedem a enzima colinesterase de degradar a ACh,
aumentando tanto o nivel quanto a duracdo da acdo do neurotransmissor e podem ser
divididos em dois grupos: irreversiveis e reversiveis [83].

A inibicho da AChE tem sido amplamente estudada como biomarcador de
neurotoxicidade, visto que, inibidores reversiveis possuem aplicagdes terapéuticas, enquanto

os irreversiveis estdo associados a efeitos toxicos no organismo [83].
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A interagdo da ACh com os receptores leva a continuidade da transmissdo dos
impulsos nervosos, porém o excesso de transmissdo nervosa pode levar a problemas de
funcionamento do corpo[79]. Com a inibicdo da enzima AChE, o neurotransmissor ACh nao
pode ser hidrolisado resultando em uma quantidade anormal que leva a possiveis efeitos
toxicos no organismo [84]. A AChE tem uma atividade catalitica muito alta, isso porque cada
molécula da enzima é capaz de degradar aproximadamente 25.000 moléculas do
neurotransmissor ACh por segundo em colina e acido acético [85]. A atividade normal da
AChE no cérebro é imprescindivel para o bom funcionamento do Orgdo, visto que as
alteracbes na sua atividade geralmente estdo acompanhadas de sinais de toxicidade

neurocomportamental [80].
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1.6 Selecéo das amostras

As amostras de fitoterapicos G. biloba (120 mg) e B. monnieri (225 mg) foram
adquiridas em quatro farméacias magistrais localizadas na cidade de Teresina-Pl. As farmacias
de manipulacéo escolhidas foram aquelas que disponibilizavam os dois fitoterapicos a base de
G. biloba e B. monnieri. Cada amostra adquirida possuia 60 capsulas, totalizando quatro
amostras de G. biloba (G1, G2, G3, G4) e quatro amostras B. monnieri (B1, B2, B3, B4),
representadas nas Figuras 3.1a, b. As amostras G5 e B5 tratavam-se de folhas e partes aéreas
secas das respectivas plantas medicinais e adquiridas em loja de produtos naturais na cidade
de Teresina-PI, conforme a Tabela 3.1.

| ..,l. | . ,".

G1 G2 G3 G4 Bl B2 B3 B4

Figura 3.1. Amostras de capsulas de G. biloba e B. monnieri.
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Tabela 3.1. Composicao das amostras, seus codigos e forma farmacéutica.

Codigo Forma farmacéutica Composicao
Gl Cépsula Extrato seco
G2 Cépsula Extrato seco
G3 Cépsula Extrato seco
G4 Cépsula Extrato seco
G5 - Folhas secas
Bl Cépsula Extrato seco
B2 Cépsula Extrato seco
B3 Cépsula Extrato seco
B4 Cépsula Extrato seco
BS - Partes aéreas secas

3.2 Anélise de rotulagem

A analise de rétulo das amostras foi realizada através da comparacédo das informacdes

contidas nos rétulos das amostras com as preconizadas pela RDC N° 67 [72].

3.3 Andlise fisico-quimica

As amostras foram submetidas as analises de material estranho, determinacdo do pH,
determinacdo do tempo de desintegracdo e peso médio, de acordo com os métodos gerais da

Farmacopeia Brasileira [86].

A andlise de material estranho ¢ abordada sob o item “descricio de substancia”.
Constitui em verificar se as caracteristicas da substancia correspondem as descritas nos
compéndios oficiais. Para realizacdo deste ensaio, cerca de 50 g de cada amostra, foram
dispostas sobre papel em uma superficie plana. O material estranho encontrado nas amostras
foi separado manualmente com auxilio de uma pinca, inicialmente a olho nu e em seguida
com auxilio de uma lente de aumento. Pesou-se a quantidade de material estranho separado e
foi realizado o céalculo da porcentagem de material estranho com base no peso inicial da

amostra [86].
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Com o auxilio de balanca analitica (Quimis®), 20 capsulas gelatinosas duras de cada
amostra de B. monnieri e G. biloba foram pesadas individualmente. Com base nos resultados,
0 peso médio, desvio padrdo relativo (DPR) e o coeficiente de variagdo foram calculados. O
peso médio foi determinado pelas diferencas de massas entre as capsulas cheias e receptaculos
[87,88].

Na desintegracdo de cépsulas, foi utilizado um desintegrador, consistindo de sistema
de cestas e tubos, de um recipiente apropriado para o liquido de imersdo, de termostato para
manter o liquido a temperatura de 37 £ 1 °C e de mecanismo para movimentar verticalmente a
cesta e o0s tubos no liquido de imersdo. Foram utilizadas seis capsulas de cada lote no teste,
em cada um dos seis tubos da cesta o aparelho foi acionado, utilizando 4gua mantida a 37 £ 1
°C como liquido de imersdo. Ao final do intervalo de tempo especificado (45 min), o
movimento da cesta foi cessado e o material em cada um dos tubos foi observado. [89,87,90].

Na determinacdo do pH uma solucdo aquosa das amostras de G. biloba e B. monnieri,
em triplicata, foi preparada a partir de 1g em 10 mL de agua destilada, aquecida até a ebulicdo
em chapa elétrica, os extratos obtidos foram filtrados, sendo efetuada a leitura em um pH-
metro Quimis®, previamente calibrado de acordo com as instrucdes do fabricante. Os

resultados foram calculados através da média aritmética das leituras com desvio padrédo [86].

3.4 Analise térmica por termogravimetria (TGA)

As curvas termogravimétricas dinamicas das amostras de G. biloba e B. monnieri,
foram obtidas em um aparelho termogravimétrico modelo TGA-50 da Shimadzu, com taxa de
aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura de 25°C até 700°C. As analises foram
realizadas sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL.mint. A massa das amostras de 5
mg (x 0,05) foram acondicionadas em cadinho de platina. As curvas foram analisadas através
do software TA 50 da Shimadzu, para caracterizar as etapas de perda de massa [1]. O teor de
umidade foi identificado a partir da primeira etapa de perda de massa entre 25 e 200 °C. Os
teores de cinzas foram obtidos diretamente da percentagem do produto de decomposi¢édo

térmica na temperatura de 700 °C.
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3.5 Analise colorimétrica

A andlise colorimétrica foi realizada com auxilio de um colorimetro digital portatil
com calibre de 8 mm (modelo FRU®, WR-10QC) no observador padrdo CIE 10°, faixa de
medigdo de luminosidade (L) de 0 a 100 e pela formula de diferenca de cor: AE * a * b no
espaco de cores CIELAB definido pela Comissédo Internacional de lluminagéo (CIE) em 1976
[91].

Na leitura colorimétrica, os valores do componente acromatico L* é a luminosidade,
que pode variar entre (de 0 = preto a 100 = branco), a* e b* sdo as coordenadas de
cromaticidade. A coordenada a* colorimétrica corresponde a (-a = cor verde) e (a + = cor
vermelha) nos valores no eixo X, b* a coordenada colorimétrica esta relacionada a (-b = cor

azul) e (b + = cor amarela ) nos valores no eixo [92,93].
3.6 Prospeccao fitoquimica

Para a caracterizacdo fitoquimica das amostras foram realizados testes classicos de
identificacdo para os principais grupos de principios ativos [94]: 1) flavonoides (reacdo de
Shinoda, reacdo com cloreto férrico e reagdo com cloreto de aluminio); 2) saponinas e indice
de espuma; 3) taninos (reacdo com cloreto férrico e acetato de chumbo); 4) alcaloides
(soltveis em meio acido e meio basico: reacdes de Dragendorff, Bertrand, Valser-Mayer e
Bouchardat).

Para a analise de cromatografia em camada delgada (CCD), os extratos etanélicos
foram obtidos usando-se 500 mg das amostras com 10 mL de etanol. As placas
cromatograficas foram preparadas utilizando camadas de 0,25 mm de silica gel. Os extratos e
os padrbes de epi-catequina, rutina e quercetina, lupeol e sitosterol foram aplicados
manualmente usando tubo capilar nas extremidades da placa e, em seguida, depositados em
recipientes ambientados, contendo os seguintes sistemas de solventes: hexano/acetato de etila
(8:2), cloroféormio/metanol/hidroxido de aménio (95:5:0,5) e cloroférmio/metanol/agua
(65:30:5) A visualizacdo das manchas foi realizada por pulverizagdo com sulfato de cérico
[95].

3.7 Andlise fitoquimica por CLAE
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O perfil fitoquimico das amostras de G. biloba e B. monnieri foram investigados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As andlises por CLAE foram realizadas
em cromatografo analitico, marca Shimadzu modelo LC-20 AT. Controlador CBM-20A,
detector UV-Vis SPD-20 A, forno CTO-20A, auto injetor SIL-20A HT, desgaseificador
DGU-20A 5R, coluna de fase reversa (C18 Shim-pack VP-ODS, 4.6 mm x 150 mm, 4.6 um).

Os extratos etanolicos das amostras de G. biloba e B. monnieri e as solugdes padrdes
de &cido gélico, catecol, catequina, &cido clorogénico, acido cafeico, (-) epicatequina,
seringaldeido, acido cumarico, cumarina, rutina, miricetina e quercetina foram filtrados em
cartucho de extracdo em fase sélida chromabond® C18-ec da Macherey-nagel e disco de
filtro de 0,45 um. As amostras foram filtradas em membrana filtrante Chromafil® Xtra PTFE-
20/25 de 25 mm e poro de 0,20 pm.

A eluicdo foi realizada com uma solucdo de acido acético a 0,1% em agua (Solvente
A) e metanol (Solvente B). As amostras e os padrbes foram eluidos de acordo com o gradiente
de variagdes do solvente B: de 0 a 5 min (7-11%); 5 a10 min (11-16%); 10 a 15 min (16-
25%); 15 a 30 min (25%); 30 a 34 min (25-38%); 34 a 38 min (38-50%); 42 a 46 min (60-
65%); 46 a 50 min (65-70%); 54 a 58 min (75-85%); 58 a 62 min (85-25%); 62 a 63 min (25-
7%); 63 a 80 min (7%), fluxo de 0,6 mL/min, volume de injegdo de 20 pL para padroes ¢ o
extrato, e a temperatura do forno da coluna de 35 °C.

Os cromatogramas foram monitorados a 290 nm. A identificacdo de compostos nos
extratos etanolicos foram realizados por comparagéo do tempo de retencdo (tR) com aqueles
obtidos injetando padrdes preparados sob as mesmas condi¢bes. Para quantificacdo, foi
construida uma curva analitica (10 pontos) a partir de uma solucdo contendo uma mistura de
todos os padrdes (Mix). Para isso, foram preparadas solugbes com concentracbes que
variaram de 1 a 10 ppm em solucdo agua:etanol (70:30 v/v). A quantificacdo dos compostos
foi realizada correlacionando a area do sinal e o volume padrdo adicionado, sendo a

concentracdo expressa em g/kg.

3.8 Analise microbioldgica

Para realizacdo das analises microbiologicas em produtos ndo estéreis, deve-se

garantir uma amostragem asséptica [86]. Previamente, foram preparados os meios Agar

sabouraud (fungos), Agar Xilose Lisina Desoxicolato (Salmonella), Agar MacConkey
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(Escherichia coli) e Agar Sal Manitol (Staphylococcus aureus), a solu¢do tampao e a dilui¢éo
das amostras (1:10,). Seguiu-se com a técnica de semeio em superficie nas placas e estas
foram incubadas por 24 horas a 35°C (bactérias) e 7 dias (fungos). Apds o periodo indicado,
realizou-se a observacdo macroscopica e contagem das coldnias de acordo com a literatura
[86].

3.9 Ensaio enzimatico de acetilcolinesterase

O ensaio enzimatico de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) foi realizado conforme
a metodologia proposta por Ellman [96] modificado por Rhee [97], com modificacgdes.
Inicialmente foram preparados extratos etanodlicos das amostras de G. biloba e B.monnieri, a
partir de 500mg das amostras diluidas em 10 ml de etanol. Em microplaca foram encubados
25 pL dos extratos etandlicos em concentracdes crescentes (0,0625-1,0 mg/mL) em triplicata,
50 pL do tampéo B (50 mM Tris-HCI pH 8, 0,1% albumina bovina) e 25uL da enzima AChE
(0,22 U/mL), por 15 minutos a 37°C. Ap0s esse tempo, adicionou-se 125 puL de DTNB [&cido
5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico)] em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8, NaCl 0.1M; MgCl,-6H20
0.02 M; e 25 uL de ATCI (lodeto de acetiltiocolina) 15 mM. As absorbancias foram lidas no
tempo inicial e ap6s 5 minutos da adicdo dos ultimos reagentes, em um comprimento de onda
de 405 nm em leitor de microplaca ELISA (modelo Polaris; marca Celer biotecnologia S.A).
Um branco foi realizado nas mesmas condi¢6es 25 pL tampdo A + 50 pL de tampédo B + 25
puL da enzima acetilcolinesterase. A Rivastigmina foi controle positivo utilizado. Os
procedimentos foram realizados em triplicata [76].

A porcentagem de inibicdo foi calculada através da equacdo: %inibicdo = 100 —
(Aamostra /Abranco)X 100; Onde, A é a variagdo das absorbancias, no tempo inicial e final das
leituras. A concentragdo que inibe 50% da enzima (Clso) os dados foram calculados pelo
programa GraphPad Prism Data Editor para Windows, versao 6.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA).
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1.7 Andlise de rotulagem

O controle de qualidade de medicamentos manipulados a base de plantas medicinais
visa a gestdo de processos e sistemas gque garantam a seguranca e eficacia do produto acabado
[98]. A RDC n° 67/07 [72], estabelece diversos procedimentos operacionais para rotulagem de
produtos manipulados, que toda preparagdo deve conter informacdes, que fornecidas ao
paciente sejam confidveis e corretas [99].

A RDC n° 67/07 [72] preconiza que todo medicamento manipulado deve ser rotulado
com nome do médico; nome do paciente; nimero de registro no Livro de Receituario; data de
manipulagdo; prazo de validade; componentes da formulacdo com respectivas quantidades;
numero de unidades, peso ou volume contido; posologia; nome, cadastro nacional de pessoas
juridicas (CNPJ) e endereco da farmacia; nome do farmacéutico responsavel com o nimero
de inscricdo no Conselho Regional de Farmécia. Os resultados obtidos na andlise de
rotulagem das amostras (n=8) sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Analise de rétulo das amostras manipuladas de G. biloba e quatro amostras de

B.monnieri.
INFORMAC@ES EXIGIDAS PELA AMOSTRAS ANALISADAS

LEGISLAQAO Gl G2 G3 G4 Bl B2 B3 B4
Nome do prescritor * ok ok ok kX k%
Nome do paciente + 0+ + o+ o+ o+ o+ 0+

Data da manipulacédo + + o+ o+ o+ o+ o+ o+
Prazo de validade +  +  + + + o+ o+ +
Componentes da formulacao + + + o+ o+ o+ o+ o+

com dosagens
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Numero de unidades + O+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

Posologia + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

Identificacdo da farméacia + +  + o+ o+ o+ o+ o+

C.N.P.J + + o+ o+ o+ o+ o+ o+

Endereco completo + + o+ o+ 4+ o+ o+ o+

Nome do farmacéutico responsavel e inscricdo + + + + + + + +
do CRF

Numero de registro da formulacéo + + o+ o+ o+ o+ o+ o+

(+) atende a legislacdo; (-) ndo atende a legislacdo; (*) ndo se aplica ao produto.

S&o vaérios os casos citados na literatura de desvios de qualidade em medicamentos
manipulados. No estudo realizado por Pontes [100], identificou-se que 20 amostras de
fitoterapicos magistrais apresentavam rotulagens insatisfatorias. Yano et al. [101], analisou a
rotulagem de 20 amostras de fitoterapicos magistrais e 6 estavam em desacordo com as
legislacBes especificas. Os resultados para a investigacdo de rotulagem dos fitoterapicos de G.
biloba e B. monnieri do referido estudo, mostraram que todas as amostras estdo em
conformidade com a legislacéo vigente [72], ndo mostrando incoeréncias com as informacoes
apresentadas e exigidas. Sabe-se que a garantia da qualidade dos medicamentos ndo esta
veiculada apenas ao controle da qualidade fisico-quimico do produto, mas também na
presenca das informacdes que assegurem a identificacdo e o uso correto do medicamento

fitoterapico.

1.8 ldentificacdo de material estranho

Segundo a Farmacopeia Brasileira [86], as drogas vegetais apresentam,
frequentemente, certas impurezas que podem representar 6rgaos da propria planta diferentes
da parte usada; fragmentos de outras plantas; materiais de outras origens, como areia desde
que esses elementos ndo caracterizem falsificagdo ou adulteracdo do material, s&o

considerados como material estranho [102] .

A pureza e qualidade das amostras de G. biloba e B. monnieri, foram estabelecidos
mediante detalhada analise macroscopica. Foi possivel observar que as caracteristicas das

amostras de G. biloba nédo apresentaram semelhangas com a amostra G5, enquanto a amostra
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G3 apresentou em sua composicao cristais de cor branca caracterizando material estranho a
formulacdo conforme Figura 4.1a. As mostras de B. monnieri apresentaram-se semelhantes

com relagdo a amostra B5 (Figura 4.1b).

a % b
G1 G2 G3
B1 B2 B3
i @
G4 G5 -
B4 B5

Figura 4.1. Caracteres organolépticos das amostras de G.biloba e B. monnieri.

Na analise de material estranho do nosso estudo, apenas a amostra G3 apresentou
0,03% de impurezas, correspondendo a estruturas semelhantes a cristais de cor branca. Porém
a amostra G3 foi aprovada no teste de qualidade, pois o indice de material estranho na
amostra nao ultrapassou o permitido em legislacdo que é de no maximo 2%, para drogas
vegetais [70]. O estudo de Silva et al. [103], mostrou que elevados teores de material estranho
tém sido frequentes em produtos a base de plantas medicinais, onde 100% das amostras de
drogas vegetais analisadas mostraram resultados fora dos limites farmacopeicos
especificados, excesso de material estranho como fragmentos do caule, podem né&o conter os
mesmos componentes fitoquimicos presentes nas folhas, podendo assim prejudicar a acéo
terapéutica dos fitoterapicos. Os indices de material estranho podem ser resultado de manejo,
limpeza e separacao inadequada, sendo um problema frequente nos produtos a base de plantas

medicinais comercializados no Brasil [104].

1.9 Determinacéo do peso médio, desvio padréo relativo (DPR) e variancia

Os ensaios para determinacdo de peso médio estdo descritos no Formulario Nacional
da Farmacopeia Brasileira [105]. Dentre as diferentes formas farmacéuticas manipuladas em

farmacias, as capsulas gelatinosas duras para uso oral sdo as mais utilizadas. Com os valores
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dos conteudos fitoterapicos, foram calculados o peso médio, desvio padrdo relativo e limite de
variancia para as amostras de G. biloba e B. monnieri.

A andlise de peso médio das amostras de fitoterapicos de G. biloba e B. monnieri
revelou que seis amostras encapsuladas, apresentaram uma oscilacdo na variacdo de peso
médio em comparacdo a concentracdo do fitoterdpico descrito em rétulo (Tabela 4.2).
Entende-se que essa variacdo pode estar relacionada a quantidade de excipiente utilizados no
preenchimento das cépsulas pelas farmécias de manipulacdo. Observou-se também que a
amostra G1, mostrou a maior diferenca no contetdo capsular, em virtude do tamanho da
capsula com relacdo as outras amostras de fitoterapicos (Figura 3.1). Pereira [106], relata que
a variacdo de peso médio entre amostras capsulares de drogas vegetais corresponde a
densidade do po, tamisacao, adi¢do de excipiente etc.

Os valores de DPR das amostras G2 e G3 (Figura 4.2), evidenciaram valores acima do
preconizado pela Farmacopeia, os valores para as amostras de B. monnieri foram favoraveis,
por expressarem valores abaixo do limite de 4%, ndo ultrapassando 0s parametros
estabelecidos [105]. O estudo de Pereira [106], apresentou resultados favoraveis para a analise
de DPR, pois estabelece um indicador de qualidade para o encapsulamento do medicamento e

eficiéncia do manipulador.

0,500 0,700
* Desvio Padrdo (DP) a * Desvio Padrdo (DP) b
** Desvio Padrao Relativo (%DPR) 0.600 | ** Desvio Padréo Relativo (%DPR)
0,400
B " = *0,4276
£ 0,0095 £ 0,500 !
= ** 3,0696 = = 27237
£ 03001 S *0,3378 *0,3419
g g 0,400 ** 2 7909 ** 3,4597
" RS 0 *0,0089 % 2
S 0,200 REESEEES *0,0084 803004 | =
< ”’00 * 0,0075 ** 5 5708 * 0’0042 ‘g 3,9449
8 * 5 6620 ’ o 3,4720 5 %
3 - 3 0,200 -
0,100 -
0,100 -
0,000 . T 0,000 ¢ . T
G2 G3 G4 B1 B2 B3 B4
Amostras (Farmécias) Amostras (Farmacias)

Figura 4.2. Desvio padrao relativo das amostras de G. biloba e B. monnieri.
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Os limites aceitaveis de variacdo de peso sdo estabelecidos na Farmacopeia Brasileira
[105], podendo ser de 10% se o peso médio for menor ou igual a 300 mg e 7,5% se 0 peso
médio for maior que 300 mg. As Figuras 4.3 e 4.4 descrevem, na forma de gréaficos de
controle os resultados dos pesos unitarios das amostras de G. biloba e B. monnieri, levando
em consideracdo a variacdo de peso aceitavel para capsulas gelatinosas duras contendo doses
inferiores a 300 mg, podendo sair desse intervalo de 2 a cada 20 cépsulas, nunca

ultrapassando o dobro do limite.
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Figura 4.3. Dados referente ao peso médio das capsulas das amostras de G. biloba.
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Figura 4.4. Dados referente ao peso médio das capsulas das amostras de B. monnieri.

Segundo a Farmacopeia [105] o coeficiente de variacdo é utilizado para expressar a

relacdo percentual da estimativa do desvio padrdo com a média dos valores obtidos, sendo de

grande importancia, pois pode ser utilizado como fator de definicdo da variabilidade do

processo produtivo [107]. Para este parametro todas as amostras de G. biloba e B. monnieri

apresentaram-se dentro das especificacdes estabelecidas.
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1.10 Analise de pH

A analise de pH das amostras fitoterapicos € um parametro importante para observar a
estabilidade de um farmaco propenso a decomposicao hidrolitica, pois cada farmaco apresenta
sua estabilidade em um determinado pH que normalmente véria entre 5 e 6. Os excipientes
devem ser compativeis com a estabilidade do farmaco para ndo prejudicar a forma
farmacéutica final [87]. Outra importancia da analise do pH esta relacionado ao crescimento
de microrganismos que deterioram o material vegetal [108].

Os resultados de pH das amostras de G. biloba e B. monnieri, revelaram que as
amostras G1 e a B3 possuem valor de pH acima do esperado, apresentando caracteristicas
béasicas (Tabela 7), quando comparado as demais amostras dos respectivos fitoterapicos. Estes
resultados podem estar relacionados com a quantidade e o tipo de excipiente nestas amostras,
corroborando com os resultados de peso médio descritos na Figura 1. Segundo Fabiano,
Mameli e Zuccotti [109], os excipientes desempenham um papel importante por conferir

forma, volume e consisténcia para a preparacdo farmacéutica.

1.11 Analise de desintegracéao.

E de suma importancia que a substancia ativa presente nas capsulas fique disponivel
no organismo, desintegrando-se em particulas menores e consequentemente, aumentando a
sua superficie de contato, exercendo a sua funcéo clinica. A desintegracéo correlaciona-se a
absorcdo, biodisponibilidade e acdo dos farmacos no organismo, validando a importancia
desse teste nos ensaios de controle de qualidade [110].

O tempo de desintegracdo das amostras de G. biloba e B. monnieri foram observados
até que nenhum residuo permanecesse na tela metalica do aparelho. Os resultados obtidos sdo
demonstrados na Tabela 4.2. Observou-se, que 0 tempo maximo de desintegracdo para as
capsulas de G. biloba é de 8 min e 5 s. Para as capsulas de B. monnieri a amostra B4

apresentou maior tempo de desintegracdo (12 mine 2 s).
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Tabela 4.2. Peso médio, pH e desintegracdo de capsulas de G. biloba e B. monnieri.

Amostras Peso médio pH* Desintegracdo de capsulas

G1 0,2938+0,085° 9,08+ 1,642°2 5mine16s.
G2 0,1206+0,085° = 5,67+ 1,6422 4mine5s.
G3 0,13784+0,085° = 5,62+ 1,6422 8mineb5s.
G4 0,11594+0,085° = 5,07+ 1,642°2 5mine21s.
G5 - 5,424 1,6422 -
B1 0,2267+0,008° 7,404+ 2,447° 10 mine50s.
B2 0,337840,008° 7,174 2,447° 8 mine55s.
B3 0,427540,008° 12,85+ 2,447° 8 mine 30s.
B4 0,341940,008° 7,08+ 2,447° 12mine2s.
B5 - 8,25+ 2,447" -

*Meédia de trés repeticdes + desvio padrdo. P

Todas as amostras de G. biloba e B. monnieri foram aprovadas quanto a desintegracdo
em meio aquoso, pois estdo de acordo com a Farmacopéia [70], que preconiza que capsulas
duras ndo podem exceder 45 minutos para desintegrar-se. O estudo do perfil de desintegracéo
realizado por Nascimento et al., [111] com fitoterapicos, permitiu inferir que a agua é o meio
que promove a desintegracdo das capsulas mais rapidamente e que a adi¢do de excipientes nas
capsulas gelatinosas ndo interferiu no poder de desintegracdo, permitindo inicio de acdo

rapida.

1.12 Analise térmica por termogravimetria (TGA)

A termogravimetria € uma técnica termoanalitica na qual se analisa continuamente a
massa da amostra, em uma atmosfera controlada, em fungdo da temperatura ou do tempo,
além de fornecer informagdes sobre a decomposicdo do material [112]. O estudo de

decomposicdo térmica de solidos compreende trés etapas principais: isolamento e
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identificacdo dos intermediarios e produtos finais da reacdo; determinacdo das constantes de
velocidade e determinacdo dos pardmetros cinéticos, que caracterizam as reacOes de
decomposicgdo térmica [114,115].

A termogravimetria foi utilizada para determinacdo de umidade e cinzas dos
fitoterapicos manipulados. A Figura 4.5, ilustra a curva termogravimétrica obtida na razéo de

aquecimento de 10°C min? na atmosfera de nitrogénio para a amostra de G. biloba e B.

monnieri.
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Figura 4.5. Curva termogravimétrica das amostras de G. biloba e B. monnieri.

Avaliando-se o perfil termogravimétrico das amostras G. biloba (Figura 4.5a), estas
apresentaram um comportamento de degradacdo térmica, com trés etapas bem definidas:
perda de a&gua (umidade) na faixa de 25 a 200 °C, decomposicdo de carboidratos e demais
materiais organicos no intervalo de 250 a 500 °C, acima de 550 °C uma degradacdo continua
do material carbonéaceo e ao final do processo ocorre a formacdo de carvao e cinzas. As
caracteristicas termogravimétricas das amostras G2, G3 e G4 apresentaram perfis semelhantes
entre si e essa similaridade sugere que as amostras apresentam caracteristicamente a mesma
composigdo. Pequenas diferengas observadas nos perfis das curvas podem estar relacionadas
com a origem e manipulacdo das amostras durante a preparacdo. As caracteristicas
termogravimétricas da amostra G1 difere das demais, sugerindo a presenca de constituintes
alheios a composicdo do encapsulado. Este resultado corrobora com os dados discrepantes de
peso médio e pH (Tabela 4.2), apresentados pela amostra G1 em comparacdo as demais
amostras de G. biloba.
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As amostras de B. monnieri B1, B2 e B4 (Fig. 4.5b), degradaram-se em 4 etapas: A
primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 25 a 200°C pode ser atribuida a perda de
volateis, majoritariamente 4gua. A segunda e terceira etapas de decomposicdo representam a
degradacdo do conjunto dos macros e micros constituintes da amostra, ocorrendo nas faixas
de temperatura de 200 — 350 °C a 350 — 500 °C. A quarta etapa de decomposi¢cdo acima de
550°C, corresponde a Ultima etapa cuja perda caracteriza-se por ser lenta e gradativa e ao final
a formacdo de um residuo de cinza. As amostras B1, B2 e B4, sugere uniformidade entre os
perfis, evidenciado pelas etapas de decomposicdo, indicando classes de compostos organicos
semelhantes para as amostras de B. monnieri. A amostra B3 apresentou caracteristicas
termogravimétricas semelhante as amostras G2, G3 e G4 dos fitoterapicos G. biloba,
ressaltando que esta amostra também apresentou contetido capsular e pH diferentes das outras
amostras de B. monnieri (Tabela 4.2).

A Tabela 4.3, mostra as etapas de decomposicdo, com 0s respectivos percentuais de
perda de massa e residuos de cinzas das amostras G. biloba e B. monnieri. O estudo de
Holanda Neto [116], afirmou que a anlise térmica € uma importante ferramenta utilizada no
controle de qualidade de produtos fitoterapicos, permitindo a verificacdo simultanea do teor
de umidade e cinzas, acesso a todo o perfil termoanalitico da amostra, além de apresentar
menor margem de erro. De acordo com os valores estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira
[86], foi observado que os teores de umidade, obtidos por termogravimetria, para todas as
amostras de G. biloba e B. monnieri foram inferiores ao limite méximo de 14,0%. Por outro
lado, em relacdo aos teores de cinzas para as mostras de G. biloba e B. monnieri, somente as
amostras G2 e G4 foram aprovadas, apresentando valores abaixo do limite maximo de 2,0%.
As amostras G1 e B3 apresentaram 0s maiores teores de cinzas de 50,59% e 13,15%,
respectivamente, sugerindo adulteracdo ou erro no processo magistral. Araujo et al. [115],
determinaram o teor de umidade e cinzas em varias amostras vegetais e concluiram que os
altos teores de cinzas pode ser indicio de contaminacdo ou mau processamento do

material.

Tabela 4.3. Resultados da curva termogravimétrica das amostras de G. biloba e B. monnieri
na razdo de aquecimento de 10°C/min, atmosfera de nitrogénio.
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ETAPAS DE DECOMPOSICAO M(%)

Amostras Primeira  Segunda Terceira Quarta Cinzas (%)
Gl 3,36 25,04 21,01 - 50,59
G2 8,60 35,18 56,22 - 0
G3 8,07 60,13 28,02 - 3,78
G4 8,34 37,37 52,76 - 1,53
Bl 8,03 38,43 18,61 27,08 7,85
B2 8,30 53,75 14,28 20,89 2,78
B3 6,43 50,28 30,14 - 13,15
B4 6,41 52,21 19,19 19,03 3,16

1.13 Analise colorimétrica

Na anélise colorimétrica, a teoria de Young-Helmholtz descreveu que a visdo humana
é tricromatica e a cor pode ser classificada de acordo com seu valor, croma e matiz. O valor
indica o grau de luminosidade da cor, oscilando do preto puro ao branco puro; o croma esta
relacionado com o grau de saturacdo da cor, representando a intensidade da cor e a matiz que
é o comprimento de onda dominante da cor, 0 que permite diferencia-la das demais cores
[117].

A andlise colorimétrica foi realizada pelo espago de cores CIELAB1976 definido pela
Comisséao Internacional de Iluminacéo (CIE) [118]. As medicOes de cores foram realizadas
em trés leituras em um angulo de 90° de cada amostra, obtendo-se uma média das trés leituras

(L *,a*eb¥*),como mostrado na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Valores dos componentes colorimétricos L*, a* e b* das amostras de G. biloba e

B. monnieri.
Amostras Cor da L* a* b*
amostra
Gl 50,33 2,09 18,52
G2 39,89 7,95 18,43
G3 ‘Q 42,43 9,23 22,03
G4 49,78 6,09 17,94
G5 32,58 5,50 18,89
B1 ‘« 50,82 5,89 13,84
B2 ; 56,06 5,14 16,16
B3 57,72 4,02 13,06
B4 57,06 4,93 16,21
B5 44,39 5,42 18,73

L * (luminosidade ) , a * ( matriz verde-vermelho ) e b *( matriz azul-amarelo )

Os resultados deste estudo mostraram que a variacdo de tonalidades das amostras de

G. biloba e B. monnieri, sdo comprovadas pela reducdo gradativa na luminosidade — L*,

evidenciando fitoterapicos com colora¢do mais escura ou intensa [119]. Observou-se que 0s

valores de L* ndo foram discrepantes na avaliagdo amostral dos fitoterapicos a base de B.
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monnieri, evidenciando uma coloracdo uniforme e que a amostras possuem o mesmo padrao
de formulagéo.

O aumento nos valores da variavel (a*) indica que a amostra estd adquirindo uma
tonalidade mais avermelhada [120,121]. Ambas as amostras de G biloba e B. monnieri néo
apresentaram valores altos para a matriz verde-vermelho (a*), mostrando que estas amostras
ndo possuem as referidas cores. Os valores obtidos para a coordenada cromética ou matriz
azul-amarelo (b*), indicam que as amostras de G biloba e B. monnieri apresentam uma
uniformidade e tendéncia a coloragdo amarela, em virtude dos valores mais proximos da cor
amarela. As reducdes dos valores dessa variavel indicam que a amostra estd escurecendo,
adquirindo uma tonalidade azulada que pode ser indicativo a degradacdo de alguns
constituintes quimicos [120,121].

1.14 Analise fitoquimica preliminar e Cromatografia de camada delgada (CCD).

As propriedades medicinais dos vegetais estdo diretamente relacionadas com 0s seus
metabolitos que podem ser extraidos e avaliados. Varias técnicas de extracdo favorecem ao
pesquisador retirar dos materiais vegetais os metabdlitos desejados, podendo ser utilizados em
estudos farmacoldgicos para o esclarecimento cientifico de suas propriedades medicinais
[122]. Para a avaliacdo dos parametros de integridade e pureza fundamentados nas classes de
metabdlitos secundarios nas amostras em estudo foram realizados ensaios fitoquimicos,
indicando variacdo qualitativa e semiquantitativa de composi¢do quimica nas amostras em
estudo perspectiva de avaliar as classes de metabdlitos secundarios presentes nas amostras em
estudo [123].

Na andlise fitoquimica dos extratos etandlicos, as amostras de G. biloba revelaram a
presenca de flavonoides (coloracdo avermelhada), as amostras de B. monnieri apresentaram
resultados positivo para flavonoides e triterpenos (coloracdo parda avermelhada), conforme a
Tabela 4.5. O estudo de Pei et al. [124], mostraram que as principais classes de compostos
metabolitos identificados em extratos de G. biloba foram os flavonoides e terpenos que séo
responsaveis pela atividade antioxidante desta planta. Os metabdlitos secundarios que
conferem as atividades farmacoldgicas da B. monnieri sdo as saponinas, flavonoides, fendis,

alcaloides, terpenoides, taninos e esteroides [125].
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Tabela 4.5. Prospeccao fitoquimica preliminar das amostras de G. biloba e B. monnieri.

Amostras
Classe de
compostos Gl G2 G3 G4 G5 B1 B2 B3 B4 BS
Taninos + + + + + - - - - -
/condensados
Esteroides - - - + + - - - - -
Triterpenos - - + - - + + + n n
Flavonoides + + + + + + + + + -
Saponinas - - - - - - - - - -
Alcaloides - - - - - - - - - -

Presenca (+); auséncia (-)

O perfil cromatografico permite, em muitos casos, uma confirmacéo da identidade de
um fitoterapico e até a deteccdo de falsificacbes [126]. Foram obtidos varios perfis
cromatograficos por CCD em silica gel, empregando os eluentes com diferencas de
polaridade. Os perfis cromatogréficos para as cinco amostras G. biloba foram demonstrados
na Figura 4.6.

As analises de CCD das amostras de G. biloba, apontaram que 0s principais
constituintes identificados foram os flavonoides. As amostras G1, G2, G3 e G4 mostraram
manchas de cor amarela com Rf préximo do flavonoide padréo quercetina (Figura 4.6a). No
entanto na Figura 4.6b, as amostras G2, G3 e G4 apresentaram manchas de cor amarela com
Rf proximo flavonoide padréo rutina, estes resultados comprovam os resultados da analise
fitoquimica preliminar (Figura 4.6¢). Estudos realizados por Banov [127] e Pimentel [128],
mostraram a identificacdo de flavonoides em extrato seco de G. biloba, confirmando a

presenca dos flavonoides quercetina e rutina.
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a CHCls/ MeOH b
(8:2)

CHCI3/MeOH/H20
(65:35:5)

C Prospeccéo
Fitoquimica

.pb‘é&.

51 G2G3G4 ¢

Q[
m

PR ——

G2 G3 G4 |G5

E= epicatequina; Q= quercetina; R=ruting;
G enumerados de 1 a 5= amostras de Ginkgo biloba L.

Coloracéo avermelhada
indicando flavonoides

Figura 4.6. Andlise por CCD (a e b) e prospeccéo fitoquimica (c) das amostras de G. biloba.

Para as amostras de B. monnieri, as amostras B1l, B2, B3 e B4 apresentaram

caracteristicas cromatogréaficas semelhantes, mostrando que as amostras possuem a mesma

composigdo quimica, além de possuirem Rf proximo do flavanol epicatequina, caracterizada

por coloracdo laranja-avermelhado, possibilitando identificar a existéncia deste constituinte

quimico (Figura 4.7b). Na figura 4.7a, as amostras B1, B2, B3 e B4 apresentaram Rf préximo

ao esteroide sitosterol, evidenciando os resultados da analise fitoquimica preliminar das

amostras de B. monnieri (Figura 4.7c, d).

A identificagdo de diferentes metabolitos secundéarios pode estar relacionado com a

estacdo do ano, més, horério e local no qual foram coletadas as espécies vegetais bem como a

idade da planta e as partes utilizadas em estudos, [129].
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d |Prospeccéo
Fitoquimica

Prospeccéo
Fitoquimica

a |Hex. [/ AcOEt b | CHCIs/ MeOH/
. H20 (5:4:1)

B5 B4 B3B2BI1|S| L Bl B2 B3 B4 BS5

L= Lupeol; S= Sitosterol; E= Epicatequina; Q= Cg{/%rfn%%cl)hgggja a\(,:e"r'nﬂgé} i?ja
Quercetina; R= Rutina; indicando indicando
Triterpenos Flavonoides

Figura 4.7 Anélise por CCD (a e b) e prospec¢do fitoquimica (c e d) das amostras B.

monnieri.

1.15 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A andlise fitoquimica das plantas permite conhecer os metabdlitos secundarios de
espécies vegetais e/ou avaliar a presenca destes compostos [130]. Os flavonoides sdo
considerados marcadores farmacologicos da espécie G. biloba, o extrato padronizado
EGb761, deve conter no minimo 24,0 % de ginkgoflavonoides [131,132]. Comparando 0s
perfis cromatogréaficos determinados por CLAE dos fitoterapicos (G1, G2, G3 e G4) e a
amostra vegetal (G5) de G. biloba, foi possivel observa a diferenca da composicdo
fitoquimica destas amostras. Os cromatogramas das amostras G1, G2, G3 e G4 de G. biloba,
apresentam perfis cromatogréaficos de fitofarmacos, com tempo de retencdo para 0S
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flavonoides rutina e quercetina. O composto rutina apresentou-se em maior concentracdo nas
amostras G2 (544,30 g/kg), G3 (1023,14 g/kg) e G4 (1003,72 g/kg) e o composto quercetina
na amostra G1(608,00 g/kg) (Tabela 4.6 ), corroborando com os resultados de CCD deste
estudo (Figura 4.9).

Tabela 4.6. Compostos identificados por CLAE.

COMPOSTOS IDENTIFICADOS

Concentracéo (g/kg)

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Gl - - - - - - - - - 17 - 608,00
G2 - - - - - - - - - 54430 836 390
G3 - - - - - - - - - 102314 - 5,82
G4 - - - - - - - - - 100372 - 6,30
G5 - - - 486 - - - - - 1230 : -
B1 - - - 23 - - - - - 371 457 350
B2 - - - - - - - - - 561 413 -
B3 - - - - .o - 283 -
B4 - - - 253 - - - - - 429 - -
B5 . : : 4,65

1-Acido galico, 2- Catecol, 3- Catequina, 4- Acido clorogénico, 5- Acido caféico, 6 (-) epicatequina, 7 —
Siringaldeido, 8- Acido cumarico, 9- Cumarina, 10- Rutina, 11 — miricetina, 12- Quercetina, (-) Ausente.

A comparacdo dos perfis cromatograficos determinados por CLAE dos fitoterapicos
(B1, B2, B3 e B4) e a amostra vegetal (B5) de B. monnieri, demostraram composicao
fitoquimica semelhantes, tratando-se de fitoterdpicos com a presenca de varios picos com
tempos de retences distintos (Figura 4.10). Nas amostras de B. monnieri, foram identificados
e quantificados tragcos de compostos fenolicos, tais como: &cido clorogénico, rutina, miricetina
e quercetina (Tabela 4.6). A amostra B1 se destacou com a presenca dos quatro compostos,
acido clorogénico (2,36 g/kg), rutina (3,71 g/kg), miricetina (4,57 g/kg) e quercetina (3,50
0/kg), as demais amostras apresentavam apenas dois ou um desses compostos. Os extratos
etanolico e aquoso de B. monnieri apresentam principalmente as saponinas, os constituintes
majoritarios desta espécie a presenca das saponinas bacosides A e B, responsaveis pele

aprimoramento da memoria [133,134].
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Os flavonoides rutina e quercetina, identificados nas amostras de fitoterapicos de G.
biloba e B. monnieri, podem ser também o0s metabdlitos secundarios responsaveis, assim
como as saponinas esterdidais, pela eficacia destes fitoterapicos para tratamento de distarbio
da memoria. A rutina possui importancia farmacologica e terapéutica por inibir o processo de
formacéo de radicais livres, além de evitar danos ao sistema nervoso através da modulacao da
atividade de enzimas como da enzima acetilcolinesterase [135,136,137,138]. A quercetina,
possui amplos beneficios terapéuticos que envolvem seus efeitos antioxidantes e anti-
inflamatdrios [3] e sua capacidade neuroprotetora [139]. A quercetina € capaz de prevenir a
perda de memoria e de aprendizagem e reverter os deficits cognitivos induzidos pela Doenca
de Alzheimer [140,141].

Quercetina Miricetina
(C15H1007)
(C15H100s)
0]
OH
(0] /
OH
(o]
i \\\\\\\\OH OH
OH OH  OH HO ‘o,
OH ,////OH
. HO
Rutina L .
Acido clorogénico
(C27H30016)

(C16H1800)

Figura 4.8. Estrutura quimica dos compostos fenolicos.
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Figura 4.9. Cromatograma mix dos padrdes 1-Acido galico, 2- Catecol, 3- Catequina,
4- Acido clorogénico, 5- Acido caféico, 6 (-) epicatequina, 7 — Siringaldeido, 8- Acido
cumarico, 9- Cumarina, 10- Rutina, 11 — miricetina, 12- Quercetina e extratos etandlicos das
amostras de G. biloba. a:G5; b:G1; c:G2; d:G3; e:G4; a 290 nm.
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Figura 4.10. Cromatograma mix dos padrdes 1-Acido gélico, 2- Catecol, 3-
Catequina, 4- Acido clorogénico, 5- Acido caféico, 6 (-) epicatequina, 7 — Siringaldeido, 8-
Acido cumaérico, 9- Cumarina, 10- Rutina, 11 — miricetina, 12- Quercetina e extratos
etanolicos das amostras de B.monnieri. a:B5; b:B1; ¢:B2; d:B3; e:B4; a 290 nm.
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1.16 Analise microbioldgica

Os testes microbioldgicos avaliam a qualidade do produto acabado a fim de descartar
possiveis contaminagdes por bactérias e fungos, que sdo extremamente patogénicos, podendo
vir a agravar de forma irreversivel o quadro clinico do cliente que faz uso da medicacdo
fitoterapica [142,143]. As amostras de G. biloba e B. monnieri, ndo apresentaram crescimento
de espécies bacterianas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella ssp,
portanto estdo em conformidade com os parametros descritos na Farmacopeia Brasileira, que
preconiza valor de até 10* UFC/mL para aprovagdo. Em relacéo ao crescimento flingico, todas
as amostras analisadas apresentaram-se nos padrdes de qualidade requeridos (até 102
UFC/mL) conforme Tabela 4.7.

Os valores aceitaveis de microrganismos nas amostras analisadas podem estar
associados a atividade antimicrobiana descrita para as espécies vegetais G. biloba e B.
monnieri. De acordo com Ibrahim e Nuhu [144], o extrato EGb 761 tem efeito de inibicdo
consideravel contra bactérias patogénicas e fungos, isso pode ser devido a presenca de
variedades de compostos ativos no extrato como flavonoides e taninos. O estudo de Fazlul et
al. [145], revelou que os extratos da planta B. monnieri possuem propriedades antimicrobianas
de amplo espectro, sendo os flavonoides, taninos e compostos fendlicos responsaveis por este

efeito de inibicéo.

Tabela 4.7. Crescimento médio de microrganismos das amostras de G. biloba e B. monnieri.

Amostras Escherichia Staphylococcus  Salmonella ssp Fungos
coli (n=3) * aureus (n=3) * (n=3) * (n=3) *
G1 - - - -
G2 - - - -
G3 - - - 0,014x10?
G4 - - - -
G5 - - - 0,002x10?
Bl - - - 0,002x10?
B2 - - - 0,001x10?
B3 - - - -
B4 - - - -

B5 - - - 0,003x10?
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1.17 Atividade anticolinesterasica

A acetilcolinesterase tem sido um alvo no tratamento da DA, principalmente devido ao
fato de inibidores reversiveis da AChE poderem aumentar os niveis de ACh no cérebro, sendo
relatada melhora da memoria e habilidades cognitivas dos pacientes com DA [146]. Varios
inibidores reversiveis da AChE sdo usados em ensaios clinicos como medicamentos para
tratamento da DA [147].

Extrato padronizado das folhas de G. biloba, rotulado EGb761, tem sido amplamente
utilizado desde a sua introducdo no mercado para melhorar os déficits de cognicdo em uma
ampla gama de condi¢es, do envelhecimento a deméncia [148]. Estudos pré-clinicos in vitro,
in vivo e clinicos confirmaram os efeitos neuroprotetores do EGb761, sendo considerada a
erva mais vendida para varios transtornos de salde [124]. Estudos sugerem que as partes
aéreas B. monnieri possui potencial para melhorar a funcdo de cognicdo, possivelmente
através da reducgdo da atividade da AChE, aumentando a fungdo antioxidante, melhorando o
fluxo sanguineo cerebral e modulagdo neurotransmissora [149].

Vinutha et al. [75], em seu estudo de inibicdo da AChE com extratos de plantas
medicinais, propuseram a classificacdo do potencial inibitorio das amostras: inibidores fortes
(> 50% de inibicéo), inibidores moderados (30-50% de inibicao) e inibidores fracos (< 30%
de inibig&o). Dessa forma as amostras G4, B2 e B5 com valores percentuais acima de 50%,
classificaram-se como fortes inibidores da AChE.

Nesta pesquisa, 0 estudo da atividade inibitéria anticolinesterasica mostrou que dos
cinco extratos etandlicos de G. biloba testados, apenas a G4 mostrou uma inibicdo acima de
50% (59,92% + 14,00) com Clso de 0,8540 mg/mL (Tabela 4.8). Os valores promissores de
inibicdo quantitativa da AChE, foram observados nos extratos etanolicos de B. monnieri, para
as amostras B2 (56,03% = 5,96) e B5 (98,61% = 0.46), apresentando Clso de 0,9650 mg/mL e
1,8221x10° mg/mL, respectivamente (Tabela 4.8). Estes resultados sdo relevantes, sendo a
amostra B5 mais efetiva, quando comparamos com a rivastigmina Clso = 1,87x10° mg/mL
[77], que é um medicamento inibidor da AChE amplamente utilizado no tratamento de
pessoas com DA [150].

Das e Mukherjee [151], comparou o efeito de extratos etanolicos de B. monnieri e G.
biloba observando a atividade in vitro da AChE, nas concentragdes 30 mg/kg; 100 mg/kg e
300 mg/kg. Os resultados desta pesquisa mostraram que a atividade anticolinesterasica dos

extratos etandlicos B. monnieri e G. biloba apresentaram inibi¢cdo dependente da concentragdo
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e da atividade enzimatica. A AChE foi inibida mais na presenca de G. biloba em comparagéo
a B. monnieri, relatando que nenhum dos extratos de B. monnieri mostrou mais de 50% de
inibicdo, diferenciando-se dos resultados obtidos em nosso estudo. O estudo afirma, que a
inibicdo quantitativa da AChE, pode sugerir a melhoria da funcdo colinérgica perturbada,
podendo ser um fator importante na propriedade medicinal de extratos de G. biloba [151].

A B. monnieri tem sido relatada como inibidor direto da atividade da AChE testada
por ensaio enzimatico in vitro [152]. No estudo de Yamchuen [ 153], o extrato de B.
monnieri e todos os compostos testados ndo alteraram a atividade basal celular da AChE.
Assim, sua capacidade de reduzir a atividade de AChE foi possivelmente associada a outros
mecanismos de acdo como a supressao do estresse oxidativo celular.

Usando a metodologia de Ellman [96] modificado por Rhee [97] é possivel identificar
a inibicdo da enzima acetilcolinesterase em testes in vitro. Os resultados permitiram
identificar se as fracGes obtidas a partir das amostras sdo promissoras no estudo da atividade
anticolinesterasica.

A atividade anticolinesterasica foi averiguada por meio de andlise colorimétrica,
baseado na taxa de hidrdlise da acetilcolina (ACh) pela AChE. Os valores obtidos mostraram
que as amostras G4, B2 e B5, possuem uma relevante inibicdo frente a enzima
acetilcolinesterase com 59,92%, 56,03% e 98,61%, respectivamente, sendo possivel para
ambas a obtencdo da concentragdo de extrato para a inibicdo da atividade enzimatica em 50%
(Clso). Portanto os resultados encontrados sdo promissores na investigacdo da atividade
inibitoria da AChE, conforme a Tabela 4.8

Tabela 4.8. Inibicéo e classificacdo da intensidade de inibi¢do das amostras G. biloba e B.
monnieri na concentracdo de 1mg/mL.

Amostras Percentual de Intensidade da Concentracéao
inibicéo (%) inibicéo inibitdria (Clso) mg/mL
Gl ND - -
G2 31,99% + 19,15 Moderado -
G3 31,17% * 26,31 Fraco -
G4 59,92% + 14,00 Forte 0,8540
G5 47,92% + 20,43 Moderado -
Bl 33,89% + 4,00 Moderado -

B2 56,03% =+ 5,96 Forte 0,9650
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B3 35,28% + 10,99 Moderado -
B4 29,78% + 13,88 Fraco -
B5 98,61% + 0,46 Forte 1,8221x10°

ND — Nao Detectado



Capitulo 5

CONSIDERACOES FINAIS

As analises fisico-quimicas mostraram divergéncias nas analises de peso médio, pH,
perfis termogravimétricos e colorimétricos, para algumas amostras de fitoterapicos a base de
G. biloba e B. monnieri. As amostras G1 e B3 mostraram parametros fisico-quimicos
contraditérios as leis vigentes da ANVISA e Farmacopéia Brasileira, evidenciando a
necessidade de padronizacdo no preenchimento das cépsulas, validacdo das doses unitarias,
adicdo de compostos inorganicos, erros no armazenamento e manipulacdo desses
fitoterapicos. A analise colorimétrica reforca as diferencas entre as amostras de G. biloba,
fazendo mencéo a possivel adicdo de substancias veiculos na manipulagédo das capsulas.

A andlise fitoquimica preliminar das amostras indicou como principais classes de
metabdlitos secundarios flavonoides, taninos e triterpenos. Na anélise de CCD observamos a
presenca de flavonoides em ambas as amostras de G. biloba e B. monnieri, como também
similaridade entre as amostras B. monnieri. Na investigacdo e quantificacdo dos compostos
bioativos por CLAE, mostrou a presenca de compostos fendlicos acido clorogénico,
quercetina, miricetina e rutina, sendo que todas as amostras de G. biloba, apresentaram alta
concentracdes de quercetina ou rutina e para as amostras de B. monnieri, apenas a amostra B1
apresentou tracos dos quatro de compostos fenolicos.

O teste de inibicdo da enzima AChE, mostrou que amostra G3 é promissora quando
comparada com a amostra vegetal G5 de G. biloba. No que se refere as amostras de B.
monnieri a amostra vegetal B5 apresentou com um potencial de inibicdo de 98,61%
reforgando a importancia desse fitoterapico na melhoria de processos cognitivos.

Os resultados obtidos neste estudo poderdo ser utilizados como padrdo de referéncia
para futuras avaliacdes da qualidade de capsulas de G. biloba e B. monnieri produzidas por
farmécias de manipulacdo. As amostras G1 e B3 ndo atingiram as especificacfes da
Farmacopéia sendo consideradas reprovadas, compreendendo que medidas devem ser
tomadas pela agéncia reguladora para garantir a implementacdo adequada das diretrizes
regulatorias e praticas de boa fabricacdo, garantindo que os processos de producdo e controle

de qualidade sejam adequados.
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