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RESUMO

FONSECA, L.R. Desenvolvimento de solucéo oral a base de Passiflora incarnata. 2013. 70f.
Dissertacdo de Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria
Farmacéutica — Instituto de Tecnologia em Farmacos — Fundag¢do Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, 2013.

As espécies do género Passiflora sdo ricas em flavondides que apresentam atividade
ansiolitica, dentre outras. P. incarnata L. é a espécie mais estudada tanto por sua composi¢ado
quimica quanto por seus efeitos farmacoldgicos. Contudo, atividades biolégicas semelhantes
as de P. incarnata tem sido relatadas para espécies brasileiras deste género botanico,
constituindo uma fonte alternativa para a formulagdo de fitoterapicos. Um estudo preliminar
comparativo dos aspectos macroscopicos e microscopicos de quatro espécies nativas, P.
pedata L., P. nitida Kunth e P. quadriglandulosa Rodschield, associado a morfologia da folha
de P. edulis Sims descrita na Farmacopéia Brasileira, foi realizado para a avaliacdo de
possiveis problemas na identificacdo da espécie de interesse, ou mesmo pela adulteracéo da
droga vegetal proveniente de P. incarnata. Os resultados demonstraram grande diversidade
morfologica entre P. pedata, P. nitida e P. quadriglandulosa, entretanto foi observada
semelhanca entre as folhas de P. edulis e P. incarnata, pois ambas apresentaram limbo
trilobado. N&o obstante, elas foram diferenciadas pela analise de suas principais
caracteristicas anatdbmicas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formulacéo
fitoterapica contendo como ingrediente ativo extrato de P. incarnata e identificar o marcador
da espécie, vitexina, segundo a legislacdo vigente. Amostras de extratos desta espécie, obtidas
de fornecedores comerciais, foram analisadas por espectrofotometria e cromatografia a fim de
identificar e quantificar o marcador. Concomitantemente, foram preparadas formulacdes
farmacéuticas isentas de sacarose a partir destes extratos. As amostras de extratos e
formulacGes foram processadas e analisadas por cromatografia em camada delgada. O
cromatograma, apos a revelacdo com reagente quimico caracteristico, apresentou manchas
relacionadas a vitexina e outras bandas caracteristicas de flavondides. As analises obtidas por
cromatografia liquida de alta e ultra eficiéncia (CLAE e CLUE) mostraram diferencas
significativas no gque tange a quantidade de amostra, sensibilidade, rapidez, delineamento dos
sinais e dos respectivos espectros UV. Por meio da CLUE foi possivel verificar a presenca do
principal marcador (vitexina, M™ de 431 daltons) no produto contendo extratos de Passiflora
e uma amostra padrdo deste flavonoide.

Palavras-chave: Passiflora incarnata, Flavondides, Vitexina, Formulagdes, Cromatografia.



ABSTRACT

FONSECA, L.R. Development of an oral solution based on Passiflora incarnata. 2013. 70f.
Dissertacdo de Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Inddstria
Farmacéutica — Instituto de Tecnologia em Farmacos — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, 2013.

Species of Passiflora are rich in flavonoids which have anxiolytic activity, among
other activities. P. incarnata L. is the most studied species by its chemical composition and its
pharmacological effects. However, biological activities similar to those described for P.
incarnata have been reported to other Brazilian species of the same genus, providing an
alternative source for the formulation of herbal medicines. A comparative preliminary study
on macroscopic and microscopic aspects about four native species, P. pedata L., P. nitida
Kunth and P. quadriglandulosa Rodschield, associated to the leaf morphology of P. edulis
Sims described in the Brazilian Pharmacopoeia, was performed to evaluate possible
difficulties in the identification of the species of interest, or even adulteration of the vegetal
drug P. incarnata. Results showed important morphological differences among P. pedata, P.
nitida and P. quadriglandulosa, however there was similarity in the trilobed lamina of P.
incarnata and P. edulis leaves. On the other hand, both species can be distinguished by the
analysis of its main anatomical characteristics. The aim of this work was to develop an herbal
formulation containing extract of P. incarnata as active ingredient, and to identify the marker
of the species, vitexin, according to actual law of Brazil. Sample extracts of P. incarnata
obtained from commercial suppliers were analyzed in order to identify and quantify the
marker. Concomitantly, pharmaceutical formulations free of sucrose were prepared with these
extracts. Extracts and formulations were processed and analyzed by thin layer
chromatography. The chromatogram, revealed by characteristic chemical reagent, showed
bands of vitexin and other flavonoids. The high and ultra performance liquid chromatography
(HPLC and ULPC) analysis presented significative differences about the sample amount,
sensibility, quickness, peaks delineation and respective UV spectra. Using UPLC, it was
possible to verify the presence of the main marker (vitexin, M™ of 431 daltons) in the product
obtained with the extracts of P. incarnata and vitexin standard.

Keywords: Passiflora incarnata, Vitexin, Formulations, Flavonoids, Chromatography
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INTRODUCAO

A fitoterapia é uma préatica terapéutica milenar, presente em todas as sociedades
humanas. Ao longo de séculos, vem sendo utilizada e documentada por seu valioso
conhecimento tradicional e popular decorrente de sua rica diversidade étnica e cultural. Esses
conhecimentos sdo fontes estratégicas de informacdes preliminares de eficécia ou toxicidade
das plantas medicinais, inspirando muitos estudos cientificos sobre essas propriedades
terapéuticas e, em muitos casos, resultando em preparacdes medicamentosas. No entanto, para
que essas preparacdes possam ser classificadas como fitoterapicos, é necessario gque esse
medicamento seja obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, cuja
eficacia e seguranca sdo validadas por meio de levantamentos etnofarmacol6gicos, de
utilizacdo, documentacdes técnico-cientificas ou evidéncias clinicas (BRASIL, 2010a).

No Brasil, o controle sanitario desses medicamentos é exercido através da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autarquia do Ministério da Saude, que tem como
papel garantir a seguranca sanitaria de produtos e servigos (BRASIL, 1999). Uma das a¢des
realizadas pela ANVISA para garantir a seguranca da saude da populacdo é o registro de
medicamentos, etapa na qual os mesmos sdo avaliados quanto a sua seguranca, eficacia e
qualidade antes de serem expostos a venda para utilizacdo pela populacgéo.

A regulamentacdo em vigor para o registro de medicamentos fitoterapicos, a RDC n°
14, de 2010, determina os aspectos essenciais ao registro, como identificacdo botanica das
espécies vegetais utilizadas, padrdo de qualidade e identidade e evidéncias de eficacia e
seguranca que validem as indica¢Oes terapéuticas propostas (BRASIL, 2010a). Contudo, caso
a espécie vegetal esteja contemplada na Lista de Medicamentos Fitoterapicos de Registro
Simplificado (BRASIL, 2008a), as informacfes acerca da seguranca e eficacia ja estardo
comprovadas por meio da literatura técnico-cientifica, sendo necessario apenas indicar qual a
literatura utilizada (BRASIL, 2010b). Caso o fitoterapico ndo esteja contemplado nesta
listagem, devem ser atendidas as etapas de estudos de toxicidade pre-clinica e de pesquisa
clinica (BRASIL, 2004a; 2008b).

O desenvolvimento de um medicamento, incluindo o fitoterapico, abrange os estudos
de estabilidade (BRASIL, 2005), o qual é precedido pela notificacdo da producdo de lotes-
piloto (BRASIL, 2009a). Além dessas regulamentacdes, os fitoterapicos estdo submetidos as
regras de rotulagem, padronizacao de bulas e alteragdes pos-registro (BRASIL, 2009b; 2009c,

2004b), além das demais regulamentagdes, como a certificacdo de Boas Praticas de



Fabricacdo e Controle (CBPFC) (BRASIL, 2010c). Além da resolucdo de padronizacdo de
bulas, a ANVISA emitiu a RDC n° 95, de 11 de dezembro de 2008, que regulamenta o texto
de bula de medicamentos fitoterapicos, 0s quais estdo elencados em seu anexo, homeando-0s
de fitoterapicos com bulas-padrdo (BRASIL, 2008c). Desta forma, as medidas regulatorias
para o fitoterapico abrangem desde seu fornecedor de insumos ativos até seu produto final,
elaborado sob as rigidas normas sanitarias.

Por outro lado, a ANVISA procurou disciplinar o uso de plantas medicinais utilizadas
popularmente, editando a resolucdo RDC n° 10, de 9 de marco de 2010, dispondo sobre a
notificacdo de drogas vegetais junto a esta Agéncia (BRASIL, 2010d). Nessa resolucéo, a
defini¢do de droga vegetal é a planta medicinal, ou suas partes, que contenham as substancias,
ou classes de substancias, responsaveis pela acéo terapéutica, apds processos de coleta ou
colheita, estabilizacdo e secagem, integras, rasuradas, trituradas ou pulverizadas, que estejam
relacionadas em seu anexo (BRASIL, 2010d). Estas séo isentas de prescrigdo médica, devem
apresentar definicdo do uso tradicional e ndo podem estar em associagdo com outras
substancias, vegetais ou ndo. Como se destinam ao uso episodico, oral ou tépico, para o alivio
sintomatico das doencas relacionadas em seu anexo, essas drogas vegetais devem ser
disponibilizadas exclusivamente na forma de droga vegetal para o preparo de infusdes,
decoccBes e maceracOes, 0s quais sdo conhecidos tradicionalmente como chas. Ndo podem
ser notificadas em qualquer outra forma (c&psula, tintura, comprimido, extrato, xarope, entre
outros) (BRASIL, 2010d).

Desta forma, indubitavelmente uma preparacdo medicamentosa caseira foi separada
(BRASIL, 2010d) daquela cientificamente elaborada por um fabricante de medicamentos
(BRASIL, 2010a). Com o respaldo técnico e legal vigente no Pais, é possivel desenvolver um
medicamento fitoterapico, de notificacdo simplificada, e que seja inovador, procurando-se
uma necessidade até entdo ndo suprida no mercado consumidor.

A presente dissertacdo é o resultado da necessidade de uma industria farmacéutica de
pequeno porte, nacional, em aumentar seu portfolio de produtos. Sendo seu principal produto
pertencente a classe de medicamentos fitoterapicos, buscou-se junto a Lista de Medicamentos
Fitoterdpicos de Registro Simplificado (BRASIL, 2008a), uma relacdo de possiveis
fitoterapicos de interesse. Inicialmente foram avaliadas as metodologias analiticas, a forma
farmacéutica de apresentacdo e a insercdo do novo produto no mercado consumidor, sendo
escolhidas as partes aéreas de Passiflora incarnata L. para esse experimento (BRASIL,
2008a).



De acordo com Muschner e colaboradores (2003), a familia Passifloraceae esta
dividida em duas tribos: Paropsieae, com seis géneros, todos encontrados na Europa, Afica e
Madagascar, e Passifloraceae com 14 géneros, sendo cinco deles encontrados nas Américas e
nove na Europa (MUSCHNER et al, 2003). O género Passiflora, pertencente a familia
Passifloraceae, abriga de 400 a mais de 600 espécies (PEREIRA e VILEGAS, 2000;
MUSCHNER et al, 2003; SOUZA, PEREIRA e VIEIRA, 2008). Sao conhecidas
popularmente no Brasil como maracujazeiros (OLIVEIRA e RIGGIERO, 2005; GOSMANN
et al, 2011) e estdo amplamente distribuidas nos tropicos, especialmente da América e Africa
(BERNACCI et al, 2005).

Apesar das diferentes espécies de Passiflora existentes, apenas duas sdo relatadas na
Farmacopéia Brasileira 52 Edicdo (BRASIL, 2010e), P. edulis Sims e P. alata Curtis, sendo
comercializados no Brasil os medicamentos fitoterapicos das espécies: P. alata e P.
incarnata, sendo essa Ultima a mais estudada do ponto de vista farmacoldgico (GOSMANN et
al, 2011). P. incarnata esta inscrita em cddigos farmacéuticos oficiais de diferentes paises,
como British Herbal Pharmacopoeia (1983), United States Homoeopathic Pharmacopoeia
(1981), Homoeopathic Pharmacopoeia of India (1974), Pharmacopoeia Helvetica (1987),
Farmacopéias Egipcia, Francesa, Alemd e Suica, British Herbal Compendium (1992)
(Dhawan et al (2004); Gosmann et al (2011)).

Dentre as espécies estudadas nesse trabalho, P. edulis e P. alata apresentam
numerosos estudos taxonémicos, farmacologicos, toxicoldgicos, dentre outros, porém outras
espécies nativas do Brasil, apesar de catalogadas ha bastante tempo, ainda carecem de estudos
quanto a seu potencial para uso alimenticio, cosmético e farmacéutico (CERVI &
RODRIGUES, 2010). Trabalhos recentes sobre P. nitida Kunth reportam para o extrato das
folnas dessa espécie importantes atividades farmacologicas, tais como atividade
anticoagulante e/ou coagulante moderada (CARVALHO et al, 2010) e efeito hipoglicemiante
(LIMA et al, 2012). As espécies P. pedata L. e P. quadriglandulosa Rodschied possuem
publicacdes cientificas antigas e referentes basicamente a taxonomia (CERVI, 1997; CERVI
& JUNIOR, 2004).

Diferentes atividades sdo relatadas para P. incarnata, principalmente no ambito
farmacéutico como capaz de atuar no sistema nervoso central para o tratamento de distarbios
da ansiedade. As substancias mais abundantes existentes nas folhas dessa espécie pertencem a
classe dos flavonoides, principalmente os C-glicosilados, que podem estar diretamente
relacionados a atividade farmacoldgica da planta (PEREIRA e VILEGAS, 2000).



Uma forma farmacéutica liquida com o extrato fluido de P. incarnata bastante aceita
pelos consumidores é comercializada como xarope, o qual é definido como uma solugédo
aquosa de alta viscosidade, que apresenta ndo menos que 45% (p/p) de sacarose ou outros
acucares na sua composicéo, e geralmente contem agentes flavorizantes (BRASIL, 2010e).

Comercialmente, a base do xarope simples pode ser obtida pronta, porém as
quantidades comercializadas podem inviabilizar sua aquisicdo por industrias farmacéuticas
interessadas em uma producéo industrial de pequena escala. Do ponto de vista econdémico é
interessante para pequenas industrias evitar a producdo in loco, uma vez que 0 pProcesso
envolve aquecimento, com o rigido controle de temperatura e tempo a fim de se evitar a
formacdo de acucares invertidos, os quais conferem sabor amargo e escurecimento ao xarope.

Alternativa para uma apresentacdo cujo veiculo seja semelhante ao xarope, contudo
sem a necessidade de aquisicao de grandes volumes deste ou de sua preparacdo a quente, pode
ser a elaboracdo de preparacfes farmacéuticas, nas quais a sacarose € substituida por outro
edulcorante ndo glicogénico. Adicionalmente, essas preparacGes farmacéuticas apresentam
algumas vantagens sobre o xarope simples, por ndo serem cariogénicas, e podendo ser

utilizadas por diabéticos.

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Caracteristicas Morfologicas

1.1.1. Descricdo Macroscépica

Passiflora incarnata L. € uma planta perene, rasteira e trepadeira, de 6 a 10 metros de
comprimento, com caule lignificado e muito ramificado, verde, verde-acinzentado ou
acastanhado, geralmente inferior a 5 cm de didmetro, arredondado, estriado longitudinalmente
e geralmente oco (Figura 1). Possui folhas simples e alternadas, muitas vezes, com peciolos
torcidos, de 8 cm, possuindo dois nectarios extra-florais no apice; verdes ou marrom-

esverdeadas, espalmadas com trés a cinco lobos lanceolados, profundamente divididas, com



nervuras centrais de 6 a 15 cm de comprimento e nervuras laterais de 5 a 12 cm de
comprimento, glabras ou finamente pilosas na superficie inferior, com margem serrilhada.
Possui gavinhas nas axilas das folhas, redondas, lisas e terminando em espirais cilindricas,
com as quais se utiliza para se prender e subir em outras plantas (CERVI, 1997; FIALLO et
al, 2000) (Figura 2).

Figura 1: Foto da folha de P. incarnata L.
Fonte: htto://www.discoverlife.ora/mpn/200?see=I RCR555&res=640

MAYPOP
Passiflora incarnata L.
Passionrrower Fasiy

Figura 2: Gravura das partes aéreas de P. incarnata L. Detalhe do fruto e folha trilobada.
Fonte: http://www.swsbm.com/NGSImages/Passiflora_incarnata.jpg



As flores sdo grandes e solitarias, com pedinculos longos, esbranquicados, com uma
triplice coroa em roxo e rosea. Possuem de 5 a 9 centimetros de didmetro, com pedunculo até
8 cm de comprimento, provenientes das axilas das folhas; bracteas oblongas, de margem
papilosa, com duas glandulas na base, de 4 a 8 cm de comprimento e de 2,5 a 4 mm de
largura; cinco pétalas brancas, alongadas; calice de cinco sépalas oblongo-laceoladas, de 3 cm
de comprimento, de coloracdo interna branca ou lil&s, e verde externamente; cinco estames
grandes e unidos por suas bases, formando uma membrana aderente ao androginéforo junto a
insercdo do ovario, verde-acinzentado, o qual estd acima dos estames e € sempre unilocular
com trés placentas parietais. Os filamentos dos estames sdo dorsifixos e as anteras sdo
biloculares. Apresentam trés estiletes cilindricos ou clavados, que se iniciam do centro do
extremo superior do ovario; estigmas capitados, orbiculares ou reniformes. (CERVI, 1997;
FIALLO et al, 2000; HERBA PASSIFLORAE, 2007) (Figura 3).

Figura 3: Foto da flor.
Fonte: Britton, N.L., and A. Brown. 1913. An illustrated flora of the northern United States, Canada
and the British Possessions. 3 vols. Charles Scribner's Sons, New York. Vol. 2: 565. Courtesy of Kentucky
Native Plant Society. Scanned by Omnitek Inc. Usage Requirements.

Os frutos sdo bagas ovais de 4 a 6 cm de diametro, achatados, amarelo-esverdeados na
maturacdo; contendo numerosas sementes de 4 a 6 mm de comprimento, com 3 a 4 mm de
largura e 2 mm de espessura, envolvidas por polpa de coloracdo amarelada ou acastanhada
(FIALLO et al, 2000; HERBA PASSIFLORAE, 2007) (Figura 4).


http://www.knps.org/
http://www.knps.org/
http://www.omnitekinc.com/
http://plants.usda.gov/java/usageGuidelines?imageID=pain6_001_avd.tif

Figura 4: Foto do fruto maduro em secgdo transversal
mostrando sementes revestidas com a polpa.
Fonte: http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-maracuja.html

1.1.2. Descricdo Microscopica

Os aspectos microscopicos de Passiflora foram descritos primeiro por Solereder (1908
apud DHAWAN, 2004). Em seu trabalho, foi observado que ha uma auséncia de
caracteristicas anatdmicas distintas do género. Em muitas espécies de Passiflora, a epiderme
da folha e do caule é caracterizada por cuticulas protuberantes, enquanto em outras espécies,
essas estruturas sdo apenas de ocorréncia isolada, por exemplo, em Passiflora spinosa Mastro.

As folhas da maioria dos membros do género Passiflora sdo dorsiventrais e
apresentam estdbmatos anomociticos, geralmente no lado inferior da folha.

Os feixes vasculares das nervuras menores sdo normalmente colaterais. Eles podem ou
ndo ser acompanhadas de esclerénquima. Cristais de oxalato de calcio estdo presentes no
tecido da folha e eixo, na forma de prismas ou agrupamentos de cristais, formando drusas. A
folha tem células taniferas, que em certas espécies de Passiflora sdo desenvolvidas como
vesiculas secretoras de tanino; as quais em sua maioria apresentam um limen desenvolvido,
com paredes espessas e consideravelmente alongadas na diregéo vertical (BRITISH HERBAL
PHARMACOPOEIA, 1996; DHAWAN et al, 2004).

Nas espécies de Passiflora, duas formas de tricomas podem estar presentes, com
paredes de espessura variavel. Os tricomas podem ser glandulares ou tectores, possuindo uma
haste multi-seriada, de tamanho variavel e, quando muito, as vezes contém um feixe vascular.
A cabeca glandular consiste em nucleos multi-seriados de células alongadas, o que, por assim

dizer, constitui a continuacdo da haste, e de uma camada epidérmica secretora.


http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-maracuja.html

Os tricomas também podem ser pequenas glandulas puntiformes. Em uma secgdo
transversal, células epidérmicas alongadas radialmente sdo observadas na periferia dos
tricomas puntiformes; préximas do centro sdo ligados por células, cujas paredes se espessam
progressivamente e tornando seu Iimen mais estreito, de modo que o tricoma € cercado por
uma barreira de células de paredes espessas. Estas células em seguida, passam para o tecido
secretor, cujas células tém contorno poligonal visto na superficie, mas em uma secc¢ao
transversal da folha sdo vistas moderadamente alongadas (DHAWAN et al, 2004).

Vérias camadas dessas células prismaticas se sobrepfem umas acima das outras e,
finalmente, no interior da folha, as camadas se fundem em um pequeno tecido celular
preenchido com grupos de cristais. As glandulas sésseis grandes ou 0s pequenos peddnculos
gue ocorrem, com tanta frequéncia sobre os peciolos, sdo apenas uma modificacdo destes
tricomas puntiformes (BRITISH HERBAL PHARMACOPOEIA, 1996).

A formagéo do cortex no caule geralmente ocorre superficialmente, na epiderme ou
nas camadas celulares subepidérmicas. A transformacdo da camada mais externa das células
corticais em cortex ocorre na maioria das espécies de Passiflora. As células corticais tém
paredes finas. O cortex esponjoso de Passiflora suberosa Linn. é constituido por células, que
sdo bastante alongadas radialmente e ndo sdo suberizadas. O cortex primario frequentemente
contém tecido colengquimatoso. O periciclo inclui grupos isolados de fibras liberianas, ou um
anel esclerenquimatico. Grupos isolados de fibras liberianas ocorrem em espécies de
Passiflora.

O caule de espécies de Passiflora € caracterizado por uma amplitude varidvel de raios
medulares. Amplos raios medulares ocorrem tanto em espécies trepadeiras quanto naquelas
arbustivas (Passiflora arborea Spruce). Em espécies que sobem por meio de gavinhas, por
exemplo, em Passiflora spicata Mart., o diametro dos vasos atinge 0,22 mm. A estrutura da
parede do vaso, onde ela estd em contato com o parénquima da medula radicular, é variavel.

O parénquima é escassamente desenvolvido, o prosénquima pode ser distintamente
limitado ou formar pequenas fossas. Estas sdo ocasionalmente septadas, por meio de diviséo
de paredes muito finas (DHAWAN et al, 2004).

1.2. Constituintes Quimicos



Na pesquisa fitoquimica em busca dos componentes a que podem ser atribuidas as
relatadas atividades farmacoldgicas, alguns autores descrevem que os flavondides podem
estar relacionados com as propriedades ansioliticas. Maltol e alcaldides derivados do harmano
podem também estar envolvidos com efeitos depressores no sistema nervoso central (DE-
PARIS et al, 2002; DHAWAN et al, 2004; SOULIMANI et al, 1997).

Em termos quantitativos, é importante destacar a diferenga no contetdo de flavonoides
C-glicosilados presentes em P. incarnata e P. alata. Isovitexina (figura 5) é o principal
flavonoide e esta presente em maior quantidade em P. incarnata (MENDEZ et al, 2011). Por
outro lado, os flavondides vitexina e apigenina (figura 5) estdo presentes em maior quantidade
em P. alata (MENGHINI et al, 1993; MULLER et al, 2005). Deve ser dada ateng&o ao maior
acumulo de flavonoides nas folhas e a maior concentracao de isovitexina entre a pré-floracdo
e floracdo (MENGHINI et al, 1993).

Considerando os estudos que indicam a presenca de flavondides em extratos de
Passiflora e sua relacdo com as propriedades farmacoldgicas, varios trabalhos tem proposto a
analise do teor de flavondides totais para avaliacdo preliminar do material extrativo dessa
espécie vegetal (PETRY et al, 1998, 2001; DE-PARIS et al, 2002; PEREIRA et al, 2004;
MULLER et al, 2005; REGINATTO et al, 2006). Além disso, o tipo de flavondide pode
representar um marcador particularmente importante para o controle de qualidade de
medicamentos fitoterapicos, o que possibilitaria a identificacdo de diferentes espécies de
Passiflora (QUERCIA et al, 1978; GONZALES ORTEGA e SCHIMIDT, 1995; PETRY et
al, 1998).

Os flavondides C-glicosilados encontrados em P. incarnata apresentam as porcdes
glucosideas com pouca diversificacdo, sendo o principal a glicose, e estdo diretamente ligados
ao nucleo aromatico por uma ligacdo carbono-carbono resistente a hidrélise, apenas nas
posicBes 6 e 8 do ndcleo dos flavondides (JAY, 1996).

Segundo Dhawan (2004), os flavondides séo relatados como sendo os principais fito-
componentes de P. incarnata. Dessa maneira, ela é caracterizada fitoquimicamente por um
conjunto de flavonoides C-glicosilados, tais como vitexina (1), isovitexina (2), schaftosideo
(3), isoschaftosideo (4) e isovitexina-2”-O-glicosilada (WOLMUTH, H. et al, 2010; ZERAIK
et al, 2010). Além desses, sdo encontrados a apigenina (5), luteolina (6), quercetina (7),
kaempferol (8), C-glicosideos da orientina (9), da iso-orientina (10) e da swertisina (11), e
crisina (12) (DHAWAN et al, 2004). A figura 5 ilustra as estruturas quimicas dos flavonoides

de P. incarnata.
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Flavonoides R1 R2 R3 R4 R5 R6
(1) Vitexina OH H H H OH Glicose
(2) Isovitexina OH H H Glicose OH H
(3) Schaftosideo OH H H Glicose OH Arabinose
(4) Isoschaftosideo OH H H Arabinose OH Glicose
(5) Apigenina H H H H OH H
(6) Luteolina OH OH H H OH H
(7) Quercetina OH OH OH H OH H
(8) Kaempferol H OH OH H OH H
(9) Orientina OH OH H H OH Glicose
(10) Iso-orientina OH OH H Glicose OH H
(11) Swertisina OH H H Glicose OCHj, H
(12) Crisina H H H H OH H

Figura. 5 — Principais flavonoides de P. incarnata

Os alcaldides presentes no género Passiflora sdo do tipo inddlico. Os alcal6ides
ind6licos compreendem o segundo grande grupo de alcaldides atualmente conhecidos
(ZERAIK et al, 2010). Muitos tem valor na medicina como tranquilizantes e no tratamento da
hipertensdo (HARBONE e BAXTER, 1995). P. incarnata é a espécie mais estudada com
relacdo aos alcaldides (PEREIRA et al, 2000), sendo detectados, em estudos da década de 60,
harmina (13), harmol (14), harmalina (15), harmalol (16) e harmana (17) (figura 6). Em
estudos recentes, a presenca de tracos desses alcaldides foi confirmada (PEREIRA e
VILEGAS, 2000), sendo indetectaveis na maioria dos materiais comerciais (HERBA
PASSIFLORAE, 2007).
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R H R H
N CH, CHg
7, 7\
— A B
Alcaloides
A R B R

(13) Harmina OCH3 (15) Harmalina OCH3
(14) Harmol OH (16) Harmalol OH
(17) Harmana H

Figura 6 — Principais alcaldides de P. incarnata

Outros constituintes quimicos foram identificados, como carboidratos, aminoacidos,
benzopironas, derivados pironicos, maltol (18) e etil-maltol, um glicosideo cianogénico
(ginocardina) (19), dentre outras substancias (DHAWAN et al, 2004; PATEL et al, 2009).

)] CH HO 0
3 HO (0]
N A
OH N//
© (18) OH  (19)

“0H

1.3. Produtos Registrados

Conforme mencionado anteriormente, para a comercializacdo de medicamentos no
Brasil é necessario o registro no o6rgao sanitario competente. A relagdo constante no Anexo
(ver pagina 79) se refere aos produtos e apresentacdes registrados no Banco de Dados da
ANVISA (BRASIL, 2013a), onde pode ser observada a presenga de produtos compostos por
espécies do género Passiflora em associagdo a outras substancias ativas. Nesta busca foram
considerados produtos registrados a partir de 1985, alguns ja fora do mercado, porque a
ANVISA néo descadastra 0 medicamento por conta de registro historico do mesmo. Deste
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modo, a relacdo de produtos contempla os revalidados, os de situacdo regular no mercado,
aqueles cujo registro caducou e outros com o registro cancelado.

No total de 52 produtos registrados na ANVISA foi observado que P. incarnata, como
fitoterapico simples, contribui com o mesmo percentual que P. alata associada a outras
substancias (figura 7), e praticamente 0 mesmo ocorre quando em associagdo. O percentual
referente a outros é devido a ndo especificagdo da Passiflora empregada na formulagéo. O
registro de produtos utilizando fitoterdpicos em associagdo requer comprovacdo dos
beneficios trazidos por esta composicdo e avaliacdo do risco / beneficio (NASCIMENTO et
al., 2009), assim como a utilizacdo de P. alata como substituinte da P. incarnata. Apesar de
P. alata estar inscrita na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010), esta espécie vegetal ndo
consta na lista das existentes na legislacdo de registro simplificado de medicamentos
fitoterapicos (BRASIL, 2008a).

8%

B P.incarnata
B P. incarnata + associagdo

P. alata + associacdo

B Qutros

Figura 7: Namero de medicamentos fitoterapicos registrados na ANVISA que empregam espécies de Passiflora.

1.4. Produtos Comercializados no Brasil

Os produtos e apresentacdes encontrados comercialmente e disponibilizados em sitios
eletrénicos dos fabricantes, dos estabelecimentos de venda (farmécias e drogarias), da Receita
Federal e do Diario Oficial da Unido estdo apresentados também no anexo (pagina 79). A
busca foi feita utilizando como palavra-chave <Passiflora>, a qual retornou indicando o
status atual dos produtos, acusando inclusive se algum produto apresentava alguma restricao
sanitaria, como interdicao, suspensédo, cancelamento, ou néo foi encontrado.

Apesar de 52 produtos constarem na relacdo de fitoterapicos contendo Passiflora,
apenas 32 produtos sdo comercializados no Pais em duas principais especialidades

farmacéuticas. Essa diferenca se deve ao fato de constarem todos os produtos registrados, ndo
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diferenciando comercializados daqueles que ndo estdo mais no mercado (figuras 8 e 9).
Associado ao fato de 68% representarem produtos ndo enquadrados na IN 5/ 08 (figura 7), e
ainda 29 produtos serem apresentacdes na forma soélida (figura 9), foi observada pouca
diversificacdo nas opcOes de escolha, 0 que torna interessante um fitoterapico a base de P.
incarnata que atenda aos requisitos da IN 5 / 2008 e que apresente um diferencial no leque de

opcoes disponivel.

B Comercializados
M Indeferidos
® Ndo encontrados

B Cancelados

Figura 8: Fitoterapicos a base de Passiflora comercializados no Brasil.

Liquidos Solidos Indef./ Canc. / Ndo
enc.

Figura 9: Principais especialidades farmacéuticas de fitoterapicos a base de Passiflora.
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1.5. Propriedade Intelectual e Patentes no Brasil

Acordo sobre os Aspectos dos Direitos de Propriedade Intelectual Relacionados ao
Comeércio (Acordo TRIPS, na sigla em inglés) estabeleceu os atuais padrbes de protecdo de
propriedade intelectual no mundo. Ele entrou em vigor no dia primeiro de janeiro de 1995 e é
obrigatdrio para todos os paises membros da Organizacdo Mundial do Comércio (OMC).

O Acordo TRIPS estabelece padrées minimos no ambito do direito internacional
relacionados as patentes, incluindo aquelas de medicamentos. Paises membros da OMC
concordaram com certos padrées comuns na forma de elaboracdo e implementacdo de
legislacGes patentarias. Estes padrbes incluem, entre outros, que as patentes devem ser
concedidas durante um periodo minimo de vinte anos, que as patentes podem ser concedidas
para produtos e processos e que informacdes de testes de medicamentos podem ser protegidas
contra o “uso comercial desleal”. No Brasil, a Lei de Propriedade Intelectual (BRASIL, 1996)
exclui de patenteabilidade todas as plantas e animais, ou partes deles, exceto microorganismos
transgénicos que satisfacam os requisitos de patenteabilidade (novidade, atividade inventiva e
aplicacdo industrial), e aquelas que néo se constituam em meras descobertas.

Desta forma, a legislagdo brasileira ndo permite a patenteabilidade de extratos
vegetais. No entanto, sdo patenteaveis 0s processos para a obtencao de extratos ou para isolar
substancias ativas a partir de plantas, composi¢fes farmacéuticas e seus processos de
preparacdo, e mesmo outros usos de produtos obtidos a partir de plantas.

Com vistas ao disposto, buscou-se no sitio eletrénico do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), como palavras-chave <Passiflora incarnata>; <xarope de
Passiflora> e <xarope dietético de Passiflora>, no campo de busca “Titulo” (BRASIL,
2013b). Os resultados retornaram para a primeira e segunda pesquisas, mas para a terceira o
retorno foi nulo, indicando ndo haver até este momento, qualquer depdsito ou pedido de
depdsito para algum produto a base de P. incarnata em veiculo ausente de sacarose. Para o
segundo termo pesquisado, os resultados foram uma miscelanea de produtos alimenticios,
material de embalagem, processos de fabricagdo de xaropes simples para uso alimenticio,
formulacGes de xaropes de ervas contendo broncodilatadores, dentre outros. Os resultados
para o primeiro termo da pesquisa e que despertaram algum interesse estdo apresentados na

tabela 3. Vale a pena observar que a data do depdsito € relativamente recente e que o titulo é


http://www.msf.org.br/conteudo/126/o-acordo-trips/

15

concernente tanto a obtencdo de novos extratos, quanto de processos produtivos e de técnicas

analiticas.
Tabela 1 — Relacdo de patentes depositadas no Pais.
PROCESSO  DEPOSITO TITULO
P10816292-1 03/09/2008  Processo para a preparacéo de um extrato de planta Passiflora alata e uso

do dito extrato em composicdes cosméticas e farmacéuticas.

Tecnologia analitica baseada na pirdlise acoplada a cromatografia
P10800544-3 01/02/2008  Uasosa/espectrometria de massa para caracterizagdo e obtencdo de

compostos quimicos a partir de extratos de Passiflora alata CURTIS secos

por nebulizag&o.

Processo para preparagdo de um produto a base de Passiflora incarnata L.,
P10602106-9 25/05/2006  produto farmacéutico, composicio farmacéutica, usos e método de

tratamento de ansiedade e insonia.

Fonte: http://formulario.inpi.gov.br. A acessado em 2 de marco de 2013.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver um produto utilizando veiculo isento de sacarose contendo o extrato

fluido de Passiflora incarnata Linné.

2.2. Objetivos Especificos

v Analisar morfologicamente espécies de Passiflora;

v" Analisar fisico-quimicamente as matérias-primas vegetais comerciais a base de
Passiflora incarnata;

v’ Estabelecer perfil cromatografico das amostras de matéria-prima e produtos;

v Analisar o marcador quimico na matéria-prima e no produto;


http://formulario.inpi.gov.br/MarcaPatente/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=827824&PesquisaPorTitulo=passiflora%20incarnata&PesquisaPorResumo=&PesquisaPorDepositante=&PesquisaPorInventor=&PesquisaPorProcurador=null
http://formulario.inpi.gov.br/MarcaPatente/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=759196&PesquisaPorTitulo=passiflora%20incarnata&PesquisaPorResumo=&PesquisaPorDepositante=&PesquisaPorInventor=&PesquisaPorProcurador=null
http://formulario.inpi.gov.br/MarcaPatente/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=707956&PesquisaPorTitulo=passiflora%20incarnata&PesquisaPorResumo=&PesquisaPorDepositante=&PesquisaPorInventor=&PesquisaPorProcurador=null
http://formulario.inpi.gov.br/
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimental

3.1.1. Equipamentos

As balancas analiticas Gehaka® AG 200 (capacidade 200 g e precisdo de 0,1 mg) e a
Shimadzu® AX 200 (capacidade 200 g e preciséo de 0,1 mg) foram utilizadas na pesagem dos
extratos, produto, substancias de referéncia e dos padrdes comerciais utilizados para a
preparacgéo das solucdes estoque.

O potencidmetro Quimis® Q-400A com eletrodo combinado de vidro QA 338-ECV
(Ag/AgCI), faixa 0 — 14 e temperatura de 0 — 80°C, foi utilizado nas medicdes de pH dos
extratos e produtos.

A centrifuga Hettich® Zentrifugen 2070 (RPM méximo de 15000 U / min) foi
utilizada na separacao em fracGes aquosa, hidrometanolica e metandlica dos extratos fluidos.

A estufa de secagem Fanem® 315 foi utilizada na secagem dos extratos e para a
determinacédo do peso constante. As amostras foram acondicionadas em dessecador de vidro e
posteriormente pesadas.

O picndmetro com saida lateral, classe A, da Roni Alzi®, de vidro, capacidade de 25,0
mL, calibrado, referéncia E478 e dotado de termdmetro de vidro, Incoterm® (0 — 50°C) foi
utilizado na determinacgéo da densidade das amostras.

Liofilizador utilizado foi CHRIST Beta 1-16 LMC-2.

O evaporador rotatorio utilizado foi 0 BUCHI Rotavapor R-114, com sistema BUCHI
de controle de vacuo V-800 Vac® V-513, banho circulante BUCHI B-740 e banho de 4gua
BUCHI Waterbath B-480 na temperatura de 30 °C.

O espectrofotometro UV/VIS utilizado foi o Shimadzu, modelo UV-1601 PC —
UV/Vis, software UVPC versdo 3.7 / 1994. Cubetas de quartzo com 10 mm de caminho
optico e 45 mm de altura, volume de 3,5 mL e duas facetas polidas, foram utilizadas para a

obtencéo das medicOes de absorbancia.



17

Placas cromatograficas da marca Alugram® SIL G/UV254 com 0,20 mm de
espessura.

O cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) acoplado ao DAD utilizado foi o
Shimadzu Class vp, equipado com duas bombas SIL-10ADvp, detector de arranjo de diodos
SPD-M10Avp, injetor automatico SIL-10ADvp, forno de coluna CTO-10Avp e controladora
SCL-10Avp. A coluna utilizada foi Eclipse Plus C18, 5 um, (150 x 21 mm de diametro,
Agilent).

O cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado ao espectrdmetro de massas
utilizado foi Shimadzu — Diode Array Detector (DAD), modelo SPD-M20A Prominence;
forno NEXERA CTO-30% A coluna utilizada foi KINETEX C18 (Phenomenex) com
particula de 2,6pum, com dimensdes de 100 x 3,0 mm. Duas bombas LC30AD, NEXERA.
Amostrador SIL-30AC NEXERA Auto Sampler; Software Lab Solutions. Espectrofotdmetro
de massas da Waters, modelo Micromass ZQ 4000; software MASS LYNX 4.0.

3.1.2. Padrdes, Solucdes e Reagentes

Os solventes utilizados acido formico (HCOOH), metiletilcetona e acetato de etila
foram obtidos da VETEC (Séo Paulo, Brasil). Acetonitrila e metanol grau cromatografico
foram obtidos da Tedia (Sdo Paulo, Brasil). As solu¢des aquosas utilizadas na CLUE foram
preparadas com agua Milli-Q.

Os padrdes vitexina, rutina e hiperosideo foram obtidos da Carl Roth (Alemanha).

Os reagentes dos reveladores NP/PEG (solucdo metandlica com 1% de 2-
aminoetildifenilborinato (p/v) + solucéo etandlica com 5% de polietilenoglicol) foram obtidos
da Sigma Aldrich®. O revelador quimico Dragendorff foi preparado de acordo com Wagner
& Bladt (1995) com subnitrato de bismuto (sigma), acido acético e cloreto de sédio (Vetec).

A fase movel utilizada na analise por CLAE e CLUE foi um gradiente decrescente de
(A) solucdo 0,05% de HCOOH em (B) acetonitrila, sendo os solventes filtrados em
membrana de 22 um. O volume de amostra injetado foi de 10uL (CLAE) e 2 uL (CLUE) e 0
fluxo foi de 0,7 (CLUE) e 1 mL/min (CLAE).
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3.1.3. Matéria-Prima e Material Vegetal

As amostras de matéria-prima foram obtidas por meio de doacdo de industrias: dois
extratos fluidos hidroalcoolicos (S e CF) e um extrato seco veiculado em maltodextrina (H).

Material vegetal rasurado de Passiflora incarnata de procedéncia alema foi doado pela
profé Silvana (Faculdade de Farméacia, UFRN) que trabalhou com essa espécie no doutorado.
As demais espécies de Passiflora utilizadas na analise morfologica foram coletadas na reserva
Ducke no estado do Amazonas. As exsicatas para comparacao taxondmica estdo no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (Manaus).

3.1.4. Coadjuvantes Farmacotécnicos

No preparo das formulagdes farmacéuticas foram utilizados sacarina sodica,
propilenoglicol, metilparabeno e propilparabeno fornecidos pela Vetec Quimica Fina Ltda,
sorbitol em pd, fabricado pela Syral e fornecido pela Vogler Ingredientes Ltda,
carboximetilcelulose de sédio, fabricado pela Murta Especialidades Quimicas e fornecido pela
Brazmo Bandeirante Quimica e aroma artificial de maracuja fornecido pela Borges Broemmé
Aromas e Fragrancias Ltda. Agua foi purificada utilizando sistema de osmose reversa simples

passo, Culligan®.

3.1.5. Determinacdo da perda por dessecacdo

O extrato (1 g) foi pesado em pesa-filtro chato, previamente dessecado durante 30
minutos em estufa a 100 - 105 °C e resfriado em dessecador. A amostra foi evaporada até
secura em banho-maria e, em seguida, levada para estufa a 100 - 105 °C, por 2 horas, resfriada
até a temperatura ambiente em dessecador contendo pérolas de silica-gel e pesada em balanca
analitica. O procedimento foi repetido até a obtencdo de peso constante (variacdo do peso na

qual duas pesagens consecutivas ndo diferiram em mais que 0,5 mg). O residuo seco foi
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calculado em porcentagem sobre a massa. A porcentagem de perda por dessecacdo é dada
pela figura 10. Para o extrato seco, a amostra foi levada diretamente para a estufa até peso
constante (BRASIL, 2010e).

Pu — Ps
Pa

Figura 10: Equacao do teor da perda por dessecacédo

» 100

Onde:
Pa = peso da amostra,
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo,

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra ap6s a dessecagao.

3.1.6. Determinacio da densidade relativa

A densidade relativa do extrato fluido foi determinada por meio do picndmetro. A
amostra foi transferida para o picnémetro, previamente pesado e com a temperatura ajustada
para 20 °C, o excesso da amostra foi removida, e pesada. O peso da amostra foi obtido por
meio da diferenca de massa do picnémetro cheio, com agua destilada, e vazio. A densidade
relativa foi calculada determinando a razdo entre a massa da amostra liquida e a massa da
agua, ambas a 20 °C. O extrato H por ser um sélido e tendo em vista que na etapa de
formulacdo, esse extrato sera dispersado em fase aquosa. Por essa razdo, a densidade dessa

amostra ndo foi mensurada.

3.1.7. Determinacdo do teor alcodlico

O teor alcoodlico dos extratos S e CF foi analisado conforme procedimento descrito na

Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010e). Cerca de 35 mL de cada extrato foram utilizados, e
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igual medida de A&gua destilada foi adicionada e, sob destilacdo, coletou volume
correspondente a cerda de 2 mL, menor que o volume inicial das aliquotas. Apds ajuste da
temperatura dos destilados para aquela correspondente a da tomada das aliquotas, foi
adicionada &gua até obter o volume de 35 mL. Ap6s homogeneizacao, a densidade a 20°C dos
liguidos de cada extrato foi determinada conforme de descrito acima. A porcentagem foi
determinada através de sua comparacdo com a densidade, em volume de etanol, contido nos

extratos pela Tabela Alcoométrica, constante do anexo da Farmacopéia Brasileira.

3.1.8. Preparo de fracGes a partir dos extratos brutos e produtos para CCD

3.1.8.1. Extratos brutos

O Ext. H (25 g) foi dissolvido em 100 mL de agua destilada e centrifugado durante 20
minutos, a 3800 rpm. A fracdo aquosa foi separada e liofilizada. Aliquotas de 4,0 mL dos Ext.
S e CF foram levadas a secura em evaporador rotatorio. Os residuos foram ressuspendido em
metanol e transferidos para frascos limpos e mantidos sob exaustdo para a completa
evaporacdo do metanol. Cerca de 2,0 mL de &gua destilada foram adicionados para a
ressuspensdo. Apos centrifugacdo durante trés minutos, sob 15000 rpm, os sobrenadantes de
coloragéo castanha foram recolhidos para frascos e identificados como fragdo aquosa.

Os precipitados dos Ext. S, CF e H foram ressuspendidos em 2,0 mL de uma solugédo
metanol/agua, (1:1), homogeneizados e levados a segunda centrifugacdo, nas mesmas
condicdes anteriores. Os sobrenadantes, de coloracdo castanho claro, foram recolhidos para
frascos e identificados como fragdo metanol/agua (1:1), sendo os precipitados remanescentes
ressuspendidos em 2,0 mL de metanol, homogeneizados e levados a terceira centrifugacao,
nas mesmas condi¢cOes anteriores. Os sobrenadantes, de coloragdo verde, foram recolhidos
para frascos e identificados como fracdo metanolica. O residuo final foi descartado. As
fragcOes obtidas pela centrifugacdo foram identificadas e aplicadas em cromatoplaca de gel de

silica.
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3.1.8.2. Produtos

As amostras das formulagbes farmacéuticas foram preparadas pela adicdo de uma
aliquota de 4,0 mL de cada em igual volume de agua, perfazendo uma dilui¢cdo na proporcéao
de 1:1. Apos centrifugacdo durante trés minutos, sob RPM 15000 U/min, os sobrenadantes
das formulacdes farmacéuticas S e H foram recolhidos para frascos e identificados como
fragdo aquosa. A formulacdo CF néo apresentou separacéo de fases e foi utilizado o produto
sem diluicdo. Os precipitados S e H foram ressuspensos em 2,0 mL de uma solucdo
metanol/agua, (1:1), homogeneizado e levado a segunda centrifugacdo, nas mesmas condicdes
anteriores. Os sobrenadantes foram recolhidos para frascos e identificados como fragdo
metanol/agua (1:1), sendo os precipitados remanescentes ressuspendidos em 2,0 mL de
metanol, homogeneizados e levados a terceira centrifugacdo, nas mesmas condigoes
anteriores. Os sobrenadantes foram recolhidos para frascos e identificados como fracdo

metandlica. Os residuos finais foram descartados.

3.1.9. Andlises no espectrofotdmetro UV/VIS

3.1.9.1. Extratos

Uma aliquota de 1,0 mL dos extratos S e CF, representando a concentracdo teorica de
9,50 mg de vitexina /mL de extrato fluido e 0,50 mg de vitexina /mL de extrato fluido de
acordo com o laudo dos fornecedores, respectivamente, foram centrifugadas a 15000 rpm,
durante 3 minutos, seguido da diluicdo de cada uma para 50 mL de etanol 50 % (v/v). Cerca
de 0,1 g do extrato H foi pesado, com concentracdo teorica de 25 mg de vitexina /g de extrato
seco, e também diluido em 50 mL de etanol 50 % (v/v). Estas solucGes foram identificadas
como solucgéo estoque (SE). As solucbes branco (SB) receberam 10,0 mL de SE e as solucdes
teste (ST) receberam 10,0 mL de SE e 10,0 mL de solugdo de AICIl3 2% (p/v) em solugéo
etanolica 50%. Todas as SB e ST foram diluidas em 100 mL de etanol 50% (v/v) (figura 29).
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Apo6s 30 min do preparo das amostras, procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro por
varredura na faixa de 200 a 600 nm.

3.1.9.2. Produtos

As solucbes das formulacdes farmacéuticas para quantificacdo foram preparadas a
partir 5,0 mL do ED S e diluicdo em 25 mL de metanol a 70% (v/v). Uma aliquota de 5,0 mL
foi retirada dessa diluicdo, 1,0 mL de solucdo de AICl; 5% em metanol a 70% foi
acrescentada e a mistura resultante foi diluida até 50 mL com metanol a 70% (v/v). Uma
aliquota de 10,0 mL do ED. CF foi retirada e diluida até 25 mL com metanol a 70% (v/v). Em
uma aliquota de 2,0 mL dessa diluicdo foi acrescentada 1,0 mL de solucdo de AICI; 5% em
metanol a 70% e a mistura foi diluida at¢é 50 mL com metanol a 70% (v/v). O mesmo
procedimento foi repetido para o ED. H. A leitura no espectrofotdmetro a 425 nm foi
realizada apds 30 min de adicdo do agente complexante (AICI3). O teor de flavondides totais
foi calculado por meio da equagdo da reta obtida utilizando a rutina como padrdo de

referéncia.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Matéria-Prima Vegetal

4.1.1. Descricdo Macroscoépica

Passiflora incarnata é uma espécie vegetal exdtica no Pais, ndo havendo mencéo
sobre o cultivo em escala comercial, de folhas ou frutos, no Brasil (REIMBERG, M.C.H.,
2006). Durante a busca por fornecedores no Pais, por meio de fornecimento comercial ou

doagdo por entidades publicas ou particulares para o desenvolvimento desta dissertagéo,
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foram recebidas folhas de outras espécies de Passiflora, as quais foram submetidas a analise
morfologica para comparacdo com P. incarnata, cujo exemplar foi recebido na forma de
material rasurado. Verificou-se inicialmente a diversidade do formato entre as folhas das
espeécies P. edulis Sims (exsicata n°® EAFM 225), P. nitida. Kunth (exsicata n® EAFM 541), P.
pedata. L. (exsicata n°® EAFM 876) e P. quadriglandulosa Rodschield (exsicata n® EAFM
375) (figura 11). Essas espécies foram coletadas na cidade de Manaus, em 2012.

Figura 11: Foto das folhas em face adaxial de P. edulis Sims (A), P. nitida Kunth (B), P. pedata L. (C)
e P. quadriglandulosa Rodschield (D). Fonte: Arquivo pessoal.

P. edulis Sims (fig. 11A) foi coletada em ambiente ensolarado, sob cultivo e
conduzida em arame galvanizado, em latossolo amarelo. A espécie se encontrava em plena
producdo. P. edulis Sims tem descricdo macroscopica inscrita na Farmacopéia Brasileira

(2010e), cujo exemplar foto apresentou folha simples glabra, de cor verde clara. Laminas
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profundamente divididas em trés lobos, tendo o lobo central 7,0 cm por 3,5 cm (comprimento
x largura) e os laterais, 5,5 x 2,5 cm (comprimento x largura). Apice acuminado e margem
serrilhada. Peciolo com 1,5 cm de comprimento com um par de nectarios extraflorais.

P. nitida Kunth descrita em Cervi (1997), (fig. 11B), foi coletada em area de capoeira,
no campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em solo areno-argiloso, a pleno
sol e sobre outras plantas de pequeno porte. A espécie apresentava producéo de flores e frutos.
O exemplar apresentou folha ovado-oblonga, de 12 - 14 x 9 - 10 cm (comprimento X largura),
aguda no apice, arredondada na base, ondulado-denticulada no bordo, lustrosa em ambas as
superficies, peninérvea. Bréactea oblongo-ovada, de 3,5 x 2,5 ¢cm, arredondada na base e no
apice. Peciolo de 2,5 cm de comprimento, com um par de glandulas sésseis na base da lamina
foliar.

P. pedata L., também descrita em Cervi (1997), (fig. 11C), estava sob cultivo, tutorada
em arame galvanizado em terreno do IFAM, a pleno sol. Esta espécie é de rara ocorréncia e as
sementes foram coletadas no municipio de Manicoré, Amazonas, e estava sendo cultivada
para producdo de frutos e sementes para distribuicdo pelo IFAM. O exemplar apresentou
folhas compostas de trés partes. O foliolo central, oblongo, de 9 x 2,5 cm (comprimento X
largura), simples e inteiro. Apice acuminado e afilando-se para a base. Os foliolos laterais,
formados de 3 partes desde a base, (cada segmento, oblongo) ligeiramente menores que 0
foliolo central. Bréacteas em numero de trés, oblongas a ovadas, de 6 x 4,5 cm (comprimento X
largura). Peciolo de 6 cm, com um par de glandulas estipitadas na base da lamina foliar e
outro par abaixo da metade do peciolo. Gavinha de 13 cm de comprimento.

P. quadriglandulosa Rodschield (fig. 11D), descrita em Cervi (1997), foi coletada em
area de capoeira, no terreno do Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia, IFAM,
crescendo a sombra, em solo areno-argiloso e ndo apresentava fruto. O exemplar apresentou
folha simples, polimorfica, oblongo-lanceolada de 15 x 7,5 cm (comprimento X largura) e
margem irregularmente denteada. Peciolo de 1,5 cm de comprimento, com um par de

nectarios extraflorais na base da lamina foliar.

4.1.2. Descricdo Microscopica
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As drogas vegetais foram submetidas a analise histoldgica para comparagdo de suas
principais estruturas. A analise de P. incarnata revelou as caracteristicas concordantes para a
especie. A figura 12 apresenta a foto em seccéo transversal da nervura central, de contorno
biconvexo, com protuberancia acentuada de contorno arredondado no lado adaxial, revestida
por tecido epidérmico, apresentando tricomas tectores longos, pluricelulares, agudos no &pice
e internamente preenchida por colénquima angular. O parénguima fundamental apresentou
numerosas drusas de oxalato de célcio e amido. Os feixes vasculares colaterais ocupam a
regido central. O mesofilo dorsiventral apresentou um estrato de células palicadicas e
parénquima lacunoso com drusas de oxalato de célcio e idioblastos taniferos. O revestimento
epidérmico possui tricomas tectores de uma a trés células no lado abaxial (figura 12). Em
seccdo longitudinal (figura 13), as células epidérmicas apresentaram paredes sinuosas e

estdmatos anomociticos.

Figura 12: Foto de P. incarnata L. em seccdo transversal da nervura central apresentando idioblastos
(1d), feixes vasculares (Fc), tricomas tectores multisseriados (Tc). Fonte: Arquivo pessoal

Figura 13: Foto de P. incarnata L. em seccdo longitudinal da nervura central com estdmatos
anomocitico (Esa) e células epidérmicas de paredes sinuosas (Ce). Fonte: Arquivo pessoal
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Em comparacdo a P. incarnata L., foram preparados cortes histologicos das demais
espécies de Passiflora recebidas. P. edulis Sims (figura 14), apresentou o mesofilo
dorsiventral, com uma camada de parénquima palicadico e varias camadas de parénquima
lacunoso, revestido de ambos os lados por epiderme unisseriada, com tricomas tectores
unicelulares, curtos, retos e estbmatos anomociticos e paraciticos somente no lado abaxial.
Em secgéo transversal, a nervura central apresentou contorno biconvexo, com a convexidade
acentuada e arredondada, do lado adaxial, contendo tricomas tectores semelhantes aos
encontrados no mesofilo. Esta regido estd preenchida internamente por colénquima angular.
Da regido externa para a interna da nervura foram observados sequencialmente: colénquima
angular, parénquima fundamental com drusas de oxalato de célcio e varios conjuntos de
feixes vasculares colaterais no centro. Em seccdo paradérmica (figura 15), as células

epidérmicas apresentam paredes ondeadas, com estbmatos anomociticos e paraciticos.

Figura 14: Foto de P. edulis Sims em secgéo transversal da nervura central com tricomas tectores
unicelulares (Tc) e feixes vasculares (Fv). Fonte: Arquivo pessoal

Figura 15: Foto de P. edulis Sims em sec¢do paradérmica da nervura central com células epidérmicas de
paredes ondeadas e estdbmatos anomociticos (Esa) e paraciticos (Esp). Fonte: Arquivo pessoal
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P. pedata L. (figura 16) apresentou, em secg¢éo transversal, na regido adaxial nervura
central biconvexa uma protuberancia muito acentuada, de contorno aproximadamente conico,
e revestida por epiderme com tricomas tectores unicelulares curtos e retos. Internamente, esta
regido esta ocupada por colénquima angular. Este tecido, também presente na regido abaxial
da nervura, no formato lamelar, é seguido de parénquima fundamental desenvolvido, onde
estdo situados idioblastos com drusas de oxalato de calcio e amido. Os feixes vasculares
colaterais (dois conjuntos dispostos em arco no lado inferior e dois menores acima) possuem
do lado interno um parénquima medular. Em seccdo paradérmica (figura 17), foram
observados numerosos estdmatos paraciticos e células epidérmicas de paredes sinuosas.
Verificou-se a existéncia de drusas de oxalato de célcio ao longo das nervuras foliares (figura
18).

Figura 16: Foto de P. pedata L em seccéo transversal da nervura central com tricomas tectores
unicelulares (Tc), feixes vasculares colaterais (Fv), drusas (Dr) e idioblastos taniferos (Id). Fonte: Arquivo
pessoal
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Figura 17: Foto de P. pedata L em sec¢do paradérmica da nervura central com células epidérmicas de
paredes sinuosas e estdmatos paraciticos (Esp). Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 18: Foto de P. pedata L em sec¢do paradérmica da nervura central indicando
numerosas drusas (Dr) ao longo de feixe vascular. Fonte: Arquivo pessoal

P. quadriglandulosa Rodschield (figura 19) apresentou em seccdo transversal do
limbo foliar na regido da nervura central, (biconvexa), saliéncia de contorno suave do lado
adaxial preenchida internamente por colénquima angular e com tricomas tectores
pluricelulares, alongados, geralmente curvos (figura 20) no revestimento epidérmico, o qual
era constituido por células retangulares, de paredes grossas, revestidas por cuticula espessa e
estriada. Seguiu-se mais internamente o parénquima fundamental contendo idioblastos com
drusas de oxalato de calcio, taninos e granulos de amido, periciclo fibroso descontinuo,
espesso, e ocupando a regido central os feixes vasculares colaterais. O mesofilo dorsiventral
apresentou uma camada de parénquima pali¢adico e varios estratos de parénquima lacunoso
com numerosas drusas de oxalato de calcio e granulos de amido. A epiderme abaxial, com
células de menores dimensdes, apresentou estdmatos anomociticos e paraciticos, bem como

numerosos tricomas, de aspecto semelhante aqueles descritos anteriormente. Em seccéo
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paradérmica (figura 21), observou-se estdmatos, anomociticos e paraciticos, e células
epidérmicas de aspecto sinuoso.

Figura 19: Foto de P. quadriglandulosa Rodschield em sec¢éo transversal da nervura central com tricomas
tectores pluricelulares longos (Tc), periciclo fibroso e descontinuo (Pe), feixes vasculares colaterais (Fc) e
numerosas drusas de oxalato de calcio (Dr). Fonte: Arquivo pessoal

Figura 20: Foto de P. quadriglandulosa Rodschield em seccéo transversal
da nervura central com tricomas tectores pluricelulares. Fonte: Arquivo pessoal

Figura 21: Foto de P. quadriglandulosa Rodschield em seccdo paradérmica da nervura central com células
epidérmicas de paredes sinuosas, estdmatos paraciticos (Esp) e anomociticos (Esa), e tricomas (Tc). Fonte:
Arquivo pessoal
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P. nitida Kunth apresentou em seccéo transversal da nervura central, de contorno
biconvexo, uma saliéncia pouco proeminente do lado adaxial, ocupada internamente por
colénquima angular. O revestimento epidérmico, glabro, mostrou células de contorno
retangular, ou mais arredondado no lado abaxial. Amido, cristais de oxalato de calcio em
forma de drusas e idioblastos taniferos foram observados ao longo do parénquima
fundamental, onde na parte mais interna seguiu-se um tecido esclerenquimatico que envolveu
os feixes vasculares colaterais. A epiderme do lado adaxial apresentou células de contorno
retangular de paredes grossas com cuticulas espessas enquanto do lado abaxial, com células
menores, apresentou estdmatos anomociticos e paraciticos. Na regido do mesofilo verificou-se
a presenca de uma camada de células palicadicas e parénquima lacunoso com drusas de
oxalato de célcio e amido (figura 22). Em seccdo paradérmica (figura 23) visualizaram-se
numerosos estbmatos anomociticos e células epidérmicas de paredes sinuosas. Notou-se a

ocorréncia de drusas de oxalato de célcio ao longo das nervuras foliares.

Figura 22: Foto de P. nitida Kunth em seccéo transversal da nervura central apresentando idioblastos (1d),
periciclo (Pe) e feixes vasculares (Fc). Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 23: Foto de P. nitida Kunth em seccdo paradérmica da nervura central com células epidérmicas de
paredes sinuosas, estdmatos anomociticos (Esa) e numerosas drusas (Dr) de oxalato de calcio ao longo da
nervura foliar (Ne). Fonte: Arquivo pessoal

A lacuna existente no cultivo brasileiro de P. incarnata L. resulta na importacdo das
suas partes aéreas previamente secas para a interrupcdo de seus processos metabdlicos e
consequente estabilizacdo dos principios ativos existentes. O processo de secagem, e posterior
manuseio, permite a fragmentacdo do material seco, que entdo é triturado fornecendo a droga
vegetal rasurada e homogénea. A identificacdo das espécies de Passiflora €, desta forma,
necessaria para evitar adulteracdes do material analisado, assim como garantir a seguranca e
eficdcia de uso da espécie correta. A comparacdo inicial entre as espécies recebidas
demonstraram grande diversidade morfoldgica entre P. pedata L., P. nitida Kunth e P.
quadriglandulosa Rodschield, contudo observou-se semelhancas entre P. edulis Sims e P.
incarnata L., pois ambas apresentaram folhas trilobadas. Porém sdo diferenciaveis pela
analise histologica de suas principais estruturas. O material rasurado recebido como P.
incarnata L. apresentou as principais estruturas descritas em British Herbal Pharmacopoea
(1996). P. edulis Sims também apresentou aspecto morfoldgico condizente como descrito pela
Farmacopéia Brasileira (2010e). N&o obstante, ndo foi encontrada mengéo na literatura para a
descricdo microscopica das espécies P. nitida Kunth, P. pedata L. e P. quadriglandulosa
Rodschield.
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4.2. Especificaces dos Extratos

A comercializacdo de extratos obtidos a partir da droga vegetal € vantajosa para a
indUstria sob varios aspectos, tais como a reducdo das etapas inerentes a fabricagdo do
fitoterapico, da producdo de residuos para descarte, e simplificacdo da rota analitica do
controle de qualidade. No entanto, um ponto importante a ser avaliado é concernente a
padronizacdo desse extrato comercialmente obtido.

Os extratos podem ser padronizados conforme a relagdo observada entre material
vegetal e o0 extrato obtido, ou seja, quanto em peso foi inicialmente utilizado da droga vegetal
seca para fornecer uma determinada massa de extrato seco. Geralmente, uma droga vegetal
seca apos a extracdo e filtracdo fornece um extrato liquido, que se for o objetivo final da
extracdo, podera ser uma tintura (de 10 a 20% em concentracdo) ou um extrato fluido
(concentracdo de 100%). Se o extrato liquido for levado a residuo seco por evaporacao,
fornecera uma quantidade de material solido, isento de excipientes, em torno de 30%,
havendo casos em que a variacdo vai de 5 a 50%, dependendo da solubilidade dos metabdlitos
presentes na espécie vegetal. Na propor¢do de 30%, a relacdo droga vegetal (D) / extrato (E) é
de 3:1, significando que foram utilizados 3 quilos da droga para a obtencdo de 1 quilo de
extrato seco. Para a proporcdo de 50% de extrato seco, a relacdo D/E é de 2:1 e para a
proporcéao de 5%, a relacdo D/E € de 20:1.

A padronizacdo de uma matéria-prima pode ser feita utilizando o doseamento quimico
das substéncias, ou classe de substancias, relacionadas aos efeitos terapéuticos ou, ainda, pela
presenca de substancias majoritariamente presentes na espécie vegetal, conhecidas como
marcadores da espécie (MARQUES, 2005; GREGORIO et al, 2006).

A droga vegetal escolhida para esta dissertacdo foi a espécie P. incarnata L., da
familia Passifloraceae. A primeira amostra de matéria-prima recebida dessa espécie vegetal
foi um extrato fluido droga/extrato (D/E) de 1,5:1, cujo material vegetal utilizado na
preparacdo foi cultivado na Franga e importado pela empresa S Inddstria e Comércio, para o
Brasil. O relato de preparo no laudo fornecido pelo importador foi extracdo hidroalcéolica a
60%, por maceracdo das partes aéreas, folhas e talos. Ainda nesse laudo esta escrito que o
extrato foi padronizado para apresentar os teores de flavonoides totais a 0,800 %, no minimo,

expressos em vitexina. O extrato fluido obtido foi codificado como Ext. S.
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A segunda amostra de extrato fluido na relagéo D/E de 0,02 — 0,04:1 foi fornecida pela
CF Industria e Comércio (Brasil), a qual relata que elaborou o extrato com droga vegetal
cultivada no Pais. O processo de extracdo foi elaborado por maceracdo, seguida de percolagédo
de suas partes aéreas (folhas e talos). O solvente da extracdo foi uma solucédo hidroalcoolica a
60%. O extrato foi padronizado para apresentar os teores de flavonodides totais a 0,04 %, no
minimo, expressos em vitexina conforme laudo do fornecedor. Esse extrato fluido foi
codificado como Ext. CF.

A terceira amostra foi fornecida pela H Industria e Comércio, a qual importou a
matéria-prima na forma de extrato seco de P. incarnata em maltodextrina, da Alemanha. Para
obtencdo desse material, as partes aéreas da droga vegetal foram extraidas com etanol a 60%.
O extrato fluido obtido apresentou a relacdo D/E de 4-7:1. O extrato seco foi obtido na etapa
seguinte apds a adicdo de excipientes inertes, tais como silica coloidal anidra e maltodextrina,
seguida da secagem da mistura. Esse extrato seco foi padronizado com relagdo aos teores de
flavondides totais na faixa de 2,2 a 2,8%, expressos em vitexina e foi codificado como Ext. H.

Essas matérias-primas estdo ilustradas na figura abaixo.

EXT. S EXT.CF  EXT.H""
&

} s

Figura 24: Foto comparativa dos extratos fluidos S e CF e do extrato seco H.

4.2.1. Determinacio de pH

O pH das amostras liquidas foi determinado com o potenciémetro, por medicéo direta
na amostra sem diluicdo, com trés repeticdes consecutivas. Para o extrato seco, foram

adicionados em 1,0 g da amostra, 10 mL de agua destilada, perfazendo uma dispersdo a 10%.
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Os valores encontrados para as solucdes estdo apresentados na tabela 2 e mostraram que nao

ha variacGes relevantes entre as matérias-primas.

Tabela 2 — Comparacéo dos valores de pH das solugdes S, CF e H.

Solucéo 12 duplicata 2% duplicata 32 duplicata Média

S 5,60 5,59 5,60 5,60

CF 5,92 6,00 5,95 5,96

H (sol. 10%) 5,47 5,40 5,42 5,43

4.2.2. Determinacdo da densidade relativa

A densidade relativa do extrato fluido foi determinada por meio do picnémetro. A
amostra foi transferida para o picnémetro, previamente pesado e com a temperatura ajustada
para 20 °C, o excesso da amostra foi removida, e pesada. O peso da amostra foi obtido por
meio da diferenca de massa do picnémetro cheio, com agua destilada, e vazio. A densidade
relativa foi calculada determinando a razdo entre a massa da amostra liquida e a massa da
agua, ambas a 20 °C. O extrato H por ser um sélido ndo foi analisado. As densidades obtidas

estdo listadas na tabela 3.

Tabela 3 — Comparagdo dos valores de densidade dos extratos.
Densidade (g / mL)

Extrato 12 dup. 2% dup. 32 dup. Média
S 1,0097 1,0097 1,0097 1,0097
CF 0,9719 0,9719 0,9718 0,9719

4.2.3. Determinacdo da perda por dessecacao

Este ensaio se destina a determinar a quantidade de substancia volatil de qualquer

natureza, fornecendo, dentre outras informacdes, a quantidade de sélidos totais dissolvidos e
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foi realizado de acordo com o método apresentado na se¢do de materiais e métodos. Os

valores, expressos em porcentagem, relativos ao residuo seco estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Comparacdo dos valores de perda por dessecacdo dos extratos.
Perda por dessecacéo (%)

Extrato 12 dup. 28 dup. 3% dup. Média
S 84,2731 83,7101 85,8845 84,6225
CF 98,4345 98,7529 98,5746 98,5874

H 6,6132 6,8110 6,6132 6,6791

4.2.4. Determinacdo do teor alcoodlico

Conforme o procedimento descrito em 3.1.7, com o resultado da densidade, a
porcentagem foi determinada (tabela 5), em volume de etanol contido nos extratos pela

Tabela Alcoométrica.

Tabela 5 — Teor alcodélico dos extratos.

Extrato Densidade Teor Alcodlico
S 0,9654 28,7
CF 0,9732 21,9

4.2.5. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As primeiras tentativas de obtencdo de um cromatograma em CCD foi realizada
utilizando o método descrito na metodologia analitica para o extrato seco de P. incarnata, na
British Pharmacopoeia 2009, versdo CD ROM. O sistema de solventes preconizado pela
farmacopeia utilizada foi uma mistura de &cido formico, adgua, metiletilcetona e acetato de
etila (10:10:30:50) A cromatoplaca foi seca a 100 — 105 °C e revelada em lampada de UV a

365 nm. O resultado obtido por esse procedimento nao foi satisfatério pois, 0 cromatograma
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apresentou pouca separacdo entre as substancias dos extratos S, CF e H examinados. Em
seguida, outra fase movel foi testada, proposta por Wagner e colaboradores (1984), composta
de acetato de etila / acido formico / &cido acetico glacial / metiletilcetona / agua
(50:7:3:30:10). Concomitantemente, os extratos foram tratados conforme o item 3.1.8 a fim
de se retirar provaveis interferentes, tais como clorofila e material particulado em suspensao.

O cromatograma obtido foi revelado com lampada UV e reagente NP/PEG. O
flavonoide pesquisado em CCD foi a vitexina (figura 25) e as amostras foram relacionadas na
tabela 6.

Figura 25: Cromatograma com o padrdo vitexina e amostras dos extratos. Revelador solugdo NP/PEG e posterior
visualizacdo em lampada UV a 366 nm. Percurso de 5 cm.

Tabela 6 — Identificacdo das amostras

Amostra Identificacéo
4 Formulagdo farmacéutica H bruto
5 Ext. seco H fragdo aquosa

8 Ext. bruto CF (liofilizado e ressuspendido em MeOH)
9 Formulacdo farmacéutica CF

10 Ext. bruto CF

14 Ext. bruto S

18 Ext. novo S

19 Formulacdo farmacéutica nova S

21 Extrato H (solugéo 10%)
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No cromatograma obtido foram visualizadas manchas relacionadas ao padréo vitexina
nas amostras aplicadas. Esse padrdo € de interesse especial tendo em vista ser o marcador
preconizado pela IN 5/08. Em paralelo a essa analise, os resultados das fracbes metandlicas
provenientes da cromatografia liquida (CLAE) acoplada ao DAD sinalizaram a auséncia de
flavonoides nessas fracdes e elas ndo foram consideradas para analise por CCD.

A presenca de alcaloides nas mesmas amostras foi pesquisada por CCD. A fase movel
utilizada foi cloroférmio/metanol/hidroxido de aménio (8,0:2,0:0,025), percurso de 5 cm. A
figura 26 mostrou presenca de manchas que apds revelacdo com solucdo de Dragendorff,
resultou na figura 27, indicando a presenca de alcaldides claramente nas amostras 5, 8, 18 e
19.

Figura 26: Cromatograma das amostras obtido apds a eluigdo com cloroférmio/metanol/hidréxido de aménio
(8,0:2,0:0,025). Visualizacdo em lampada de UV a 366 nm.

4 5] 8 9 10 14 18 19 21

Figura 27: Cromatograma acima revelado com solucéo de Dragendorff.
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Como a IN 5/08 preconiza a padronizacdo em flavonoides totais expressos em
vitexina, esses resultados fornecem dados preliminares da presenca dessas substancias e que a
analise espectrofotomeétrica pode ser realizada com sucesso. Além disso, no estagio de
desenvolvimento do produto para a selecdo de fornecedores, é interessante buscar e eleger a

matéria-prima com efetiva presenga de vitexina.

4.2.6. Espectrofotometria Ultravioleta / Visivel (UV / VIS)

De modo geral, os flavondides sdo quimicamente classificados de acordo com a
presenca ou ndo de um anel central, de uma dupla ligacdo no anel e de um grupo hidroxila a
ele ligado, consequentemente apresentando sistema conjugado de seus anéis aromaticos. Em
funcdo da conjugacdo, absorvem luz ultravioleta, apresentando duas bandas definidas. A
banda I, de maior longitude, abrange a faixa de 300 a 550 nm e estd associada a
funcionalidade cinamoila. A banda Il a abrange a faixa de 240 a 285 nm e € devido ao anel

aromatico A (figura 28).

3 BandaI
Banda Il C Cinamoila

Benzoila

Figura 28: Estrutura geral dos flavondides com indicacdo dos anéis aromaticos, numeracéo dos carbonos e
indicacdo das bandas | e I1.

A posicdo da banda | depende do tipo de flavonoide: flavonas apresentam na faixa de
310 - 350 nm, flavonois 3-O-substituido em 330 - 360 nm e os flavonois, de 350 - 385 nm. A
presenca de hidroxilas fendlicas em diferentes posi¢des da molécula pode ser estabelecida
estudando o comportamento do espectro na regido do UV utilizado reagentes de
deslocamento: metoxido de sodio (NaOMe), acetato de sodio (NaOAc), cloreto de aluminio
(AICI3) com e sem HCI, e acido borico (H3BO3). A adicdo desses reagentes provoca o
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chamado efeito batocromico, o qual promove o deslocamento das bandas de absorc¢éo para um
comprimento de onda maior devido a efeitos de substituicdo ou de solvente. Além disso,
também podem ocorrer os efeitos hipercrébmico (aumento da intensidade da banda de
adsorcéo) ou hipocrémico (diminuicdo da intensidade da banda de adsor¢do) (MARTINEZ,
A. M., 2005).

O objetivo no deslocamento dessas bandas é o de evitar a interferéncia de outras
substancias que possuam absorcdo no mesmo comprimento de onda. Com a adicao de AICI;
(com e sem HCI) e H3BO; ha a formacdo de quelatos. H3BO3; em meio alcalino forma
quelatos com hidroxilas fenolicas na posicéo orto. Essa formacgdo promove o deslocamento na
banda I. Se o deslocamento é de 12 a 36 nm, trata-se de um flavonoide (flavona, flavonol,
aurona ou chalcona) orto-hidroxilado no anel B. Se o deslocamento é menor, entdo € um
flavondide orto-diidroxilado no anel A. As isoflavonas, flavanonas e flavonondis orto-
diidroxiladas no anel A mostram deslocamento batocromico de 10 a 15 nm mas na banda I1
(figura 29).

Figura 29: Representagdo estrutural do complexo formado
entre H;BO; e flavondide. Adaptado de MARTINEZ, A. M., 2005.

A adicdo de AICI; forma quelatos com flavonoides orto-diidroxilados, 3-hidroxilados
e 5-hidroxilados. O quelato dos orto-hidroxilados € instavel em pH é&cido, enquanto que 0s
quelatos de 3-hidroxilados e 5-hidroxilados sdo estaveis. Se 0 espectro de absor¢do com esse
reagente em meio acido mostra um deslocamento batocrémico de 35 a 55 nm na banda |
(comparando com o espectro da substancia em metanol), entdo se trata de uma flavona ou um
flavonol 5-hidroxilado. Se o deslocamento é de 17 a 20 nm, pode-se tratar de um flavona ou
flavonol 5-hidroxilado e 6-oxigenado. Se o deslocamento é de 50 a 60 nm, trata-se de uma
flavona ou flavonol 3-hidroxilado (com ou sem 5-OH) (MARTINEZ, 2005), (figura 30).
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Figura 30: Representacdo estrutural do complexo formado entre
AICl; e flavondide. Adaptado de MARTINEZ, 2005.

Deste modo, a pesquisa em compéndios oficiais, levou a metodologia descrita na
Farmacopéia Britanica (2001) para a quantificacdo de flavondides em Passiflora incarnata.
Essa metodologia utiliza a formacdo de quelatos pela adi¢do de H3BO3 e acido oxalico, com
leitura em 401 nm, sendo necessario na preparacao de solugdes teste e de compensacéo, 0 uso
de evaporador rotatorio e emprego de varios reagentes. A metodologia preconizada pela
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010e) baseia-se na formacdo de quelatos pela adi¢do de
AICIl; em etanol a 50% e leitura em 397 nm, ndo requerendo a utilizacdo de evaporador
rotatdrio e utilizando menor nimero de reagentes. Desta forma, essa metodologia foi aplicada
para a analise dos extratos.

O procedimento foi utilizado com algumas modificagdes. Conforme descrito, o
método emprega a droga vegetal que apo6s refluxo de 60 minutos, resulta no extrato
hidroalcodlico. A partir deste extrato, uma aliquota é retirada e AICl3 a 2% em etanol a 50% é
adicionado, seguido de leitura apds 30 minutos.

Pelo fato das amostras ja serem extratos, a etapa de extracdo ndo foi necessaria e 0
procedimento descrito no item 3.1.7.1 foi seguido (figura 31). Os espectros obtidos estdo

representados nas figuras 32, 33 e 34.
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Aliquota

%co 19
30,0mL

| |
Aliquota Aliquota Allquota
(1,0mL) (1.0mL) (10,0 mL)

_-

SB = 10,0 mL SE + EtOH 50% (vv)
ST =10.0 mL SE + 10,0 AICl3 2% (p/v) + BtOH 50 % (v/v)

Figura 31: Fluxograma da preparacdo das amostras para reacdo de complexacdo AICI; e os flavonbides das

amostras.
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Figura 32: Espectros na regido do UV referentes & anélise de flavondides na amostra Ext. S.
= - banda I (334,5 nm; Abs = 1,8541) e banda Il (271 nm; Abs = 1,3423); = - banda | (344,0 nm; Abs =

1,2544) e banda 11 (279,5 nm; Abs = 1,8044).
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Figura 33: Espectros na regido do UV referentes a analise de flavondides no extrato CF. == — banda | (340,5
nm; Abs = 0,0502) e banda Il (274,5 nm; Abs = 0,0658); == - banda I (343,0 nm; Abs = 0,0481) e banda Il (277

nm; Abs = 0,0647).
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Figura 34: Espectros na regido do UV referentes a analise de flavondides no extrato H. == —banda I (332,5 nm;
Abs = 0,3439) e banda Il (271 nm; Abs = 0,4153); = - banda I (335,0 nm; Abs = 0,3291) e banda Il (279,0 nm;

Abs = 0,4105).

Conforme descrito anteriormente, visualizou-se o efeito batocromico com o aumento
do desvio do comprimento de onda e aumento da absorgdo nas trés amostras. As diferengas
guanto a magnitude da absorbancia entre as amostras, esta ligada diretamente a quantidade de
flavonoides presentes na amostra e nas consequentes diluicbes adotadas. Apesar dos

interferentes visualizados na figura 32, os sinais referentes as bandas | e Il foram

identificados.
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A quantificagdo dos flavonoides nos extratos foi determinada por meio de uma curva
de calibracdo, utilizando a rutina como padrdo, procedendo dilui¢Ges seriadas de 0,001 a 0,02
mg/mL. A escolha da rutina foi feita por ser um flavonol diglicosilado cuja estrutura quimica
é proxima dos flavondides glicosilados presentes na Passiflora. Além disso, apresenta dois
sitios de ligacdo para complexagdo, aumentando a intensidade da cor formada pelo complexo
com o flavonoide, enquanto a vitexina apresenta apenas um. Outro motivo esta relacionado ao

seu menor custo, comparando com a vitexina. A curva obtida esta apresentada na figura 35.

0,600

Abs

0,500 Y= 2237:2;? %
0,400

0,300 /

0,200 /

0,100 /

’/

0,000 T T T 1
0,0000 0,0050 0,0100 0,0150 0,0200
Concentrag¢do (mg/mL)

Figura 35: Curva de calibracéo elaborada com o padro rutina.

A quantificacdo do teor de flavondides totais foi calculado por meio da equacdo da
reta obtida pela curva elaborada com o padréo rutina (figura 36), apresentando os resultados
na tabela 7.
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Figura 36: Concentracao de flavondides totais presentes nos extratos. B - Ext. CF; # - Ext. H; & - Ext. S
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Tabela 7 — Teor de flavonoides totais expressos em rutina e vitexina

araos Coreeiao T Tar 0
S 0,0164 0,4784 0,950
CF 0,0014 0,0189 0,050
H 0,0102 0,2975 2,50

Apesar do teor ser correspondente a quantidade de flavonoides totais expressos em
rutina nos trés extratos, foram observados valores diferentes em relagcdo ao teor expresso em
vitexina declarado pelos fabricantes. A metodologia aplicada mostrou que utilizando a rutina
para quantificacdo, o extrato S forneceu o maior teor de flavonoéides totais, possuindo uma

maior quantidade de flavonoides que complexam igual ao padréo.

4.2.7. Andlise por CLAE / DAD

Apesar da espectrofotometria na regido do ultravioleta — visivel (UV/VIS) ser uma
técnica corrente para a deteccdo e quantificacdo de flavonoides totais em controle de
qualidade, essa técnica ndo distingue as substancias dentro das classes de flavondides, por
exemplo, os flavonois vitexina e quercetina. Este processo de diferenciacdo pode ser realizado
por meio de técnicas cromatograficas. Neste contexto, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) é uma técnica de separacdo fundamentada na distribuicdo dos componentes
de uma mistura entre duas fases imisciveis, a fase movel, liquida, e a fase estacionaria sélida,
contida em uma coluna. As separacfes sdo alcancadas por particdo, adsorcéo, troca ibnica,
exclusdo por tamanho ou interacdes estereoquimicas, dependendo do tipo de fase estacionaria
utilizada. Diferentes fatores quimicos e fisico-quimicos influenciam na separacéo
cromatografica, os quais dependem da natureza quimica das substancias a serem separadas, da
composicao e vazdo da fase mdvel, da composicédo e area superficial da fase estacionaria. O
detector mais frequentemente utilizado em CLAE é o espectrofotométrico (UV/VIS). Nesse
caso, as substancias de interesse tem que possuir grupamento cromoforo, como é o caso dos
flavondides.

O detector de comprimento de onda multiplo mede, simultaneamente, a absorbancia

em dois ou mais comprimentos de onda, sendo denominados de detectores de arranjo de
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diodos (DAD). Nestes, a radiacdo ultravioleta é transmitida por meio da célula de fluxo,
absorvida pela amostra e entdo separada em seus componentes originais, que sdo detectados,
individualmente, pelo detector de fotodiodos, registrando dados de absorbancia em toda a
faixa do espectro do ultravioleta e visivel e, adicionalmente, os espectros de cada pico
registrado no cromatograma (BRASIL, 2010e).

Desta forma, o sistema CLAE/DAD foi utilizado nessa primeira etapa do trabalho com
0 objetivo de delinear o perfil cromatografico e identificar, utilizando os espectros UV
caracteristicos dos flavondides, essas substancias nas amostras (extratos e fraces). O método
utilizado foi um gradiente crescente de 0 a 65 minutos com acetonitrila em agua com 0,05%
de HCOOH, iniciando com 3% da fase acida. Esse método desenvolvido para analise das
amostras foi satisfatorio e permitiu a visualizacdo dos sinais referentes aos flavonoides
guando os cromatogramas foram monitorados a 254 e 340 nm.

Todas as analises apresentaram no perfil cromatografico sinais cujos espectros na
regido do ultravioleta foram caracteristicos aos flavonoides. As figuras abaixo mostram 0s
melhores perfis cromatograficos obtidos com as amostras analisadas (Ext. S aquoso, CF e H)

em 254 e 340 nm, e respectivos espectros UV.
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Spectrum at time 26,66 min.
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Figura 37: Cromatograma obtido por CLAE (254 nm) da fracdo aquosa do extrato S e os espectros UV

caracteristico dos flavondides.
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Figura 38: Cromatograma obtido por CLAE (340 nm) da frag8o aquosa do extrato S.
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Figura 39: Cromatograma obtido por CLAE (254 nm) do extrato CF e os
flavondides.
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Figura 40: Cromatograma obtido por CLAE (340 nm) do extrato bruto CF.
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Figura 41: Cromatograma da CLAE (254 nm) da fracdo MeOH:H,0O do extrato H.
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Figura 42: Cromatograma obtido por CLAE (340 nm) da fragdo MeOH:H,O do extrato H e espectros UV
caracteristicos de flavondides na amostra.

Os resultados obtidos nessa etapa foram utilizados para as analises por CLUE.

4.2.8. Anélise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia Associada a Detector de Arranjo
de Diodos e Espectrometria de Massas (CLUE - DAD — EM)

Apesar da utilizagdo crescente da CLAE acoplada ao DAD na avaliagdo de amostras
de materiais vegetais, a efetiva identificacdo das substancias é limitada, pois o CLAE - DAD
fornece apenas o espectro UV-VIS caracteristico de classes quimicas de substancia como
informacdo, o que ndo é suficiente para a identificagdo de substancias. Entretanto, a analise
por cromatografia liquida associada a espectroscopia de massas (CL-EM) é uma ferramenta
atil, a qual pode ser aplicada para a identificagdo e caracterizacao estrutural de biomoléculas,
tais como os flavondides (MARCO & POPPI, 2008), combinando as vantagens da
cromatografia liquida (alta seletividade e eficiéncia na separagdo) com as vantagens da
espectrometria de massas (obtencdo de informacdo estrutural, massa molar e aumento
adicional da seletividade) (CHIARADIA et al, 2008). Essa técnica se torna mais efetiva ainda

com o uso de um padréo existente no extrato vegetal estudado.
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A associagdo do CL com EM resulta em um cromatograma de massas, uma vez que 0S
resultados séo apresentados em um cromatograma constituido de todos os ions produzidos
pelo espectrofotdmetro de massas, chamado de cromatograma de ions totais — CIT (do inglés
“total ion chromatogram” - TIC) ou apenas pelos ions de interesse produzidos por este. Este
ultimo pode ser obtido pelo monitoramento dos ions selecionados - MIS (do inglés “selected
ion monitoring” - SIM), ajustando-se o detector de massas para que sejam observados apenas
0s ions de razdo m/z de interesse, ou ainda, selecionando-os a partir de um banco de dados
que contenha os espectros de massas completos (CHIARADIA et al, 2008).

Desta forma, essa técnica foi utilizada para a analise dos extratos brutos, os produtos
desenvolvidos e fragcbes com o objetivo de identificar os sinais de massas relacionados aos
espectros na regido do UV caracteristicos dos flavondides. Com o uso do padrdo do flavonol
C-glicosilado vitexina, substancia de interesse na analise de produtos de Passiflora de acordo
com a legislacdo brasileira, foi possivel o monitoramento desse flavonoide em todas as
amostras. O padrdo injetado, de peso molecular de 432 daltons forneceu, apds ionizagdo da
molécula, o ion molecular de massa 431 (M-1)" no cromatograma de massas, cujo tempo de
retencdo foi em 4,77 minutos de acordo com o cromatograma obtido por CLUE (figuras 43 e
44).
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Figura 43: Cromatograma de CLUE-EM do ion selecionado 431daltons do padréo vitexina.
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Figura 44: Cromatograma obtido por CLUE e respectivo espectro UV do padréo vitexina (tg = 4,77 min).
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A andlise do padrdo vitexina forneceu o tempo de retengdo para a pesquisa desse
marcador nos extratos S, CF e H. Além disso, a mudanca da eficiéncia do tipo de
cromatografia possibilitou a obtencdo de melhores cromatogramas com sinais definidos com
espectros na regido do UV mais delineados. Os cromatogramas obtidos por CLUE
monitorados em 360 nm dos extratos S, CF e H, as fracbes aquosa e MeOH/H,O estdo
apresentados abaixo. Nos cromatogramas de massas foi evidenciado o sinal relacionado a
massa da vitexina, 431 daltons (M-1) . As fracdes MeOH de cada extrato ndo foram
analisadas nessa etapa devido a auséncia de sinais relacionados aos flavonoides nas analises
anteriores realizadas por CLAE / DAD.
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Figura 46: Cromatograma de massas do Ext. S com monitoramento seletivo do ion 431 daltons relacionado a
vitexina.
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Figura 47: Cromatograma da CLUE da fracdo aquosa de Ext. S com destaque do espectro UV relacionado ao
sinal da vitexina e os espectros UV dos sinais dos demais flavondides.
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Figura 48: Cromatograma de massas da fracdo aquosa do Ext. S associado a selecdo monitorada do ion 431
daltons.
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Figura 52: Cromatograma da CLUE da fracdo aquosa do Ext. CF com destaque do espectro UV e o
cromatograma de massas com a sele¢do do ion 431 daltons da vitexina. Os espectros UV representam os demais
sinais associados aos flavondides do extrato.
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Figura 53: Cromatograma da CLUE da fracdo MeOH/H,O de Ext. CF e o cromatograma de massas com a
selecdo do ion 431 daltons da vitexina. Os espectros UV representam os sinais associados aos flavondides do
extrato, sendo o em 4,8 min relacionado a vitexina.



E
-]
{ F
| |
| t
| =
{ - |
{ it B
1 =
B | -
| = =
gl LT -
=] 3 = =
i - L | =
1 |o | II
8.1 = L
E {
g 1 = da R TR TR T = o T Tl - I "™ !
a F . = =
= e
Rel. Time 4103 in Fiet. Tirme 4417 iron Fel. Time a4z min
i Mirtsa Haire
mall vk L AL
el a0 |~ f
1501~ - B -
120 _ ] - 1 —
ol - . ] )
H e 1 e ———— = L e
200 300 L] S0 200 a0 ] 500 o 20 L] 400 =L
i

Figura 54: Cromatograma da CLUE de Ext. H com destaque para o cromatograma de massas com a selecdo do
fon 431 daltons da vitexina (pico majoritario). Os espectros UV representam os sinais associados aos flavondides

do extrato, sendo 0 em 4,8 min relacionado a vitexina.
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Figura 55: Cromatograma da CLUE da fracdo aquosa de Ext. H com destaque para o cromatograma de massas

com a selecdo do fon 431 daltons da vitexina (pico majoritario). Os espectros UV representam os sinais
associados aos flavonoides da fracéo, sendo o em 4,8 min relacionado a vitexina.
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Figura 56: Cromatograma da CLUE da fracdo MeOH/H,O de Ext. H com destaque para o cromatograma de
massas com a sele¢do do ion 431 daltons da vitexina (pico majoritario). Os espectros UV representam o0s sinais
associados aos flavonoides da fracdo, sendo 0 em 4,8 min relacionado a vitexina.

Em todos os cromatogramas foi possivel observar os flavonéides majoritarios nos tg

de 4,4 e 4,8 minutos, sendo esse Ultimo a vitexina. A diferenca de tempo de retencdo

encontrado, com pequenas variagdes, € normal em cromatografia liquida, principalmente

guando se injeta varias amostras. Nao foram realizadas amostragens em replicada.

Todas as amostras analisadas dos extratos brutos e suas fragcOes apresentaram a

vitexina em sua composicdo. Dentre os extratos brutos, a maior area relativa dessa substancia

foi encontrada para o extrato bruto H.
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4.3. Produto a base de Passiflora

O produto a base de extrato de Passiflora foi desenvolvido, de acordo com as normas
vigentes, para medicamentos fitoterapicos com registro simplificado, para a notificacdo de
lotes-piloto de fitoterapicos, para o estudo de estabilidade e de Boas Pratica de Fabricacdo e
Controle (BRASIL, 2008a, 2009a; 2005, 2010c). Para a formulacdo foram utilizadas trés
matérias-primas fornecidas por industrias.

A IN 5 preconiza uma faixa para a dose diaria a ser utilizada de 20 a 64 mg de
flavonoides totais expressos em vitexina em um medicamento fitoterdpico a base de
Passiflora (BRASIL, 2008a). Com vistas ao disposto, a formulacdo farmacéutica foi
preparada atendendo a dose minima e, em funcdo das diferentes especificacBes dos extratos,
formulagdes distintas foram obtidas para cada extrato.

Trés formulacdes farmacéuticas foram preparadas a partir de cada extrato fornecido,
com uma dose diaria, em torno de 40 mg de flavonoides totais expressos em vitexina. As
formulacGes farmacéuticas preparadas foram identificadas de acordo com seus extratos, ou
seja, a amostra S produziu a formulacao farmacéutica S, a amostra CF produziu a formulagéo
farmacéutica CF e amostra H produziu a formulacdo farmacéutica H. As principais analises

fisico-quimicas foram realizadas com os produtos formulados e estdo discutidas abaixo.

4.3.1. Andlises Fisico-quimicas do Produto

Diferentes formulacbes foram elaboradas até a definicdo de uma que apresentasse
caracteristicas agradaveis de sabor, que o sistema de conservantes utilizado fosse solubilizado
em veiculo aquoso e impedisse o crescimento microbiano. Uma formulagdo base para a
elaboracdo das formulagdes farmacéuticas foi utilizada e cada extrato vegetal proveniente dos
fornecedores comerciais ou de doagdo resultaram em trés produtos de especificacfes distintas.
A formulacéo foi padronizada para apresentar a dose diaria aproximada de 40 mg de vitexina,
representando 2,0 mg (vitexina) / mL de produto, de acordo com a IN 5/08 (BRASIL, 2008a).
Os produtos foram identificados como formulacéo farmacéutica ED.S, ED.CF e ED.H (figura

57). As caracteristicas gerais de cada uma foram descritas a seguir.
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Formulacdo farmacéutica ED.S: Liquido de coloragdo castanho escuro com nuance
levemente esverdeada, odor e sabor adocicados, com nota de fundo de aroma de maracuja.

Formulacdo farmacéutica ED.CF: Liquido de coloracdo castanho claro, odor e sabor
adocicados, com nota de fundo de aroma de maracuja e odor de alcodlico.

Formulacdo farmacéutica ED.H: Liquido de coloracdo castanho escuro, odor e sabor

adocicados, com nota de fundo de aroma de maracuja.

Os valores de pH, densidade e teor alcodlico estdo apresentados na tabela 8, 9 e 10,
assim como uma foto mostrando as diferencas entre os produtos (figura 57). Como a
formulacéo farmacéutica H foi elaborada a partir de extrato seco e ndo houve adicdo de etanol

a formulacéo, o teor alcodlico ndo foi determinado.

Tabela 8 — Comparagdo dos valores de pH das formulacbes

Formulagéo 12 dup. 22 dup.  3dup. Média
ED.S 53 5,29 531 5,30
ED.CF 5,86 5,92 5,88 5,89
ED.H 5,36 53 53 5,32

Tabela 9 — Comparacdo dos valores de densidade das formulacfes

Formulacéo 12 dup. 28 dup. 32 dup. Média
ED.S 1,0544 1,0544 1,0544 1,0544
ED.CF 1,0329 1,0331 1,0330 1,0330
ED.H 1,0745 1,0746 1,0746 1,0746

Tabela 10 — Teor alcodlico das formulacdes

N Densidade Teor Alcodlico
Formulagéo (g/mL) (%)
ED.S 0,9939 4,2
ED.CF 0,9786 16,9

De acordo com os resultados apresentados, os produtos apresentaram densidade
semelhantes, mesma faixa de pH, sendo a formulagdo ED.CF a mais bésica. Essa formulagéo

também foi a que apresentou maior teor alcodlico, decorrente do extrato bruto comercial.
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ED. S ED. CF ED. H

Figura 57: Foto ilustrativa das formula¢des: ED. S;ED. CF e ED. H.

4.3.2. Andlise por CCD dos produtos

As amostras foram aplicadas junto com os extratos brutos e fracbes. O cromatograma
obtido esta na pagina 60, figura 25. A analise das manchas do cromatograma mostraram que
as formulagdes, assim como o0s extratos, apresentaram a vitexina como um dos Seus

constituintes flavonoidicos.

4.3.3. Andlise por Espectrofotometria UV / VIS dos produtos

A figura abaixo ilustra o preparo das amostras para leitura no espectrofotometro de
UV/VIS, por meio de varredura de 200 a 600 nm.

As aliquotas de 4,0 mL foram retiradas de cada formulagdo, representando a
concentragdo tedrica de 2,0 mg/mL, e apds centrifugacdo a 15000 U/min, durante 3 minutos,
preparou-se diretamente as solucbes SB e ST. As solucdes SB receberam 2,0 mL de amostra e
as solucdes ST receberam 2,0 mL de amostra mais 2,0 mL de solucdo de AICI; 2% (p/v) em
solucéo etandlica 50%. As solucbes SB e ST foram diluidas em 100 mL de etanol 50% (v/v).
A leitura no espectrofotdmetro foi realizada ap6s 30 min executando-se a varredura na faixa
de 200 a 600 nm.
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Centrifugacdo
(15.000 U/min), 3 min

Diluigiio
100.0 mL

SB = 2,0 mL Aliquota + EtOH 50% (v/v)
ST = 2,0 mL Aliquota + 2,0 mL AlCl3 2 % (p/v) + EtOH 50% (v/v)

Figura 58: Fluxograma da preparacao das amostras das formulacdes para reagdo de complexacdo entre o AICl; e

os flavonoides.

Os espectros obtidos para cada amostra estdo representados nas figuras 59, 60 e 61. A

leitura denominada branco consistiu da solu¢do da formulacdo em anélise sem cloreto de

aluminio a 2% em etanol.

FORMULACAO ED.S

3
8
2
B, == Branco
£ = ComplexocomAICI3
=

1

o

240 280 320 360 400 440 480

Figura 59: Espectros na regido do UV referentes a analise de flavondides na formulagdo ED.S sem e com AICls.
= — banda | (344,5 nm; Abs = 0,30638) e banda Il (275 nm; Abs = 3,999); == - banda I (347,0 nm; Abs =

1,9618) e banda 11 (276,0 nm; Abs = 3,2665).
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. FORMULAGAO ED.CF
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Figura 60: Espectros na regido do UV referentes a andlise de flavonoides na formulagdo ED.CF sem e com
AICl;. = —banda | (337,0 nm; Abs = 0,3629) e banda Il (260 nm; Abs = 1,1016). == - banda I (337,0 nm; Abs
=0,3521) e banda Il (261,0 nm; Abs = 1,067).
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Figura 61: Espectros na regido do UV referentes a andlise de flavondides na formulacdo ED.H sem e com AICls.
= — banda I (330,5 nm; Abs = 1,9131) e banda Il (275 nm; Abs = 3,2665); == - banda I (333,0 nm; Abs =
1,725) e banda Il (277,0 nm; Abs = 2,5240).

Os resultados obtidos nesse experimento mostraram um efeito batocrémico referente a
banda I, apos a adicdo da solucdo de AICI3;, nas solugbes dos produtos evidenciando a

presenca de flavondides com deslocamento. Como as formulagdes farmacéuticas foram
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preparadas para apresentarem a mesma faixa de concentragdo tedrica, as diferengas quanto a
magnitude da absorbancia entre elas ndo deveriam ser expressivas caso as amostras das
matérias-primas utilizadas tivessem as mesmas caracteristicas. Com intencdo de obter
melhores informacdes sobre os produtos gerados, o método de quantificacdo acima utilizando
0 espectrofotdbmetro e um flavondide como referéncia foi utilizado.

Os resultados obtidos ap6s as leituras das solugBes de diferentes concentracdes da
rutina a 425 nm (0,002; 0,006; 0,010; 0,014 e 0,018 mg/mL) forneceram o grafico da figura
35.

Ap0s a elaboragdo da curva com a rutina, as leituras das solug¢fes dos produtos foram
realizadas, informando o total de flavondides expressos em rutina para cada formulacdo
(figura 62).
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Figura 62: Teor de flavondides totais expressos em rutina nas formulacGes. M - ED. CF; # -ED. H; & -ED. S

Durante a formulacdo de ED S e ED H, foi utilizada uma concentracdo de 2,0 mg de
vitexina por mL de produto de acordo com o laudo dos fabricantes dos extratos,
correspondendo a dose diaria minima de 30 mg / 15 mL. Devido ao baixo teor de flavonoides
no Ext CF, a formulagdo do ED CF precisou de 40,0 mL do respectivo extrato em 50,0 mL de
produto, contribuindo com 80 % da formulagdo. Mesmo assim, o total de flavonodides
encontrado na formulacdo da formulacdo com esse extrato ndo correspondeu ao laudo
fornecido, levando a um valor abaixo do preconizado pela legislagdo. Os resultados

encontrados na quantificacdo dos produtos estdo apresentados na tabela 11.
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Tabela 11 — Teor de flavondides totais expressos em rutina.

Concentracao

Formulacéo (mg/mL) Teor (%)
ED.S 0,0090 0,0452
ED.CF 0,0057 0,0360
ED.H 0,0010 0,0265

O uso do flavondide rutina ao invés da vitexina foi por causa do preco e
disponibilidade no laboratorio. Apesar das diferencas estruturais, ambas as substancias
possuem centros de complexacdo, conduzindo a resultados de analises que podem ser
utilizados em qualquer trabalho. Entretanto, para efeitos de registro, esses resultados tem que
ser refeitos para cumprir a determinagdo analitica da IN 5/08, onde o total de flavonoides tem

que ser expresso em vitexina, substancia presente no extrato de Passiflora incarnata.

4.3.4. Andlise dos produtos por CLAE / DAD

Para a elaboracdo dos cromatogramas foi utilizada a mesma metodologia descrita para
0s extratos e suas fraces. A escolha do melhor comprimento de onda para monitoramento do
cromatograma foi realizada apds analise dos perfis em 254, 280 e 340 nm. Este ultimo (fig.
63) foi definido para o acompanhamento e revelou seis sinais significativos e bem
distribuidos. Os cromatogramas obtido por CLAE para todos os produtos, monitorados em

340 nm, estdo apresentados a seguir:
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Figura 63: Cromatograma da CLAE (340 nm) da formulacdo ED.S e respectivos espectros UV dos sinais
visualizados.

2. Formulacdo ED.CF
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Figura 64: Cromatograma da CLAE (340 nm) da formulagdo ED.CF.
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3. Formulagéo ED.H
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Figura 65: Cromatograma da CLAE (340 nm) da formulacdo ED.H.

Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE das formula¢bes ED.CF e ED.H néo
apresentaram boa resolucdo, com intensidade de absorcdo proxima de 15 mAU. Essa baixa
resolucdo forneceu espectros UV com ruidos e dificeis de interpretar. Esses problemas
poderiam ser contornados pela injecdo de uma outra amostra com maior massa de analito,
entretanto a melhor opcdo foi a utilizacdo dessa solugdes no cromatografo liquido de ultra

eficiéncia.

4.3.5. Andlise dos produtos por CLUE — DAD - EM

As analises foram realizadas com o0 mesmo método descrito para os extratos obtidos
por CLUE acima. Os cromatogramas obtidos das formulagdes estdo apresentados abaixo. De
uma maneira geral, todos os cromatogramas da CLUE das amostras monitorados em 360 nm
no DAD e na sele¢do do ion 431 daltons relativo a vitexina apresentaram boa resolucéo,
sendo possivel observar os flavonodides com étima definicdo. Adicionalmente, de acordo com
0 cromatograma de massas, o flavondide vitexina foi encontrado nos trés produtos formulados
demonstrando a maior eficiéncia da cromatografia liquida e a consequente sensibilidade dos
detectores hifenados a ela, garantindo resultados de melhor qualidade e confiabilidade para o

produto elaborado.
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Figura 66: Cromatograma obtido por CLUE da formulacdo ED S com destaque do cromatograma de massas com
a selecdo do ion 431 daltons da vitexina (4,8 min). Os espectros UV representam os sinais relacionados a

flavondides do produto.
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Figura 67: Cromatograma obtido por CLUE da formulacdo ED CF com destaque do cromatograma de massas

com a sele¢do do ion 431 daltons da vitexina (4,8 min). Os espectros UV representam os sinais relacionados a
flavondides do produto.
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Figura 68: Cromatograma obtido por CLUE da formulagdo ED H com destaque do cromatograma de massas
com a sele¢do do ion 431 daltons da vitexina (4,8 min, pico majoritario). Os espectros UV representam 0s sinais
relacionados a flavonéides do produto.

Em todos os cromatogramas foi possivel observar os flavonéides majoritarios nos tempo de

retencdo de 4,4 e 4,8 minutos, sendo esse Ultimo o da vitexina. As amostragens em replicada

serdo objeto de outros estudos de melhoramento do método e quantificagdo do padréo.

4.3.6. Patenteamento: Uma Possibilidade?

Conforme mencionado anteriormente, a legislacdo brasileira considera os extratos de

plantas e as substancias ativas presentes nas plantas como descobertas e ndo patenteaveis,

mesmo quando estas substancias sdo obtidas a partir delas. Contudo, sdo patenteaveis 0s

processos para a obtencdo de extratos ou para isolar substancias ativas a partir de produtos
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naturais. Nesse sentido, a elaboracdo de um medicamento fitoterapico no qual haja interesse
na inovacgao e na comercializacdo justifica a prote¢do patentaria do produto (MULLER &
MACEDO, 2005). Com o mercado de fitoterapicos crescente, alinhado com as politicas
publicas fomentando a regularizacéo desde a obtencdo até o uso de plantas medicinais, e seus
derivados (BRASIL, 2006), a perspectiva de patenteamento da presente formulagéo
farmacéutica estd sob avaliacdo. Por isso, detalhes sobre a formulagdo ndo puderam ser

adicionados na presente dissertacao.

5. CONCLUSAO

As andlises das diferentes matérias-primas vegetais analisadas morfologicamente
mostraram a importancia da procedéncia do material botanico para a elaboracdo de um
produto. Diferencas notaveis dentre os exemplares das espécies de Passiflora analisados
foram observados na analise microscépicas realizadas, destacando a importancia dessa etapa
no processo de qualidade de qualquer produto de origem vegetal. Infelizmente a dificuldade
em obter amostras de P. incarnata, foi consultada a Embrapa (exemplares em cultivo
morreram) e principalmente o fornecedor do extrato de Passiflora estudado nesse trabalho
(ndo enviou uma amostra), mostrou a provavel ndo existéncia dessa espécie no Brasil para
fins comerciais. As espécies estudadas sdo encontradas em varios estados brasileiros e
algumas estéo sendo avaliadas morfologicamente pela primeira vez.

Dentre os extratos vegetais recebidos, os extratos S e CF ndo corresponderam a
qualidade necessaria para elaboracdo do produto. O extrato Ext. S, apds as analises, ndo
atendeu as especificacdes da IN 5/ 08 no que diz respeito ao teor de vitexina, fator importante
para a concessdo do registro da formulacéo S, apesar das analises mostrarem a presenca desse
e de outros flavonoides.

O extrato Ext. CF apresentou o total de flavondides abaixo do desejado, sendo usado
80% na formulag&o, resultando em um produto com alto teor alcodlico e consequentemente,
inviabilizando o uso. Além disso, a falta de confirmac&o pelo fornecedor da procedéncia da
materia-prima vegetal utilizada para elaborar o extrato de Passiflora incarnata, tendo em vista
que essa espécie botanica ndo é cultivada no Brasil por ndo conseguir adaptagdo as condicGes

edafoclimaticas, deixou uma lacuna no dossié do produto obtido. A origem da matéria-prima
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vegetal utilizada € de grande relevancia para a garantia da eficacia, qualidade e seguranca da
produto final e por segmento, a populagéo.

O extrato Ext. H apresentou boa qualidade para a elaboracdo do produto, por atender
aos requisitos preconizados pela IN 5/08. Apesar do extrato ter sido uma doacdo, 0 mesmo
veio com laudo técnico e especificacdo, assim como a declaracdo de origem. De todas os trés
materiais utilizados, esse extrato € o que oferece maior seguranca para o desenvolvimento de
um produto.

As formulacdes obtidas foram analisadas de acordo com exigéncias contidas na IN
5/08 e depois de até dois anos formuladas (produtos de “prateleira”), apresentaram
estabilidade visual (sem qualquer tipo de precipitacdo) e ap6s analise no CLUE — DAD
apresentaram a mesma constituicao inicial.

Apesar da analise de flavonoides totais ter sido realizada com a rutina como padrao, 0s
dados podem ser usados para discussdo sobre a presenca dessas substancias nos extratos
comerciais. Posteriormente, sera realizada a quantificagdo da vitexina por CLUE-DAD, uma
técnica mais precisa e confiavel que, apesar de mais cara, utiliza menos amostra para
obtencdo da curva.

As analises obtidas por CLUE mostraram a facilidade em se trabalhar com pouca
quantidade de amostra, maior sensibilidade, melhor delineamento dos sinais e dos respectivos
espectros UV. Por meio dessa técnica foi possivel verificar a presenga do principal marcador
(vitexina) no produto formado com os extratos a base de Passiflora obtidos e uma amostra

padrdo desse flavonoide.
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ANEXO — Relacéo de produtos registrados na ANVISA e comercializados no Pais (continua)

PRODUTO / CATEGORIA APRESENTACAO FABRICANTE UF SUBSTANCIA ATIVA STATUS
Multilab Industria e Comércio de
ACALMIL / Produtos Farmacéuticos Ltda - Passiflora incarnata L. / extrato da folha de
. g Comprimido revestido | 92.265.552/0001-40 RJ Salix alba (salgueiro) / extrato de Crataegus Comercializado
Fitoterapico composto o e -
Industria Farmacéutica Milian Ltda - oxyacantha
29.333.218/0001-40
Caesalpinia ferrea MART. / Roripa nasturtium Nio comercializado
BRONQUIOGEN / . - _— BECK / Mikania glomerata SPRENG. / . -
x Prodotti Laboratorio Farmacéutico Ltda. - - Indeferimento de registro
Expectorante Solucéo oral SP Lantana camara LINNE / Passiflora alata
Fi e 51.603.488/0001-82 - S (Em desacordo com a
itoterapico composto CURTIS / Melissa officinalis L. / Myrospermum legislagio vigente)
erythroxylum ALLEM. gisiac 9
CALMAN / Comprimido revestido | Ativus Farmacéutica Ltda - sp Crataegus oxyacantha L. / Salix alba L. / Comercializado
Fitoterdpico composto Solugéo oral 64.088.172/0001-41 Passiflora incarnata
Melissa officinalis L. / Passiflora alata curtis / Ndo comercializado
CALMAN_TE' I_:ARMAERVAS/ Solugo oral Laboratério Farmaervas Ltda sp Valeriana officinalis L. / Lavandula officinalis Indeferimento de registro
Ansiolitico simples 60.565.520/0001-73 chaix (Em desacordo com a
legislaco vigente)
CALMAVITA | Fitoterapico . - Laboratério Vitalab Ltda - . . -
simples Cépsula gelatinosa dura 56.646.953/0001-86 SP Passiflora incarnata L. Comercializado
CALMAPAX / Comgr(;mléz r(;er\glelzs/tldo / Instituto Terapeutico Delta LTDA - sp Passiflora incarnata L./ Erythrina mulungu Comercializado
Produtos naturais associados R%zura 33.173.097/0002-74 MART. / Matricaria chamomilla L.
- . . Matricaria chamomilla L. / Citrus aurantium
. ,CALMI / . Solucéo oral Laboratorio Belem Jardim Ltda MG L. / Cymbopogon citratus STAPF. / Passiflora Comercializado
Fitoterapicos associados 17.299.140/0001-05
alata CURTIS
CALMINTHEO / Ansiolitico Xarope Theodoro F Sobral & Cia Ltda — Pl Passiflora incarnata L Comercializado
simples P 06.597.801/0001-62 )
CALMIPLAN / Fitoterdpico - . Bunker Ind Ftca Ltda — 47.100.862/0001- Passiflora incarnata L. / Salix alba L. / -
Comprimido revestido SP Comercializado
composto 50 Crataegus oxyacantha L.
cl:zﬁlc;t,:a/lrgéljpiI(:_c;A sl?lr-r:Algs/ Tintura / Capsula As Ervas Curam Ind Farmacéutica L tda - PR Passiflora incarnata L Comercializado
Erapico simp gelatinosa dura 79.634.572/0001-82 '
Ansiolitico simples
CALMOXIL / Ansiolitico Comprimido revestido / | H B Farma Laboratorios Ltda — RJ Passiflora incarnata L Comercializado
simples Soluco oral 28.643.633/0001-37 '
CARDIOSETYL/ Laboratorio Quimico Farmacéutico Barros Passiflora alata CURTIS / Crataegus In dl\;?gri%cw)g:ﬁgcliaelf:digtro
Antiespasmddicos Solugo oral Ltda MG oxyacantha L. / Erythrina mulungu MART. / (Em desacordo co?n a
Fitoterapico composto 21.573.449/0001-19 Leptolobio elegans VOG. legislacio vigente)
CARDIOSETYL M/ Laboratorio Quimico Farmacéutico Barros
Fitoterapico simples Solugo oral Ltda MG Passiflora incarnata L. Comercializado

Ansiolitico simples

21.573.449/0001-19
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PRODUTO / CATEGORIA APRESENTACAO FABRICANTE UF SUBSTANCIA ATIVA STATUS
DYRAJAIA / Fitoterapico - Flora Medicinal J. Monteiro da Silva Ltda Passiflora alata CURTIS / Dorstenia ~
composto Tintura 02.007.074/0001-85 R multiformis Ndo encontrado
ELIXIR DE CEREUS Laboratorio Kraemer Ltda Tintura de Crataegus / Cereus grandiflorus
COMPOSTO / Fitoterapicos Solucéo oral RS MILL. / Valeriana officinalis L. / Passiflora Né&o encontrado
- 92.695.816/0001-03
associados alata CURTIS
ELIXIR DE MARACUIA Registro cancelado
o Laboratério Farmaervas Ltda - Passiflora alata Curtis / Paulinia cupana / DOU N° 136, segunda-
COMPOSTO FARMAERVAS / Elixir SP . L . .
Fitoterni 60.565.520/0001-73 Valeriana officinalis L. feira, 18 de julho de
itoterapico composto '
2005
c ix svivestris SW. / Aristolochi Registro cancelado
ERVA SILVINA COMPOSTA / g Cibecol Industrial Farmacéutica Ltda asearia sylvestris oull. / Aristolochia DOU N° 82, terga-
. - Elixir RS cymbifera MARTIUS / Passiflora alata . .
Fitoterapico composto 92.943.992/0001-09 CURTIS feira, 2 de maio de
2006
Caesalpinia ferrea MART. / Roripa nasturtium
BECK / Mikania glomerata SPRENG. /
F”\ggggiss ggég;gggtos Solugéo oral Laboratério Simdes Ltda RJ Passiflora alata CURTIS / Polypodium vulgare Comercializado
/ Myrospermum erythroxylum ALLEM. /
Lantana camara LINNE
FITOCALMIN / Fitoterdpico . . Pronatus Do Amaz.Ind. Com. Prod. Farm. . . ~
simples Cépsula gelatinosa dura Cosm. Ltda - 14.186.324/0001-70 AM Passiflora incarnata L. N&o encontrado
FLORINY /
Ansioliticos-Associacoes Comprimido revestido / | Ativus Farmacéutica Ltda — sp Passiflora incarnata L. / Salix alba L. / Comercializado
medicamentosas Fitoterapico Solug&o oral 64.088.172/0001-41 Crataegus oxyacantha L.
composto
MARACUJA GOTAS / o - Herbarium Laborat6rio Boténico Ltda — . . ~
Fitoterapico simples Soluc&o hidroalcoolica 78.950.011/0001-20 PR Passiflora incarnata L. N&o encontrado
Germed Farmacéutica Ltda —
MARACUJ,A. CONCENTRIX/ Dragea simples / 45.992.062/0001-65 Passiflora incarnata / Salix alba L. / Crataegus -
Fitoterapico composto Solucs | L 4 Ph Inddstria F _— SP ha L Comercializado
Ansiolitico simples olugéo ora egrand Pharma IndUstria Farmacéutica oxyacantha
Ltda — 05.044.984/0001-26
MARACUJA HERBARIUM / Cépsula gelatinosa dura | Herbarium Laboratério Botanico Ltda — PR Passiflora incarnata L Comercializado
Ansiolitico simples / Comprimido revestido | 78.950.011/0001-20 '
Cosmed Industria de Cosméticos e
Medicamentos S.A.
« 61.082.426/0002-07 . .
MARACUGINA COMPOSTA / Solucéo oral / DM Indistria Earmacéutica Ltda Sp Passiflora alata CURTIS / Erythrina mulungu Comercializado

Fitoterapico composto

Comprimido revestido

67.866.665/0002-34
Hypermarcas S.A.
02.932.074/0001-91

MART. / Crataegus oxyacantha L.
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PRODUTO / CATEGORIA APRESENTACAO FABRICANTE UF SUBSTANCIA ATIVA STATUS
Passiflora alata CURTIS / Ptychopetalum
NERVITON / Elixir / Laboratério Cangeri Ltda - RS olacides BENTH / Cola nitida SCHOTT & Comercializado
Fitoterapicos associados Capsula gelatinosa dura | 92.751.965/0001-34 ENDL. / Paulinia cupana/ Cloridrato de
tiamina
PASALIX/ Dé%?ﬁa;(:rggfj/ Marjan Industria E Comércio Ltda — sp Salix alba L. / extrato seco de Passiflora / Comercializado
Fitoterapico composto ue . 60.726.692/0001-81 extrato de Crataegus oxyacantha
Comprimido revestido
- . Cristalia Produtos Quimicos . .
PASIC/ Comprimido revestido / A Passiflora incarnata L. / Crataegus oxyacantha .
Fitoterapico composto Aerossol oral girmaceutlcos Ltda. — 44.734.671/0001- SP L/ Salixalba L. Comercializado
PASC?:;':OES%R&;?&%T;?PICO Comprimido revestido / | Bunker Inddstria Farmacéutica Ltda. — sp Extrato seco de Passiflora / Erythrina mulungu Comercializado
Associacdes medicamentosas Solucéo oral 47.100.862/0001-50 MART. / Matricaria chamomilla L.
PASSICALM / Fitoterapico x Laboratérios Gemballa Ltda — Erythrina mulungu MART. / Valeriana x
composto Solugdo oral 85.776.524/0001-21 SC officinalis L. / Passiflora alata CURTIS N&o encontrado
PASSIENE / Fitoterapico Herbarium Laboratério Botanico Ltda — . . ..
simples Xarope 78 950.011/0001-20 PR Passiflora incarnata L. Comercializado
PASSIFLORA/ . Flora Medicinal J. Monteiro da Silva Ltda Passiflora alata CURTIS / Erythrina mulungu x
Fitoterapico composto Tintura 02.007.074/0001-85 RJ MART. N&o encontrado
PASSIFLORA COMPOSTA / Dragea simples / Infabra Industria Farmacéutica Brasileira RJ Crataegus oxyacantha L . / Passiflora Né&o encontrado
Fitoterapico composto Solugdo oral Ltda - 42.341.149/0001-84 incarnata L. / Erythrina mulungu MART.
PASSIFLORA COMPOSTA / Elixir / Luper Industria Farmacéutica Ltda sp Erythrina mulungu MART. / Melissa officinalis Nao encontrado
Fitoterdpico composto Solucéo dermatolégica | 61.299.111/0001-35 L./ Passiflora alata CURTIS
c Laboratorio Farmacéutico Flora da India Passiflora alata CURTIS/ Atropa belladonna / Nao encontrado
PF:oAdSuStcl)zl?\loa’Zggisls’\cl)zﬁés Elixir Ltda. RS Erythrina mulungu MART. / Citrus limetta
87.104.170/0001-02 Risso / Cereus grandiflorus MILL.
PASSIFLORA KLEIN / - . 3
Fitoterapico simples Tintura Laboratorios Klein Ltda - RS Passiflora incarnata L Nao encontrado
N 92.762.277/0001-70 ‘
Ansiolitico simples
PASSIFLORA ORIENT / . . Orient Mix Fitoterapicos Do Brasil Ltda. . . -
Fitoterapico simples Cépsula gelatinosa dura | 73 657 876/0001-89 RJ Passiflora incarnata L. Comercializado
Passiflora incarnata L./ Salix alba L./
PASSIFLORINE / Fitoterapico Dragea simples / Produtos Farmacéuticos Millet Roux - RJ Crataegus oxyacantha L. / gluconato de célcio / Comercializado
composto Solucéo oral 33.388.182/0001-79 colecalciferol / peptideos de baixo peso
molecular / hipossulfito de magnésio
. -~ - . Passiflora incarnata L. / Valeriana officinalis
PHYTOCALM / Fitoterapico Xarope / Laboratério Catarinense S.A. e L. / Matricaria chamomilla L. / Crataegus N30 encontrado

composto

Cépsula gelatinosa dura

84.684.620/0001-87

oxyacantha L. / Erythrina mulungu MART.
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PRODUTO / CATEGORIA APRESENTACAO FABRICANTE UF SUBSTANCIA ATIVA STATUS
RITMONEURAN RTM/ . . _—_ .

Lo Cépsula gelatinosa dura | Kley Hertz S/A IndUstria e Comércio . .
AnSIOl!tIF:O 5|_mples Solugio oral 92 695.691/0001-03 RS Extrato seco de Passiflora Comercializado
Fitoterapico simples

RITMONEURAN / Fitoterapico | Cépsula gelatinosa dura | Kley Hertz S/A Industria e Comércio RS Piji:g.?_r? Elzat;lcc:)gigglse /alirsy;[/horlcrala/ xgélﬁ]r:gu Comercializado
composto Solugéo oral 92.695.691/0001-03 O
Smilax japicanga GRISEB. / Baccharis
SALSAPARILF}A COMPOSTO Elixir Cibecol Industrial Farmacéutica Ltda - RS genistelloides PERSOON / Plantago major L. / Comercializado
. . 92.943.992/0001-09 Aristolochia cymbifera MARTIUS / Passiflora
Produtos naturais associados -
incarnata L.
SEAKALM / - . Natulab Laboratério S.A — Passiflora incarnata / Crataegus oxyacantha L. Nao encontrado
Fitoterdpico composto Comprimido revestido 02.456.955/0001-83 BA / Salix alba L.
SEAKALM / . . Natulab Laboratério S.A — . . -
Fitoterdpico simples Comprimido revestido 02.456.955/0001-83 BA Passiflora incarnata L. Comercializado
SEDACAL / . . Luciomed Farmacéutica Do Brasil Ltda - . . -
Fitoterdpico simples Cépsula gelatinosa dura 01.845.448/0001-79 SP Passiflora incarnata L. Comercializado
SEDANUS / x DM Industria Farmacéutica Ltda - Crataegus oxyacantha L. / Passiflora incarnata x
Produtos Naturais Associados Solugdo oral 67.866.665/0002-34 SP L. / Erythrina mulungu MART. N&o encontrado
SERENUS / Fitoterapicos I . Biolab Sanus Farmacéutica Ltda - Crataegus oxyacantha L. / Passiflora incarnata -
associados Comprimido revestido | 49 475 833/0001-06 SP / Salix alba L. Comercializado
SINTOCALMY [/ Ansiolitico - . Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A. - . . .
simples Comprimido revestido 60.659.463/0001-91 SP Passiflora incarnata L. Comercializado
SOMINEX / Fitoterapico Lo ) ) Crataegus oxyacantha L. / Valeriana officinalis -
composto Comprimido simples EMS S/A - 57.507.378/0001-01 SP L/ Passiflora incarnata L. Comercializado
Registro cancelado
Resolucdo - RE N°
S?Zl;{l(:tNerEéXicCooc’\grzooSsIoO/ Crataegus oxyacantha L. / Valeriana officinalis 2.692, de 22 de junho
terap post Comprimido simples | EMS S/A - 57.507.378/0001-01 sp gus oxyacania - de 2011
Ansiolitico Associagdes L./ Passiflora incarnata L. - |
medicamentosas <vaw.anV|sa.gov.br/ e
gis/suplemento/270620
11 suplemento_1.pdf>
TENSART / Ansiolitico simples | Comprimido revestido/ | Ativus Farmacéutica Ltda - . . .
Fitoterdpico simples Solugdo oral 64.088.172/0001-41 SP Passiflora incarnata L. Comercializado
ZEN/ Cépsula gelatinosa dura | Laboratério Quimico Farmacéutico RS Passiflora incarnata L. Comercializado

Ansiolitico simples

/ solugdo oral

Tiaraju Ltda. - 94.022.654/0001-60

Fontes: http://www7.anvisa.gov.br/datavisa/consulta_produto; http://www.consultaremedios.com.br, acessados em 26 de maio de 2013.
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