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RESUMO

O uso de plantas para fins medicinais € uma pratica muito antiga. E,
embora seja notavel o avancgo dos produtos do setor farmacéutico, é considerado
gue inumeras pessoas ainda utilizam essa fonte como medicamento fitoterapico
para prevencgao e tratamento de doengas. Ha um mercado mundial crescente no
investimento dos fitoterapicos, o que torna uma necessidade maior da vigilancia
sanitaria e orgaos especificos na supervisdo e estabelecimento de legislagdes
especificas no que concerne o controle de qualidade e fabricagdo da matéria
prima e dos produtos finais.

Sendo assim, neste estudo, foram utilizados trinta medicamentos
fitoterapicos, sendo 25 de Passiflora incarnata (P1 a P25) e 1 amostra de cada
de Equisetum arvense (CL), Maytenus ilicifolia (ES), Melissa officinalis (EC),
Ginkgo biloba (GB) e Valeriana officinalis (VL) de distintas regides de Belo
Horizonte para realizacao do controle de qualidade e determinagao da presenca
de metais e compostos organicos nocivos a saude humana.

Na primeira etapa, todos os fitoterapicos foram analisados. No que
concerne aos valores das massas das capsulas apresentados somente as
amostras das plantas P5, P11, P13, P15, P16, P22 e P25 estavam dentro das
normas estabelecidas. Na apresentacao dos rétulos apenas as amostras P2,
P10, P12, P15 e P22 estavam em conformidade. Para a relagdo dos custos das
amostras, realizada para a Passiflora, o medicamento P25 apresentou o melhor
preco.

As andlises dos inorganicos feitas por HR-ICP-MS (High Resolution
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) das amostras das plantas P1,
P2, P4, P8, P12, ES, EC, VL, GB e CL, mostraram concentracdes dos elementos
51V, SMn, 63Cu, "As, 78Se, '98pd, ''Cd, '9°Pt, Hg, 2°®Pb abaixo das
concentragcbes estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e farmacopeias vigentes.

Na analise dos compostos organicos realizadas por HPLC-DAD (High
Performance Liquid Chromatography coupled Diode Array Detection) e HPLC-
MS (High Performance Liquid Chromatography coupled Mass Spectrometry)
foram identificadas trinta e trés substancias nas amostras das plantas P, EC, VL,

GB e CL.: flavonoides, sisquiterpenos e monoterpenos. Na planta VL, por GC-MS
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(Gas Chromatography coupled Mass Spectrometry), foram identificadas oito
substancias pertencentes a espécie e trés substancias (Alloaromadendrene,
Butilhidroxitolueno e Esqualeno) nao pertencentes, que foram utilizadas,
possivelmente, como antioxidantes/conservantes.

Os resultados obtidos nao demonstraram a presengca de compostos a

nivel toxico para o consumidor.

Palavras-chave: Fitoterapicos. Controle de qualidade. HR-ICP-MS.
HPLC-DAD-MS. GC-MS.



ABSTRACT

The use of plants for medicinal purposes is a very old practice. And
although the advancement of products in the pharmaceutical sector is notable, it
is considered that countless people still use this source as an herbal medicine for
disease prevention and treatment. There is a growing world market in the
investment of herbal medicines, which makes a greater need for health
surveillance and specific agencies in the supervision and establishment of
specific laws regarding the quality control and manufacture of raw materials and
final products.

Therefore, in this study, thirty herbal medicines were used, 25 Passiflora
incarnata (P1 to P25) and 1 sample each of Equisetum arvense (CL), Maytenus
ilicifolia (ES), Melissa officinalis (EC), Ginkgo biloba (GB ) and Valeriana
officinalis (VL) from different regions of Belo Horizonte to carry out quality control
and determine the presence of metals and organic compounds harmful to human
health.

In the first stage, all herbal medicines were analyzed. Regarding the values
of the masses of the capsules presented, only the samples of plants P5, P11,
P13, P15, P16, P22 and P25 were within the established norms. When presenting
labels, only samples P2, P10, P12, P15 and P22 were in compliance. For the list
of sample costs, performed for the Passiflora, the drug P25 had the best price.

The analysis of inorganics by HR-ICP-MS (High Resolution Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry) of samples of the P1, P2, P4, P8, P12, ES,
EC, VL, GB and CL plants showed concentrations of the elements °'V, 5Mn,
63Cu, 75As, 78Se, 198Pd, 111Cd, 195Pt, Hg, 2°®Pb below concentrations established
by the National Health Surveillance Agency (ANVISA) and current
pharmacopoeias.

In the analysis of organic compounds made by HPLC-DAD (High
Performance Liquid Chromatography coupled Diode Array Detection) and HPLC-
MS (High Performance Liquid Chromatography coupled Mass Spectrometry)
thirty-three substances were identified in samples from plants P, EC, VL, GB and
CL: flavonoids, sesquiterpenes and monoterpenes. In the VL plant, by GC-MS
(Gas Chromatography coupled Mass Spectrometry), eight substances belonging

to the species and three substances (Alloaromadendrene, Butylhydroxytoluene
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e Squalene) not belonging, which were possibly used as antioxidants /

preservatives.
The results obtained didn’t demonstrate the presence of compounds at a

toxic level for the consumer.

Keywords: Herbal medicines. Quality control. HR-ICP-MS. HPLC-
DAD-MS. GC-MS.
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INTRODUGAO

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2008), a
expectativa de vida do brasileiro aumentou cerca de 27,28 anos (idade de 72,78
anos, em 2008) comparadas ao ano de 1940, em que a populagao mal alcancava
os 50 anos de idade (45,5 anos), e de acordo com as proje¢des para 2050 a idade
pode elevar-se para os 81 anos. Muitos fatos contribuem para esse patamar, como
0os avancos na medicina, as melhorias nas condi¢cbes basicas de saude, o
treinamento fisico, a prépria preocupagao com a saude, consumo de produtos
naturais, incluindo as plantas medicinais e a fitoterapia, dentre muitos outros.

A utilizacdo de plantas para a prevencgao, diagnose e tratamento de
doencgas fisicas e mentais € uma pratica milenar. Seu uso pela humanidade
estabeleceu-se em praticas populares e tradicionais com remédios caseiros e
comunitarios. Apesar da evolugao dos produtos farmacéuticos, o consumo de
plantas como forma terapéutica ainda € bastante comum, sendo hoje conhecida
como medicina tradicional (BRASIL, 2006).

Os fitoterapicos sao utilizados por cerca de 80% da populagao de paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos. E com a expansao desse setor, existe um
crescente mercado mundial que gira em torno de 55 bilhdes de ddlares por ano,
e dessa parcela o Brasil tem sua contribuigdo com cerca de 500 milhdes de reais
(TUROLLA e NASCIMENTO, 2006; MONTE, 2007). Segundo Marinho et al.
(2007), a maior parte da populacao brasileira recorre, como fonte terapéutica, aos
medicamentos de origem natural, como aqueles a base de plantas.

O desenvolvimento de estudos académicos na area de plantas medicinais
no Brasil ocorreu em meados do século XX por consequente avango de
instituicbes de pesquisa e a organizagao das disciplinas que a estudam. Ademais,
o Brasil, com sua dimensao continental, é rico pela diversidade cultural que
compde por geragdes informagdes sobre o uso da flora para fins medicinais. E
sob a perspectiva da biodiversidade, uma das maiores do mundo, o pais tem
predominéncia de 5 biomas principais (floresta amazonica, cerrado, mata
atlantica, pantanal e caatinga), com mais de 55 mil espécies de plantas superiores
e 10 mil bridfitas e algas, esses numeros equivalem a quase 25% de todas as
espécies de plantas ja identificadas no planeta (FERNANDES, 2004; SEED, 2013;
RODRIGUES; CARLINI, 2002).
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Devido a relevancia desses medicamentos, o principal objetivo deste
trabalho é o estudo da presenca de constituintes organicos e inorganicos a nivel

téxico em diversos tipos de medicamentos fitoterapicos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é analisar a qualidade e possiveis
contaminagdes em medicamentos fitoterapicos manipulados de Passiflora
incarnata, Equisetum arvense, Maytenus ilicifolia, Melissa officinalis, Ginkgo

biloba e Valeriana officinalis de distintas regi6es de Belo Horizonte.

Objetivos Especificos

Determinar as concentragdes dos metais e possiveis contaminagdes
presentes nos fitoterapicos estudados, por meio das técnicas de espectrometria
de massa por plasma indutivamente acoplado de alta resolugéo (HR-ICP-MS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detectores de arranjos de diodo
e espectrometria de massas (HPLC-DAD e HPLC-MS) e a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Realizar a caracterizagao fisica das amostras de fitoterapicos quanto aos
parametros de identificacdo da massa, dos roétulos e o custo de mercado de cada

fitoterapico.

20



CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Fitoterapicos

A resolugao n° 17 definida em 2000 pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estabelece parametros para os medicamentos fitoterapicos e
da a seguinte definicdo: Medicamento fitoterapico € o medicamento farmacéutico
que contém em sua composigdo apenas substancias exclusivamente vegetais,
que tenham sido obtidos por processos tecnologicamente adequados, com fins
profilaticos, curativos, paliativos ou para fins de diagndstico. Nao sao
considerados como fitoterapicos os medicamentos que apresentam composi¢ao
de substéancias ativas isoladas nem as associa¢des destas com extratos vegetais
(ANVISA, 2000).

O crescente uso destes medicamentos pela populagao, principalmente as
de paises em desenvolvimento, deve-se a facil obtencao quando comparados aos
medicamentos alopaticos e também pela crenga milenar do uso de plantas.
Ademais, os apelos midiaticos para consumo de produtos naturais para fins
terapéuticos também colaboram com esse cenario (JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005).

Para o estudo, foram analisados medicamentos fitoterapicos de Passiflora
incarnata, Equisetum arvense, Maytenus ilicifolia, Melissa officinalis, Ginkgo
biloba e Valeriana officinalis. As amostras dos fitoterapicos foram escolhidas por
serem plantas alicergadas na medicina tradicional de uso popular com
comprovacéao de sua eficacia, seguranga e qualidade asseguradas pela vigilancia
sanitaria (BRASIL, 2016).

1.1.1 Maracuja — Passiflora incarnata

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae e abrange cerca de
600 espécies (ULMER, 2017). A espécie Passiflora incarnata Linnaeus, Figura 1,
também conhecida como maracuja-rosado, videira-da-paixao, martirios, damasco
selvagem, flor-da-paixdo, maracuja-vermelho, “passionvine”, “maypop”,

“apricotvine”, pertence a ordem Malpighiales, da classe Magnoliopsida, da divisao
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Magnoliophyta, do reino Plantae (PEREIRA, 2014; BRASIL, 2015). O termo
maracuja € uma denominagao indigena que vem de “mara-cuid” que significa
alimento produzido em cuia (EMBRAPA, 2006).

Figura 1 — Folhas, flor e fruto da Passiflora incarnata

Fonte: Exotics Seestre, 2019

A Passiflora incarnata Linnaeus é um fruto proveniente das regides
tropicais e subtropicais do planeta, natural da América do Norte e América Central
(ZERAIK et al., 2010; BRASIL, 2015), apresenta distribuicdo em regides quentes
(GUPTA et al., 2012). Mas, atualmente € possivel encontra-la desde o sul dos
Estados Unidos até a América do Sul (YOTOKO et al., 2011).

As partes comumente utilizadas e de interesse da Passiflora sao as partes
aéreas secas (WHO, 2007a). As folhas do maracuja apresentam alguns
constituintes quimicos principais como: flavonoides (C-glicosideo, O-glicosideo,
flavonas, flavondis) e alcaloides (harmol, harmalol, harmina e harmalina)
(PEREIRA e VILEGAS, 2000). O que confere aos fitoterapicos suas principais
indicagbes terapéuticas citadas na literatura para o tratamento ansiolitico,
sedativo, tens&o nervosa, antimicrobiano, insénia, anti-hipertensivo, antiarritmico,
diurético e antiespasmadico, (FLORIEN, 2019).

Considerada como planta medicinal a Passiflora incarnata é citada em
diversas monografias farmacéuticas oficiais como: British Herbal Pharmacopoeia
(1996), Pharmacopee Frangaise (2007), European Pharmacopoeia (2001),
Pharmacopoeia Helvetica (1987), Europeia Scientific Cooperative Phytotherapy
monographs (1997), European Medicine Agency (2008) e World Health

Organization monographs (2007a). Sendo a primeira do género Passiflora a ser
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citada na Farmacopeia Brasileira e depois substituida pela P. alata e P. edulis
(PEREIRA e VILEGAS, 2000).

O fitoterapico de Passiflora incarnata esta incluso na lista de medicamentos
que apresentam registro simplificado, ou seja, € apenas necessario que a
empresa comunique a ANVISA sobre o processo de fabricagao, importagao e
comercializagdo. A empresa também precisa garantir que o medicamento
apresenta baixo risco a saude, de acordo com as caracteristicas de uso descritas
na RDC n° 199/2006. Mas cabe a empresa seguir as Boas Praticas de Fabricagéo
(BPF) e os cuidados sanitarios. Esse medicamento também nao necessita de
prescricdo médica e suas caracteristicas como fitoterapico podem ser observadas
no quadro 1 (ANVISA, 2018).

Quadro 1 — Medicamento fitoterapico de Passiflora especificado pela ANVISA

Nomenclatura botéanica Passiflora incarnata L.
Nome popular Maracuja, passiflora
Parte usada Folhas e flores
Marcador da espécie Flavonoides totais expressos em vitexina
Derivado vegetal Extratos
Alegacao de uso Ansiolitico leve

Dose Diaria 30 a 120 mg de flavonoides totais expressos em

vitexina
Via de Administragcao Oral
Restricao de uso Venda sem prescricao médica

Fonte: ANVISA, 2018

1.1.2 Cavalinha — Equisetum arvense

O género Equisetum é o unico representante da familia Equisetaceae,
sendo a Equisetum arvense uma de suas 15 espécies. Conhecida também por
cavalinha, a planta é nativa do hemisfério norte: Europa, Norte da Africa, Asia e
América do Norte (FRANCESCATO, 2012). E é considerada uma das espécies
com maior quantidade de silica em seus compostos (MELLO; BUDEL, 2019).
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A cavalinha, figura 2, € uma herbacea, perene, rizomatosa, que se forma
por touceira. Seu caule é fistuloso e ereto. O rizoma castanho-escuro tem
facilidade de rebrote. Suas hastes podem ser de duas maneiras: as que formam
esporangios e as que comegam a brotar quando os esporos estdo maduros,

sendo estas ramificadas e sem esporangios (COUTO, 2006).

Fonte: CM, 2019

A cavalinha apresenta alguns constituintes principais em sua composigao,
como o acido silico, acido galico, tiaminas, luteolina, saponinas, trigliceridios,
flavonoides (isoquercetina, equisetrina, canferol, galutenina, fitosterol),
triglicerideos (acido oleico, estearico, lenoleico e linolénico), alcaloides
(metosapiridina, nicotina, palustrina, palustrinina) e taninos. Os extratos de suas
propriedades terapéuticas sdo usados para tratamento de doencgas reumaticas,
calculos renais, infeccbes do trato urinario, também tem acgao diurética, anti-
hemorréagica e antianémica (GUIMARAES et al., 2015).

Apesar da Equisetum arvense nao constar no Registro Simplificado de
Medicamentos Fitoterapicos da ANVISA, ela é atestada como medicamento
fitoterapico e tem seu uso aprovado pela Comissao Europeia Aleméa para uso no
tratamento de enfermidades (BLUMENTHAL et al. 2000). Esta representada por
monografias na Farmacopeia Espanhola (2002), European Pharmacopoeia
(2005) e na British Pharmacopoeia (2011).
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1.1.3 Espinheira Santa — Maytenus ilicifolia

Pertencente a familia Celastraceae, o género Maytenus possui mais de 200
espécies e apresenta boa adaptabilidade em varios tipos de vegetagdo. E uma
planta muito comum da América do Sul, localizando-se no Brasil com mais
frequéncia em regides do sul e sudeste do pais (ALBERTON; FALKENBERG;
FALKENBERG, 2002; CARVALHO-OKANO, 1992).

Dentre as espécies catalogadas, a M. ilicifolia, Figura 3, apresenta papel
de destaque. Popularmente conhecida como espinheira-santa, recebeu este
nome devido a forma das suas folhas que possuem as bordas espinhosas, e por
suas propriedades terapéuticas (MAGALHAES, 2002).

Figura 3 — Folhas da Mayten

‘Q

us ilicifolia em estagio de frutificagao

Fonte: MBF, 2019

A espinheira-santa é uma arvore pequena, perene, que apresenta muitas
ramificacdes no caule e, sua espécie pode ser diferenciada das outras do mesmo
género pelo fato do caule possuir estrias longitudinais. As folhas contém varios
espinhos e apice agudo, sao coriaceas e glabras. Suas flores sdo pequenas e
apresenta frutos tipo capsula ovoide (COUTO, 2006).

O uso medicinal da Espinheira-santa é devido, principalmente, aos seus
efeitos contra a gastrite e as ulceragdes gastricas e duodenais, devido aos
compostos triterpénicos friedelina e friedelanol presentes em suas folhas. Mas,
também, é comumente usada como analgésico, antisséptico, ténico, cicatrizante,
e como coadjuvante no tratamento da exantema e do cancer (LUNARDI;
SCHIFINO-WITTMANN; BARROS, 2004; MAGALHAES, 2002).
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Esta espécie vegetal esta incluida na lista de Registro Simplificado de
Medicamentos Fitoterapicos. O quadro 2 estabelece paradmetros especificos de
acordo com a ANIVISA para o fitoterapico de M. ilicifolia (ANVISA, 2018).

Quadro 2 — Medicamento fitoterapico de Maytenus especificado pela ANVISA

Nomenclatura botanica Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., M. aquifolium Mart.
Nome popular Espinheira-santa
Parte usada Folhas

, Taninos totais expressos em pirogalol
Marcador da espécie P pirog

Derivado vegetal Extratos

Alegagio de uso Dispepsias, coadjuvante no tratamento de gastrite e Ulcera

gastroduodenal
Dose Diaria 60 a 90 mg taninos totais expressos em pirogalol
Via de Administragcéo Oral
Restricao de uso Venda sem prescricdo médica

Fonte: ANVISA, 2018

1.1.4 Erva Cidreira — Melissa officinalis

A familia Lamiaceae, de ordem Tubiflorae Lamiales, apresenta cerca de
200 géneros e mais de 3000 espécies, sendo uma delas a Melissa officinalis,
popularmente conhecida como erva-cidreira e melissa (LIMA; CARDOSO, 2007).
E uma planta, figura 4, perene de 0,20 a 0,80 m de altura, rizomatosa, seu caule
€ completamente ramificado em tufos. Suas folhas tém coloracido verde-escura
na parte superior e verde-claro na parte inferior, elas sdo grandes, em formato
oval, lanceoladas e pecioladas. Quando floresce, suas flores sdo brancas ou
amarelas (COUTO, 2006; MEIRA; SOUZA; MARTINS, 2010).
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Figura 4 — Folhas de Melissa officinalis

b

Fonte: GREENME, 2016

Nativa do Mediterraneo Oriental e da Asia Ocidental, ela também pode ser
encontrada em paises tropicais, como o Brasil. A M. officinalis, muito utilizada pela
populagédo, possui, em geral, em suas folhas compostos fendlicos, como
glicosidios de luteolina, quercetina, acido caféico, acido rosmarinico, citral,
citronelal, geraniol, mucilagem, taninos, saponinas e resinas que auxiliam no
tratamento de disturbios gastrointestinais, dores de cabecga, sedativo nervoso,
reumatismo, combate a infecgbes virais e antioxidante (SOUSA et al., 2004;
MUZELL, 2006; SODRE et al., 2013; MIMICA-DUKIC et al., 2004).

O fitoterapico de melissa, a base de folhas, pode ser adquirido em
farmacias de manipulagéo e drogarias, sem a necessidade de receituario, pois ele
€ registrado na base de dados dos registros de medicamentos da ANVISA,

seguindo as especificagdes do quadro 3.
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Quadro 3 — Medicamento fitoterapico de Melissa especificado pela ANVISA

Nomenclatura botanica

Melissa officinalis L.

Nome popular

Erva-cidreira, Melissa

Parte usada

Folhas

Marcador da espécie

Acidos hidroxicinAmicos expressos em acido
rosmarinico

Derivado vegetal

Extratos

Alegacéao de uso

Carminativo, antiespasmadico e ansiolitico leve

Dose Diaria

60 a 180 mg de acidos hidroxicinamicos expressos
em acido rosmarinico

Via de Administracao

Oral

Restricao de uso

Venda sem prescrigdo médica

Fonte: ANVISA, 2018

1.1.5 Gingo biloba — Ginkgo biloba

Unico represente extante da familia Ginkgoaceae, a espécie Ginkgo biloba,

também conhecida como gingo, avenqueiro, pau-de-avenca é considerada arvore

milenar, devido a sua capacidade de tolerar componentes toxicos e infecgdes sua

espécie pode viver por longos anos. O G. biloba, figura 5, € uma planta nativa da

Coréia, China e Japao. Sua arvore pode chegar a cerca de 40 metros de altura
(REYES, 2019; FORLENZA, 2003).
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Figura 5 — Folhas de Ginkgo biloba
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Fonte: PEDMED, 2019

Os extratos das folhas de G. biloba sao utilizados para tratar e prevenir
inumeras enfermidades, como cefaleias, disfungbes cardiopulmonares,
envelhecimento, melhorar a memoaria, bem como no tratamento de labirintopatias
(zumbidos e vertigens) (FORLENZA, 2003). Segundo Cohen e Bartlik (1998) e
Kleijnen e Knipschild (1992) o vegetal pode ser usado também no tratamento da
perda de libido, disfuncao erétil, distragdo mental, confusdo, falta de energia,
cansacgo, zumbidos, diminuicdo do desempenho fisico, sentimento depressivo e
ansiedade.

Suas propriedades terapéuticas sao vinculadas a seus principios ativos:
glicosideos de ginkgoflavonas (principalmente quercetina, kaempferol e
isorhamnetina) e lactonas terpénicas (ginkgdlidos e bilobalida) (FORLENZA,
2003).

No Brasil, o fitoterapico s6 é vendido, ou deveria ser, com uma prescricao
médica, de acordo com o registro simplificado de medicamento, como mostra o
quadro 4, mas em algumas regides como Reino Unido, Europa, Estados Unidos
e Canada é possivel adquirir facilmente o medicamento como suplemento
alimentar sem receituario (LI et al., 2017). A prescricdo médica € em raz&o de o
vegetal apresentar em sua composigao acidos gincolicos, que ultrapassando a
concentragédo limite de acido absorvida no organismo, pode se tornar toxico
(CIMRS, 2007).
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Quadro 4 — Medicamento fitoterapico de Ginkgo biloba especificado pela ANVISA

Nomenclatura botanica

Ginkgo biloba L.

Nome popular

Gingo biloba

Parte usada

Folhas

Marcador da espécie

Ginkgoflavondides (22% a 27%) expressos em
quercetina, kaempferol e isorhamnetina; e
terpenolactonas (5% a 7%) expressos em ginkgolideos
A, B, C e bilobalideo

Marcador negativo

Acidos gincolicos em quantidade inferior a 5 pg/g

Derivado vegetal

Extratos

Alegacéo de uso

Vertigens e zumbidos (tinidos) resultantes de disturbios
circulatérios, disturbios circulatérios periféricos
(claudicagao intermitente) e insuficiéncia vascular
cerebral

Dose Diaria

26,4 a 64,8 mg de ginkgoflavonodides e 6 a 16,8 mg de
terpenolactonas

Via de Administracao

Oral

Restricdo de uso

Venda sob prescrigdo médica

Fonte: ANVISA, 2018

1.1.6 Valeriana - Valeriana officinalis

A Valeriana officinalis, figura 6, € uma espécie da familia Valeranaceas, das

quais apresenta cerca de 200 espécies. Conhecida também em diversas regioes

com os seguintes nomes: valeriana, valeriana-menor, valeriana-selvagem,

valeriana-silvestre, erva de Sdo Jorge, valeriana oficinal, erva dos gatos, essa

arvore pode atingir até 1,5 m de altura. Suas raizes sdo ramificadas, com 6érgaos

subterraneos inteiros ou fragmentados, elas abrangem o rizoma e os estolhos.

Suas folhas estao dispostas de 6 a 10 pares com bordas serrilhadas. Suas flores

sdo delicadas e pequenas com coloragao rosa claro e apresenta também fruto
seco com semente (LONDRINA, 2019).
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Figura 6 — Folhas e flores de Valeriana
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Fonte: FSC, 2019

Nativa de regides da Europa e oeste Asiatico, seus principios ativos se
referem a mono e sesquiterpenos-pinenos, canfeno, borneol e acidos valerénicos,
iridoides (valepotriatos), acidos fendlicos, flavonoides e taninos. Sua indicagao
medicinal é para o tratamento de ansiedade, insbnia, antiespasmdédico,
carminativo, anti-tabagismo e ainda como coadjuvante em doencas relacionadas
ao estresse, como cefaleias tensionais e psoriase (LONDRINA, 2019).

A valeriana esta descrita na lista de medicamentos simplificados da
ANVISA, quadro 5. Seu uso deve ser consciente e mediante uma prescri¢ao
meédica, pois o fitoterapico interfere diretamente no sistema nervoso central
(GONCALVES; MARTINS, 2006).
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Quadro 5 — Medicamento fitoterapico de Valeriana especificado pela ANVISA

Nomenclatura botanica Valeriana officinalis L.
Nome popular Valeriana
Parte usada Raizes

Acidos sesquiterpénicos expressos em &cido

Marcador da espécie .
valerénico

Derivado vegetal Extratos

Sedativo moderado, hipnético e no tratamento de

Alegacao de uso A ; . .
9ac disturbios do sono associados a ansiedade

1 a 7,5 mg de acidos sesquiterpénicos expressos em

Dose Diaria .. e
acido valerénico
Via de Administracao Oral
Restricdo de uso Venda sob prescricdo médica

Fonte: ANVISA, 2018

1.2 Regulamentagao de Fitoterapicos no Brasil

A normalizagéo da industria fitoterapica no Brasil foi oficializada a partir da
profissdo farmacéutica, devido as primeiras regras nacionais do setor de
medicamentos no pais. Contudo, s6 ganharam destaque em 1967, na edi¢ao da
Portaria n°® 22, do extinto Servico Nacional de Fiscalizacao da Medicina e da
Farmacia. No entanto, a implementagcdo da Lei Federal n° 6360/1976, que
estabelecia a reorganizagao no setor de medicamentos, ndo abordava a classe
de produtos derivados das plantas medicinais, situagcdo problematica que causou
o registro de vegetais em categorias distintas as classificacdes pertinentes
(MONTE, 2007).

Por isso, houve a necessidade de criar uma legislagdo federal que
normalizasse a classe de produtos fitoterapicos, o que surgiu com a edigao da
Portaria SVS n° 6/1995. A portaria passou a considerar os fitoterapicos como
medicamentos e estabeleceu critérios para os novos registros, incluido a
necessidade de estudos relativos a toxicidade, eficiéncia terapéutica e seguranca
(MONTE, 2007).
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Em 26 de janeiro de 1999, foi criada a ANVISA no Brasil, como uma
autarquia com autonomia financeira e administrativa, para supervisionar os
ambientes, processos, insumos e tecnologias. E a principal agéncia responsavel
por proteger a populagdo em relagdo ao uso de drogas e seus derivados, por
intermédio do controle de qualidade e sanitario da produgdo e comercializagao
(BRASIL, 1999).

A regulamentacdo de medicamentos € feita conforme a legislagao
brasileira de acordo com a ANVISA. Os medicamentos fitoterapicos se
enquadram em dois tipos: industrializados ou manipulados, mas somente os
industriais necessitam de registro, conforme a regulamentacao especifica desde
1967: Portaria n° 22, que foi seguida pela Portaria n° 06, publicada em 1995; RDC
n° 17, publicada em 2000; RDC n° 48, publicada em 16 de marg¢o de 2004; RDC
n° 14, publicada em 05 de abril de 2010; e a norma vigente RDC n° 26, de 13 de
maio de 2014 (ANVISA, 2018).

A manipulagdo de fitoterapicos é sempre realizada por farmacias com
autorizacdo da Vigilancia Sanitaria Estadual ou Municipal. Seguindo a norma RDC
n°® 67/2007, atualizada pela RDC n°® 87/2008, que estabelece as boas praticas de
manipulacdo de preparagcbes magistrais, que sao as que necessitam de
prescricdes médicas ou de dentistas, e as oficinais, que sao inscritas no
Formulario Nacional ou em Formularios Internacionais (ANVISA, 2018).

Na Resolugdo RDC n° 210, de 4 de agosto de 2003 da ANVISA, apresenta
um “Regulamento Técnico de Boas Praticas de Fabricagdo de Medicamentos”
com diretrizes para fabricantes de medicamentos. Além de determinar que as
empresas realizem a auto inspecao da producdo com relatérios disponiveis e
atualizados para inspecéo pelos 6rgaos de supervisao (ANVISA, 2003a).

A ANVISA, de acordo com a resolugao RDC n° 26, de 13 de maio de 2014,
estabelece requisitos minimos para producéo e comercializagao dos fitoterapicos.
Estabelecendo que cada “produtora” tenha documentos e relatérios que
comprovam a eficiéncia do mesmo e garantia de que nao trazem efeitos nocivos
a populagéo. (ANVISA, 2014a).

Os fitoterapicos fazem parte dos medicamentos existentes em farmacias e
drogarias que, apesar de seguir todos os requisitos de eficacia, qualidade e
segurancga dos demais medicamentos, ndo possuem as tarjas vermelha (sujeitos

a prescricdo) e preta (controle especial). Ademais, para serem incluidos nessa
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especificacao, € necessario que cumpram algumas regras, de acordo com a RDC
98/2016, tais como (ANVISA, 2016):

- Nao apresentar ou apresentar baixo risco para o consumidor;

- Uso de curto periodo ou pelo tempo previsto na bula;

- E necessario que seja um medicamento de uso preventivo;

- Nao desenvolver dependéncia quimica ou psiquica;

- Apresentar facil manuseio para o paciente, cuidador ou mediante

orientacéo pelo farmacéutico;

- Ser recomendado para tratamento de doengas nao graves e com

lenta/inexiste evolucao;

- Possuir baixa toxicidade.

O quadro 6 mostra as principais guias da OMS para plantas medicinais e

fitoterapicos com seus devidos anos de puplicagdo e os documentos especificos

relacionados.

Quadro 6 — Guias da OMS

Publicagéao Tema Norma
1998 Controle de Qualidade Quality control method§ for medicinal plant
materials
Metodologias de General guidelines for methodologies of research
2000 . ) " -
pesquisa and evaluation of traditional medicine
2002 Farmacovigilancia The lmpoﬂa?ncg of pharmgc;ov:g:lance - Safety
monitoring of medicinal products
2003 Boas Préticas Agricolas WHO gy/delmes_on good agr_lc_ultural and
collection practices for medicinal plants
WHO guidelines for assessing quality of herbal
2007 Contaminantes medicines with reference to contaminants and
residues
Instrugdes operacionais: informagdes necessarias
2008 Pesquisa clinica para a condugao de ensaios clinicos com
fitoterapicos
2016 Politicas publicas Politica Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos

Fonte: WHO, 1998; WHO, 2000; WHO, 2002; WHO, 2003; WHO, 2007b; OMS, 2008;

BRASIL, 2016
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1.3 Analise Elementar em Fitoterapicos

As plantas apresentam varios constituintes quimicos, entre eles, os ions
metalicos. As suas concentracdes relativas presentes nas plantas podem ser
classificadas como deficientes, adequados e potencialmente téxicos, quando os
niveis de concentragdo indicado em normas sao excedidos (MESJASZ-
PRZYBYLOWICZ; PRZYBYLOWICZ, 2002).

Alguns elementos s&o essenciais para determinadas plantas, mas a
quantidade de cada nutriente varia de acordo com a espécie de planta, ao
genotipo, as condi¢cdes de crescimento, além de érgaos e tecidos de uma mesma
planta. Existem alguns elementos primordiais na constituigdo e desenvolvimento
das plantas, destes, alguns sdo macronutrientes (C, H, O, N, K, Ca, Mg, Pe S) e
outros sdo micronutrientes (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn). Mas outros
componentes podem ser essenciais para certas espécies ou para algumas
espécies cultivadas em condicbes ambientais especificas (MESJASZ-
PRZYBYLOWICY; PRZYBYLOWICZ, 2002).

A origem da presenga de metais pesados em plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos podem ter varias fontes e modificar de acordo com
determinadas situagdes, por exemplo, condicbes ambientais, geograficas e
climaticas. Comumente, metais pesados contaminam o meio ambiente por meio
de agdes antropogénicas por fertilizantes, mineragdo, emissdes veiculares,
combustao de carvao e dleo, fundicado, refinamento e incineracéo de residuos
urbanos e industriais (TAVARES; CARVALHO, 1992).

Ao absorver substancias presentes no solo, incluindo os metais pesados,
as plantas podem acumula-los em toda sua extensao, nas raizes e nos tecidos, e
transferir esses contaminantes para a cadeia alimentar. Esse processo, além de
causar a fitotoxicidade vegetal, gera preocupacao devido ao potencial efeito
nocivo que os metais toxicos podem ter sobre os animais e a saude humana
(MAIGA et al., 2005). A forma do metal (especiagéo) pode afetar ndo somente no
processo de absor¢cdo, mas também o modo como esse metal sera distribuido no
organismo e os efeitos toxicos resultantes (MACHADO, 2001).

Dentre os metais existentes, este trabalho dara foco nos seguintes

elementos: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercurio (Hg), cromo (Cr),
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cobre (Cu), manganés (Mn), paladio (Pd), platina (Pt), selénio (Se) e vanadio (V.),
determinados nas amostras de fitoterapicos estudadas.

O arsénio é um metaloide sélido, cristalino e acinzentado. Sua toxicidade
apresenta-se mais alta quando em aguas brandas com pH acido e em
temperaturas mais elevadas, por oxidar-se ligeiramente para oxido arsenioso,
incolor e inodoro. O As em suas formas organicas apresenta baixa ou nenhum
risco de intoxicagéo, porém, seus compostos inorganicos, como As (lll) e As (V)
sado considerados de elevada toxicidade. O As € encontrado em diferentes tipos
de solos, que pode ter sua origem devido aos compostos minerais utilizados em
pesticidas ou fertilizantes (SPERLING, 2002; NETO, 2018; SAKUMA, 2004). Sua
ocorréncia em aguas naturais, subterraneas e em mares ou lagoas podem ocorrer
nas formas quimicas como As (lll) (arsenito), As (V) (arseniato), ion
monometilarsénico (MMA) e ion dimetilarsinico (DMA) (BARRA et al., 2000).

A toxicidade por ingestao elevada de arsénio envolve varios sintomas e
sinais. Os efeitos da toxicidade aguda pode-se apresentar em questdes de
minutos a ingestdo, como: implicagbes gastrointestinais (diarreia que pode
perdurar por semanas), hematémese, hematoquezia, paladar metalico,
hipotensao, taquicardia, sintomas neurolégicos centrais (cefaleia, confusao,
delirios e alteragdes de personalidade), complicagcdes dermatolégicas e pode
causar a morte, dependendo da quantidade ingerida (NETO, 2018).

O cadmio € um metal de coloragcdo branco azulado e, apesar de ser um
elemento raro, é encontrado na natureza sempre em associagoes de sulfitos nos
minérios de zinco, cobre e chumbo. Ha varias fontes antropogénicas que causam
a contaminagdo em quantidades significativas do elemento no meio ambiente,
como por meio de atividades de mineragcdo (extragdo de rochas fosfatadas,
drenagem de aguas de minas), uso de fertilizantes fosfatados e lodo de esgoto
usado como adubo (MOREIRA, 2019).

Por ser um metal muito toxico, o cadmio pode causar varias consequéncias.
As doses absorvidas no organismo podem causar problemas renais e de figado,
danos no sistema nervoso, ocasionando alteragdes visuais, no olfato, ou
provocando polineuropatias e alteragdes neurologicas diversas. E pode também
estar associada ao desenvolvimento de canceres, hipertensdo, doengas do
miocardio, enfisema, complicagdes oftalmoldgicas, atrofia muscular e porosidade
nos ossos (ROCHA, 2009; FERNANDES; MAINIER, 2014).
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O chumbo é um elemento metdlico encontrado em solos de areas de
mineragao, beneficiamento e refino de minérios de chumbo, em atividades de
reciclagem de baterias automotivas ou em areas onde ocorreram atividades
industriais de exploragao. O principal mineral de minério de chumbo é a galena
(PbS), sendo o chumbo metalico produzido por sua oxidagdo, seguida pela
reducao do litargirio (PbO) que é gerado (BOSSO; ENZWEILER, 2008).

Os efeitos de intoxicagdao de chumbo s&o extremamente prejudiciais para o
organismo humano e ocasionalmente causa sintomas irreversiveis com ou sem
sintomas agudos (deficiéncia cognitiva, neuropatia periférica, disfungao renal
cronica), mas estédo relacionados com o nivel de exposi¢gao. Outros sintomas
também podem ocorrer, com diferentes intensidades para criangas e adultos,
como: colicas abdominais, constipacao intestinal, tremores, alteragées do humor,
irritabilidade, diminuigdo da atengao, vOmitos persistentes e vigorosos, marcha
ataxica, convulsdes, alteragdbes da consciéncia e, finalmente, infertilidade,
convulsdes intrataveis e coma (O’'MALLEY, 2018).

O mercurio € um metal encontrado associado a compostos orgéanicos e
inorganicos, e pode apresentar estado fisico sdlido, liquido e gasoso. Apresenta
aplicagbes em varias atividades, estabelecendo participagédo na composi¢ao de
tintas (atua como fungicida, bactericida e anti-incrustante), na industria
farmacéutica, industrias de aparelhos elétricos e uso do mercurio em garimpos de
ouro, pratica que contamina solo, agua e atmosfera (FERREIRA; APPEL, 1991;
WINDMOLLER et al., 2007). A forma de contaminacdo de solos e plantas
medicinais, pode se dar por meio de descarte incorreto de materiais que
contenham o elemento em sua composicdo e a absorcdao do elemento pelos
tecidos vegetais.

Na natureza, o mercurio pode se apresentar na forma inorganica em
diferentes estados de oxidagdo como: forma elementar (Hg®), ion mercuroso
(Hg2?*) e ion mercurico (Hg?*). Na forma organica, considerada a mais toxica,
apresenta-se como compostos de metilmercurio (CHszHg") (MICARONI; BUENO;
JARDIM, 2000). A presenca de Hg no organismo humano pode desenvolver varios
danos a saude. Uma vez que sua acumulagao € progressiva e irreversivel, pois
facilmente absorvidas apresentam longa duragdo no corpo, causando lesdes
graves, principalmente aos rins, figado, aparelho digestivo e sistema nervoso
central (TINOCO, 2010).
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O cromo é um mineral que existe no meio ambiente em varios estados de
oxidagcao que variam de Cr (VI) a Cr (-ll), e apresenta compostos de multiplas
coloragdes. Suas formas hexavalente (V1) e trivalente (I11) sdo as mais prevalentes
no meio ambiente. Sendo o Cr (lll) considerado o mais estavel e pode ser
encontrado de forma natural em minérios como ferrocromita, porém pode ser
facilmente oxidado em Cr (VI) que é o mais toxico. Os compostos de cromo sao
muito utilizados em cromacédo de metais, fabricagdo de tintas e pigmentos,
preservacao de madeira, explosivos, além dos processos galvanicos (FRANCO et
al., 2011; DONATI, 2006; CAMPOS, 2001).

O cromo hexavalente pode provocar varios sintomas e lesées em contato
com o organismo e pele, como dermatites, ulceragdes, eczemas, problemas
relacionados ao sistema respiratério como bronquite e asma, pode causar
gastroenterites e também sendo apontado como agente cancerigeno (CAMPOS,
2001).

O cobre é um metal avermelhado que pode ser encontrado naturalmente
em rochas, solo, agua, sedimentos e, em niveis baixos, no ar. Ha varios
compostos de cobre que podem ser naturais ou fabricados, sendo um dos mais
comuns o sulfato de cobre. Sua utilizacdo se da em multiplas atividades
antropogénicas, como na fabricagcdo de moedas, fiagdo elétrica, determinados
canos de agua e no processo de produgao de ligas de latdo e bronze. O cobre
pode poluir efetivamente o solo de areas no entorno de minas, fundi¢oes,
instalagdes industriais, aterros e locais de descarte de residuos, além de ser
encontrado em alguns fungicidas (ATSDR, 2004).

O cobre é essencial para plantas e animais, com baixos niveis de ingestéo,
caso ocorra em grandes quantidades torna-se prejudicial e toxico. E quanto maior
o tempo de exposicdo ao metal no organismo, pior sdo os sintomas. Podem
ocorrer dores de cabeca, tontura, nauseas, diarreia e vomitos. Além do risco de
ingestao de altissimas proporgdes poderem causar danos no figado e nos rins e
até morte. Porém, ainda nao é relacionado casos de cancer com a
ingestao/exposi¢cao ao cobre (ATSDR, 2004).

O manganés é um dos micronutrientes de maior abundéancia no solo, e
ocorre em equilibrio por reagdes de oxirreducao em trés valéncias Mn?*, Mn3*

(Mn203.n H20) e Mn** (MnO2.nH20). A forma comumente encontrada em plantas
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€ o Mn?*, que se encontra adsorvido aos coloides na forma idnica ou na forma de
quelato (FAQUIN, 2005).

O excesso de Mn nos solos pode prejudicar o efeito de fixagao bioldgica de
nitrogénio no solo por micro-organismos e a ndao absorgcao dele nas plantas e,
consequentemente, limitar o crescimento das plantas (FAQUIN, 2005). Para o
organismo, a ingestdo excessiva do manganés advindo de alguns alimentos leva
a intoxicagao e gera um quadro chamado de “manganismo”, que pode ocasionar
tremores, problemas na coordenagdo motora e na memoria (CARNAUBA, 2014).

O paladio € um metal de transigéo e esta presente na crosta terrestre. Suas
formas de oxidagdo podem variar de 0 a (+1V), sendo o Pd (+1l) o mais comum e
estdvel. E comumente utilizado na fabricagdo de ligas, em industrias
petroquimicas e automotivas, na fabricagado de catalisadores e na fabricagcao de
produtos odontoldgicos (BELTRAME, 2017; VIOLANTE et al., 2005).

Apesar de poucos dados sobre a toxicidade do paladio para o organismo
humano, um estudo realizado em 2003 por VIOLANTE et al. (2005), mostrou que
a exposicao ao Pd pode ocasionar problemas nas vias respiratérias, causar
alergias, infecgbes oculares e dermatites. Quando o paladio € absorvido, ele é
capaz de penetrar em quase todos os 6rgaos, tecidos ou fluidos, sendo sua
concentragdo maxima nos rins, figado e no bago (KLIMACZEWSKI, 2014).

A platina apresenta os seguintes estados de oxidagéao: Pt (), Pt (1), Pt (lII)
e Pt (IV). E um metal que apresenta aplicabilidade na producédo de catalisadores
de automodveis e da industria quimica, producdo de ligas odontolégicas e na
producgao de joias (KLIMACZEWSKI, 2014).

Alguns compostos de Pt podem causar toxicidade de acordo com a
exposigao e forma de absorgao. Em geral, os sintomas causados podem ser lesao
hepatica e renal, redugcdo da audicdo e causar reagdes alérgicas a pessoas
predispostas a renite, urticaria e asma (MERCK, 2017).

O selénio pode ocorrer em quatro formas de oxidagao, como elementar Se
(0), selenetos Se (-1l), selenito Se (V) e selenato Se (VI). Sua incidéncia nos solos
ocorre, de modo geral, em baixas concentragdes, e apresenta-se em maior teor
em solos originados de rochas sedimentares. Atividades antropogénicas, como
industrias petroliferas e de mineragdo, usinas a carvao, agua de drenagem
agricola pode acelerar o teor dessa substancia no meio ambiente (FAQUIN, 2005;

HAMILTON, 2004). E um elemento que apresenta diferentes niveis de atividades
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biologicas de acordo com suas concentragdes: € considerado, em concentragdes
tracos, importante no papel do desenvolvimento e crescimento normais, mas
também em concentragdes excessivas pode levar a toxicidade (HAMILTON,
2004).

O excesso de Se no organismo humano pode causar um quadro de
selenose de acordo com a forma quimica do composto ingerido e tempo de
exposig¢ao. Os sintomas envolvidos na intoxicagdo humana sao danos nos cabelos
e unhas, disturbios gastrointestinais e fadiga. Ha também estudos que relacionam
0 excesso de selénio com a diabetes (ALMEIDA; CACURO, 2019).

O vanadio é um metal de transicdo presente em rochas fosfaticas. Sua
aplicacao envolve a industria de fertilizantes, petroliferas e de carvao, producao
de ligas metalicas, cerémicas e também muito usada em diversos processos
quimicos da industria de tecidos (ABMBN, 2020).

A forma quimica e o modo de contaminagao do vanadio em excesso podem
ocasionar toxicidade. Caso inalado, pode causar tosse com muco e irritacdo das
vias respiratorias. Ja sua ingestdo em excesso leva a uma diminuigdo do apetite,

diarreia e complicagao da psicose maniaco-depressiva (ABMBN, 2020).

1.4 Espectrometria de Massa por Plasma Indutivamente Acoplado de Alta

Resolugao

A Espectrometria de Massas, em inglés “Mass Spectrometry” (MS) é uma
técnica analitica caracterizada pela sua eficiéncia em determinar quase todos os
elementos da tabela periddica. O instrumento separa ions em um movimento
acelerado de acordo com a razao massa/carga, m/z (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2001).

A Espectrometria de Massas por Plasma Indutivamente Acoplada, em
inglés “Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry” (ICP-MS) expandiu-se
rapidamente pelo mundo desde 1983, quando comegou a ser comercializada e,
desde entao, tem sido utilizada em campos de pesquisa de multiplas areas, como
na area ambiental, geoldgica, semicondutora, biomédica e nuclear. Sua expansao
confere o fato de ser uma técnica de analise com determinagdes rapidas e
capacidade de detecgao isotopica (THOMAS, 2004).
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A ICP-MS ¢é empregado para determinar varios elementos com
sensibilidade em nivel de ultra tragos (ug.L™" a ng.L"). Tornando-a um recurso
excelente na analise estatistica multivariada para determinagcdo de metais em
fontes naturais e antropogénicas em sedimentos, solos, agua, plantas, etc.
(THOMAS, 2004; TOKALJOgLU, 2012).

Outra alternativa, apesar de apresentar custo mais elevado que a técnica
de ICP-MS, é a HR-ICP-MS (Espectrometria de Massas por Plasma
Indutivamente Acoplada de Alta Resolugao, em inglés “High Resolution Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry”), que € capaz de diminuir as interferéncias
espectrais e melhorar a separagao entre as massas com melhor resolugao entre
os picos (NUNES, 2009).

A HR-ICP-MS é uma das técnicas instrumentais mais recentes para analise
elementar e razao de isétopos. Ela difere da ICP-MS por apresentar um sistema
multicoletor para detectar simultaneamente os is6topos ao invés da deteccao da
razao isotdpica (GHAZI, 2007). O modelo é habil para isolar espécies moleculares
e/ou atbmicas, por meio do controle da abertura da fenda de entrada, localizada
entre a dtica idnica e o analisador de massas, e uma outra fenda de saida situada
entre o detector e o analisador de massa. Quanto menor as fendas, melhor a
resolugao, poréem menor sensibilidade do teste, vice-versa. A alta resolugéo da
ICP-MS possibilita a identificacdo da maioria dos ions analiticos alvo. A
instrumentagdo quadrupolo e de campo de HR-ICP-MS permite comparaveis
interfaces de introdugdo amostral e o analisador de massa empregado € composto
por um ima laminado (AREVALO, 2014).

Uma HR-ICP-MS é composta basicamente dos seguintes componentes: (1)
tocha de ions (gas de plasma), (2) regides de interface, incluindo cones de
amostragem e skimmer, (3) Focalizagao da o6tica, (4) aceleragao e foco de feixes
(5) fenda de entrada, (6) analisador magnético (7) analisador eletrostatico, (8)
fenda de saida, (9) conversor e (10) multiplicador de elétrons. O modelo

esquematico de uma HR-ICP-MS é mostrado na figura 7.
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Figura 7 — Representacdo esquematica de uma HR-ICP-MS
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9

Fonte: GHAZI, 2007

O plasma de Argbnio, um dos gases mais utilizados em técnicas/analises
de emissao, € um gas que conduz eletricidade, por meio das concetrangdes de
ions. A formacao do plasma a partir do gas argénio € iniciada com absorgéo de
enegia de uma fonte externa e sua temperatura na operagao pode chegar a 10000
K (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2001).

A amostra deve estar em estado liquido ou gasoso, para amostras sélidas
elas devem ser anteriormente dissolvidas ou introduzidas em sistemas com
ablacdo por laser. Elas s&o inseridas no sistema por meio do nebulizador,
normalmente com a ajuda de uma bomba peristaltica. O gas de nebulizacao gera
uma pressao reduzida na ponta do capilar do dispositivo e entdo a amostra é
transportada por aspiragao pelo efeito Bernoulli. A elevada velocidade do gas
dispersa o liquido em goticulas finas de multiplos tamanhos, as quais sao
carregadas para o plasma, na forma de um aerossol. Ao percorrer pelas zonas de
aquecimento a tocha de plasma é seca, vaporizada, atomizada e ionizada.
Durante esse momento, a amostra é transformada de um aerossol liquido em
particulas sélidas e depois em gas. A energia do plasma é de 15,8 eV, alta
suficiente para ionizar grande parte dos elementos da tabela periddica (a maioria
possui potenciais de ionizagéo pela ordem de 4 a 12 eV). O sistema analisa em
poucos minutos uma quantidade muito pequena, miligramas/mililitros (mg.mL-"),
da amostra (THOMAS, 2004; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2001; SKOOG et al.,
2006 ).
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Os ions produzidos no plasma sao direcionados a regiao de interface que
€ mantido a vacuo a baixa intensidade (1 — 2 Torr) com uma bomba de desbaste
mecanica. Essa regido apresenta dois cones chamados de cone sampler e
skimmer com pequeno orificio (didametro de 0,6-1,2 mm), em que os ions sao
guiados para o dispositivo de separagao de massa. Em seguida sao direcionados
para a camara de vacuo principal por uma série de lentes eletrostaticas (idnicas)
por meio de uma bomba turbomolecular, o vacuo nesta regido é cerca de 103
Torr. Esse sistema de lentes polarizadas possibilitam que o feixe de ions seja
direcionado ao analisador de massa, enquanto impede que fétons, particulas e
espécies neutras atinjam o detector (THOMAS, 2004).

Embora a técnica apresente varias vantagens, ela apresenta alguns pontos
negativos inerentes a preparagdo de amostras, cargas induzidas pela matriz e
interferéncias espectrais. Os componentes de operacdo da HR-ICP-MS, como
cones e lentes, sdo extremamente sensiveis a concentracbes elevadas de
determinados ions soélidos, como K, Al, Na, Ca, Mg e Fe, além de carbono de
amostras mal digeridas. Sendo assim, é de extrema importancia a diluigao das
amostras para minimizar os efeitos nos componentes e reduzir a frequéncia de
manutencao e servico instrumental (MAY; WIEDMEYER, 1998).

1.5 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa

A Cromatografia Gasosa, em inglés “Gas Chromatography” (GC) foi
desenvolvida em 1941 por Martin e Synge, (DIEZ, 2015) e em 1958 foi combinada
com a Espectrometria de Massa (MS) para determinagdo de misturas gasosas
complexas (HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Essa técnica é muito utilizada nas
analises quimicas das areas ambientais, de residuos, ciéncia forense e na
investigacdo de poluentes (HUBSCHMANN, 2015).

As técnicas realizam um processo analitico conjunto, mas cada uma
desempenha uma tarefa. A GC promove a separacdo dos componentes quimicos
da mistura gasosa, de forma quantitativa, e o MS analisa, por meio da razao
massa/carga (m/z), a identificagdo dos compostos que foram separados pelo GC
(BUSTILLOS, 2020a).
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O cromatoégrafo € composto basicamente de um injetor, da coluna, do forno
e de um detector, neste caso o MS (figura 8). O sistema apresenta um processo
de vaporizagdo que favorece amostras em estado solido ou liquido, ja para
amostras em estado gasoso sua introducdo é de forma direta. Assim que os
analitos estdo na forma gasosa eles sao levados pelo gas de arrastre para a
coluna. Esta, esta inserida em um forno resistivo que apresenta uma programacgao
de temperatura em que é possivel adicionar especificagbes quanto ao ponto de
ebulicdo, volatilidade, massa molecular e a estabilidade térmica da amostra, de
tal modo a contribuir para sua separagcao. Cada componente separado resultara
em um tempo de retencao diferentes, e ao chegarem ao fim da coluna, sao
encaminhados para o detector (BUSTILLOS, 2020a).

Figura 8 — Analisador GC-MS
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Fonte: BUSTILLOS, 2020a

O detector que é o Espectrometro de Massas ¢é constituido, basicamente,
por uma fonte de ions, o analisador e um outro detector (figura 8). Assim que um
componente entra no MS, ele interage com elétrons acelerados advindos de um
filamento, produzindo ions do analito na fonte de ions. E entdo sdo fragmentados
segundo um padréo de energia de ionizagdo a 70 eV, que admite a identificagédo
e caracterizagdo dos compostos separados. Os ions acelerados sao
encaminhados para o analisador quadrupolo e sofrem efeito eletromagnético
conforme sua razdo m/z e, entdo, sao detectados pelo multiplicador de elétrons
(detector) (BUSTILLOS, 2020a; DIEZ, 2015). A identificagdo dos elementos é

fundamentada no estudo dos ions fragmentados ou pela comparagdo com
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espectros de massa sob a padronizagao de ionizagdao de 70 eV em bibliotecas

comerciais de espectros (DIEZ, 2015).

1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Performance, em inglés “High
Performance Liquid Chromatography” (HPLC) € comumente usada para
compostos nao volateis e que nao sao apropriados para a cromatografia em fase
gasosa (HOFFMANN; STROOBANT, 2007). O acoplamento da MS como detector
da HPLC é possivel analisar diversos compostos com diferentes massas
moleculares (ARDREY, 2003).

Além do uso do acoplamento MS na HPLC no campo de analises de
residuos farmacoldgicos, sao muito utilizados também os detectores ultravioleta
(UV), arranjo de diodos (DAD, em inglés Diode Array Detector) e o de
fluorescéncia (FLU) (PONTES, 2015). Essas técnicas permitem identificar
componentes em concentragdes muito baixas (LANCAS, 2009).

A HPLC-MS, figura 9, apresenta diversas aplicagbes, compreendendo
determinacgdes de elementos de baixo e alta massa molecular, incluindo polimeros
sintéticos, area ambiental, compostos farmacéuticos, produtos naturais e area
bioquimica (ARDREY, 2003; BANSAL et al., 2010). A HPLC é a técnica para a
separagao e o MS contribui com as informacdes estruturais e quantitativas, por
meio da sua seletividade e sensibilidade (ARDREY, 2003). A HPLC-MS é
comumente mais utilizada que a GC-MS em casos em que € necessario ler
compostos de massa moleculares maiores ou com maior polaridade e menor
volatilidade, visto que a GC-MS é mais adequada para a analise de compostos
volateis (LANCAS, 2009).
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Figura 9 — Analisador HPLC-MS
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A vantagem do acoplamento da cromatografia liquida com a MS é que em
multiplas analises, o analito de interesse encontra-se em uma mistura complexa
e, utilizando o cromatégrafo sozinho ele forneceria a separagao dos componentes
para determinacédo quantitativa. Porém, a técnica isolada ndo poderia fornecer a
identificacdo do componente de forma qualitativa, pois este processo baseia-se
na comparagao dos tempos de retengao (TR) de um analito desconhecido com os
materiais de referéncia apurados nos mesmos padroes de identificacdo
experimentais, o que impossibilitaria o operador de precisar um determinado
elemento. Dessa forma, o uso da MS permite projetar os espectros de massa de
muitos compostos, sendo esses especificos para cada elemento, o que torna a
identificacao com alto grau de precisdo. Uma vez que o cromatografo separa os
elementos, e ao introduzi-los no MS o detector gera um espectro de massa, o que
permite a identificagcdo e determinagao quantitativa do elemento de interesse e
que nao seriam definidos apenas com o uso da cromatografia (ARDREY, 2003).

No método HPLC-MS/MS, a amostra é inserida pelo injetor na fase movel
e passa pelas colunas que apresentam a fase estacionaria. Neste momento, a
amostra é separada e eluida com determinados TR, de acordo com sua influéncia
entre a coluna e a fase mével. Em seguida, os compostos sdo ionizados e
evaporados assim que passam na fonte de ionizagédo no espectrometro de massa
para a formagao dos ions. Logo apds, estes sdo encaminhados para o primeiro
analisador quadrupolo, nestes os ions precursores, séo especificados segundo a

razdo m/z. Posteriormente, seguem para o segundo quadrupolo, em que ha a
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formacao de fragmentos que serdo detectados no segundo analisador, terceiro
quadrupolo. Esse processo aumenta a sensibilidade da analise e proporciona
melhor identificacdo dos analitos (BUSTILLOS, 2020b).

A técnica de HPLC-DAD, figura 10, é uma técnica muita utilizada para
analises de matrizes bioldgicas, aplicacdes forenses e amostras que apresentam
compostos em misturas complexas. Por meio de um amplo conjunto de algoritmos
€ possivel identificar rapidamente os componentes que necessitam de testes de
confirmagao (ESHAGHI, 2011).

Figura 10 — Acoplamento HPLC-DAD
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A HPLC-DAD proporciona muitos beneficios em termos de sensibilidade,
velocidade e especificidade. Os dados gerados, incluindo o comportamento dos
tempos de retencao e espectros de absorcao dos compostos quimicos, resultam
na identificacdo a baixo custo para os laboratorios que utilizam a técnica
(ESHAGHI, 2011).

O acoplamento DAD a HPLC permite a determinacdo dos compostos
analisados (JOSEPH, s/a), e gera um aumento significativo dos dados que séo
obtidos no cromatdgrafo. O uso desse tipo de detector possibilita extrair
cromatogramas em diferentes comprimentos de onda, adquirir individualmente os
espectros de varredura na regido do UV dos picos cromatograficos e, ainda, definir
a homogeneidade espectral de cada pico (FACCI et al., 2020).

O método apresenta, com precisdo, alta resolugdo do comprimento de

onda, o que faz com que os espectros medidos com esses detectores possam ser
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reprodutiveis, caso o mesmo composto for analisado com outros detectores de
fabricantes diferentes. Os diodos sdo dispositivos nao lineares que possuem
maior condutividade em determinadas direcbes que em outras, comumente, 0s
DADs sao executados com softwares completos que sao especificos para
dispositivos HPLC, (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2001; PRAGST; HERZLER;
ERXLEBEN, 2004).
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CAPITULO 2 - MATERIAIS E METODOS

Amostras de cinco tipos de fitoterapicos foram estudadas.

Primeiramente, caracterizou-se as amostras quanto a rotulagem, massa e
custo no Laboratoério de Espectrometria Atdmica e Quimica Analitica e Ambiental
(LEAQUAA) do Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), Brasil.

A segunda parte do trabalho realizada em parceria com o laboratério Institut
des Sciences Analytiques (ISA), em Lyon, Franga, como parte da cooperagao
internacional com o Departamento de Engenharia Nuclear (DEN-UFMG), foram
feitas a preparacao e abertura das amostras, bem como as analises por HR-ICP-
MS, HPLC-DAD, HPLC-MS e GC-MS.

Todos os testes realizados neste trabalho foram feitos em triplicata.

2.1 Amostras

Para realizagdo da parte experimental deste projeto utilizou-se, tabela 1,
vinte e cinco fitoterapicos de Passiflora incarnata e uma amostra de Equisetum
arvense, Maytenus licifolia, Melissa officinalis, Ginkgo biloba e Valeriana
officinalis adquiridos em diferentes drogarias e farmacias de manipulagdo de
diversas regides da cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, entre os

meses de Maio e Agosto de 2019.

Tabela 1 — Fitoterapicos utilizados no projeto
AMOSTRA DERIVADO VEGETAL

P1aP25 Passiflora incarnata
ES Maytenus ilicifolia
EC Melissa officinalis
VL Valeriana officinalis
GB Ginkgo biloba
CL Equisetum arvense
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Inicialmente, os testes seriam feitos somente com as vinte e cinco amostras
de Passiflora incarnata, porém, para gerar variabilidade nos resultados, foram
adquiridos mais outros cinco tipos de medicamentos distintos. As amostras foram

coletadas aleatoriamente sem se considerar qualquer marca ou numero de lote.

2.2 Caracterizagao

Para a caracterizagao dos fitoterapicos, os mesmos foram submetidos aos
testes de: verificagdo de rotulo, determinacdo de massa média e avaliagdo de

custo.

2.2.1 Verificagao de Dados de Rotulagem

Foi realizada uma analise dos dados identificados no rétulo das amostras,
seguindo os itens descritos na RDC n° 10, de 9 de marco de 2010 e na RDC n°
67, de 8 de outubro de 2007 (ANVISA, 2010a; ANVISA, 2007).

Os itens analisados foram: nome do prescritor, nome do paciente, data de
validade e manipulagdo, nomenclatura botanica, componentes da formulagéo,
numero de capsulas, posologia, dados da farmacia, cadastro nacional de pessoas

juridicas, nome do farmacéutico e seu CRF e o numero do lote.

2.2.2 Determinacao de Massa

O teste foi realizado segundo a metodologia adaptada da Farmacopeia
Brasileira (ANVISA, 2010b).

Inicialmente, mediu-se na balanga analitica Shimadzu (modelo AX200) 3
unidades de cada fitoterapico com capsula, em seguida, foi removido todo
conteudo do invélucro e mediu-se novamente. Os dados foram obtidos pela

diferenga de massa entre a capsula cheia e a vazia (Equagao 1).

M=C.— C, (1)
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Em que:
M = massa da amostra;
Cc = massa da capsula cheia (em gramas);

Cv= massa da capsula vazia (em gramas).

O procedimento visa determinar, para o caso de capsulas duras, se o
preenchimento dos invélucros ocorreu de maneira uniforme no processo de
producio, isto &, se todas as capsulas, individualmente, apresentam quantidades

de po aproximadamente iguais.

2.2.3 Avaliagao do Pregco Comercial das Amostras

Na avaliacdo da variagdo de custo, realizada para os fitoterapicos de
Passiflora, ndo seguiu um critério especifico, uma vez que a escolha das
farmacias e drogarias que participaram deste trabalho foram feitas de maneira

aleatoria.

2.3 Métodos de Analise

2.3.1 HR-ICP-MS

Inicialmente, mediu-se em balancga de precisao (MX5 Mettler Toledo) cerca
de 100 mg das amostras de fitoterapico P1, P2, P4, P8, P12, ES, EC, VL, GB e
CL. Em seguida, para o inicio do processo de digestao acida adicionou-se a cada
amostra em tubos de ensaio, 4 mL de acido nitrico (HNO3 a 65% v.v' - ultrapuro
da Merck) e homogeneizou-se. Em seguida as amostras foram levadas a um

micro-ondas (UltraWave da Milestone) conforme os parametros da tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros do micro-ondas

Etapa Poténcia Maxima (W) Tempo (min) Temperatura (°C)
1 1500 5 150 (rampa)
2 1500 15 200 (patamar)
3 0 35 25 (resfriamento)

Apos o resfriamento, as amostras foram avolumadas a 50 mL para analise
dos elementos tragos e diluida na proporgédo de 1:10 (2,5 mL de soluto para 25
mL de agua Milli-Q) e de 1:100 (0,25 mL de soluto para 25 mL de agua Milli-Q),
para os elementos maiores, adicionou-se no final 1 mL de HNO3 em todas as
amostras.

As solugbes multielementares para calibragdo foram preparadas com
solugdes padronizadas da SPEX CertiPrep 2A (Ag, Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr,
Cs, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V e Zn) e 3 (Au, Hf, Ir,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Sn e Tc) cada analito a 10 pug. mL' e 1000 pyg. mL™",
respectivamente. As curvas analiticas de calibragcdo para a quantificacado dos
elementos variaram de branco e 7 pontos (0, 1, 2, 5, 10, 20, 50 e 100 ug. L).

Utilizou-se como padrao interno para a curva de calibragéo o elemento 8%
a 50 ug. L. Os limites de linearidade (R?) foram superiores a 0,99, de acordo com
o estabelecido pela ANVISA na Resolugao 899 (2003b). Os limites de detecgao
e quantificagdo foram calculados segundo os autores Gonzalez e Herrador (2007)

e Paula e Gioda (2013) de acordo com as equacgdes (2 e 3).

LD == (2)
LQ =3,3%LD (3)
Em que:

LD = Limite de deteccgéo;
S = Desvio padrao;
A = Coeficiente angular;

LQ = Limite de quantificacao.
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As leituras foram realizadas com um espectrofotbmetro de massas por
plasma indutivamente acoplado com triplo quadrupolo 8800 ICP-MS Triple Quad
(Agilent Technologies). As condi¢des operacionais do instrumento, figura 11, bem

como suas caracteristicas estdo especificadas na tabela 3.

Figura 11 — HR-ICP-MS utilizada

Tabela 3 — Condi¢oes de operacido da HR-ICP-MS

Parametro Condicao de Operagao
Plasma gas Argbnio
Poténcia RF (W) 1550
Vazéo de gas nebulizador (L.min™") 1,09
Vazao de gas do plasma (L.min™") 18
Vazao de gas auxiliar (L.min™") 1,8
Temperatura da camara de nebulizagéo (°C) 2
Tempo de integragéao (s) 3
Tempo de estabilizagao (s) 20
Numero de replicatas 3
2.3.2 HPLC-DAD e HPLC-MS

Mediu-se em balanga de precisdo 150 mg de fitoterapico. Em seguida,
realizou-se a diluigdo das amostras em etanol a 50% v.v-' e homogeneizou.

A determinagao dos compostos organicos foi realizada com o uso de uma
HPLC-DAD com coluna Pro C18 RS da marca YMC-Pack para tamanho de
particula de 3 pm. O equipamento operou com vazdo de 0,6 mL.min"' a
temperatura de 50°C, com monitoramento de 254 e 320 nm e aquisicao de

espectros UV de 190 a 500 nm para injegdo de amostras a 5 L.
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A tabela 4 mostra os parametros utilizados para o gradiente na fase movel.

Tabela 4 — Gradientes de fase movel

T(fr’n"i‘:’)" %A (Hz0 + 0,1% Ac. Férmico)  %B (Acetronitrila)
0 9 10
) 90 10
o5 0 100
08 0 100
30 90 10

A HPLC-MS operou com as mesmas condi¢des citadas acima, porém com
ionizagdo quimica a pressao atmosférica, em inglés “Atmospheric pressure
chemical ionization” (APCI), em modo positivo e negativo com faixa de SCAN de
100 a 1200 Dalton.

2.3.3 GC-MS

Para a extragdo da amostra de Valeriana em éter, mediu-se 150 mg da
amostra do fitoterapico. Utilizou-se a GC-MS, figura 12, com coluna HP-5MS de
30 metros a 250 ym * 0,25 um da marca Agilent. As condicdes de temperatura e
tempo foram 60°C (3 min); 5°C.min-'; 250°C; 10°C.min""; 325°C (10 min).

—
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O aparelho operou com fluxo de 1 mL.min"' e com a temperatura do injetor
de 250 °C. Para o espectrdmetro de massa a temperatura da fonte foi 230 °C e a
temperatura do quadrupolo foi de 150 °C em detector de SCAN de 35 a 350

Dalton.
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CAPIiTULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Verificagao de Rétulo

Os trinta rétulos dos fitoterapicos foram analisados de acordo com a
legislagao e expressos no quadro 7.

Observando os dados no quadro 7, pode-se notar que apenas as amostras
P2, P10, P12, P15 e P22 estavam em conformidade com a legislagdo. As
amostras VL e CL foram as que apresentaram menos descritivos em seus rotulos.

As amostras P1, P3, P4, ES, e CL ndo apresentaram nome do paciente,
apesar de ser uma nao conformidade, é toleravel por ser um medicamento que
pode ser comprado sem necessidade de prescricdo médica. Porém, o mesmo
ocorreu com as VL e GB, mas nestes casos deveria ter o nome do prescritor e o
nome do paciente no rotulo, pois sao fitoterapicos que deveriam ser vendidos
mediante prescricdo médica.

Outra irregularidade foi quanto a nomenclatura botanica, que deveria conter
o0 nome da espécie, este composto por dois nomes, sendo eles o género e o
epiteto especifico. Os medicamentos P1, P3, P4, P7, P8, P17, ES, EC, VL e CL
apresentaram apenas 0os nomes comuns, as amostras P foram identificadas
apenas como Passiflora, a ES como Espinheira-santa, EC como Melissa e VL
apenas como Valeriana.

As amostras P6, P7, P9, P13, P14, P17, P18, P19, P20, P21, P23, P24 e
P25 apresentaram nao conformidades na posologia indicada, pois informaram
apenas “USE CONFORME ORIENTACAO MEDICA”, no ficando claro o uso.

Apenas as amostras P5 e CL n&o identificaram o CNPJ da empresa.

A VL e CL apresentaram irregularidades também quanto ao endereco e
telefone da farmacia. E a CL também nao apresentou no rétulo os dados do
farmacéutico.

Atentou-se também para as amostras P3, P8, P11, P13, P14, P16, P19 e

VL que nao identificaram na embalagem o lote dos fitoterapicos.
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Quadro 7 — Rétulo dos medicamentos fitoterapicos

Informacgodes exigidas pela
legislacdo

Nome do prescritor
Nome do paciente
Prazo de validade
Data de fabricagao

Nomenclatura botanica: espécie

Componentes da formulagdo com
dosagens

Numero de capsulas
Posologia
Identificacdo da Farmacia
C.N.P.J.
Endereco
Telefone

Nome do farmacéutico
responsavel

CRF

Numero do lote
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GB
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Legenda: + = atende a legislacao; - = nao atende a legislacao; * = ndo se aplica
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3.2 Determinacao de Massa
A figura 13 apresenta os dados obtidos da média das massas dos
medicamentos em triplicata, com o respectivo desvio padrdao, e a massa

referéncia.

Figura 13 — Comparacao entre a massa referéncia e a média encontrada
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Amostras de Fitoterapicos

De acordo com a figura 13 é possivel notar que ha algumas variagdes
significativas da massa média em relacdo ao de referéncia, que € o valor
indicativo, em miligramas, das capsulas do medicamento fitoterapico expressas
no rétulo. As amostras P5, P11, P15 e P16 tiveram valores médios muito proximos
aos valores referéncia (que neste caso foi de 250 mg), variando cerca de 8 mg no
conteudo, porém, amostras como a P1, P10, P12, P14, P23, VL e CL tiverem uma
variacdo de mais de 100 mg de diferenca. E possivel notar também que apenas
oito amostras, P3, P4, P15, P16, P20, P25, VL e CL apresentaram massa média
menor que o valor preconizado na embalagem.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira as capsulas duras podem ter uma
variagao limite de £ 10% na massa média em medicamentos com massa inferior
a 300 mg, e para as de 300 mg ou mais uma variagéo de * 7,5% (ANVISA, 2010b).
Dessa forma, como mostrado na tabela 5, apenas as amostras P5, P11, P13, P15,

P16, P22 e P25 estdo dentro das normas estabelecidas pela farmacopeia.
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Tabela 5 — Variagao limite em porcentagem da massa média

VALOR REFERENCIA

MEDIA

AMOSTRA (mg) (mg) % Erro
P1 200 323 61,5 123
P2 200 264 32 64
P3 250 167 -33,2 -83
P4 320 275 -141 45
PS5 250 250 0 0
P6 250 278 11,2 28
P7 250 302 20,8 52
P8 250 309 23,6 59
P9 250 304 21,6 54

P10 250 367 46,8 117
P11 250 255 2 5
P12 200 343 71,5 143
P13 250 275 10 25
P14 250 395 58 145
P15 250 242 -3,2 -8
P16 250 242 -3,2 -8
P17 250 343 37,2 93
P18 250 315 26 65
P19 250 287 14,8 37
P20 250 190 -24 -60
P21 250 283 13,2 33
P22 250 268 7,2 18
P23 250 400 60 150
P24 250 299 19,6 49
P25 250 227 -9,2 -23
ES 380 435 14,5 55
EC 250 286 14,4 36
VL 500 377 -246  -123
GB 120 205 70,8 85
CL 500 250 -50  -250

3.3 Avaliagao do Custo das Amostras

Apos a compra dos fitoterapicos de Passiflora, todos de farmacias

diferentes, realizou-se o balanco financeiro de cada amostra, conforme indicado

na tabela 6.
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Tabela 6 — Prego das amostras

QTD. PREGO
AMOSTRA  CAPs. (R$)
P1 60 25,70
P2 60 35,00
P3 100 39,90
P4 100 23,50
P5 40 21,18
P6 30 58,00
P7 60 39,00
P8 40 28,00
P9 40 43,00
P10 40 23,00
P11 40 54,00
P12 40 29,00
P13 40 30,10
P14 40 20,94
P15 40 42,50
P16 40 19,00
P17 40 36,50
P18 40 25,00
P19 40 25,00
P20 30 23,00
P21 40 45,00
P22 40 25,00
P23 40 28,00
P24 40 38,50
P25 40 18,00

Na anadlise interpretativa do custo das amostras o valor médio foi de
R$31,83. Analisando pelo valor unitario, o maior valor encontrado foi de R$58,00
e o menor R$18,00, o preco variou cerca de R$40,00 entre as referéncias P6 e
P25, o que pode ser explicado pela “popularidade” da farmacia de manipulacao e
mostra a importancia de se pesquisar diferentes lugares no momento que
antecede a compra. Vale ressaltar também, que compensa, na maioria das vezes,
manipular uma quantidade maior de capsulas de acordo com a recomendagao

meédica ou duragao do tratamento.
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3.4 Analise Elementar por HR-ICP-MS

A HR-ICP-MS atuou nos modos de operagdo MS/MS (2 quadrupolos) para
os elementos Fe e "®Se com gas reacional Oz e atuou também no modo Single
Quad (1 quadrupolo MS) para os outros elementos com gas reacional He e sem
gas. Dessa forma, foram avaliados os valores do coeficiente de correlagéo (R?),
bem como os valores do coeficiente angular, do limite de detec¢cdo e o de

quantificagao, expressos na tabela 7.

Tabela 7 — Referéncia das curvas de calibragdo da HR-ICP-MS

Elemento/ls6topo R? A LD (ug. L")  LQ (ug.L")
Sty 1,0000 0,0365 0,0314 0,1036
Cr 1,0000 0,0026 0,0977 0,3224

Mn 0,9997 0,0157 0,0408 0,1347
Ni 0,9999 0,0054 0,1097 0,3621
53Cu 0,9998 0,1100 0,0557 0,1839
Fe 1,0000 2189,2810 0,1556 0,5136
SAs 0,9999 0,0039 0,2282 0,7530
8Se 0,9999 92,0094 0,0000 0,0000
Mo 0,9990 0,0484 0,5189 1,7122
02Ru 0,9998 0,1629 0,0000 0,0000
03Rh 0,9998 0,4826 0,0107 0,0354
108pq 0,9998 0,1551 0,0068 0,0225
"Cd 0,9999 0,0050 0,0135 0,0444
1 0,9990 0,0219 0,0006 0,0019
195pt 0,9997 0,5484 0,0001 0,0003
Hg 0,9961 0,0000 13,0467 43,0542
208pp 0,9965 0,0653 0,0072 0,0236

A avaliagao da linearidade do método nas curvas de calibracdo para os
analitos esta de acordo com os padrdes minimos estabelecidos pela ANVISA na
Resolugdo 899/2003 que recomenda um R? maior ou igual a 0,99. Pode-se inferir
que os valores de coeficiente de correlagao apresentaram boa linearidade para
todos os analitos apresentados.

O LD é a menor concentragcdo do analito que pode ser determinada, mas

nao necessariamente quantificada, diferentemente do LQ, que € quantificado em
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precisdo. Dessa forma, quanto menor o valor encontrado melhor, assim apenas o
Fe apresentou resultado nao satisfatorio (pior), tanto para LD como para o valor
de LQ.

Os elementos determinados nas amostras de fitoterapicos estao expressos
na tabela 8. As medidas apresentaram incerteza maxima de 3%. A maioria dos
elementos ndo foram detectados, isso pode ocorrer pois os analitos podem estar
a quantidades abaixo do limite de deteccéo (LD) ou estdo ausentes nas amostras.
Todos os valores estdo em conformidade com o valor padronizado (VP)
recomendado pela ANVISA (2010b) nas farmacopeias indicadas para
medicamentos.

Os elementos foco do trabalho, estdo dentro dos valores permitidos. O
arsénio e o cobre foram detectados em todas as amostras, mas em valores baixos.
O chumbo s¢ foi detectado na amostra VL, mas dentro do permitido. Os elementos

cadmio, mercurio, cromo e cobre estavam abaixo do LD ou inexistentes.
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Tabela 8 — Concentragbes (ug.g™') determinadas para as amostras de fitoterapicos por HR-ICP-MS**

E'Ie’,“e“t°’ VP PI  P1* P2 PA P4 P8 P12 ES ES* EC VL GB CcL
sotopo
Sty 25 <LD <LD 10,1874 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 8,4678 0,4651 0,3927
5Mn - 0,1157 1,1163 0,0411 0,1555 0,0256 0,1502 0,0684 0,057 0,0689 0,0089 0,4569 0,0545 0,2885
83Cu 250 0,0019 0,0245 0,0032 0,0047 0,011 0,0029 0,001 0,0016 0,0026 0,0007 0,0193 0,008 0,0098
®As 1,5 0,0003 0,0015 0,0001 0,0007 0,0131 0,0002 0,0002 0,0019 0,0164 0,0007 0,0026 0,0011 0,0009
8Se - 0,0012 0,0123 0,001 0,0012 0,0134 0,0011 0,0008 0,0014 0,0109 0,0011 0,0013 0,0015 0,0015
108pg 10 0,0001 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
MCd 0,5 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
195pt 10 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Hg 1,5 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
208pp 1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,0006 <LD <LD

**incerteza de 3%, *Amostras que foram diluidas 1:100.
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3.5 Analise organica por HPLC-DAD e HPLC-MS

3.5.1 Passiflora incarnata

A comparacao dos cromatogramas obtidos para a P. incarnata mostrou
que as amostras analisadas apresentaram compostos semelhantes, porém néo
foi identificado todos os compostos para todas as plantas. Os fitoterapicos dessa
espécie foram analisados na HPLC-DAD em dois comprimentos de onda, de 254
nm e 320 nm.

Os constituintes encontrados na Passiflora por este estudo foram 2-
Vicenina (TR = 4,74 min), Schaftosideo (TR = 8,23 min), Isoschaftosideo (TR =
8,47 min), Isoorientina-2"-O-B-glicopiranosideo (TR = 6,64 min), Isoorientina (TR
= 9,39 min), Isovitexina-2"-O-B-glicopiranosideo (TR = 10,00 min) e Isovitexina

(TR =10,87 min), as estruturas podem ser verificadas na figura 14.
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Figura 14 — Estruturas dos flavonoides encontrados nas amostras de Passiflora

Isoorientina
Glu: B-D-glucopyranosil; Ara: a-L-arabinopiranosil; Soph: Soforose

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2015

Eles sdo caracterizados como flavonoides do tipo C-glicosilados e podem
ser considerados de grande relevancia para a identificagdo da espécie. Esses
flavonoides sao polifendlicos e sdao encontrados em grandes quantidades na
Passiflora (BRASIL, 2015).

3.5.2 Melissa officinalis

A caracterizag&do da Melissa por meio da HPLC-DAD foi realizada com os
comprimentos de onda de 254 e 320 nm, detectando-se o0s seguintes
componentes de Acido Caféico (TR = 9,16 min), Acido Clorogénico (TR = 12,36
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min) que sao considerados marcadores quimicos da espécie € os compostos
fendlicos em m/z 313 [M-H]  no modo negativo e m/z 315 [M+H]* no modo
positivo sugestivo da substancia 3-O-metilquercetina (TR = 11,57 min) (RECHIA,
2010), figura 15.

Figura 15 — Estruturas de componentes da Melissa
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Fonte: RECHIA, 2010

Outros picos como 0 m/z 163 [M+H]* no modo positivo, pico m/z 537 [M-
H] no modo negativo e pico m/z 441 [M+H]* no modo positivo foram observados,

porém nao foi possivel identificar as respectivas substancias.

3.5.3 Valeriana officinalis

Para a amostra de Valeriana, na HPLC-MS, na banda de absorgao de 320
nm, determinou-se apenas dois picos, um composto fendlico de Acido
Clorogénico de m/z de 355 [M-H] no modo negativo e m/z 355 [M+H]* no modo
positivo (TR = 8,02 min) e outro de Acido Valerénico de m/z de 233 [M-H] no
modo negativo e m/z 235 [M+H]" no modo positivo (TR = 21,42 min), considerado
marcador da espécie (ANVISA, 2018), suas estruturas quimicas podem ser

verificadas na figura 16.
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Figura 16 - Estruturas quimicas dos compostos encontrados em Valeriana
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Fonte: RECHIA, 2010; PASSOS et al., 2009

3.5.4 Ginkgo biloba

A impressao digital observada para a amostra de Ginkgo biloba diluida,
por meio da HPLC-DAD com comprimento de onda de 320 nm, identificou os
seguintes flavonas naturais de Rutina (TR = 9,20 min), Quercetina (TR = 12,40
min), Apigenina (TR = 13,47 min), Kaempferol (TR = 13,65 min), Isorhamnetina
(TR = 13,88 min), como identificados na figura 17. Também foram encontrados
flavonoides glicosilados com pico de m/z de 593 [M-H]  no modo negativo e m/z
595 [M+H]* no modo positivo (TR = 9,71 min), pico m/z 623 [M-H]" no modo
negativo e m/z 625 [M+H]* no modo positivo (TR = 9,80 min), pico m/z 755 [M-
H] no modo negativo e m/z 757 [M+H]* no modo positivo (TR = 10,67 min) e pico
m/z 739 [M-H] no modo negativo e m/z 741 [M+H]* no modo positivo (TR = 11,17
min).

Figura 17 — Estruturas dos flavonoides de Ginkgo biloba
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Fonte: DUBBER et al., 2005
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A amostra concentrada foi analisada na HPLC-MS para identificar um pico
ndo determinado na HPLC-DAD e apresentou os compostos de Ginkgolide C
(TR = 10,18 min) e Bilobalide (TR = 10.67 min) e a substancia sugestiva de
Ginkgolide J ou B (TR = 12,73 min), que mesmo com a varredura dos
comprimentos de onda na HPLC-MS, nao foi possivel precisar esta substancia.

As estruturas quimicas sdo mostradas na figura 18.

Figura 18 — Estruturas dos terpenos de Ginkgo Biloba
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Fonte: CHEN; DING; LINDSAY, 2005

3.5.5 Equisetum arvense

A caracterizagao dos componentes encontrados na Cavalinha foi feita
com comprimentos de onda de 254 e 320 nm, por meio da HPLC-DAD. Foram
identificados na amostra Acido Clorogénico (TR = 8,33 min) e Acido Ferdlico (TR

= 9,45 min), e suas estruturas quimicas sdo mostradas na figura 19.

Figura 19 — Estruturas quimicas das substancias da Cavalinha
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A analise também apresentou picos sugestivos para as substancias:
Kaempferol-3-O-sophoroside-7-O-glucoside em m/z de 771 [M-H]- no modo
negativo e m/z 773 [M+H]* no modo positivo (TR = 6,10 min), Quercetina-tri-O-
hexoside em m/z de 787 [M-H] no modo negativo e m/z 789 [M+H]* no modo
positivo (TR = 7,34 min) e Equisetumpyrone em m/z de 423 [M-H] no modo
negativo e m/z 425 [M+H]* no modo positivo (TR =7,92 min) (FRANCESCATO et
al., 2013). Como os picos sao sugestivos, ndo €& possivel assegurar a
confiabilidade desse resultado, sendo assim, outra técnica, como a HPLC-MS,

seria necessaria para determinagao correta e precisa das substancias.

3.6 Compostos Organicos Encontrados na GC-MS

3.6.1 Valeriana officinalis

Apenas o fitoterapico de Valeriana foi analisado na GC-MS. Com a analise
foi possivel detectar 12 componentes entre eles substancias proprias da espécie
como Acido Isovalérico (TR = 5,24 min), Borneol (TR = 14,99 min) e o Acetato
de Bornila (TR = 18,27 min), Pacifigorgiol (TR = 25,29 min), Espatulenol (TR =
26,45 min), Isoespatulenol (TR = 27,64 min), Valerenal (TR = 29,65 min) e o
Acetato de valerenil (TR = 35,37 min). As estruturas quimicas do Borneol,

Acenato de Bornila e Valerenal sdo mostradas na figura 20.

Figura 20 — Estruturas quimicas de compostos de Valeriana na GC-MS
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Fonte: SILVA, 2009

Outras substancias encontradas como Alloaromadendrene (TR = 23,29
min), BHT (Butilhidroxitolueno) (TR = 24,13 min) e Esqualeno (TR = 42,38 min)

foram possivelmente adicionadas como substancias conservantes/antioxidantes
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e nao fazem parte da composicdo quimica da planta Valeriana officinalis
(PUBCHEM, 2006; RAMALHO; JORGE, 2006; WOBETO, 2007). Sendo assim,
uma analise quantitativa desses compostos € necessaria para melhor controle
de qualidade desse fitoterapico.

Com tudo, por meio dessa técnica ndo foram encontrados nenhum
contaminante, observou-se apenas a presenga de conservantes. Entretanto,
estudos posteriores sao necessarios para identificacdo e quantificacdo dos

componentes.
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CAPIiTULO 4 - CONCLUSAO

A elaboracéao deste estudo permitiu avaliar a qualidade de medicamentos
fitoterapicos de Passiflora incarnata, Maytenus ilicifolia, Melissa officinalis,
Valeriana officinalis, Ginkgo biloba e Equisetum arvense encontrados no
comércio de Belo Horizonte por meio de parametros fisicos, espectrograficos e
cromatograficos.

A determinacdo de informagdes como a “Verificacdo dos Rétulos” e a
‘Determinacdo das Massas” permite analisar possiveis irregularidades do
fabricante bem como identificar se este segue a legislagao vigente. Dessa forma,
de acordo com os dados encontrados, dos 30 fitoterapicos, apenas as amostras
P2, P10, P12, P15 e P22 estdo em conformidade quanto aos rétulos. E para a
andlise das massas, apenas as amostras P5, P11, P13, P15, P16, P22 e P25
estdo dentro das normas estabelecidas.

A “ldentificacdo do Custo das Amostras” visou apenas a comparacao e
determinacao de qual fitoterapico/estabelecimento apresentava melhor preco.
De acordo com os dados, o medicamento P25 apresentou o melhor preco
comparado aos outros 24 fitoterapicos de P. incarnata adquiridos em lugares
distintos.

A analise por HR-ICP-MS mostrou-se eficaz para determinar os possiveis
elementos toxicos nas amostras. Foram identificados alguns elementos/isétopos
(5'V, 55Mn, 83Cu, 75As, "8Se, 1%Pd, 11Cd, '9°Pt, Hg, 2°8Pb) em quantidades trago.
Todos os elementos encontrados estavam dentro dos padrdes permitidos de
acordo com as farmacopeias analisadas e a ANVISA.

As informacgdes obtidas nas técnicas de HPLC-DAD e HPLC-MS para
determinagdo de compostos organicos apresentaram apenas constituintes
proprios das espécies analisadas (Passiflora incarnata, Melissa officinalis,
Valeriana officinalis, Ginkgo biloba e Equisetum arvense), como flavonoides,
sisquiterpenos e monoterpenos. Ao todo, foram identificadas 30 espécies
quimicas e 3 picos nédo determinados para a Melissa.

A aplicacdo da GC-MS para o fitoterapico de Valeriana officinalis
identificou 11 substancias quimicas organicas, sendo 8 delas pertencentes ao
género e outras 3 utilizadas como conservantes/antioxidantes, ndo séao

pertencentes a planta.
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Medicamentos fitoterapicos tem sido cada vez mais utilizados pela
populacdo brasileira e o controle de qualidade deve acompanhar esse
crescimento. Focando em medicamentos manipulados comprados em Belo
Horizonte, ndo se encontrou indicios de riscos para o consumidor. Porém, testes
complementares devem ser feitos para estudos em niveis de tragos.

Por conseguinte, fica evidente a necessidade do controle dos fitoterapicos
a fim de assegurar a qualidade dos medicamentos e consequente seguranca
para a populacdo. Dessa forma, faz-se necessario as Boas Praticas de
Fabricagdo, bem como o controle na produgao e manejo dos insumos (plantas),
e 0 uso de técnicas especificas para identificagdo de possiveis

adulterantes/contaminantes no produto.

4.1 Perspectivas Futuras

Realizar uma pesquisa estabelecida de acordo com o Comité de Etica
sobre os principais fitoterapicos que a populagao das regides de Belo Horizonte
e regidao metropolitana mais consome para assim, incluir mais matrizes de
medicamentos e consequente ampliagcdo do campo geografico de obtengao do
produto.

E possivel também realizar a comparagao de amostras manipuladas x ndo
manipuladas.

Avaliar os medicamentos por meio de técnicas de especiacdo quimica,
possibilitando a quantificacdo de cada composto especifico e suas formas mais
nociva para a saude.

Realizar a comparacdo dos resultados das técnicas analiticas com
materiais de referéncia especificos para plantas medicinais e fitoterapicos.

Fazer simulacdes quimicas do plantio para analisar as consequéncias do
uso irresponsavel de agrotoxicos na producéo e, entdo, realizar a analise da
toxicidade para o consumidor.

Realizar o aprofundamento da analise organica visando a identificagao de
possiveis contaminantes em nivel de tragos e ultra tracos.

Além da quantificagdo de principios ativos para assegurar a eficacia dos

medicamentos.
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