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INTRODUCAO adequados ao efeito desejado no local e intensidade preten-

Pesquisas com o intuito de investigar a melhor forma

de veiculacao dos produtos naturais sdo ainda insuficientes.
O desenvolvimento de produtos farmacéuticos e cosméticos,
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dida, constitui um avango na pesquisa sobre utilizacao de pro-
dutos naturais. O conhecimento de caracteristicas como inte-
racao com excipientes, manutencao de estabilidade e capa-
cidade de liberagdo de principios ativos pode ampliar as po-



tencialidades e eficacia de uso destes produtos no campo
farmacéutico.

O objetivo deste trabalho é a padronizagao de técnicas
de cromatografia em camada delgada e espectrofotometria
para o controle de qualidade de amostras de Hypericum perfo-
ratum, propolis e Centella asiatica.

O Hypericum perforatum é uma planta medicinal per-
tencente a familia Hypericaceae (sindnima: Gutiferae) (HoLzL e7
AL., 1994). O extrato oleoso da parte aérea na floragao, exposta
a luz do sol pelo menos duas semanas, tem desde a Idade
Média grande reputagcdo como agente antiinflamatério e cica-
trizante. Hoje em dia os extratos purificados das partes aéreas
de Hypericum perforatum sao utilizados por sua atividade anti-
depressiva (BRTISH HERBAL PHARMACOPOEIA, 1983) (ERNsT, 1995).
Além disso a atividade antiviral da hipericina esta atualmente
sob investigagao (Lorez-BazzoccHi ET AL., 1991), (THOMAS ET AL.,
1991) e (HupsoN, ET AL., 1993). Estd incluso nas monografias da
Comissao Germana E e em numerosas Farmacopéias: British
Herbal Pharmacopéia 1983, Farmacopéias: Polonesa, Rome-
na e Russa e Martindale 302 edicao. (BomMBARDELLI E MORAZZONI,
1995)

A prépolis é um apiderivado que tem sido utilizado por
suas propriedades antiinflamatéria, bactericida e cicatrizante.
As formulagdes de uso externo contendo propolis tém ampla
aplicabilidade na terapéutica e cosmética (DonaDIEU, 1980; MAR-
cuccl, 1995). E quimicamente composta por compostos fendli-
cos, principalmente acidos fendlicos (WAaLker, 1987).

Centella asiatica (L.) Urban é uma planta da familia Api-
aceae. Estudos evidenciam sua acdo como reguladora da sin-
tese de colageno e mucopolissacarideos, antiinflamatério e ci-
catrizante, devido a presenca de saponinas triterpénicas (asia-
ticosideo, madecassosideo, acido asiatico e Acido madecassi-
co) (CasTeLLani ET.AL., 1981) (NEwALL ET. AL., 1996) (MORRISSET
ET.AL., 1987) (Bonte, ET.AL. 1992). Administrada pela via oral
apresenta atividade depressora do sistema nervoso central e
efeitos sedativos (DE Lucia, ET.AL., 1996) (SakiNa, Danbiva, 1990)
(Dwan ET.AL., 1991). O extrato e seus principios ativos sdo en-
contrados em produtos cosméticos para promover o cresci-
mento de cabelos e unhas, rachadura de labios (D’AMELLO,

1987), produtos para pele sensivel e agredida pelo sol (SEILLER,
MarTINI, 1992) e para o tratamento da celulite devido a sua agao
regeneradora do tecido conectivo (CosmeTiQuE ET ADIPOSITE,
1989) (SENTENAC, 1976).

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas amostras de extrato seco de Hyperi-
cum perforatum L., e extratos glicélicos de Centella asidtica L.
(Urban) e prépolis.

Os materiais foram caracterizados, através da aborda-
gem fitoquimica (Costa, 1977) (Fremas E BaccHi, 1992), e con-
trole fisico-quimico, pertinente a cada tipo de extrato. Objeti-
vando a obtencao de formulagdes farmacéuticas de uso exter-
no para as amostras de prépolis e centella, estudou-se o extra-
to glicdlico obtido segundo as técnicas adaptadas da Farma-
copéia Brasileira (FArmacorEla Dos Estapos UNipos Do BrasiL, 2°
Ep.). Esses extratos foram caracterizados quanto a aspectos
como densidade, residuo seco, teor alcodlico e pH. No caso
do Hypericum perforatum utilizou-se o extrato seco para obten-
¢ao de formas farmacéuticas sélidas, do qual analisaram-se
parametros como angulo de repouso, granulometria e volume
aparente (USP XXIll, 1995),

Procurando-se analisar para cada produto, grupos qui-
micos tidos na literatura como os responsaveis pela acao far-
macoldgica, para o Hypericum perforatum estudaram-se as an-
traquinonas, para o prépolis os flavondides e para a Centella
asiatica o grupo de saponinas triterpénicas.

Através de cromatografia em camada delgada (CCD),
foram inicialmente identificados grupos quimicos e substancias
marcadoras. Para as amostras de prépolis, seguiu-se a metodo-
logia adotada por ARvVOUET-GRAND E VENNAT ET AL., 1994. As amos-
tras de Centella asidtica e Hypericum perforatum foram identifi-
cadas, segundo técnicas descritas por WAGNER ET.AL.,1996.

A quantificacdo foi realizada, através de espectrofoto-
metria, as especificacdes de cada método sdo apresentadas
na TABELA I. Os métodos foram padronizados, determinando-
se o0 espectro de absorcao da substancia marcadora, curva de
Ringbon e reta de calibragéo.

TABELA | - Especificagbes dos métodos espectrofotométricos

utilizados para doseamento dos extratos e naturais.

Extrato A LI Reagente Autores
Marcadora de onda
Centella asiatica (L.) Saponinas triterpénicas | 500nm furfurol 0,1% em etanol CASTELLANI et.al.
Urban. totais 1981.
Hypericum perforatum L. | Hipericina 590 nm Piridina + Metanol SCUTTZ, et al., 1994
Propolis Quercetina 415 nm Cloreto de aluminio + STHAL et al., 1981;
Metanol NAGY, 1996.

RESULTADOS E DISCUSSAO 1) Triagem fitoquimica
A andlise fitoquimica das amostras confirmou a
presenga de grupos quimicos relatados na literatura como

sendo aqueles mais frequentemente presentes em cada extrato,

Os resultados apresentados foram classificados
segundo o tipo de analise realizado para os trés extratos

separadamente. como mostra a TABELA 1.
TABELA Il - Grupos quimicos identificados pela triagem fitoquimica nos extratos naturais
Amostras Grupo Quimico
.. Taninos . Derivados .
Flavonoides 3 — Saponinas A Alcaldides

Galicos Catequinicos Antraquindénicos
Centela asiatica (L.) Urb. + + + + _ _
Hypericum perforatum L. + + + _ + _
Prépolis + + _ + _ _

(+ ) presenca. (-) auséncia

fm{ﬁwﬂ, v.15, n° 7-8, 2003 85




No extrato de propolis, foram identificados flavo-
nas e flavonois, tipos de flavondides relatados como os
de maior concentragao (GonzALes E ORzAEs, 1997). A abor-
dagem fitoquimica do extrato seco de Hypericum perfo-
ratum realizada pelos métodos descritos por Freitas e
Bacchi, 1994, revelou a presenca de flavondides, tani-
nos, derivados antraquindnicos e éleos fixos, foram ne-
gativos os ensaios para alcaléides e saponinas. As amos-
tras de Centella asiatica mostraram a presenca de sapo-

ninas, flavonoéides, taninos e 6leos essenciais, o resulta-
do para alcaldides foi negativo mesmo tendo sido rela-
tada sua presenca por outros autores.

2) Caracterizacao dos extratos

A caracterizagdo dos extratos glicélicos de prépolis e
Centella asiatica e extrato seco de Hypericum perforatum apre-
senta-se na TABELA Ill. Realizando-se os ensaios pertinentes a
cada tipo de extrato, seja seco ou glicdlico.

TABELA Il - Caracterizagéo fisico quimica dos extratos glicélicos de
Centella asiatica L. e Propolis e extrato seco de Hypericum perforatum

Analise * Extratos
Centella asiatica Prépolis Hypericum perforatum

Tipo de extrato glicélico glicélico seco “spray dry”
pH 5,84 4,91 5,5 (em agua)
Residuo seco (%) 18,45 99,3 -
Densidade 1,08 1,09 -
Teor alcéolico (°GL) 40 40 -
Volume aparente (%) - - 22,6
Grau de tenuidade (%) - - > tamis 100: 77,4
Teor de principios ativos (%) 35 3,56 0,3

* Valor médio de trés determinagdes e desvio padrao menor que 3%.

3) Cromatografia de camada delgada

Através do método de cromatografia em camada delgada, detectou-se a presencga de hipericina e dos flavonoéides rutina,
quercetina e quercetrina por comparacao com solugdes metandlicas dos padrdes destas substancias marcadoras, como mostra

a TABELA V.
Tabela IV. Resultados dos cromatogramas para extratos de H. perforatum, Prépolis e C. asiatica.
Extrato Padrao Fase movel Sl.sten!a palra -Subs_t_anclas Rf Autor
visualizagao identificadas

Hypericum Hipericina 10mcg/ | Acetato de etila- 2- aminoetil ester hipericina 0,78 Wagner 1996
perforatum L. ml (Sigma — metanol-dgua do &cido difenil rutina 0,15
Aldrich) (100;13,5:10) borico quercetina 0,78
quercitrina 0,49
Prépolis Apigenina Cloreto de apigenina 0,23
Crisina aluminio crisina 10,45
Quercetina quercetina 0,16

Centella asiatica saponinas triterpe- | cloroférmio- acido | Anisaldeido asiaticosideo 0,4 Wagner 1996
(L.) Urban nicas totais (Nuo- acético glacial — sulfdrico madecassosideo 0,2
va Linnea) metanol — agua agliconas 0,9

(60:30:15:10)

4) Espectrofotometria
4.1 Hypericum perforatum L.

Os espectros de absorcao da hipericina padréo e da
hipericina contida no extrato seco de Hypericum perforatum
foram obtidos em comprimento de onda entre 320 e 620 nm
usando como diluente solugdo metandlica de piridina 3%.
Segundo o método descrito por ScutT, H., HoLzL, J.,1994 foram
praticamente idénticos, apresentando pico de absorgao méaxima
em 590 nm. e um pico de absorgao secundario em 550 nm. Foi
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escolhido para os ensaios quantitativos a regiao de 590 nm
por ser mais definido e reprodutivel, quanto as diferentes
concentracdes das amostras analisadas.

Foram assim preparadas solugdes da hipericina padrao com
concentracbes de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10 Lg/ml. Baseado em
dados obtidos com a construgdo da reta de calibragao FIGURA 1, a
absorbancia da hipericina padrao obedece a equagao: A, = 0,077 C -
0,0016; ou expresso em fungao da concentragao: C = (A, , 0,0016)/
0,77 (onde, A= absorbéncia em comprimento de onda de 590 nme C =
concentragdo de hipericina) cujo coeficiente de correlagdo é P=0,999,
sendo linear entre 1-10 ug/ml de hipericina padréo.



Figura: Curva padrao da hipericina em 590nm.
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Apds algumas experiéncias preliminares com o extrato
seco de Hypericum perforatum, que resultaram na observacao
da reacao positiva, foram estabelecidas as condigbes experi-
mentais para a ocorréncia da reagao colorimétrica. Para ob-
servacao da proporcionalidade da formagao do produto foram
determinados valores de absorbancia com duas concentragoes
de piridina em metanol reportadas na literatura: 3% e 10%.[WaG-
NER E BLATT, 1996] e [ScHUTz E HOLzL, 1994]. Na TABELA V en-
contram-se os valores das absorbéancias das respectivas con-
centracdes de piridina utilizadas na determinacao da influen-
cia da piridina e sua concentracdo, na reagdo colorimétrica.

Tabela V. Influencia da concentracéao de piridina na reagao colorida
da hipericina (medicbes espectrofotométricas em 590 nm)

Amostra (Rhsorhancia) Amostra 1 Amostra 2 Meédia Desvio Padrao
Metanol 0,5148 0,5147 0,5147 0,000070
Metanol+ piridina 3% 0,5357 0,5470 0,5413 0,00799
Metanol + piridina 10% 0,5211 0,5243 0,5227 0,002263
Total - - 0,5227 0,012764

Como podemos observar a piridina em concentracdes
de 3% e 10% ndo modifica os dados obtidos, se comparamos
com a amostra que nao foi adicionada a piridina. E importante
destacar o fato de podermos trabalhar sem piridina a analise
resulta mais simples e menos perigosa. Esta diferenca pode
ser devido as nossas condicoes climaticas locais.

4.2 Propolis

No doseamento espectrofométrico de flavondides
totais, utilizou-se cloreto de aluminio (AICI,) como reagente. Este
método baseia-se na formacgao de complexos coloridos, cuja
concentracao esta diretamente relacionada com a quantidade
de principios ativos presentes nas amostras. Este método é
relatado como a adaptacdo da técnica proposta por (Dowp
1959) para doseamento da quercetina, no qual o desvio
batocrémico e a intensificacdo da absorcdo sdo devidos a
formagéao de quelatos estaveis que aumentam a sensibilidade
do processo e evitam a interferéncia de outras substancias
fendlicas.

Adaptou-se de 425 para 415nm o comprimento de
onda para leitura, pois nas nossas condicdes de trabalho, em
todas as amostras analisadas mostraram pico de absorgao
maximo nesta regido. Além disso, esta regiao é citada por outros
autores como comprimento de onda adequado para leitura dos
flavonoides totais da propolis (ARVOUET-GRAND E VENNAT ET
AL.,1994).

A quercetina foi empregada como padréo, por ser a
aglicona flavonoidica mais comum nas angiospermas utilizadas
pelas abelhas na fabricagdo da prépolis, além de estar presente
na amostra estudada neste trabalho. A quercetina mostrou-se
adequada ao método espectrofotométrico utilizado por possuir
hidroxilas em sua estrutura necessarias a formacao do
complexo com o metal-flavondide em presenca de cloreto de
aluminio, FIGURA 2

4.3) Centella asiatica

O método espectrofotométrico tem se mostrado ade-

Figura 2: curva padrao da quercetina em 415nm.
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quado para a quantificacao de saponinas triterpenicas em di-
ferentes espécies vegetais. Estes métodos em geral utilizam
reacgOes coloridas empregadas em cromatografia em camada
delgada (EncycLorepia OF ANALyTICAL SciENcEs, 1995). O proble-
ma principal é a baixa especificidade das reagdes para o gru-
po saponinas triterpénicas devendo ser tomado muito cuidado
na fase de pré-tratamento da amostra evitando-se a presenca
de interferentes. Uma vez extraido e purificado o grupo de sa-
poninas triterpenicas da Centella asiatica foi quantificado por
espectrofotometria apds reagdo com furfurol a 0,1% e acido
sulfarico em meio Acético (CasTeLLANI, ET.AL.,1980). O método
foi validado e padronizado, e o extrato apresentou um teor
médio de 3,5% de saponinas triterpenicas totais.

O espectro de absorgao do padréo saponinas triterpe-
nicas totais de centella asiatica em uma concentracao de 200ug/
ml apés a reagao com furfurol apresentou o pico de absorgao
maxima em 500nm. O branco do reagente e o branco da amos-
tra ndo mostraram interferéncia no comprimento de onda ma-
ximo. Obteve-se a curva de calibragcdo do padrao de saponi-
nas totais FIGURA 3, mostrando que a reagao segue a lei de
Lambert Beer. A reta responde a seguinte equacao: C = 256,41
Abs — 2,92 Onde: C = concentragdo da amostra e Abs = ab-
sorbancia.
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Figura 3: Curva padrao das saponinas, apds reagéo
com furfurol a 0.10% e acido sulfdrico em
meio acético, em 500nm.
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Um dos requisitos principais para o desenvolvimento
de produtos cosméticos e farmacéuticos contendo extratos
naturais é a caracterizagao e padronizacao destes extratos de
modo a serem obtidos produtos seguros e eficazes. Em uma
fase inicial, a triagem fitoquimica evidenciou a presenca de gru-
pamentos quimicos responsaveis pela agao terapéutica. Por
outro lado a cromatografia em camada delgada foi uma ferra-
menta que permitiu a determinacéo da pureza, integridade e
identidade do extrato como foi relatado na literatura (WAGNER,
ET.AL.1996) (Forni, 1980) (VANHAELEN, ET.AL., 1983)

Os métodos analiticos utilizados para a quantificacao
das substancias marcadoras de extratos vegetais apresentam
um problema em comum: a complexidade das misturas e a
presenca de substancias com estrutura semelhante. O méto-
do espectrofotométrico apresentou-se como um método pre-
ciso e mais acessivel que outros métodos, tais como cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia ou cromatografia gasosa. Sen-
do as substancias marcadoras quantificadas nos extratos atra-
vés de reacgOes caracteristicas para o grupo quimico ao qual
pertencem, sendo as antraquinonas para o Hypericum, flavo-
néides para a prépolis e saponinas triterpénicas para a Cente-
lla asiatica, como reportado por outros autores (SEGIET-Kusawa,
1986), (GrisHKOVETS-GORVACHEVA, 1997) (CasTELLANI, 1980)

CONCLUSOES

Baseado nos resultados exposto, anteriormente, pode-
se deduzir que os métodos de analise de cromatografia de
camada delgada e de espectrofotometria utilizados em con-
junto sdo adequados para a determinacgéo do conteudo de hi-
pericina (como substancia marcadora do Hypericum perfora-
tum), flavonodides da propolis e saponinas triterpénicas da Cen-
tella asiatica e portanto a padronizagdo do método de andlise
permite o controle quantitativo de formulacdes contendo extra-
to de Hypericum perforatum, prépolis e Centella asiatica que
foram desenvolvidas paralelamente.

A padronizagdo do método espectrofotométrico, nas
nossas condicoes de trabalho, mostrou-se adequada, o que
pode ser evidenciado pelos valores de correlacao linear e reta
de calibragdo. A quantificagio das substancias marcadoras dos
extratos vegetais apresenta um problema em comum: a com-
plexidade das misturas e a presenga de substancias com es-
trutura semelhante. O método de espectrofotometria apresen-
tou-se como um método preciso e mais acessivel que outros
como cromatografia liquida de alta eficiéncia ou cromatografia
gasosa.
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Roscoe, uma possibilidade terapéutica
como antifungico de uso topico.
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INTRODUCAO

APLICACOES TERAPEUTICAS

A utilizagédo de ervas medicinais na cultura popular é cons-
tante fonte de investigacdes cientificas, porque, na maioria das
vezes, ha confirmacao do efeito terapéutico a elas atribuido, atra-
vés dos resultados obtidos nos estudos desenvolvidos, com o
emprego de drogas de origem ve-
getal. O emprego destas drogas
estd, em algumas situagoes, muito
relacionado a falta de recursos eco-
némicos por parte da populagao de
baixa renda que utiliza frequente-
mente o reino vegetal em funcao
das observagoes e/ou informagoes
popularmente disponiveis como al-
ternativa terapéutica.

Neste sentido, pode ser ci-
tada a Curcuma zedoaria (Christm.)
Roscoe (Figura 1), que merece es-
pecial atengéo com relagéo as in-
dicagoes terapéuticas. E planta ori-
gindria e muito consumida, na Asia,
porém, adaptou-se muito bem, no
Estado de Sao Paulo, onde tem sido
comercializada e utilizada por suas
propriedades medicinais.

Figura 1. Curcuma zedoaria
(Christm.) Roscoe. Material de
referéncia depositado no herbario
do Instituto de Botanica (Sao
Paulo-SP), sob o nimero de
registro 338.498.

A

|
il .
Foto: Mauricio Tashibana

Seu emprego em medicina popular é muito antigo. E
empregada como digestiva, estimulante hepatica, auxiliar em
irritacdes de vias aéreas superiores, no tratamento de halito-
se, além de apresentar atividade antiinflamatéria e antimicro-
biana 3,6,22,24_

A zedoaria ou gajutsu (denominagoes populares) faz
parte da Tintura de Aloe Composta e, também, da Tintura de
Genciana Composta, formulas estas oficinais, que s@o empre-
gadas como estimulante digestivo >'°.

Sua composicao quimica é muito complexa; apresen-
ta inUmeros compostos de natureza terpénica, além de outros
constituintes 35814182125

Normalmen-
te, a parte utilizada
da planta é o rizoma
(Figura 2) que apds
secagem e pulveri-
zagao, encontra-se
comercialmente dis-
ponivel sob as for-
mas de pod, capsula
ou extrato fluido.

Figura 2. Rizoma fresco integro e fatiado da Curcuma
zedoaria (Christm.) Roscoe. Rizoma seco fatiado (no
centro) da Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe

Foto: Maria Aparecida Nicoletti
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