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Composicao Quimica e Atividade
Antioxidante de Formula¢des Comerciais
contendo Ginkgo biloba L.

Chemical Composition and Antioxidant Activity of
Formulations containing Ginkgo biloba L.

Resumo

O extrato de Ginkgo biloba EGb 761 (Tebonin, Byk Quimica) é uma mis-
tura padronizada de substancias ativas obtidas das folhas verdes da arvore
Ginkgo biloba L. Efeitos benéficos do EGb 761 foram descritos no trata-
mento da insuficiéncia cerebral, déficits cognitivos e na doenca vascular
periférica. Embora 0s mecanismos responsaveis por estes efeitos ndo es-
tejam bem esclarecidos, estudos experimentais mostram que o EGb 761
pode neutralizar radicais livres, entre eles o ¢xido nitrico . O objetivo deste
estudo foi verificar a composicdo quimica e a atividade antioxidante de
formulacdes comerciais a base de Ginkgo biloba. Para atender o objetivo
proposto foi realizado um ensaio quimico da atividade antioxidante de
Ginkgo biloba que foi avaliada pelo teste do DPPH. Foram realizados tam-
bém testes para a deteccao de flavondides totais e corrida cromatogra-
fica para a evidenciacdo dos picos correspondentes aos flavonoides.
Com relacéo as andlises de cromatografia liquida, realizou-se somente o
fingerprint para a identificacdo dos flavondides denominados de ginkgo-
flavondides. Foi constatado que existe uma correlacéo entre o contetddo
de flavonoides totais e a atividade antioxidante. Com referéncia as bulas,
somente uma amostra estava de acordo com o preconizado pela ANVISA.

Abstract

EGb 761 is an extract of Ginkgo biloba (Tebonin, Byk Chemistry), a stan-
dardized mixture of active substances derived from green leaves of the
Ginkgo biloba L. tree. Beneficial effects of EGb 761 were described in the
treatment of cerebral insufficiency, cognitive deficits and peripheral vas-
cular disease. While the mechanisms responsible for these effects are not
well understood, experimental studies show that the EGb 761 can scav-
enge free radicals, including nitric oxide. The objective of this study was
to verify the chemical composition and the antioxidant activity of com-
mercial formulations with Ginkgo biloba. The antioxidant effect of Ginkgo
biloba was evaluated using the free radical DPPH. The presence of total
flavonoids was measured and those peaks in the chromatographic finger-
print which corresponded to flavonoids were identified but not quanti-
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fied. A correlation between the flavonoid content and
antioxidant activity was established. Only one among
seven samples studied herein was in accordance with
ANVISA regulations.

Introducao

O Ginkgo biloba vem sendo indicado por possuir efei-
tos preventivos sobre as patologias relacionadas a cir-
culacéo sanguinea, sendo acédo eficaz na protecdo do
organismo contra os radicais livres (SUZUKI, 2002). O
extrato de Ginkgo biloba, através da combinacdo de
seus principios ativos, garante uma vasodilatagdo com
concomitante redugao na viscosidade sanguinea pro-
movendo um aumento no suprimento de sangue no
cérebro, a partir da acao sobre os radicais livres que re-
sulta em uma maior oxigenagao dos tecidos nervosos
(MAHADEVAN; PARK, 2008; NISHIDA; SATOH, 2004; BIRKS
etal, 2002). Foirelatado que extratos padronizados de
Ginkgo biloba reduziram a osteoporose em ratos (LUCIN-
DA et al. 2010). Os resultados apresentados pelo extrato
do Ginkgo biloba 761 (EGb 761), que é a mistura com-
plexa padronizada com teor de 24% de flavondides e
6% de terpenos, os quais sao considerados os principais
constituintes ativos; promoveram um aumento na co-
mercializacao deste produto, que ja é utilizado em cerca
de 40 paises (SIMOES; FARIAS, 2002).

Dada a diversidade de aplicagdes com base no Ginkgo
biloba, surgiram no mercado varios produtos que vém
sendo contestados por médicos e farmacéuticos sobre
a equivaléncia entre os mesmos. Assim, no mercado
brasileiro evidencia-se uma divisao em trés grandes gru-
pos conforme apresentado por Simdes e Farias (2002):

1) Produtos contendo o extrato seco EGb 761
2) Produtos contendo outros extratos secos; e

3) Produtos contendo folhas pulverizadas de Ginkgo
biloba.

As capsulas de Ginkgo comerciais frequentemente séo pre-
paradas no contetido de 40, 80 ou 120 mg de flavondides.
O uso de pd das folhas desta planta ndo é recomendado
por apresentar acido gincdlico, substancia alergénica que
é encontrada em concentragdes menores que 5 ppm no
extrato padronizado. Além disso, sua concentracao em fla-
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vondides é aproximadamente de 0,8% (BARA et al,, 2004).
E importante destacar a propriedade do ginkgolideo B
gue atua sobre a antiagregacao plaquetéria, agindo, des-
ta forma, de maneira antagdnica sobre o fator ativador de
plaquetas (PAF). Além deste fato, deve-se notar a agéo neu-
roprotetora e antiapoptdtica, confirmadas pelos estudos
realizados em animais (LUO, 2001). O extrato padronizado
de Ginkgo biloba EGb 761, sequndo a Instrucdo Normativa
no. 5 de 2008 (ANVISA, 2008a) deve conter as seguintes in-
formacoes, contidas na tabela 1.

Tabela 1 - Informagdes da IN n° 5 de 11/12/2008
ANVISA para o Ginkgo biloba

Nomenclatura
botanica

Nome popular Ginkgo

Parte usada Folhas

Ginkgoflavondides (22 a
27%), determinados como
quercetina, kaempferol

e isorhamnetina; e
terpenolactonas (5 a

7%), determinadas como
ginkgolideos A, B, C, J e

Padronizagcao/Marcador

bilobalideos

Formas de uso Extratos

Vertigens e zumbidos
(tinidos) resultantes de
disturbios circulatorios;
disturbios circulatorios
periféricos (claudicacdo
intermitente),
insuficiéncia vascular

Indicacdes / acdes
terapéuticas

cerebral

264 a 648 mgde
ginkgoflavonoides

Dose Didria
e6al68mgde
terpenolactonas
Via de Administracao Oral

Venda sob prescricao
Restricdo de uso . P ¢
médica

No processo de obtengdo do extrato de Ginkgo biloba L,
as folhas secas passam pelo processo inicial de extracao
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com acetona e dgua. Apds total eliminagao da acetona
por evaporacao, utiliza-se uma sequéncia de tratamen-
tos para a eliminacao das demais substancias indeseja-
veis. O procedimento de extracao e a definicdo da com-
posicdo qualitativa e quantitativa do extrato devem ser
rigorosamente controlados e padronizados (BANOV et
al,, 2006).

Bara e cols. (2004) realizaram estudos com o intuito de
avaliar a qualidade das amostras dos extratos secos e
da cépsula de Ginkgo, determinando os flavondides de
Ginkgo pelo método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC; High Performance Liquid Chromato-
graphy), o que evidenciou que 33% das matérias primas
e 91% das capsulas estavam em desacordo com as es-
pecificacoes feitas pelos fabricantes durante o processo
de controle de qualidade. Estes dados indicam a fun-
damental importancia de se implementar um controle
qualitativo das plantas medicinais e fitoterapicos.
Segundo investigaces de Ribeiro e cols. (2005), verifi-
cou-se gue os principios ativos das matérias primas ve-
getais devem ser cuidadosamente analisados de forma
farmacopeica, com base em uma amostra de 25 extratos
secos padronizados de Ginkgo biloba L. (EGb 761). Os re-
sultados obtidos indicaram que 60% das amostras ana-
lisadas de Ginkgo se apresentavam em desacordo com
as especificagdes contidas sobre os principio ativos. Esta
situacdo reforca também a necessidade de que sejam
validadas todas as matérias-primas fornecidas, exigindo
que as empresas farmacéuticas assumam uma postura
mais criteriosa no armazenamento, evitando a absorcéo
de umidade que afeta de forma profunda a composi-
¢ao da amostra. A utilizacdo de matérias-primas fora das
especificacdes acarreta a producédo de lotes de medica-
mentos com uma sub-dosagem de fitoativos.

O controle de qualidade de preparagdes contendo Ginkgo
biloba vem sendo efetuado de diversas formas: croma-
tografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC)
(XIE et al, 2006), cromatografia liquida de alta eficiéncia
empregando-se a deteccdo por ultravioleta (HPLC-UV)
(JI et al, 2005), HPLC com detector de fotodiodos (HPLC-
DAD) (DUBBER; KANFER, 2004), HPLC com detector de
massas (DING et al,, 2006), HPLC com técnicas acopladas
como DAD e deteccéo por quimiluminescéncia (DING et
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al, 2009), por HPLC com deteccao por espectrometria de
massas tandem (LC/MS/MS) (SUN et al,, 2005), ou ainda a
andlise cromatogréfica por fingerprinting (HUI-FAN et al,,
2006). Van Beek (2002) publicou uma excelente revisao
sobre métodos analiticos aplicados a andlise de Ginkgo bi-
loba, atualizando ainda o assunto, posteriormente, por in-
termédio de outra revisdo (VAN BEEK; MONTORO, 2009).
Dubber e Kanfer (2004) desenvolveram e validaram um
método analitico para a deteccdo e quantificacdo de fla-
vondides em Ginkgo biloba.

A medida que cresce o consumo destas drogas, au-
menta a responsabilidade das agéncias regulatdrias re-
guladoras e dos fabricantes, a fim de que se assegure
a qualidade e eficacia terapéutica. Baseado no exposto
anteriormente, o objetivo deste estudo foi o de verificar
a composicao quimica empregando-se a espectrofoto-
metria e a cromatografia liquida de alta eficiéncia bem
como a atividade antioxidante de formulagcdes comer-
ciais a base de Ginkgo biloba.

Material e Métodos

Amostras

Para a avaliacdo da atividade antioxidante foram utili-
zadas as seguintes formulacdes comerciais: tintura de
Ginkgo biloba (amostra 1), cdpsulas de extrato seco a
24% PN (2), cépsulas de extrato seco a 24% G (3), extra-
to fluido a 40% (4), droga vegetal seca e triturada (5),
capsulas de extrato seco (6) e capsulas de extrato seco a
24% de procedéncia chinesa (7).

Determinacéo do teor de sélidos soltiveis

Foram preparadas as tinturas das amostras secas e da
droga vegetal. Para cada um dos extratos e tinturas foi
determinado o teor de sélidos sollveis, pesando-se um
béquer e anotando-se o seu peso. Foram pipetados 5
mL dos extratos e tinturas em um béquer levando-o a
estufa a 60 °C até a secura. Retirou-se o béquer, deixan-
do-o atingir a temperatura ambiente em dessecador.
Em seguida, o mesmo foi pesado e a operacao repetida
até peso constante. Desta forma, foi possivel calcular a
quantidade dos soélidos soltveis no extrato. O procedi-
mento foi realizado em triplicata.
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Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi analisada pelo método de
sequestro de radicais de DPPH: (radical difenilpicrilidra-
zila) (HATANO et al.,, 1989; BANSKOTA et al.,, 2000)
que se baseia em uma reacdo de éxido-reducéo. Os
extratos e tinturas foram diluidos a 0,01% (v/v). Em se-
guida, 8 tubos foram enumerados de 0 até 7. Adiciona-
ram-se os volumes de etanol (Ecibra), correspondentes
as diluicdes do teste. Em seguida, foram adicionados
os volumes dos extratos e tinturas para se obter as
concentracoes finais desejadas. Um volume de 1000
pL de DPPH  (Sigma, St.Louis, USA a 60uM) foi adicio-
nado no 1° tubo. Aqui o crondbmetro foi ligado, sendo
desligado depois de um minuto. O mesmo volume de
DPPH foi adicionado nos outros tubos a cada 1 minu-
to. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Varian
Cary 50, EUA) em 517 nm, ap6s 30 minutos da adi¢ao
do DPPH no 1° tubo. Foi tracado um gréfico (em %)
de DPPH versus a concentracao de Ginkgo biloba (ug/
mL) e a CE,, (concentragéo de prépolis que elimina
50% dos radicais livres) foi calculada, utilizando-se uma
planilha de calculos, empregando-se o método dos
minimos quadrados.

Analise de flavonodides nos extratos
e tinturas

Foram utilizados 0,05 g do extrato seco de todas as
amostras de Ginkgo biloba, nos quais foram adiciona-
das pequenas quantidades de metanol, acertando-se
o volume final para 25,0 mL, em baldo volumétrico. A
partir deste ponto, o procedimento foi realizado em
triplicata. Foram pipetados 200 pL desta solugdo em
um balado de 10,0 mL, com aproximadamente 5,0 mL
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de metanol. Foram adicionados 200 plL da solugao de
cloreto de aluminio, AICI3 (Reagen) a 5%,completando
0s 10,0 mL do baldo volumétrico com metanol até pro-
Ximo ao menisco, agitando-se em seguida por alguns
segundos. A solugao foi mantida a 15 °C por 30 minu-
tos. Decorrido este tempo, 0 menisco foi acertado e a
leitura da absorbancia realizada no comprimento de
onda de 425 nm.

Analise cromatografica

As amostras foram analisadas por HPLC num equipamen-
to da Merck-Hitachi modelo D-7000 com rede de fotodio-
dos e injetor automatico. As condigdes cromatogréficas
utilizadas foram: coluna em fase reversa Lichrochart 100
RP-18 (12,5 x 0,4 cm, diametro de particula de 5um) (Mer-
ck, Darmstadt, Alemanha) utilizando-se como fase movel
agua-acido formico (Merck) (95:5, solvente A) e metanol
(solvente B) (Grau cromatografico, Merck). A eluicao foi
desenvolvida em um fluxo de 1T mL/min, utilizando-se um
gradiente linear. O tempo maximo de andlise foi de 50
minutos e a deteccao foi efetuada em comprimentos de
onda de 280 e 340 nm. O programa utilizado para a anali-
se de dados foi o Merck-Hitachi modelo D-7000 (Chroma-
tography Data Station - DAD Manager).

Resultados e Discussao

Verificacao das Bulas

Devido a uma grande disparidade de informagdes em
rotulos/bulas de fitoterapicos, foi desenvolvido um tra-
balho de coleta destas para se verificar o contelido de
informacdes encontradas. A tabela 2 mostra os dados
levantados sobre as informagdes contidas em bulas/ré-
tulos de produtos a base de Ginkgo biloba.
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Tabela 2 - Informacgodes das bulas das amostras de Ginkgo biloba analisadas

Bula/Produto 1 2
Forma de apresentacao* 4

Nomenclatura botanica
oficial

Lote
Data de Fabricacdo
Prazo de validade

Fornecedor

<X X X X X
xX X X X X

Origem

Fitoterapico

Forma farmacéutica
Via de administracao
Indicacdo terapéutica
Efeitos colaterais
Contra-indicacoes

Interacdes
medicamentosas

Superdosagens
Armazenamento
Adverténcias

Parte utilizada da planta X X

3 4 ) 6 7
1
X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X
X
X
X
X X X
X
X
X
X
X
X
X X X X X

*Forma de apresentacéo: 1. Folhas secas, 2. Capsulas de extrato seco a 24% (excipiente: amido), 3. Extrato fluido a 24%, 4. Tintura a 40%, 5. Folha

Seca 100%, 6. Extrato Seco, 7. Extrato Seco a 24%. X: informacao existente.

No que se refere as informacgdes constantes na bula,
apenas a Amostra n°® 6 demonstrou estar plenamen-
te de acordo com o preceituado pela ANVISA (2008b),
mostrando a falta de padronizacdo destes dos demais
produtos no mercado.

Flavonoides versus Atividade antioxidante

Souza e cols. (2007) demonstraram ser possivel relacio-
nar a porcentagem de atividade antioxidante (%AA)
obtida pela quantidade de DDPH consumida com a
quantidade de oxidante necessaria para diminuir a con-
centracdo inicial de DPPH em até 50%. Esta concentra-
cao é representada pelo CE, (ou ED, ), a qual é também
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reconhecida por ser uma concentracdo inibitéria (CISO).
Daf depreende-se o fato de que quanto maior o consu-
mo de DPPH, menor sera a CE,_ e maior a sua atividade
como antioxidante. A tabela 3 apresenta os valores de
flavondides totais expressos em quercetina (% m/m)
para todas as amostras analisadas e também os valores
de CE,, (dose que elimina 50% dos radicais livres). Os re-
sultados obtidos revelam que a atividade antioxidante
(expressa pelos valores de CE.) foi muito diferente de
amostra para amostra e estes valores estao concordan-
tes com os teores de flavondides — o que esta de acor-
do melhor a atividade antioxidante correspondendo ao
maior o teor de flavondides,.
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% Flavondides (%m/m)

CE.,* (DPPH) (mg/mL)

1(Tintura a 100%) 0,069 + 0,002 63,63
2(Extrato seco a 24%) 1,184 + 0,057 18,02
3 (Extrato seco a 24%) 3,058 £ 0,147 6,49
4 (Extrato Fluido a 40%) 0,184 + 0,004 56,92
5 (Droga vegetal) 0,263 £ 0,027 5338
6 (Extrato seco) 2,155+ 0,273 9,61

7 (Extrato a 24%) 5,095 + 0,000 444

* O valor de CE € a dose que elimina 50% dos radicais livres, em microgramas de amostra (padronizada a 0,01%) por mililitros de solugéo teste. O

teor de flavonoides representa a média de trés analises.

A figura 1 mostra a correlacdo entre o teor de flavo-
noides totais e a atividade antioxidante. Observa-se
que quando o conteldo de flavondides é bem baixo,
a amostra apresenta pouca atividade antioxidante (cir-

culo pontilhado) e em contrapartida, quando os teo-
res de flavondides sdo mais altos, a amostra apresenta
uma excelente atividade contra radicais livres (circulo
cheio).

Figura 1 - Correlagao entre o teor de flavonoides totais (% m/m) e a atividade antioxidante representada

pelo valor de ED  (ug/mL). Medidas de flavondides em triplicata
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Assim, pode-se observar que as amostras analisadas
nao estdo em conformidade com o preconizado pela
RE n° 89/2004 da ANVISA (2004), mantendo-se abai-
xo do padréao estabelecido para a taxa de flavonoides
que é de 24%. Isto significa que o consumidor deve
consumir uma dosagem maior de medicamento para
obter o efeito desejado.

Analise cromatografica

Com a finalidade de se identificar alguns marcadores
presentes no Ginkgo biloba, tais como flavondides,
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derivados de canferol e quercetina (ginkgolideos), efe-
tuou-se uma corrida cromatografica de cada amostra
analisada. A figura 2 mostra um cromatograma tipico
de uma amostra analisada. Os picos de tempos de
retencao de 8,92; 11,09; 22,84; 27,79 e 32,07 min sdo
atribuidos aos derivados de quercetina e canferol, pois
apresentam espectros idénticos no ultravioleta, porém
diferentes tempos de retencédo (cujos espectros UV es-
tdo na figura 3).

Figura 2 - Cromatograma tipico de uma amostra de Ginkgo biloba, cujos tempos de retencéao representam
flavonéides derivados de quercetina e canferol (ginkgolideos)
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Figura 3 - Espectros no UV de quercetina e canferol, injetados nas mesmas condi¢ées experimentais das
amostras de Ginkgo biloba analisadas. O tempo de retencdo de cada um esta inserido na figura
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E importante salientar que, ao realizar o teste de croma-
tografia, constatou-se a presenca de flavondides, porém
a sua identificagao foi prejudicada devido a ndo se dispor
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de padrdes de ginkgolideos. Nas sete amostras avaliadas
no presente estudo, verificou-se que ha uma grande falha
na bula dos medicamentos fitoterdpicos, e que somen-
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te a amostra n° 6, estd dentro do padréo estipulado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. A amostra n° 5,
adquirida em ervanaria, também estd fora dos padroes
estabelecidos pela ANVISA para este tipo de apresenta-
cao e comércio do produto (RDC n° 10 de 09 de marco
de 2010). A ANVISA determina que os produtos fitotera-
picos sejam registrados devidamente e que possuam na
bula dados gerais, tais como: a parte utilizada da planta;
a composicdo do medicamento, indicando peso ou vo-
lume da matéria prima vegetal; principios ativos quando
conhecidos; prazo de validade; forma farmacéutica, etc. A
legislagdo também preconiza quais os itens que devem,
obrigatoriamente, fazer parte da bula (@ ANVISA possui
bulas padronizadas para varios fitoterapicos, RDC n° 95
de 11 de dezembro de 2008). E importante salientar que
toda matéria vegetal utilizada em farmécias de manipu-
lacdo e indUstrias de medicamentos fitoterdpicos deve
passar por um controle de qualidade. Portanto, é de ex-
trema importancia que as informagdes constantes nas
bulas (onde é demonstrada a forma de uso do Ginkgo bi-
loba) sigam rigorosamente os tramites legais, garantindo
a qualidade no uso deste tipo de fitoterapico.

Nos testes de atividade antioxidante e na dosagem do
teor de flavonoides, observou-se que quando o conteu-
do de flavondides é bem baixo, a amostra apresenta pou-
ca atividade antioxidante, e em contrapartida, quando os
teores de flavondides sdo mais altos, a amostra apresenta
uma excelente atividade contra radicais livres, confirman-
do o potencial antioxidante desta planta medicinal. Em
relacédo ao estudo da cromatografia liquida, ndo foi pos-
sivel identificar quais sao os flavondides presentes, pela
nao disponibilidade de padrdes de ginkgolideos.

Os dados obtidos neste estudo demonstraram que a
qualidade em produtos a base de Ginkgo biloba deve
ser melhorada e, portanto, torna-se essencial a imple-
mentacao de técnicas quantitativas no controle de qua-
lidade fisico-quimico de matérias-primas vegetais. Para
se garantir a eficacia terapéutica desses produtos, sdo
imprescindiveis os cuidados na aquisicao, recebimento
e manipulacdo das matérias-primas.

Acredita-se que este estudo podera contribuir para um
alerta sobre o controle de qualidade de fitoterdpicos ga-
rantindo assim a sua eficacia terapéutica, tdo importan-

Revista Fitos 4 Vol.5 N°03 Setembro 2010

de Formulagdes Comerciais contendo Ginkgo biloba L.#

te para a saude da populagao. Produtos farmacéuticos
a base de Ginkgo biloba L. constituem o medicamento
fitoterapico de maior comercializacdo no Brasil.
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