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Resumo:

A espécie Crataegus pinnatifida é popularmente conhecida na Medicina
Tradicional Chinesa (MTC) devido ao seu alto teor polifendlico e aos seus
efeitos terapéuticos. Neste trabalho foi realizado o desenvolvimento de
método para caracterizacdo do perfil em Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) da espécie C. pinnatifida para utilizagdo no controle de qualidade de
medicamento fitoterapico. O método desenvolvido, capaz de caracterizar o
perfil da espécie vegetal foi baseado na identificacdo por CCD de Passiflora
incarnata. Este apresentou-se seletivo e foi possivel a identificacdo de trés
marcadores, Hiperosideo, Acido clorogénico e Quercetina.

Introducao

Ha muito tempo o Espinheiro (Crataegus spp.) € utilizado por muitas culturas
devido a suas atividades terapéuticas. Atualmente a espécie Crataegus
pinnatifida € popularmente conhecida na Medicina Tradicional Chinesa
(MTC) devido ao seu alto teor polifendlico, apresentando grande potencial
antioxidante, redutor de colesterol, com atuacdo em doencas
cardiovasculares, inflamatdrias, e estimulador digestivo (Jurikova, 2012).

O controle de qualidade de um medicamento engloba medidas que
garantem a identidade, atividade, teor, pureza, eficdcia e inocuidade do
produto. Um parametro de controle de qualidade muito utilizado para a
identificacdo de uma espécie vegetal, preconizado por compéndios
nacionais e internacionais, € a avaliacdo do perfil em Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) (ANVISA, 2019).

O objetivo do trabalho foi desenvolver um método para caracterizacdo do
perfil em Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos frutos de C.
pinnatifida para controle de qualidade do medicamento fitoterapico
comercializado no Brasil (Shan Zha).
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Materiais e métodos

Preparo de padrbes

Os marcadores Hiperosideo, Rutina, Acido clorogénico, Epicatequina e
Quercetina, foram escolhidos baseados na descricdo de Jurikova e
colaboradores (2012), como sendo componentes majoritarios nos frutos de
C. pinnatifida. Os padrdes foram preparados em metanol nas seguintes
propor¢ées: Hiperosideo (1:5), Rutina (1:5), Acido clorogénico (1:2),
Epicatequina (1:1), Quercetina (1:5). As solu¢des foram fracionadas, em
vials ambar de 1,5 mL para posterior aplicacdo em cromatoplaca. Foi
aplicado 10,0 pL de cada padrao em placa.

Preparo de amostras

A amostra de fruto foi consideradas como “perfil padrdao” em comparagéao ao
perfil do extrato encapsulado comercializado no Brasil (Shan Zha). Ambas
amostras, tanto fruto chinés, cominuido, como o extrato encapsulado (Shan
Zha), foram submetidos ao mesmo processo de extracdo. Separadamente
foi extraido 1,0 g de cada amostra em 4,0 mL de metanol PA, com auxilio do
banho de ultrassom, sem aquecimento, por 15 minutos. As solug¢des foram
entdo filtradas em membrana de 0,45 um (PVDF) e acondicionadas em vials
ambar de 1,5 mL para posterior aplicagdo em cromatoplaca.

Preparo de reagentes

Foram preparadas duas solugbes reveladoras, &cido difenilbérico 1% em
metanol (NP) e Polietilenoglicol 5% em metanol (PEG), ambos preparados
baseado na metodologia da espécie Passiflora incarnata (Farmacopeia
Europeia 102 Ed., 2019).

Desenvolvimento de metodologia de cromatografia em camada delgada
Para fins de controle e avaliagdo do desenvolvimento do método local para a
CCD da espécie em estudo, foi utilizado o método descrito na Farmacopeia
Chinesa. A partir deste, modificacdes e adequacdes foram realizadas para
obter método cromatografico com a resolucéo almejada.

Metodologia farmacopeica de CCD (CHINA, 2005) para analise de C.
pinnatifida

A medotodologia adotada para identificagdo dos frutos de C. pinnatifida foi a
CCD, em que utilizou-se cromatoplaca de Silica Gel 60 F,54 Merck (15 x 10
cm), em corrida de 8,0 cm. Os padrbes e amostras foram aplicados com
auxilio de aplicador automético, Camag, em bandas tracejadas. Foi utilizado
cuba Camag (20 x 10 cm x 5 cm) bipartida. A fase mével foi: Tolueno:
Acetato de etila: Acido férmico (32,7: 6,5: 0,8), utilizou-se 20 mL de fase
movel em cada biparticAo da cuba e a mesma permaneceu em saturacéo
por 30 minutos, com utilizacdo de papel filtro (20 x 10 cm). Logo apés a
corrida a leitura da placa foi realizada em camara de UV 365 nm e também
em UV 254 nm.
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Desenvolvimento de método em CCD) para analise de C. pinnatifida

Esta analise baseou-se na metodologia de identificacdo por CCD da espécie
Passiflora incarnata, descrita na Farmacopeia Europeia 102Ed., 2019.
Utilizou-se cromatoplaca de Silica Gel 60 Fys4 Merck — 20 x 10 cm, em
corrida de 8,0 cm. Os padrdes e amostras foram aplicados com auxilio de
aplicador automatico, Camag, em bandas tracejadas. Foi utilizado cuba
Camag (20 x 10 cm x 5 cm) bipartida. A fase mével foi: Acetato de etila:
Metiletilcetona: Acido férmico: Agua ultra purificada (20: 12: 4: 4). Foi
utilizado 20 mL de fase movel em cada biparticdo da cuba, e a mesma
permaneceu em saturacao por 30 minutos, com utilizacdo de papel filtro (20
x 10 cm). Logo apéds a corrida, a leitura da placa foi realizada em camara de
UV 365 nm, e foi levada em estufa a 100- 105°C por 1 minuto até
desaparecimento total do odor da fase movel. A cromatoplaca foi revelada
com a utilizacdo da combinacdo de NP e PEG. Apos foi direcionada a
secagem em estufa 100- 105°C por 5 minutos e novamente realizou-se a
leitura em camara de UV 365 nm.

Resultados e Discussao

Inicialmente foi avaliada a metodologia de identificacdo por CCD descrita na
monografia de C. pinnatifida (CHINA, 2005). O resultado obtido pode ser
observado na Figura 1.
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Figura 1 — Cromatoplaca realizada baseada em metodologia descrita na monografia de
Crataegus pinnatifida (CHINA, XXXX). A- UV 365 nm. B- UV 254 nm.

Epicatequina

Este método mostrou que a metodologia ndo se apresentou reprodutivel.
Houve uma grande retencéo ou retencao total no local de aplicagao, tanto
nos padrdes, como também nas amostras. Isto pode ter ocorrido devido a
nao seletividade da fase movel frente aos padrdes e ao fitocomplexo das
amostras. A composicao e propor¢cdo dos componentes da fase movel séo
diretamente relacionados aos fatores de retencao de cada marcador.

AplOs o0 método ter se apresentado irreprodutivel para a identificacdo dos
marcadores, foi entdo desenvolvido uma nova tentativa, utilizando o método
baseado na identificacdo por CCD de Passiflora incarnata (Farmacopeia
Europeia 102 Ed., 2019). O resultado Obtido pode ser observado na Figura
2.
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Figura 2 — Cromatoplaca realizada baseada em metodologia descrita na monografia de
Passiflora incarnata (Farmacopeia Europeia 102 Ed., 2019). A- Leitura apés corrida. B-

Leitura apos aplicagdo do revelador.
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Este método apresentou-se seletivo aos marcadores e ao fitocomplexo do
fruto e do extrato encapsulado. Desta forma, pode-se observar a presenca
de trés dos marcadores utilizados, Hiperosideo, Acido clorogénico e
Quercetina. E notavel que as bandas apresentaram-se com tonalidades mais
fracas se comparado as bandas referéncia, e isto pode estar relacionado ao
modo de preparo das amostras, solvente utilizado e método de extragéo.
Novos testes devem ser realizados para melhor padronizacdo e
aperfeicoamento de metodologia.

Conclusbes

Concluiu-se que o meétodo farmacopeico Chinés para identificacdo da
espécie C. pinnatifida nao foi reprodutivel, no entanto, o método
desenvolvido baseado na metodologia de P. incarnata foi capaz de
identificar trés dos marcadores analisados. Obteve-se um perfil caracteristico
a espécie, comprovando a possibilidade de sua utilizacdo no controle de
qualidade do fitoterapico. Também concluiu-se que novos ensaios devem
ser realizados para melhor padronizagcéo e aperfeicoamento metodologico.
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