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Desenvolvimento e Validacao de
Metodologia Analitica para o Controle
Quimico da Qualidade de Fitoterapicos a
Base de Extrato Seco de Alcachofra

Developing and Validating Analytical
Methods for the Chemical Quality Control
of Phytotherapics Containing Artichoke Dry
Extracts

Resumo

A acéo farmacoldgica e terapéutica das folhas de alcachofra, Cynara
scolymus L. estéd associada a um conjunto de constituintes polife-
ndlicos. Muitos métodos analiticos séo citados na literatura para a
quantificagao do teor de cinarina ou de acido clorogénico presente
nas folhas de alcachofra ou em preparagées farmacéuticas, princi-
pais representantes desta classe e marcadores da espécie. Neste
trabalho, foi investigada, de forma comparativa, a utilizagdo das
metodologias oficiais: a da Farmacopéia Européia 5° edicdo e a da
Farmacopéia Brasileira 3° edicdo, para quantificar esta classe de
substéncias. Foram comparadas as eficiéncias destas metodologias
com uma terceira metodologia desenvolvida e validada, utilizando o
reativo de Arnow como agente complexante dos polifendis totais. O
método proposto foi considerado como linear, exato e repetitivo; de
menor custo e com maior rapidez e praticidade, quando comparado
com o método proposto pela Farmacopéia Brasileira.

Abstract

The pharmacologic and therapeutic actions of the artichoke, Cynara
scolymus L. are related to a group of constituents called polyphe-
nols. Some analytical methods are cited in literature to quantify the
cinarine or chlorogenic acid content in the leaves of artichoke or in
pharmaceutical preparations. In this work two official methodologies
have been used: that from the European Pharmacopeia 5 edition
and that from Brazilian Pharmacopeia 3™ edition. A third methodolo-
gy was developed and validated, using as complexant reactive the
Arnow agent for the total polyphenols. The proposal method was
considered linear, accurate, affording good reproducibility; and mo-
reover less costing, and more rapid and practical, when compared
with Brazilian Pharmacopoeia method.
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Introducao

Apesar do vasto uso dos fitoterapicos em todo o
mundo, no Brasil poucos deles foram, até o momen-
to, validados cientificamente visando a comprovagéo
da eficacia clinica da sua seguranca dos mesmos
(SIANI, 2003). A regulamentacéo e o registro de fi-
toterapicos variam de acordo com o pais em anélise,
sendo que se encontram solidamente determinados
nos paises europeus liderados pela Alemanha, onde
se apresenta o sistema mais avangado de controle
de registro e producao destes medicamentos (CA-
LIXTO, 2001). No Brasil, a normatizagao de fitote-
répicos iniciou-se em 1994, através da Portaria n®
123/SVS (BRASIL, 1994). Esta sofreu adequacdes
ao longo dos anos e atualmente, a Resolugéo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 48, de 16 de margo
de 2004, exige todos os resultados dos testes de
controle de qualidade no ato do registro e na reno-
vacao do registro de um medicamento fitoterapico;
com excecgdo daqueles registrados anteriormente a
31/01/1995 (BRASIL, 2004).

Os medicamentos fitoterapicos podem ser comer-
cializados nas formas de formulagbes liquidas, séli-
das ou semi-sélidas obtidas de extratos padroniza-
dos (SIANI, 2003). Para garantir a qualidade de um
extrato é necessério isolar um componente desse
extrato que seja quantificavel, estabelecendo-se
depois a variacéo admissivel desse componente. As-
sim, os diversos lotes terdo uma composicéo quali-
tativa e quantitativa semelhante (RIBEIRO, 2000). A
padronizagéo de fitoterapicos é realizada com base
na concentracédo de um principio ativo Unico ou atra-
vés de uma substéancia marcadora presente em um
extrato qualquer. No caso da padronizacao através
de uma substancia marcadora, assume-se que se
esta esteja presente numa quantidade apropriada,
e todos os demais componentes necessarios estéo
igualmente representados durante a anélise; assegu-
rando-se, com isto, uma atividade farmacolégica uni-
forme (DAVID et al., 2004). O controle de qualidade,
a padronizagéo e a estabilizagdo dos medicamentos
fitoterapicos constituem uma tarefa bastante com-
plexa, pois envolvem o isolamento e a identificagéo
dos constituintes quimicos presentes em baixissimas
concentragdes nas plantas (SIANI, 2003).

A alcachofra, Cynara scolymus L., € uma das plan-
tas medicinais tida como uma das mais antigas do
mundo. No Brasil, € uma das plantas com maior
nimero de produtos farmacéuticos no mercado, in-
dicados principalmente como coleréticos e colago-
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gos (CARVALHO, 2004). As folhas da alcachofra
caracterizam-se pela sua composigdo em acidos
fendlicos (até 2%), como o éacido caféico, o &cido
clorogénico e a cinarina; flavonéides (0,1 a 1%), e
6leos volateis (CARVALHO, 2004). A composicédo
do extrato vegetal em éacidos fendlicos depende da
forma de secagem das folhas e do seu processo
extrativo, haja vista a possibilidade de hidrélise e
transesterificacbes que podem ocorrer em meio
aquoso. Assim, a cinarina, um diéster caféico do
acido quinico, citada usualmente como o compo-
nente principal, pode nédo ser detectada, em espe-
cial ao se considerar a baixa estabilidade quimica
desta substancia (CARVALHO, 2004). O extrato
seco de alcachofra é feito a partir das folhas fres-
cas da planta e ndo das folhas secas, ja que o pro-
cesso de secagem resulta num produto final com
teores inferiores de principios ativos (SANTOS,
2000). Para o doseamento dos principios ativos
da alcachofra, a Farmacopéia Brasileira 32 edicéo
(1977) descreve o método de doseamento da ci-
narina, utilizando tampé&o acetato de sodio, nitrito
de sédio e hidroxido de soédio como reagentes. O
resultado é expresso em percentagem de cinarina.
Entretanto, ndo ha descricdo sobre o preparo da
amostra nem da maneira de se obter a curva ana-
litica linear do padrdo (cinarina). Pelo método da
Farmacopéia ltaliana (1991), a porcentagem de &ci-
dos cafeoilquinicos é obtida através da precipitacéo
com acetato de chumbo, dissolugdo em metanol
e a determinagdo espectrofotométrica a 325 nm,
com o resultado expresso como acido clorogénico.
Recentemente, em julho de 2006, a Farmacopéia
Européia (52 edicao) editou em seu suplemento um
método de quantificacdo de &cido clorogénico em
folhas de alcachofra por CLAE (Cromatografia Li-
quida de Alta Eficiéncia).

A validagdo dos métodos utilizados no controle de
qualidade de um produto fitoterdpico é uma exi-
géncia legal para o seu registro, além de constar
nas Boas Préticas de Fabricacdo (BRASIL, 2003a).
No Brasil, com a publicagdo da normativa RE n°
899, de 29 de maio de 2003, a ANVISA divulgou
o “Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos”, que preconiza, no caso de metodo-
logia ndo descrita em farmacopéias ou formulérios
oficiais devidamente reconhecidos pela ANVISA, a
necessidade da validagdo da metodologia analiti-
ca utilizada, pelos seguintes parametros (BRASIL,
2003b): especificidade e seletividade, linearidade,
intervalo, preciséo, limite de detecgéo (sensibilida-
de), limite de quantificacdo, exatiddo e robustez.
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Neste trabalho descreve-se o desenvolvimento e
validacdo de uma metodologia analitica espectro-
fotométrica destinada ao doseamento de polifendis
em extrato seco de alcachofra, visando o controle
quimico da qualidade de seus fitoterapicos deriva-
dos, conforme estabelecido na RE n° 899, de 29 de
maio de 2003, da ANVISA, comparando-se sua efi-
ciéncia com a metodologia oficial atualmente aceita
e proposta pela Farmacopéia Brasileira 3% Edicéo.

Material e Métodos

Equipamentos e acessorios utilizados: croma-
tégrafo liquido Shimadzu, modelo LC-20AT, com
injetor automético e detector com arranjo de foto-
diodos modelo SPD-M20A; Coluna de fase reversa
ODS Hypersil, marca Thermo, 250 x 4,6 mm (5 u);
Balancas analiticas Mettler Toledo, modelo XS205
e GEHAKA, modelo AG 200; Filtro Chromafil RC-
45/25 (celulose regenerada), marca Macherey-Na-
gel, de 0,45 um de poro; Membrana filtrante para
a fase mével RC55 (celulose regenerada), marca
SeS, de 0,45 um de poro; espectrofotébmetro Bios-
pectro SP220.

Substancias-padrdo  utilizadas:  4cido  clorogé-
nico, 98%, fabricado por SIGMA-ALDRICH e ci-
narina, 99,96%, padrédo da Farmacopéia Européia.
Amostras de extrato seco de alcachofra (ESA)
padronizado a 1% em cinarina (lote: 82.209, data
de validade: 17/10/2007) foi fornecida pelo La-
boratorio Farmacéutico Millet Roux. Trés amostras
de fitoterapicos a base de alcachofra de empresas
distintas foram adquiridas no mercado, com as se-
guintes caracteristicas: Fitoterapico A - solucéo
oral, lote: 10040601, validade: 04/2011 (cada mL
da solugao oral contém 0,225 g de ESA padroniza-
do a 1,0% em cinarina); Fitoterapico B - capsulas,
lote: B04J4268, validade: 04/2007 (cada capsula
contém 350mg de ESA padronizado a 0,5% em ci-
narina); Fitoterapico C - cépsulas, lote: 947786, va-
lidade: 08/2008 (cada capsula contém 300 mg de
ESA padronizado a 0,45-0,55% em cinarina).

Solventes utilizados:  acetonitrila  UV/HPLC,
marca VETEC, lote: 0507026; &cido fosférico PA.,
marca VETEC, lote: 0505805; metanol UV/HPLC,
marca VETEC, lote: 0506186; agua Milli-Q.

Solugdes utilizadas: tampao de acetato (50 g de
acetato de sédio em acido acético a 10% g.s.p.
100mL); 10% (p/Vv) hidroxido de sédio em agua
purificada; 40% (p/v) nitrito de sédio em metanol;
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padrao de cinarina (0,05 mg/mL); padrao de acido
clorogénico (0,025 mg/mL); solugdes A e B, filtra-
das com membrana de 0,45um, para a fase mével:
solugao A: acido fosférico PA. (5 mL), dgua Milli-Q
(995 mL); solugao B: éacido fosférico PA. (5 mL),
acetonitrila UV/HPLC (995 mL).

Procedimento da anélise de Acido Clorogéni-
co por CLAE

Neste experimento utilizaram-se a solugdo-amos-
tra de ESA (2,5 mg/mL) e a solugéo padrao de &ci-
do clorogénico (0,025 mg/mL). Condigbes croma-
tograficas: temperatura da coluna: 40 °C; fluxo: 1,2
mL/min; comprimento de onda do detector: 330
nm; volume injetado: 25 uL; fase moével: mistura das
solugdes (A) (dgua acidificada) e (B) (acetonitrila:
&cido fosforico). Foram injetados, em duplicata, 25
UL de cada preparacéo (padrédo e amostra), sendo
realizadas duas preparagboes de amostra, tanto do
padrdo quanto da solucdo da amostra. O célculo de
teor de acido clorogénico na solugdo-amostra (ESA)
foi executado a partir da comparacéo da média das
areas dos cromatogramas da solugdo-padréao com
a area de cada replicata da solugdo-amostra. Sen-
do a porcentagem de éacido clorogénico calculada
para cada solugdo-amostra pela expresséo:

Aam x Pp x Tp x Fd

% acido clorogénico =
A xP
p am
Onde: A = area do pico do acido clorogénico no
cromatograma obtido com a solugdo da amostra;
F’p = peso do padrédo utilizado na preparacéo da
solugéo-padréo, em gramas; Tp = teor do padréao
(%); Ap = média das areas dos picos do acido clo-
rogénico no cromatograma obtido com a solugdo
padrdo; P, = peso da droga vegetal (ESA) utili-
zado na preparacédo da solugdo-amostra, em gra-
mas; F, = fator de diluigéo.

Procedimento do método espectrofotométri-
co da Farmacopéia Brasileira 32 Edicao.

Neste experimento utilizaram-se solugbes padrdo
de cinarina (0,05mg/mL) e de éacido clorogénico
(0,0256mg/mL). Como amostras, foram utilizadas
a ESA padronizado a 1% em cinarina (Laboratério
Farmacéutico Millet Roux) e o fitoterapico a base de
alcachofra adquirida no mercado (Fitoterapico A).
As absorbéncias de duas solucbes do fitoterapico
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A foram medidas a 505 nm. A solucgéo ‘branco’ foi
utilizada para zerar o espectrofotdmetro. As absor-
bancias de trés tubos em diferentes concentracoes
foram diminuidas das absorbéancias dos tubos do
branco, respectivamente. A quantidade de cinarina
presente em cada uma das solucdes do fitoterapi-
co A foi encontrada utilizando a curva analitica. O
valor correspondente a 1,0 mL da solugdo-amostra
foi calculado utilizando a expresséo: ug/mL x fator
de diluicdo = % peso/volume.

Desenvolvimento e validacdo da Metodolo-
gia de dosagem de polifendis adaptada de
Arnow.

Desenvolvimento da Metodologia Analitica

Esta metodologia se baseou na proposta inicial para
o doseamento de polifendis em fitoterapicos a base
de folhas de alcachofra por espectrofotometria no
UV/VIS utilizando o reativo de Arnow, nitrito/mo-
libdato de sédio (NICHIFORESCO; COUCOU,
1965). Trés curvas analiticas foram construidas:
com cinarina (SQR), com é&cido clorogénico (SOR),
e com uma amostra de ESA (a mesma usada na
metodologia por cromatografia liquida). O reativo
de Arnow foi preparado pela mistura de nitrito de
sodio (10 g) e molibdato de sédio (10 g), ambos
de grau PA., em agua destilada; completando-se o
volume final para 100,0 mL.

Obtencao das curvas analiticas

As solucbes padrao foram preparadas, de maneira
a nao fornecer valores de absorvancia muito bai-
xos (Tabela 1). As curvas analiticas foram feitas
em triplicata variando-se de 100 a 260% do valor
tedrico de cinarina que porventura contivesse a
amostra. A mesma situacéo se refletiu na anélise
do acido clorogénico, trabalhando-se com valores
de 100 a 220%, considerando-se a presenca de
cerca de 1,0% destas substéancias na droga vege-
tal. A solucdo-mae de ESA foi preparada em ba-
lao volumétrico de 200 mL com ESA (200,0mg),
padronizado a 1,0% em cinarina, dissolvido em
uma solugao de DMSO/agua 10/90 (150mL) em
banho de ultra-som por 30 minutos. O volume foi
completado com &gua destilada. Concentracéo da
solucéo-mée: extrato seco (1,0 mg/mL) e cinari-
na (0,01 mg/mL). Foram feitas diluigdes de for-
ma a se obter cinco solugbes com concentragdes
variando entre 60 a 140%, conforme descrito na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentra¢des das solucdes-padrao
preparadas, e respectivos percentuais de ativo
CINARINA

Quantidade Concentragéo final de Ativo
(mg) anélise (ug/mL) (%)
10,0 11 100
15,0 15 150
18,0 18 180
22,0 22 220
26,0 26 260

ACIDO CLOROGENICO

Quantidade Concentragéo final de Ativo
(mg) anélise (ug/mL) (%)
10,0 10,0 100
12,5 12,5 125
15,0 15,0 150
20,0 20,0 200
22,0 22,0 220

ESA

Quantidade Concentragéo final de Ativo
(mg) analise (ug/mL) (%)
120 120 60
160 160 80
200 200 100
240 240 120
280 280 140

Preparo das solugées das amostras.

a) Fitoterapico A: Com o auxilio de uma pipeta
volumétrica, transferiu-se 1,0 mL (2,25 mg de
cinarina) do fitoterdpico A para um baldo volu-
métrico de 200,0 mL, adicionando-se em segui-
da a solugdo DMSO/4gua 10/90 (150 mL), e
deixando em banho ultra-som por 30 minutos.
Apos o resfriamento, completou-se o volume
do baldo com agua destilada. Foram prepara-
das triplicatas da solugdo-mae. Concentragao
da solugao: 11,25 ug/mL em cinarina.

b) Fitoterdpico B: Inicialmente foi determinado o
peso médio do conteldo de 20 capsulas que,
em seguida, foram misturados num bécher. A
solugao-mae foi preparada em balao volumétri-
co de 200,0 mL, dissolvendo ESA (200,0 mg)
em DMSO/Agua 10/90 (150 mL) em banho
de ultra-som por 30 minutos. Apés resfriamen-
to, completou-se o volume do baldo com agua
destilada e a solugéo foi filtrada através de pa-
pel de filtro comum. Foram preparadas triplica-
tas da solugao-mae. Concentragédo da solugao-
mae: 1,0 mg/mL de extrato (10,0 ug/mL em
cinarina).
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¢) Fitoterapico C: Preparada da mesma forma que o
fitoterapico B. Concentracéo da solugdo-mée: 1,0
mg/mL de extrato (10,0 ug/mL em cinarina).

No procedimento da metodologia de dosagem de po-
lifendis adaptada de Arnow, as absorbancias das solu-
¢oes foram medidas utilizando o fluxograma mostrado
na Figura 1.

Base de Extrato Seco de Alcachofra

Validagdo da metodologia analitica

A linearidade do método desenvolvido foi analisada
frente as trés substéncias: cinarina, acido cloro-
génico e extrato seco de alcachofra. Na exatidéo
do método foram calculados percentuais de re-
cuperacédo do analito de uma matriz contendo os
excipientes utilizados na formulacéo estudada em

Figura 1 - Fluxograma do procedimento de doseamento de polifendis no extrato seco de alcacho-

fra utilizando o reativo de Arnow

2 mL NaOH 10%
q.s. sol. DMSO/Agua 10/90

Amostra Banho Resfriamento Solugao Mae
(mg ou mL) »  ultra-som (200mL)
: g.s Agua
150 mL sol. 30 min.
DMSOrAgua 10/90
Agua (10mL) 10 mL
1 mL HCI 0,5N
2 mL R. Amow 1 mL HCI 0,5N
2mL R. Armow
v
10 min. q.s. solugéo \ 4 .
DMSO/Agua 10/90 10 min.

2 mL NaOH 10%
q.s. sol. DMSO/Agua 10/90

Y

SB1 SB2 SA
(25 mL) (25 mL) (25 mL)
Espectrofotémetro Espectrofotémetro Espectrofotémetro
A=512nm A=512 nm A=512nm
Zerar o —
espectrofotémetro Absorbancia Absorbancia
da SB2 da SA

“curva analitica”

CA
pg/mL

SB1 e SB2, séo solugées branco 1 e 2, respectivamente e SA a solugdo amostra
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trés niveis: 80, 100 e 120%. A precisdo do método
foi expressa pelo ensaio da repetitividade (preci-
séo intracorrida). Para verificagcdo da repetitivida-
de foram feitas seis determinagdes da amostra na
concentracéo de 100% e calculado o desvio padrao
relativo (RSD), ndo devendo ser superior a 5%.

Resultados e Discussao
Resultados do método cromatografico.

Diferentes métodos cromatograficos tém sido pro-
postos para a analise dos marcadores da alcachofra,
especificamente, a cinarina e o acido clorogénico
(BETTERO, 1981; MULINACCI et al., 2004; RO-
MANI et al., 2006). Na maioria dos casos, os mé-
todos utilizados séo capazes de separar estes dois
fenois dos demais constituintes do extrato, entre-
tanto nao apresentam dados sobre a validagédo da
metodologia analitica nem consideram uma possivel
instabilidade da cinarina nos sistemas de solven-
tes utilizados (CARVALHO, 2004). Recentemen-
te, foi proposta uma metodologia oficial de andlise
para a dosagem do &cido clorogénico (EUROPEAN
PHARMACOPEIA 2006), a qual determina a pos-
sibilidade de quantificar esta substéncia em folhas
de alcachofra, o que poderia ser transposto para a
analise do extrato seco derivado. Considera-se toda
metodologia analitica farmacopéica como sendo va-
lidada (BRASIL, 2003b). Entretanto, a mudanca da
matriz, de folhas de alcachofra para extrato seco de
alcachofra, poderia levar a conclusdo de que este
teria perdido seu status validado. Porém, a validade
da metodologia para a quantificacdo do marcador
no extrato seco é inegavel, prestando-se também
como forma de avaliar a especificidade de métodos
ndo cromatograficos, como por exemplo, métodos
de dosagem de polifendis por espectroscopia de
ultravioleta (NICHIFORESCO; COUCOU, 1965).
Inicialmente, testou-se a metodologia proposta pela
Farmacopéia Européia para a analise de acido cloro-
génico, substituindo-se as folhas de alcachofra (que
devem ser extraidas antes da anélise), pelo extrato
seco (ESA), o qual exige uma simples dissolugéo. A
injecdo em duplicata de duas amostras do padrao
de acido clorogénico levou a obtencéo de dois picos
com praticamente o mesmo tempo de retengao, tr =
10,66 min (replicata 1) e tr = 10,652 min (replicata
2). Esta metodologia foi, entdo, empregada na ana-
lise do ESA a ser utilizado nas analises subsequen-
tes por espectrofotometria de UV/VIS. O extrato
foi apenas dissolvido na fase mével a ser utilizada
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na andlise, dispensando-se a etapa de extracao ne-
cesséria para andlise das folhas de alcachofra. Os
cromatogramas obtidos da injegdo em duplicata de
duas amostras diferentes de extrato seco (Figura 2)
permitiram a resolugéo do pico referente ao &cido
clorogénico em relagdo aos demais constituintes do
extrato. Em todas as injecdes foi possivel se integrar
o pico do acido clorogénico sem a interferéncia dos
demais sinais em torno deste, sendo o teor de mar-
cador encontrado de 0,16%, bem inferior aos 0,8%
regulamentados na Farmacopéia Européia. Este mé-
todo cromatogréfico mostrou-se adequado para a
andlise de ESA admitindo-se a possibilidade desta
substéancia ser utilizada como marcador da espécie
(BRASIL, 2004).

Figura 2 - Cromatogramas das andlises das
amostras de extrato seco de alcachofra pela
metodologia analitica adaptada da Farmaco-
péia Européia.
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Resultados do método da Farmacopéia Brasi-
leira 32 Edicao

No procedimento de leitura das absorvancias das
solugdes preparadas, verificaram-se valores eleva-
dos, tanto para a cinarina como para o éacido clo-
rogénico, salvo em valores de concentragoes me-
nores do que 10 ug/mL. Ambas as retas apresen-
taram linearidade adequada, considerando-se os
coeficientes de correlagao observados 0,9985 para
a cinarina e 0,9905 para o &cido clorogénico (Tabela
2). A analise, no caso do extrato seco, tomou como
padrdo a posologia média de fitoterdpicos a base
de alcachofra, em especial os sélidos orais, que
preconizam em média cerca de 200 mg de material
como dosagem farmacologicamente ativa.

Tabela 2 - Solucbes e absorvancias medidas
para a analise de cinarina e acido clorogénico
pelo método da Farmacopéia Brasileira 32 Edi-
cao.

Concentragéo de cinarina (ug/mL) Absorbéncia resultante
25 0,027
5.0 0,043
10,0 0,065
25,0 0,131
50,0 0,270
Concentragéo de 4cido clorogénico (ug/mL) Absorbéncia resultante
1,25 0.028
25 0,028
5 0,030
10 0,054
25 0,240

Os resultados obtidos demonstram valores muito
baixos de absorvéancia, préximos ao erro de medida
do equipamento, com imensas variagdes dentro de
uma mesma tomada de amostra, apesar destes re-
sultados se mostrarem condizentes com o teor es-
perado de cinarina no extrato. No preparo de uma
nova amostra com 200 mg de amostra diluidos em
100 mL (visto que na primeira pesada eram 200 mg
em 500 mL), foram obtidos valores irreprodutiveis,
e maiores do que o esperado pela lei de Lambert e
Bier (CIENFUEGQOS, 2000), indicando a impossibi-
lidade de utilizacdo desta metodologia para dosa-
gem dos marcadores no ESA (Tabela 3).

As médias das absorvancias medidas nas duas di-
luicbes, quando inseridas na curva analitica obtida
para o acido clorogénico, demonstram concentra-
coes 0,22% e 2,25%, com elevadas variagoes in-
termediadas e teores muito acima ou abaixo do
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esperado pela Farmacopéia Européia ou Brasileira
(0,8%), confirmando a inviabilidade de uso desta
metodologia, até mesmo do uso de &cido clorogé-
nico como marcador da espécie. Estes resultados
confirmam a variabilidade inerente aos métodos es-
pectrofotométricos, em especial, a alcachofra, uma
matéria-prima vegetal que além de composigao
variada, possui varias substancias estruturalmente
semelhantes (DE MARIA & MOREIRA, 2004; NOL-
DIN et al., 2003). Na anélise da amostra do fitote-
rapico A, foram obtidas novamente medidas erréa-
ticas, de grande variacéo e fora da faixa esperada
(0,225% de cinarina e 0,18% de &cido clorogénico),
conforme esta na Tabela 4.

Resultados com o método desenvolvido

O reativo de Arnow (molibdato de sédio), larga-
mente utilizado para analise de fendis como descri-
to por Nichiforesco & Coucou (1965), agiria como
agente complexante especifico para compostos
denominados “o-dihidroxifensdis” (RODRIGUEZ,
1966) presente nos marcadores do ESA. Entre-
tanto, outros constituintes da alcachofra também
possuem estrutura capaz de promover esta com-
plexagéo, o que dificultaria a correlagao dos valores
de absorvancia medidos para o produto de reacéo
do extrato ou outra fonte de matéria-prima vegetal
com curvas analiticas de cinarina ou de é&cido clo-
rogénico, individualmente. Contudo, caberia aqui
uma avaliagado da variabilidade de resultados obti-
dos com o uso do reagente de Arnow, de maneira a
comparar sua aplicabilidade a metodologia da Far-
macopéia Brasileira. Assim, duas curvas analiticas
para a calibragdo foram preparadas, com cinarina
e acido clorogénico, utilizando-se esta nova pro-
posta. No caso da cinarina, a anélise ndo condu-
ziu a resultados lineares, o que poderia ser expli-
cado pela possivel instabilidade desta substéancia
no meio (coeficiente de correlagao de 0,9817). Por
outro lado, para o acido clorogénico, os resultados
obtidos indicaram uma boa linearidade, com um co-
eficiente de correlacao de 0.9908 (Figura 3).

Uma menor variabilidade de resultados de absor-
vancia foi observada nestas medidas, mesmo se
considerando a nao linearidade das anélises rea-
lizadas com cinarina (Tabela 5). A andlise de ESA
(considerando-se 200 mg como dose farmacologi-
camente ativa usual) em confronto com os valores
de absorvéancia; medidos frente as curvas analiti-
cas (lineares) de cinarina e de éacido clorogénico,
demonstraram valores muito maiores dos marcado-
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Tabela 3 - Resultados obtidos na andlise de extrato seco de alcachofra (ESA) pela metodologia da
Farmacopéia Brasileira 32 Edicao

ESA1 (201 mg de ES em 500 mL)
Absorbéncia Curva analitica de cinarina Cinarina presente Valor teérico
resultante (ug/mL) na amostra (%) esperado
0,006 1,190 0,300 1,000%
0,005 0,990 0,250
0,015 2,990 0,750
ESA2 (200 mg de ES em 100 mL)
Absorbéncia Curva analitica de Cinarina presente Valor teérico
resultante cinarina (ug/mL) na amostra (%) esperado
0,046 9,190 0,460 1,000%
0,093 15,800 0,920
0,173 31,800 1,730
Tabela 4 - Resultados obtidos na andlise do fitoterdpico A pela metodologia da Farmacopéia
Brasileira 32 Edicao
a) Com aliquota de 1 mL:
Absorbéancia Curva analitica de cinarina Cinarina (%) Valor teérico
resultante (ug/mL) (p/\V) esperado
0,018 0,800 0,040 0,225%
0,021 1,400 0,070
0,037 4,600 0,230
b) Com aliquota de 2 mL.:
Absorbéancia Curva analitica de cinarina Cinarina (%) Valor tedrico
resultante (ug/mL) (p/V) esperado
0,022 1,600 0,040 0.225%
0,053 7,800 0,195
0,070 11,200 0,280
¢) Com aliquota de 1 mL:
Absorbéncia Curva analitica de 4cido | Acido clorogénico (%) Valor tedrico
resultante clorogénico (ug/mL) (p/V) esperado
0,018 5,100 0,260 0.180%
0,021 5,400 0,270
0,037 6,800 0,340
c) Com aliquota de 2 mL.:
Absorbéncia Curva analitica de acido Acido clorogénico (%) Valor tedrico
resultante clorogénico (ug/mL) (p/V) esperado
0,022 5,500 0,140 0.180%
0,053 8,300 0,210
0,070 9,900 0,250

De forma a se propor a utilizagdo desta metodo-
logia como rotina para o controle da qualidade de
industrias produtoras de medicamentos fitoterapi-
cos, poderia se utilizar o extrato seco vegetal pa-
dronizado em termos do teor de &cido clorogénico

res do que o esperado. Este resultado confirmou
a hipétese de que outras substéncias, além dos
marcadores, reagiram com reagente de Arnow, le-
vando a uma falsa idéia de teores maiores do que
os realmente presentes (Tabela 6).
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Figura 3 — Curvas analiticas para a cinarina (esquerda) e acido clorogénico (direita) obtidas pela me-

todologia de Arnow
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Tabela 5 - Resultados obtidos nas andlises de cinarina e de acido clorogénico pela metodologia de

Arnow
Cinarina Acido Clorogénico
Concentragéo final de andlise Absorvéncia Concentragéo final de Absorvéncia
(g/mL) anélise (g/mL)
11,0 0,052 10,0 0,012
15,0 0,060 12,5 0,015
18,0 0,073 15,0 0,019
22,0 0,089 20,0 0,027
26,0 0,097 22,0 0,028

Tabela 6 - Resultados obtidos na analise do extrato seco de alcachofra frente as curvas analiticas
de cinarina e acido clorogénico pela metodologia de Arnow

Extrato (mg) Absorvancia Concentragao final (g/mL)
4cido clorogénico cinarina
120 0,050 35,72 15,64
160 0,068 48,57 21,27
200 0,082 58,57 25,64
240 0,101 72,15 31,58
280 0,120 85,74 37,52

como analito a ser quantificado em fitoterapicos pro-
duzidos com esta matéria-prima vegetal, garantindo
nao s6 a manutencéo da quantidade de matéria ve-
getal presente no produto final obtido, como também,
o teor de marcador, obtido da correlacao do teor de
écido clorogénico determinado no material por CLAE.
Essa proposta resume a andlise inicial da matéria-
prima por CLAE, a anélise de teor de rotina por UV,
através do uso da metodologia de Arnow (UV/VIS), e
a analise de estabilidade do produto, novamente por
CLAE. Desta forma, se reduziriam sobremaneira os
custos operacionais das indUstrias produtoras de me-
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dicamentos fitoterapicos, ao tornar as andlises mais
rapidas; reduzindo o tempo médio de producéo de
medicamentos a base de alcachofra, e mantendo-se,
entretanto, a seguranca de uso e a qualidade requeri-
da para os mesmos. A confirmagéo desta proposta se
iniciou pela avaliacao da linearidade do método para
o do extrato de alcachofra, onde foram registradas
absorvancias em niveis de concentracao entre 60 a
120% do teor tido como mais usual (200 mg de ex-
trato). Os resultados demonstraram uma excelente
linearidade para o método, visto o coeficiente de cor-
relagdo medido 0,9974 (Tabela 7 e Figura 4).

9 1502 junho 2007

Revista Fitos



Artigo Original/Original Article

Desenvolvimento e Validagao de Metodologia Analitica
para o Controle Quimico da Qualidade de Fitoteréapicos a
Base de Extrato Seco de Alcachofra

Tabela 7 - Valores de absorvancia da leitura do extrato seco de alcachofra em niveis de concentra-

¢ao de 60% a 120% pela metodologia de Arnow

Extrato (mg) Concentragéo final Ativo (%) Absorvéancia
de analise (_g/mL)
120 120 60 0,050
160 160 80 0,068
200 200 100 0,082
240 240 120 0,101
280 280 140 0,120

Figura 4 - Curva analitica obtida da leitura do
extrato seco de alcachofra em niveis de con-
centracdo de 60% a 120% pela metodologia de
Arnow
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A exatiddo do método foi avaliada utilizando-se
o extrato de alcachofra como ativo a ser inserido
em uma matriz que simulasse uma formulagao far-
macéutica complexa. Como proposta, a seguinte
formulagdo foi considerada: extrato de alcachofra
CF03 (200,00 mg), aerosil (7.82 mg), talco (4.60
mg), estearato de magnésio (4.60 mg), AcDiSol
(4.60 mg) e celulose microcristalina (20,00 mg).
Os resultados obtidos da avaliagdo do percentual
de recuperacéo, utilizando o ESA adicionado ao
placebo, nessa formulagdo mantiveram-se muito
préximos aos obtidos em todas as analises de li-
nearidade e exatidao, justificando a aplicagédo do
método. Foram adicionados extratos de alcachofra
equivalentes a 80, 100 e 120% do teor, tido como
100% equivalendo a 200 mg. Os resultados estao
demonstrados na Tabela 8. Os valores médios recu-
perados de acordo com a curva analitica de extrato
de alcachofra (y = 0,0004 X -0,0023) estéo lista-
dos na Tabela 9.

A precisdo do método foi avaliada realizando-se 06
analises em triplicata, com um produto disponivel
no mercado, com férmula idéntica aquela utilizada

Revista Fitos %4 102 junho 2007

na avaliagdo da exatiddo. Os resultados estdo ex-
plicitos na Tabela 10, com o produto comercializado
com numero de lote 09090416. A preciséo inter-
mediéria foi avaliada realizando-se trés analises em
03 dias com 03 analistas diferentes, utilizando-se
o mesmo espectrofotdbmetro Tabela 11. Os resul-
tados obtidos demonstraram novamente uma boa
precisdo do método, mesmo com a complexa cons-
tituicdo do produto.

Tabela 8 - Valores de absorvancia da leitura do
extrato seco de alcachofra obtidos no teste
exatidao

Analise 01
Extato (mg) | Concentragéo final de | Ativo (%) | Absorvéncia
andlise (mg/mL)
161,7 161,7 80 0,063
200,0 200,0 100 0,084
240,7 240,7 120 0,096
Andlise 02
Extato (mg) | Concentragéo final de | Ativo (%) | Absorvincia
anélise (mg/mL)
160,3 160,3 80 0,069
2009 2009 100 0,087
240,2 2402 120 0,096
Anélise 03
Extato (mg) | Concentragdo final de | Ativo (%) Absorvéncia
andlise (mg/mL)
161.8 161.8 80 0,065
2017 201,7 100 0,085
2415 241,5 120 0,097

Tabela 9 - Percentual de recuperacdo do extrato
seco de alcachofra obtidos no teste exatidao

Tebrico (%) Real (%) RSD
80 81,44 3,39
100 106,47 3,21
120 120,01 3,14

73




Desenvolvimento e Validagdo de Metodologia Analitica

Artigo Original/Original Article \,ﬁ para o Controle Quimico da Qualidade de Fitoterapicos a

Base de Extrato Seco de Alcachofra

Tabela 10 - Teores obtidos pela aplicagao da Considerando-se 0,8% o teor médio de éacido clo-
curva analitica de extrato seco de alcachofra rogénico no extrato, conforme monografias farma-

padronizado (100% 200 mg)

copéicas, a concentracédo destes marcadores po-
deria ser estimada comparando-se o teor de acido

Andhes Absorvings medi =2 e clorogénico medido por CLAE e a absorvancia de-
02 0.087 113 106.09 terminada na metodologia anteriormente validada.
03 0.082 098 100,00 AN
04 o085 218 10865 Desta f.orm.a, avalor de absorvanmal dg 0,78 a 0182.'
05 0,083 2,05 101.21 determinaria um teor de 0,16% de acido clorogéni-
06 0,083 1,73 101,22

co no extrato (considerando-se uma diluigdo de 1,0

Tabela 11 - Resultados obtidos na avaliacdo da precisdo intermedidria do método pela aplicacédo
da curva analitica de extrato seco de alcachofra padronizado

Andlise dia 01 / Analista 1 Absorvéncia medida RSD Teor
01 0,082 1,20 100,00
02 0,084 102.43
03 0,082 100,00
Andlise dia 01 / Analista 2 Absorvancia medida RSD Teor
01 0,082 1,15 100,00
02 0,085 103,65
03 0,088 107,30
Andlise dia 01 / Analista 3 Absorvancia medida RSD Teor
01 0,082 1,12 100,00
02 0,082 100,00
03 0,081 98,78
Andlise dia 02 Absorvancia medida RSD Teor
Analista 1
01 0,082 1,28 100,00
02 0,080 97,56
03 0,081 98,78
Andlise dia 02 / Analista 2 Absorvéncia medida RSD Teor
01 0,083 1,85 101,21
02 0,087 106,09
03 0,087 106,09
Andlise dia 02 / Analista 3 Absorvancia medida RSD Teor
01 0,082 1,08 100,00
02 0,080 97,56
03 0,082 100,00
Anélise dia 03 / Analista 1 Absorvancia medida RSD Teor
01 0,084 1,12 102,43
02 0,084 102,43
03 0,080 97,56
Andlise dia 03 / Analista 2 Absorvéncia medida RSD Teor
01 0,080 1,33 97,56
02 0,080 97,56
03 0,087 106,09
Andlise dia 03 / Analista 3 Absorvéncia medida RSD Teor
01 0,082 1,54 100,00
02 0,083 101,21
03 0,083 101,21
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mg de extrato para 100 mL de solvente), visto que
o extrato analisado anteriormente por CLAE era o
mesmo utilizado no esforgo de validacéo.

Outros fitoterapicos a base de alcachofra foram anali-
sados, de maneira a confirmar a aplicabilidade do mé-
todo. Iniciou-se a pesquisa com o uso de um elixir a
base de ESA (fitoterapico A), contendo 0,255 mg de
extrato por cada mL de produto. Este produto foi ana-
lisado recolhendo-se 1,0 mL de amostra e diluindo-a
em balao volumétrico de 200 mL. Considerando-se a
absorvéancia de 0,92 o valor esperado para 225 mg de
extrato, verifica-se que o valor médio de absorvancia
registrado (0,186), apds trés amostras preparadas,
equivale a 45,49 mg de extrato; um valor muito inferior
ao teorico rotulado, o que reporta a um teor de 0,03%
de écido clorogénico. Verificou-se a possibilidade de
haver interferéncia do veiculo aquoso ou dos excipien-
tes utilizados na eficiéncia da metodologia analitica
proposta. Assim, preparou-se um placebo do elixir
contendo sacarose, etanol, dgua, nipagim, e esséncia
de baunilha, adicionando-se posteriormente 200 mg
de extrato de alcachofra por mL no mesmo. A leitura
foi realizada em trés amostras preparadas com este
novo analito. Registrou-se o valor médio de absorvan-
cia como 0,84, provando né&o haver interferéncia des-
tes na eficiéncia da metodologia analitica proposta.

Foram ainda analisados os fitoterapicos B e C, ambas
as capsulas gelatinosas duras, as quais continham,
teoricamente, 350 e 300 mg de ESA em suas compo-
sicoes. Na andlise deste material, foram determina-
dos valores de absorvancia muito abaixo do esperado
(0,160 e 0,130, respectivamente) indicando a possi-
bilidade de utilizagéo de valores de extrato muito me-
nores que os rotulados na preparagéo destes produ-
tos, ou até a possibilidade de nao ser utilizado sequer
ESA na preparacao do mesmo. Buscou-se avaliar a
aplicabilidade do método em formulagbes de extrato
seco de alcachofra associada a outros extratos. Para
tal, optou-se por trabalhar com um produto na for-
ma de drégeas contendo extrato seco de alcachofra
combinado a extrato seco de boldo. Como a absorcao

Desenvolvimento e Validagao de Metodologia Analitica
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esperada deveria ser evidentemente maior do que a
medida para os produtos contendo apenas alcachofra
(0,82), a diluicdo da amostra foi realizada em baléo de
500 mL e nédo 200 mL, sendo portanto as absorvan-
cias esperadas 2,5 vezes menor do que as inicialmen-
te lidas. A avaliagéo inicial da linearidade do método
frente ao uso de extrato de boldo foi conduzida, consi-
derando-se 50 mg de extrato como 100% de teor, tra-
balhando-se de 60 a 140%. A reta obtida se mostrou
linear com coeficiente de correlagéo de 0,9929 (Figura
5). Em um segundo momento, de forma a se avaliar
se os dois extratos em conjunto respondem de forma
linear e aditiva frente a relagcdo concentracao/absor-
vancia, foram preparadas misturas de extrato de alca-
chofra e boldo e a leitura obtida confrontada com os
valores individuais, obtidos nas duas curvas analiticas.
Os resultados obtidos se encontram listados na Tabe-
la 12. A mistura ainda mostrou linearidade de leitura,
trabalhando-se com 50 mg e 200 mg como 100% de
teor para os extratos de boldo e alcachofra respecti-
vamente (Figura 6).

Figura 5 - Estudo da linearidade do extrato de
boldo frente a metodologia de Arnow
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Pelos resultados acima pode se propor a quantificagéo
de fendis como forma de doseamento quantitativo de
marcadores de ambos os extratos, dadas a linearidade
e a aditividade de absorvéancia de cada uma das ma-
térias-primas utilizadas individualmente. O teste reali-
zado utilizando-se apenas o placebo mostrou, por ava-
liagdo em triplicata, uma média de absorvancia igual a

Tabela 12 - Avaliacdo da aditividade dos extratos de boldo e alcachofra pelo uso da metodologia

de Arnow
ativo (%) Alcachofra (nm) Boldo (nm) absorbéncias Mistura (nm) absorbéncias
60 0,02353 0,01178 0,03531 0,03152 0,00379
80 0,03282 0,01474 0,04756 0,04450 0,00306
100 0,03922 0,02062 0,05984 0,05532 0,00452
120 0,04887 0,02398 0,07285 0,06491 0,00794
140 0,05473 0,02708 0,08181 0,07914 0,00267
75
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0,001, descontando-se a absorgao referente ao bran-
co, néo influenciando de forma alguma na anélise.

Figura 6 - Avaliacdo da linearidade da mistura
de extratos de boldo e alcachofra

Linearidade da mistura
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Os resultados obtidos indicam que, pela aplicagéo da
combinagéo de anélise de matéria-prima e estudos de
estabilidade por CLAE, segundo a metodologia pro-
posta neste trabalho, e de teor de produto por espec-
troscopia de UV/VIS, torna-se possivel atender as
exigéncias legais para a rotina de controle de qualida-
de de produtos fitoterapicos, conforme estabelecido
na resolucdo RDC 48, de 16 de marco de 2004, da
ANVISA, no caso da alcachofra. A analise por CLAE
foi adaptada de forma a torna-la mais rapida e préti-
ca, confirmando a maior aplicabilidade do acido cloro-
génico em relagéo a cinarina como marcador analitico
da alcachofra, visto a maior instabilidade desta Ultima
em diferentes condices de anélise.

A metodologia analitica baseada na espectroscopia
no UV/VIS descrita pela farmacopéia Brasileira se
mostra falha e inadequada para a rotina de controle
de qualidade. Por outro lado, a adaptagéo da proposta
da metodologia de Arnow, aqui desenvolvida e valida-
da, mostrou-se linear, exata e reprodutivel, prestando
como valioso instrumento para o bom funcionamento
dos laboratérios de controle de qualidade de fitotera-
picos, visto seu menor custo, rapidez e praticidade.
Por fim, a aplicacdo desta metodologia em produtos
disponiveis no mercado, apontou sérias distorgoes
de qualidade de diferentes fitoterapicos a base de al-
cachofra, ressaltando a gravidade da situacéo deste
seguimento do mercado farmacéutico. Os resultados
apresentados indicam a necessidade de um maior ri-
gor nas agoes pds-registro de medicamentos a serem
adotadas em nosso sistema de vigilancia sanitaria, de
maneira a assegurar a saude da populagao e garantir
os direitos do consumidor destes produtos.
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