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RESUMO

W. ebracteata Cogn. (taiuid) e L. operculata (L.) Cogn. (buchinha-do-norte) sdo espécies
vegetais da familia Cucurbitaceae, utilizadas como medicinais, sendo que as raizes de
W. ebracteata apresentam di-hidrocucurbitacina B (DHCB) como constituinte maijoritario,
e os frutos de L. operculata, cucurbitacina B (CB). O objetivo deste trabalho é
desenvolver métodos para doseamento de DHCB e de CB nestas espécies, empregando
CLAE e espectrofotometria de absor¢do no UV. DHCB e CB foram isoladas, e tiveram
sua pureza determinada por CLAE. Na otimizacdo dos parametros da analise por CLAE
(coluna ODS, 5 um, 150 X 4,6 mm) foram testados diferentes eluentes, fluxos e
comprimentos de onda, além de eluicdo por gradiente e isocratica. Em relagdo ao modo
de preparo da amostra foram testadas extracdes a partir de raizes de W. ebracteata, por
maceragdo com etanol e posterior particdo com éter de petréleo (EP) e diclorometano
(DC), e extracdes diretas por maceracao com EP e DC. Foi selecionada a extragdo por
maceragdo com EP, seguida de extragdo com DC em refluxo, sendo o extrato
diclorometanico seco ressuspenso em acetonitrila e filtrado por membrana (0,45 um).
Para a analise por espectrofotometria no UV foi necessaria uma diluigcdo 1:10 a partir do
extrato utilizado na analise por CLAE. Os parametros selecionados para o método por
CLAE foram: eluente CH3CN:H,O 40:60; fluxo de 1,2 mL/min. Tanto por CLAE quanto por
espectrofotometria de absor¢ao no UV a deteccao foi realizada em 210 e 230 nm. Foi
realizada uma curva de calibragdo, obtendo-se férmulas para o calculo da concentragao
de DHCB e CB. Foram realizados estudos preliminares de validacdo determinando-se a
linearidade, a exatidao, a precisao intra-ensaio e intermediaria, além dos limites de
deteccdo e quantificagdo. A analise por CLAE se mostrou reprodutivel, a precisdo
intermediaria encontrada (em média 8%) foi considerada satisfatoria por tratar-se de
analise de plantas. A recuperacao (em média de 77%), demonstrou o grau de exatidao do
método. A deteccao em 230 nm foi mais apropriada por apresentar menor interferéncia
de outras substancias presentes no extrato. Por outro lado tanto a precisdo quanto a
exatiddo obtida na analise por espectrofotometria no UV foram insatisfatérias, portanto,
este método precisa ser reformulado. O método desenvolvido foi aplicado na analise de
amostras comerciais de taiuia e de buchinha-do-norte. Os resultados deste ensaio
mostraram uma grande variabilidade quali e quantitativa nas amostras de taiuia,
enquanto que as amostras de buchinha diferiram apenas quanto ao teor de
cucurbitacinas. Fracgdes diclorometanicas de W. ebracteata e L. operculata empregadas

em ensaios farmacoldgicos foram caracterizadas quali e quantitativamente.



Xii

ABSTRACT

W. ebracteata Cogn. (taiuia) and L. operculata (L.) Cogn. (buchinha-do-norte)
Cucurbitaceae are species used as medicinal plant. W. ebracteata's roots contain
dihydrocucurbitacin B (DHCB) as maijority constituent. In the fruits of L. operculata the
major cucurbitacin was cucurbitacin B (CB). The objective is the development of methods
for quantitative analysis of DHCB and CB on these species. The used methods were
HPLC and spectrophotometry on UV. DHCB and CB were isolated by column
chromatography. They had their purity determined by HPLC. During the optimization of
the CLAE analysis parameters (column ODS, 5 um, 150 X 4,6 mm) were tested different
eluents, flows, wave lengths and elution mode (gradient and isocratic). Some sample
preparation methods were tested. The tested methods were: maceration with ethanol and
partition with petroleum ether (PE) and dichloromethane (DC), maceration with DC and
maceration with EP followed by maceration with DC with and without reflux. The dry
dichlorometanic extract was suspended with acetonitrile and filtered throw membrane
(0,45 um). The analysis by spectrophotometry on UV requires dilution (1:10) from the
extract used in the analysis by HPLC. The HPLC selected parameters were: eluent
CH3CN:H,0 40:60; flow 1,2 mL/min. Both analysis methods used detection wave lengths
210 and 230 nm. Using calibration curves were obtained formulas for the determination of
DHCB and CB concentration. Preliminary validation studies determined linearity,
accuracy, intermediate precision, repeatability, detection limit and quantification limit. The
analysis by HPLC is reproducible. The intermediate precision (about 8%) was considered
satisfactory for plant material analysis. The recovery (about 77%) demonstrated the
accuracy of the method. The detection at 230 nm presented smaller interference of other
substances in the extract. On the other hand the precision and the accuracy obtained in
the analysis by spectrophotometry on UV was unsatisfactory. Therefore, this method
needs to be reformulated. The developed method was applied in the analysis of
commercial samples of taiuid and buchinha-do-norte. It was found a great qualitative and
quantitative variability on the taiuia samples, while the buchinha-do-norte samples just
differed on the cucurbitacins level. Dichloromethanic fractions of W. ebracteata and L.

operculata used on pharmacological assays were characterized.
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APRESENTAGAO

A presente dissertacao refere-se ao trabalho de pesquisa desenvolvido durante o
mestrado em Farmacia, area de concentragdo Farmacos e Medicamentos, linha de
pesquisa Garantia da Qualidade de Insumos, Produtos e Servicos Farmacéuticos do
Programa de Pés-Graduagdo em Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina.
Os experimentos foram realizados no laboratério de Farmacognosia, do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, da mesma universidade.

Este trabalho foi realizado em cooperagdo com a Prof®. Dr®. Rosa Maria Ribeiro-
do-Vale Nicolau, orientadora da tese de doutorado de Rodrigo Rebelo Peters junto ao
Programa de Poés-graduagdo em Farmacologia, onde foram realizados os estudos
farmacologicos. Os resultados parciais desta etapa sao apresentados na publicagcdo
conjunta aceita pela revista Life Sciences (Anexo 1).

As espécies vegetais selecionadas como objeto de estudo foram Wilbrandia
ebracteata Cogn. e Luffa operculata (L.) Cogn. A primeira é denominada popularmente
taiuia e a segunda, buchinha-do-norte, cabacinha, buchinha, abobrinha-do-norte, bucha-
dos-paulistas (CORREA, 1984; MATOS, 2000). Também sera discutida a espécie
Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn. oficializada pela Farmacopéia Brasileira | como taiuia.
Estas espécies pertencem a familia Cucurbitaceae, sendo as cucurbitacinas seus
constituintes quimicos principais (CORREA, 1984; PORTO, 1974, HEGNAUER, 1989).



1. INTRODUGAO

W. ebracteata é encontrada predominantemente na regido sul do Brasil, enquanto
L. operculata € uma espécie nativa do norte e nordeste brasileiro, mas muito
comercializada na regido sul, sendo associada a casos de intoxicagao, muitas vezes pelo
uso por via oral como abortivo (CORREA, 1984; Centro de Informagdes Toxicolégicas de
Santa Catarina, 2001). Em levantamento realizado entre gestantes de diversos estados
brasileiros, o uso de L. operculata como emenagogo foi apontado, sendo esta pratica
associada com a tentativa de aborto (MENGUE et al., 1997).

No sul do Brasil, o nome taiuia é utilizado para designar muitas espécies dos
géneros Wilbrandia e Cayaponia, por exemplo, C. martiana (Cogn.) Cogn., C. hirsuta
Cogn. e C. tayuya (Vell.) Cogn. Este fato, muitas vezes, gera confusdo em relacao a
identificacdo das espécies utilizadas comercialmente. Estas espécies séao
comercializadas no Brasil e no exterior na forma de fitoterapicos, sendo que, aqueles cuja
composicao indica raizes de C. tayuya (Sin. Trianosperma tayuya (Vell.) Cogn.), droga
oficializada pela Farmacopéia Brasileira | (1926), podem conter na verdade raizes de
W. ebracteata. No sul do Brasil isto tem sido explicado pelo fato de C. tayuya, ao
contrario de W. ebracteata, raramente ocorrer no Rio Grande do Sul, um dos principais
fornecedores da matéria-prima (FARIAS et al.,, 1986; FARIAS e SCHENKEL, 1987;
SANTOS, SANTOS e SCHENKEL,; 1996).

As raizes dessecadas de W. ebracteata sdo empregadas na medicina popular no
tratamento de prisdo de ventre, dermatoses, amenorréia, Ulcera gastrica aguda e
doengas reumaticas (FARIAS et al., 1993; SANTOS, SANTOS e SCHENKEL, 1996;
FARIAS e SCHENKEL, 1987). Quando seca, a raiz torna-se menos drastica (CORREA,
1984). Diversos trabalhos apontam para a existéncia de importante atividade
antiinflamatéria desta espécie o que sera detalhado na reviséo bibliografica.

Os frutos secos de L. operculata sdo amplamente utilizados no tratamento de
sinusite, na forma de infuso ou decocto, por meio de lavagem da rinofaringe, as vezes
referida de forma equivocada como inalagdo. S&o também citados como purgativo
drastico, vermicida e emético (CORREA, 1984; MATOS, 2000).

Tanto as raizes de W. ebracteata quanto os frutos de L. operculata apresentam
sabor amargo devido a presenca de cucurbitacinas, metabdlitos secundarios comuns na
familia Cucurbitaceae. Cucurbitacinas sao triterpenos tetraciclicos poli-hidroxilados.
Alguns destes compostos apresentam elevada toxicidade, mas s&do responsaveis por

parte das atividades biologicas destas plantas medicinais.
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Portanto, a fim de se garantir a seguranca e eficacia do tratamento com

fitoterapicos que possuam raizes de W. ebracteata ou frutos de L. operculata em sua
composicao, faz-se necessario o estabelecimento das doses adequadas. Para tanto, ha
necessidade do desenvolvimento de métodos sensiveis e especificos para determinagao
do teor de cucurbitacinas tanto em matérias-primas quanto em produtos intermediarios,
ou seja, extratos, em especial daquelas sabidamente téxicas. O desenvolvimento de
meétodos de anadlise de cucurbitacinas nas espécies apresentadas permite também o
controle de qualidade, no caso o doseamento, de matérias-primas vegetais e a
caracterizagao de fragbes utilizadas em testes farmacologicos.

Além de plantas medicinais, a familia Cucurbitaceae apresenta plantas
alimenticias de importancia na agricultura de varios paises. Como exemplos destas,
cultivadas no Brasil, podemos citar: abébora moranga (Cucurbita pepo), melancia
(Citrullus vulgaris), pepino (Cucumis sativus) e chuchu (Echium edule) (PAGOTO,
KAPLAN e GOTTLIEB, 1996). Algumas variedades das espécies alimenticias também
podem apresentar cucurbitacinas, ampliando-se o leque de aplicagdo das metodologias

de andlise destes compostos em materiais vegetais.



1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item, sdo apresentados os dados a respeito de composi¢do quimica,
farmacologia, toxicidade e analise, encontrados na revisdo da literatura sobre as espécies
Wilbrandia ebracteata Cogn., Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn. e Luffa operculata Cogn.
Também foi realizada pesquisa bibliografica sobre as cucurbitacinas isoladas das
espécies descritas, incluindo os estudos sobre toxicidade e atividade farmacolégica. Em
relacdo a trabalhos sobre anadlise quali e quantitativa foram procurados artigos

relacionados a este grupo de compostos.

1.1.1. Wilbrandia ebracteata Cogn.

Classificacdo botanica:

Ordem: Cucurbitales

Familia: Cucurbitaceae

Subtribo: Melothriinae

Género: Wilbrandia Manso

Secao: Euwilbrandia

Espécie: Wilbrandia ebracteata Cogn.

Variedades: pedunculata, ebracteata, bracteata

Figura 1: Raiz de W. ebracteata (WEO01), coletada em Floriandpolis, em janeiro de 2001.
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Da raiz da espécie W. ebracteata (Figura 1) foram isoladas as seguintes

cucurbitacinas (Tabela 1): cucurbitacina B, D, E, P, R, G/H, J/K, di-hidrocucurbitacina B e
seu 2-B-D-glicosideo, di-hidroisocucurbitacina B e seu 3-B-D-glicosideo, di-
hidrocucurbitacina E e seu 2-B-D-glicosideo, 22-deoxo-cucurbitacina D, 22-deoxo-
cucurbitacina L, bem como: (20R) 24-oxi-3-8, 16-a-20, 24, 25-penta-hidroxi-10-a-cucurbit-
5-eno-2, 11, 22-triona (3-epi-isocucurbitacina G); (20R) 22-oxi-2-B, 16-a, 20, 22, 25-
penta-hidroxi-10-a-cucurbita-5, 23t-dieno-3, 11-diona; (20R) 25-acetoxi-3, 16-a, 20-tri-
hidroxi-30 nor-2-(B-D-glu-copirano-siloxi)-1, 2, 3, 4, 5, 10-di-hidrocucurbit-6-eno-11, 22-
diona (FARIAS et al., 1993). Foram isoladas também as cucurbitacinas: 16-a, 23-a-epoxi-
2-B, 3-B, 20-p-tri-hidroxi-10-a,, 23-B-cucurbit-5, 24-dien-11-ona; 16-a, 23-a-epoxi-2-, 3-p,
20-B-tri-hidroxi-10-a, 23-a-cucurbit-5, 24-dien-11-ona e 2-B, 3-8, 16-a, 20, 25-penta-
hidroxi-10-a., 5, 23-dien-11-ona (SCHENKEL et al., 1992).

Das raizes de W. ebracteata foram isolados também C-glicoflavondides:
spinosina, swertisina, isoswertisina, vitexina, isovitexina, vicenina-2, orientina, iso-
orientina (SANTOS, SANTOS e SCHENKEL, 1996).

No que diz respeito a investigacdo farmacoldgica, foi estudado o efeito
antiedematogénico do extrato aquoso de W. ebracteata a 10% (planta seca) na dose de
1 g/kg v.o. frente ao veneno de jararaca (Bothrops jararaca), o qual resultou em inibicdo
significativa do edema. Portanto, o uso de W. ebracteata no caso de mordeduras de
cobras, preconizado popularmente, pode ser devido a atividade antiinflamatoria do
extrato (PEREIRA, GONCALVES e PEREIRA, 1992).

A fracdo diclorometanica de W. ebracteata, rico em cucurbitacinas, foi testado em
ratos e camundongos com edema induzido por carragenina, assim como as
cucurbitacinas B e E. A fracdo e as substancias isoladas foram diluidas em solugao de
DMSO a 1,0%. Foram testadas doses de 1 a 10 mg/kg i.p., sendo que a dose inibitéria 50
(ID50) por esta via foi 5 mg/kg; e doses de 3 a 30 mg/kg p.o., cuja ID50 foi 15 mg/kg. A
inibicao do edema foi dose dependente. As cucurbitacinas B e E isoladas desta espécie
também apresentaram atividade. Quando foi testada a acéo analgésica frente a dor
induzida por acido acético, o resultado também foi positivo. Através do teste de indugao
de dor com formalina, nas doses de 0,3 a 10 mg/kg i.p. € 3 a 30 mg/kg p.o., foi observada
inibicido das fases neurogénicas e inflamatérias (PETERS, FARIAS e RIBEIRO-DO-
VALLE, 1997).

Nos estudos a respeito dos possiveis mecanismos da acido antiinflamatéria da
fracdo diclorometanica de W. ebracteata e cucurbitacina B, as doses de 0,3 a 10 mg/kg

i.p. e 3 a 30 mg/kg p.o. foram utilizadas no ensaio de inibicdo de inducio do influxo de
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células para a cavidade pleural induzida por carragenina. O resultado foi positivo, mas

nao dose-dependente. Houve inibicdo do influxo de células e do exsudato pleural. Para a
cucurbitacina B foi também observada a inibicdo da produgdo de prostaglandina PGE.,.
Como neste modelo ha aumento do nivel da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), mas nao
Além disso, uma das fragdes estudadas nao foi capaz de induzir Ulcera gastrica em ratos,
0 que acontece com substancias antiinflamatérias que inibem tanto a COX-1 quanto a
COX-2 (PETERS et al., 1999).

Estudo in vitro, utilizando células de Salmonella, a respeito da mutagenicidade de
diversas fragbes de W. ebracteata, demonstrou que a fragdo diclorometanica - onde se
encontram as cucurbitacinas, e as fragoes acetato de etila e n-butandlica - ricas em
flavondides C-glicosidicos - ndo apresentam esta caracteristica. Tais fragbes foram
obtidas por particdo a partir do extrato metandlico, seco e ressuspenso em agua. Os
autores discutem a possivel auséncia de risco a saude humana. Um efeito mutagénico de
baixa intensidade foi observado apenas em tratamento por longo prazo com altas doses
do extrato metandlico e hidrometandlico (1:1), onde foram detectadas saponinas e
flavondides (PEREIRA, FARIAS e VARGAS, 1996).

Todos os estudos levantados foram realizados com extratos obtidos de raizes de
W. ebracteata, com exce¢ao de um trabalho a respeito do efeito antiulcerogénico de
extrato hidrometandlico das folhas. Neste verificou-se reducao das lesbes produzidas por
etanol, mas nao houve atividade sobre lesées induzidas por indometacina. Também néo
foi observada atividade analgésica. Testes qualitativos revelaram auséncia de
cucurbitacinas e presenca de esteroides, flavonois e flavanonas (GONZALEZ e DISTASI,
2002).

O género Wilbrandia possui cinco espécies (CROVETTO, 1960). No entanto, na
literatura foram encontrados dados apenas sobre W. ebracteata Cogn. e sobre a planta
medicinal conhecida popularmente no Nordeste brasileiro como cabega-de-negro, a qual
foi caracterizada como W. (cf.) verticillata Cogn. Estes estudos relataram a presenca de
heterosideos de nor-cucurbitacinas: 29-nor-1, 2, 3, 4, 5, 10-di-hidro-25-O-acetil-2-O-p-D-
glucopiranosil-3, 16a, 20(R)-tri-hidroxi-11, 22-dioxocucurbita-6, 23-dieno e 29-nor-1, 2, 3,
4, 5, 10-di-hidro-2-O-p-D-glucopiranosil-3, 16a, 20 (R)-tetra-hidroxi-11, 22-dioxocucurbita-
6-dieno, apresentados na Tabela 2 (MATOS et al.,, 1991). A fragdo contendo estas
cucurbitacinas apresentou inibicado significativa da artrite causada por formaldeido e
aumento da permeabilidade vascular induzida por acido acético em camundongos
(ALMEIDA, RAO e MATOS, 1989). Em outros estudos, foi demonstrada para a mesma
fragado citotoxicidade para células KB (CC50 = 12 ug/ml) assim como uma importante

inibicdo do crescimento de sarcoma de Walker 256 de aproximadamente 75% (RAO et



6
al., 1991). Outro estudo demonstrou que esta fragao inibiu edema e granuloma induzido

por carragenina, assim como o aumento na permeabilidade vascular induzida por acido
acético. A atividade antifertilidade também foi avaliada, sendo constatada inibicao da fase
estrogénica do ciclo reprodutivo e supressao da implantacdo de forma reversivel
(ALMEIDA, RAO e MATOS, 1992). Rao, Silva e Medeiros (1995) verificaram atividade
inibidora da implantagdo do ovo (zigoto) também para o extrato bruto etandlico
relacionando-o com sua atividade antiinflamatéria visto que neste periodo acontecem
alteragdes fisioldgicas no utero, semelhantes a uma inflamacgao.

Esta fragao purificada também demonstrou proteger o figado das lesbes induzidas
por tetracloreto de carbono. Aparentemente, por inibir a metabolizacdo do mesmo pelas
enzimas microssomais hepaticas, pois teve capacidade de aumentar o tempo de meia-
vida do pentobarbital (FIGUEIREDO et al., 1992).

Existem mais estudos a respeito do isolamento de glicosideos de
norcucurbitacinas a partir da espécie conhecida popularmente como cabec¢a-de-negro.
No entanto, ndo é apresentada identificagdo botanica da espécie, sendo ela designada
pelos autores como “caput nigri”. No total, 12, cucurbitacinas foram isoladas. Algumas
delas sao bastante semelhantes as cucurbitacinas isoladas de W. (c.f.) verticillata, outras
se assemelham mais a cucurbitacinas isoladas de Wilbrandia ebracteata. As
cucurbitacinas foram denominadas: cabenosideos A — L (NAKANO et al, 1994; NAKANO
et al, 1995a; NAKANO et al, 1995b).

Em estudos para avaliagdo preliminar da atividade anticancer foi utilizado o
extrato hidroalcodlico das folhas de W. verticillata. A espécie mostrou 84% de inibigdo na
dose diaria de 115 mg/kg, i.p. (MORAES et al., 1997).

1.1.2. Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn.

Classificacao botanica:

Ordem: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Cayaponia

Espécie: Cayaponia tayuya (L.) Cogn.

Conforme comentado na introducgao, freqientemente ocorre confusao em relacao
a diferenciacédo entre W. ebracteata e C. tayuya, esta ultima descrita na Farmacopéia
Brasileira | (1926) como taiuia.

Bauer e colaboradores (1985) descreveram para o extrato diclorometanico de uma

amostra comercial de C. tayuya o isolamento das cucurbitacinas: R e seu glicosideo, 23,
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24-di-hidrocucurbitacina B e seu glicosideo, cucurbitacina B e seu 2-O-glicosideo. Assim

como os C-glicoflavondides swertisina, iso-orientina, spinosina, vicenina-2, vitexina,
isovitexina, orientina. Como neste estudo foram utilizadas amostras comerciais de taiuia e
a composicao quimica foi bastante semelhante aquela descrita para W. ebracteata, trata-
se, provavelmente, desta espécie e ndao de C. tayuya (FARIAS e SCHENKEL, 1987;
FARIAS, 1991).

Como resultado de outras pesquisas foram identificadas cucurbitacinas mais
polares, isoladas de extrato metandlico previamente extraido com diclorometano. Estas
substancias foram denominadas cayaponosideos, algumas das estruturas estdo
representadas na Tabela 3, as demais isoladas diferem destas pela cadeia lateral
(HIMENO et al., 1992; HIMENO et al., 1993; HIMENO et al., 1994a; HIMENO et al.
1994b; HIMENO et al., 1994c). Cabe ressaltar que, em nenhum destes estudos a espécie
utilizada foi identificada botanicamente.

Estes cayaponosideos foram investigados também quanto a capacidade de inibir
a ativacdo de um antigeno especifico do Epstein-Barr virus, induzida por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato. Muitas substancias que apresentam esta capacidade in
vitro funcionam como inibidores da promogao de tumores in vivo. Os cayaponosideos A,
A, D4, B4, Bs, Dy, Bea, D3a, B, Bs, D, D3, € C, apresentaram atividade quimioprotetora.
Sendo que, os cinco Ultimos apresentaram atividade superior ao controle. Trés destes
foram selecionados para um estudo in vivo, sendo capazes de diminuir significativamente
a formacgao de papilomas em camundongos (KONOSHIMA et al., 1995).

Estudo a respeito da agdo antiinflamatdria avaliou esta atividade em diferentes
extratos de planta coletada no Brasil como C. tayuya e cujo modo de identificacdo nao foi
comentado. Por CLAE foram identificadas as seguintes cucurbitacinas: cucurbitacina R e
seu glicosideo, cucurbitacina B e seu glicosideo, di-hidrocucurbitacina B e seu glicosideo.
O extrato cloroférmico desta planta apresentou atividade inibidora do edema induzido por
carragenina, sendo a DE50 = 27 mg/kg e DL50 = 67 mg/kg i.p. e DE50 = 125 mg/kg e
DL50 = 375 mg/kg p.o. (RIOS et al., 1990).

1.1.3. Luffa operculata (L.) Cogn.

Classificacao botanica:

Ordem: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Luffa

Espécie: Luffa operculata (L.) Cogn.



Figura 2: Frutos de L. operculata. Disponivel em www.gudjons.com/arzneil.htm.

Em livro a respeito do uso de plantas medicinais empregadas na regido nordeste
do Brasil, Matos (2000) cita a espécie L. operculata como responsavel por intoxicacoes
graves, cujos sintomas incluem diarréia, vémitos, prostra¢do, bradicardia, hipotenséo, no
caso de uso oral, e hemorragia nasal nos casos de tratamento local. O autor relaciona a
toxicidade com a presenca de saponinas e cucurbitacinas, referindo-se a estas
substancias como inflamatorias.

A publicagdo de artigos a respeito da composi¢cao quimica dos frutos de L.
operculata se iniciou com Matos e Gottlieb (1960) com o isolamento de isocucurbitacina B
(Tabela 1) do extrato cloroférmico destes frutos.

Posteriormente, também dos frutos de L. operculata, foram isolados glicosideos
de triterpenos do tipo damarano. Estes foram denominados luperosideos A — H
(KUSUMOTO et al.,, 1989). Foram isoladas ainda saponinas do tipo oleanano,
denominadas luperosideos | — L (OKABE et al, 1989). Em relacdo as cucurbitacinas,
cucurbitacina B e seu 3-O-glicosideo assim como cucurbitacina D (Tabela 1) foram
identificadas por CLAE em L. operculata (BAUER, 1984). Foram isoladas também as
neocucurbitacinas A e B, muito semelhantes as cucurbitacinas B e D respectivamente,
diferenciando-se destas por apresentarem lactona no anel A (KAWAHARA et al., 2001).

Neocucurbitacina A e neocucurbitacina B, isoladas de L. operculata mostraram ter
atividade no controle da formacdo 6ssea. Estas cucurbitacinas diminuem nivel de
proteina envolvida na diferenciacdo de osteoblastos — o que inibe formagao dssea — e de
outra proteina envolvida com atividade inibitéria na diferenciagao de osteoclastos — o que
leva a aumento da reabsorgédo 6ssea. Elas atuam por aumentar a expressdo dos genes
que codificam tais proteinas (KAWAHARA et al., 2001).

Champney, Ferguson e Ferguson (1974) relataram alguns estudos farmacologicos
realizados em camundongos com extrato aquoso de L. operculata. O extrato foi
preparado por decocgao sendo a concentracao final 4% (1 g da droga para 25 mL de
agua). Este extrato foi administrado i.p. nas quantidades de 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e
1,6 mL. Foi observado: aumento da defecagao, diminuicdo da atividade motora. Testes
para analgesia, influéncia no tempo de acdo do hexobarbital, alteracdo na pressao

arterial e atividade anti-histaminica ndo apresentaram diferenca significativa em relagao
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ao controle. Nao se pode chegar a alguma conclusao a respeito do mecanismo da agao

sobre a congestdo nasal, ja que aparentemente ndo acontece por estimulagao
adrenérgica ou inibicao da histamina.

Em revisdo sobre a utilizacdo da L. operculata em casos de congestdo nasal,
Salviano (1992a) discute o possivel mecanismo de agao dos constituintes desta planta.
De acordo com dissertacdo de mestrado em farmacologia (SILVA, 1983), citada pelo
autor, os frutos de buchinha teriam propriedades colinérgicas e histaminérgicas,
provocando vasodilatagdo dos capilares da mucosa nasal e aumento do movimento ciliar
que provoca a expulsdo do muco. O autor discute também a auséncia de risco a saude
humana pela utilizagdo desta planta (SALVIANO, 1992a). As propriedades acima
descritas sugerem mecanismo de acdo diferenciado daquele dos descongestionantes
nasais e anti-histaminicos. As conclusbes do autor sdo questionaveis, especialmente
considerando que o estudo foi realizado com um produto comercial, patrocinado pelo
produtor e que dados sobre a toxicidade disponiveis na literatura sdo menosprezados no
artigo.

Um estudo clinico (SALVIANO, 1992b), o qual ndo envolveu grupo controle, com
aplicagdo apenas de soro fisiologico, € freqientemente citado como comprovagédo da
eficacia de extrato de L. operculata disponivel comercialmente em pacientes com
sinusite. Estes dados carecem de uma andlise critica e aprovacdo por Comité de Etica.
Constata-se que sdo necessarios mais estudos a respeito do mecanismo de acao das
substancias ativas desta planta e, principalmente estudos a respeito da seguranga na sua
utilizacdo. Para tanto se faz necessario conhecer as substancias responsaveis pelo efeito

farmacoldgico e toxicidade.

1.1.4. CUCURBITACINAS

Os principais constituintes de plantas da familia Cucurbitaceae s&o cucurbitacinas,
Oleos fixos contendo acidos triénicos conjugados, aminoacidos n&o-proteinogénicos e
esterdides (HEGNAUER, 1989). Algumas espécies apresentam a enzima elastase (-
glucosidase) que hidrolisa a ligagdo heterosidica de cucurbitacinas que se encontram na
forma de glicosideo (LAVIE e GLOTTER, 1971; GUHA e SEM, 1975; NEUWINGER,
1994; MIRO, 1995).

Cucurbitacinas sao triterpenos tetraciclicos altamente oxigenados, que
freqlientemente sao referidos como principios amargos de Cucurbitaceae (Figura 3) e
Tabelas 1, 2 e 3). Elas tém sido isoladas de varias espécies desta familia, as quais sao

conhecidas desde a antiglidade por suas propriedades toxicas e terapéuticas. Foram
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isoladas também de espécies de outras familias de Angiospermas, porém com menor

representatividade: Begoniaceae, Cruciferae, Datisceae, Desfontainiaceae,
Elaeocarpaceae, Euphorbiaceae, Polemoniaceae, Primulaceae, Rubiaceae,
Scrophulariaceae e Sterculiaceae. As cucurbitacinas mais freqientemente isoladas séo B
e E (NEUWINGER, 1994; MIRO, 1995; PAGOTO, KAPLAN e GOTTLIEB, 1996).
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Figura 3: Estrutura geral das cucurbitacinas com numeragao dos carbonos.

Tabela 1: Estrutura das cucurbitacinas isoladas de W. ebracteata e L. operculata.

NOME FORMULA ESTRUTURAL OCORRENCIA

R=H
Di-hidrocucurbitacina B W. ebracteata
R =gli

2-O-B-D-Glicosideo da
Di-hidrocucurbitacina B

R=H
Di-hidroisocucurbitacina B
R =gli W. ebracteata

3-O-B-D-Glicosideo da

Di-hidroisocucurbitacina B
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NOME

FORMULA ESTRUTURAL

OCORRENCIA

Cucurbitacina B

W. ebracteata

L. operculata

Isocucurbitacina B

L. operculata

Cucurbitacina E

W. ebracteata

L. operculata

R=H
Di-hidrocucurbitacina E
R =qgli

2-0-B-D-Glicosideo da
Di-hidrocucurbitacina E

W. ebracteata

Cucurbitacina D

W. ebracteata

L. operculata
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NOME

FORMULA ESTRUTURAL

OCORRENCIA

22-Deoxo-cucurbitacina D

W. ebracteata

22-Deoxo-cucurbitacina L

W. ebracteata

Cucurbitacina R

W. ebracteata

Cucurbitacina P

W. ebracteata

3-epi-isocucurbitacina G/H

W. ebracteata
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NOME

FORMULA ESTRUTURAL

OCORRENCIA

Cucurbitacinas J e K

W. ebracteata

Cucurbitacina Ge H

W. ebracteata

(20R) 22-oxi-2-B, 16-
a,20, 22, 25-penta-
hidroxi-10-a-cucurbita-5,
23-dieno-3, 11-diona

W. ebracteata

(20R) 25-acetoxi-3, 16-a,
20-tri-hidroxi-30-nor-2-(3-
D-glu-copirano-siloxi)-
1,2,3,4,5,10-di-
hidrocucurbit-6-eno-11,
22-diona

W. ebracteata

16-a, 23-a-epoxi-2-p, 3-
B, 20-B-tri-hidroxi-10-a,
23-o~cucurbit-5, 24-dien-

11-ona

W. ebracteata
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NOME FORMULA ESTRUTURAL OCORRENCIA

16-a, 23-a-epoxi-2-p, 3-
3, 20-B-tri-hidroxi-10-a.,
23-B-cucurbit-5, 24-dien-

11-ona

W. ebracteata

2-B, 3-B, 16-a, 20, 25-
penta-hidroxi-10-a, 5,
23-dien-11-ona

W. ebracteata

Tabela 2: Cucurbitacinas isoladas de W. verticillata.

NOME FORMULA ESTRUTURAL

29-nor-1, 2, 3, 4, 5, 10-di-hidro-25-O-
acetil-2-O-p-D-glucopiranosil-3,16a,20(R)

tri-hidroxi-11, 22-dioxocucurbita-6, 23-

dieno

29-nor-1, 2, 3, 4, 5, 10-di-hidro-2-O-B-D-
glucopiranosil-3, 16a, 20 (R) tetra-

hidroxi-11, 22-dioxocucurbita-6-dieno
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NOME

FORMULA ESTRUTURAL

Cabenosideos A:
R1=GlieR2=H

Cabenosideos B:
R1 =Gli - Gli

R,0

Cabenosideo C

Cabenosideos:

R1 R2 R3 R4
D Rl 0 OH H
E gli oOH o} gli
F  gli(1>2)gli  oOH o} gli
G gli(1>6)gli  oOH o} gli
H  gli(1-6) gli o) o} gli

Tabela 3: Algumas cucurbitacinas isoladas de C. tayuya.

NOME

FORMULA ESTRUTURAL

Cayaponosideo A

OH
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NOME FORMULA ESTRUTURAL

Cayaponosideo A1

Muitas cucurbitacinas sao soluveis em éter de petréleo, cloroférmio, benzeno,
acetato de etila, metanol, etanol; insoluveis em éter e levemente soluveis em agua. O
sabor amargo de plantas com cucurbitacinas pode ser atribuido a estas substancias ou a
saponinas, apesar de alguns heterosideos de cucurbitacinas, especialmente do género
Momordica, apresentarem sabor doce (GUHA e SEM, 1975; HEGNAUER, 1989).

1.1.41. Toxicidade

Algumas cucurbitacinas sao citotdxicas, apresentando, portanto, estreita margem
de seguranga. Por exemplo, a cucurbitacina B (ARISAWA et al., 1997), a isocucurbitacina
B, a 3-epi-isocucurbitacina B (ARISAWA et al., 1984), cucurbitacina F (FANG et al., 1984)
e cucurbitacina D (TESSIER e PARIS, 1978; DANG et al., 1994), sdo citadas como de
elevada toxicidade.

O glicosideo da cucurbitacina E causou diminuigdo da for¢ca de contragdo e da
freqiéncia cardiaca, e aumento do fluxo sangliineo nas coronarias, em estudo com
coragéo isolado de cobaias fémeas (MULLER e WICHTI, 1979).

Em Israel, foram relatados casos de intoxicagdo por suco do fruto de Ecbalium
elaterium (pepino-de-Sao-Gregorio), uma planta cujo componente principal é a
cucurbitacina B e cujo uso popular é semelhante ao de Luffa operculata, sendo muito
utilizada em paises mediterrdneos para tratamento de sinusite e doengas hepaticas.
Concluiu-se que a exposicdo ao suco, especialmente se concentrado, pode causar
irritacdo de membranas mucosas, supostamente de origem inflamatéria. Deve-se manter
0s pacientes em observagao, pois pode haver obstrugdo das vias aéreas no caso de
administragcéo via oral ou intranasal. No caso do suco ter atingido os olhos, estes devem
ser lavados prontamente a fim de se evitar dano na cérnea e conjuntiva. Os sintomas de
intoxicagao sdo: irritacdo nas mucosas, edema, dispnéia, disfagia, vémitos, conjuntivite,
edema de cornea, erosdo de membranas, conforme a via de exposi¢édo. O contato com a
pele ndo apresentou desenvolvimento de sintomas (RAIKHLIN-EISENKRAFT e BENTUR,
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2000). Vlachos e Kanitsakis (1994) relatam caso de morte por insuficiéncia cardiaca e

renal de usuaria do suco de E. elaterium em aspiragdes nasais no tratamento de sinusite
crénica. Os sintomas observados incluem: edema de mucosa nasal e face, dispnéia,
taquicardia, faléncia renal e insuficiéncia cardiaca.

Intoxicagbes por plantas podem ocorrer tanto por falta de qualidade da planta
utilizada como medicinal ou por uso indevido, causado pelo desconhecimento a respeito
da possibilidade de intoxicagao. O diagndstico preciso e, consequentemente, a utilizagao
da terapia mais adequada, sdo decisivos na prevengédo de danos maiores a saude de
pessoas intoxicadas. Neste sentido, o desenvolvimento de métodos de analise
quantitativa de substancias ativas de plantas tanto na prépria planta ou extrato, como
parte da garantia de sua qualidade, quanto a partir de material biolégico (sangue e urina)
— para diagnostico preciso de intoxicagdes, é desejavel (STEWART, STEENKAMP e
ZUCKERMAN, 1998).

1.1.4.2. Atividade farmacolégica

Plantas da familia Cucurbitaceae tém sido usadas desde a antiglidade como
vermifugos e eméticos (LAVIE e GLOTTER, 1971; GUHA e SEM, 1975; NEUWINGER,
1994; MIRO, 1995).

Cucurbitacinas sdao também conhecidas por suas atividades citotoxicas e
anticancerigenas (DUNCAN et al., 1996; DUNCAN e DUNCAN; 1997; GUHA e SEN,
1975; KONOSHIMA et al., 1995; LAZARIS et al, 1998; MIRO, 1995; RAO et al., 1991;
RYU et al., 1995).

Em relacdo ao mecanismo de agao, foi testada a possibilidade das cucurbitacinas
se ligarem a receptores para esteréides de células HeLa. O experimento verificou que ha
competicdo entre as cucurbitacinas B, | e J, e a tetra-hidrocucurbitacina | (=cucurbitacina
R), e o cortisol, sendo que a ligagdo com o receptor é reversivel e dose-dependente
(WITKOWSKI e KONOPA, 1981).

As cucurbitacinas B, D e |, e a tetra-hidrocucurbitacina | (=cucurbitacina R) tém a
capacidade de inibir a biossintese de DNA, RNA e proteinas em células HelLa S3,
levando a inibicdo da proliferacdo celular. Foi observada inibicdo da incorporacdo de
timidina no DNA, de uridina no RNA e leucina em proteinas, sendo excluida a
possibilidade destes efeitos serem resultantes de lise celular. Estudos iniciais indicaram
uma agao mediada por receptores para glicocorticéides. No entanto, posteriormente, foi
constatado que esterdides nao alteram a taxa de inibicdo da biossintese de

macromoléculas pelas cucurbitacinas estudadas. Estudo com inibidores da transcricao e



18
traducao demonstraram que a acao das cucurbitacinas ndo depende destes processos

(WITKOWSKI, WOYANAROWSKA e KONOPA, 1984).

Foi observada inibigao significativa da adesao de leucdcitos ao endotélio mediada
por integrinas por parte da cucurbitacina E, isolada das sementes e folhas de Conobea
scoparioides (Scrophulariaceae). A atividade desta substancia foi comparada com a de
outras cinco cucurbitacinas: B, |, D, L, e R, sendo que a maior poténcia foi encontrada
para as cucurbitacinas B e E. Esta atividade indica o potencial das cucurbitacinas
testadas como agentes antiinflamatérios (MUSZA et al., 1994).

Foi observada inibigdo do crescimento de células de carcinoma de préstata pela
cucurbitacina E. Estudando-se o mecanismo desta acido constatou-se que esta
substancia é capaz de desestabilizar o citoesqueleto e desagregar filamentos de actina
(DUNCAN et al., 1996).

A cucurbitacina E também mostrou atividade inibitéria sobre o endotélio em fase
de proliferagdo. Sendo que, doses mais elevadas e maior tempo de exposicdo sao
necessarios para atingir o endotélio normal. Este efeito parece estar relacionado com o
fato da cucurbitacina E agir no citoesqueleto (DUNCAN e DUNCAN, 1997).

E. elaterium foi investigada em relagdo a sua composi¢cao quimica e propriedades
farmacoldgicas. O isolamento da substéncia ativa (cucurbitacina B) foi monitorado
através da diminuicdo da permeabilidade vascular, cujo aumento foi induzido com acido
acético. Cucurbitacina B isolada mostrou atividade inibidora de edemas induzidos por
serotonina e bradicinina em camundongos. Em E. elaterium foi encontrada concentragao
de cucurbitacina B igual a 2,48% por CLAE. Foi observado que o suco desta planta, apés
aplicagdo nas fossas nasais provoca severa congestao no trato respiratorio superior
(AGIL et al., 1999; SEZIK, 1998; YESILADA et al., 1988).

Foram encontrados dados a respeito de efeito tanto curativo quanto preventivo de
hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCl,4) por parte da cucurbitacina B,
isolada de E. elaterium. Foi observada reducao significativa da necrose, esteatose e
inflamacao por exame histopatoldgico (AGIL et al., 1999).

Diglicosideo (posicbes 2 e 25) da cucurbitacina R, isolado das raizes de Bryonia
alba L., induz elevacdo dos niveis plasmaticos de PGE; de ratos submetidos a estresse
por imobilizagdo. Também foi constatada inibicao da liberagcdo de acido araquiddnico, o
que diminui a biossintese de eicosandides (mediadores da inflamagdo), e aumento na
biossintese e secregdo de corticoestedides. Portanto, este glicosideo tem a capacidade
de prevenir alteracdes caracteristicas de uma situagao de estresse. Estes estudos foram
realizados objetivando a caracterizagcdo de plantas adaptégenas, considerando que o
estresse aumenta nivel plasmatico de eicosandides e diminui os de PGE,. Estes achados

podem explicar por que plantas que contém cucurbitacinas sao utilizadas em doencas
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que podem ser tratadas estimulando-se o cortex da adrenal como inflamagao e alergia

(PANOSSIAN, GABRIELIAN e WAGNER, 1997 e 1999; WAGNER, NORR e
WINTERHFF, 1994).

Di-hidrocucurbitacina D, obtida a partir da cucurbitacina D, apresentou efeito
contraceptivo em estudo com camundongos. Sendo que nao foi observado efeito
antagbnico ou sinérgico com estrogénio. Em uteros maduros constatou-se a inibigdo da
ovulagdo, o aumento de tamanho e a hiperplasia das glandulas, ndo tendo sido
observadas malformagdes congénitas. Segundo o autor, provavelmente, a substancia
estudada interfere no mecanismo de controle enddcrino do sistema reprodutivo (SHOHAT
et al, 1972).

Edery, Schatzber-Porath e Gitter (1961) realizaram diversos testes farmacologicos
com a cucurbitacina D isolada de E. elaterium. Foram registrados o aumento da
permeabilidade capilar, edema pulmonar, queda na pressado arterial, auséncia de

liberagdo de histamina e aumento na motilidade gastrointestinal.

1.1.4.3. Anadlise quali e quantitativa de cucurbitacinas

Os principais métodos utilizados para a analise quantitativa de cucurbitacinas sao:
cromatografia em camada delgada com quantificacdo por densitometria Optica e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (KEULEN, 1981; BAUER, 1984; HUTT e
HERRINGTON, 1985; GORSKI et al, 1986; STUPPNER e WAGNER, 1992;
HALAWEISH e TALLAMY, 1993; MATSUO et al., 1999; STURM e STUPPNER, 2000). A
CCD ¢é empregada tanto como método qualitativo quanto quantitativo, sendo que para ser
utilizada como método quantitativo € necessario que a intensidade das manchas seja
medida e que juntamente com a amostra seja realizada corrida cromatografica com um
padrdao de concentragcdo conhecida. A detecgdo cromatografica com vanilina fosférica
permite distinguir determinadas caracteristicas quimicas das cucurbitacinas. Aquelas que
possuem carbonila a,p-insaturada na cadeia lateral resultam no desenvolvimento de
coloragao violeta, enquanto que aquelas com carbonila o,B-saturada fornecem manchas
amarelas (LAVIE e GLOTTER, 1971; SCHENKEL et al., 1992; FARIAS, 1991).

Como algumas cucurbitacinas apresentam grupamentos croméforos, por exemplo,
cadeia lateral com carbonila o,B-insaturada (cucurbitacina B) ou anel A com fungéo
diosfenol (cucurbitacina E), portanto, podem ser dosadas por espectrofotometria no UV.

Quanto a analise por CLAE, a maioria dos artigos publicados até o momento trata
da analise de cucurbitacinas em alimentos, ou seja, sdo utilizadas outras espécies
vegetais como pepino, abdbora, melancia (BAUER, 1984; HUTT e HERRINGTON, 1985;
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GORSKI et al., 1986; STUPPNER e WAGNER, 1992; HALAWEISH e TALLAMY, 1993;

MATSUO et al.,, 1999; STURM e STUPPNER, 2000). As Tabelas 4 e 5 reunem os
parametros utilizados nestes estudos.

Keulen (1981) utilizou CCD com quantificagdo por densitometria na quantificagao
de cucurbitacina C em Cucumis sativus (pepino), visando determinar quais eram
impréprios para consumo. Para a mesma espécie foi desenvolvido um método por CLAE,
cujo preparo da amostra envolveu extragdo com cloroférmio com agitagao e posterior
passagem por coluna com sulfato de sddio anidro. Para a determinagéo da quantidade de
glicosideo da cucurbitacina C, este foi utilizado como padrao externo (HUTT e
HERRINGTON, 1985).

Bauer (1984) em sua tese de doutorado apresenta dados preliminares a respeito
da anadlise de cucurbitacinas em extratos vegetais por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O comprimento de onda utilizado foi 230 nm por contemplar a maior parte das
cucurbitacinas. Foi discutido o fato de existirem cucurbitacinas apenas com absorgao
terminal, pois n&o apresentam grupamentos croméforos, por exemplo, a di-
hidrocucurbitacina B, e cucurbitacinas cujo unico cromoéforo é o anel A com fungéo
diosfenol, por exemplo, a cucurbitacina L, cujo maximo de absor¢do no UV encontra-se
em 270 nm. De acordo com o trabalho foram encontradas nas raizes de C. tayuya as
seguintes cucurbitacinas, em ordem decrescente de tempo de retencdo: di-
hidroisocucurbitacina B, di-hidrocucurbitacina B (30 min.), cucurbitacina B (28,5 min.),
glicosideo da di-hidrocucurbitacina B, glicosideo da cucurbitacina B (20,2 min.),
cucurbitacina R e seu glicosideo. Ou seja, mesmo as cucurbitacinas que apresentam
apenas absorcao terminal no UV foram detectadas utilizando detector UV em
comprimento de onda igual a 230 nm.

Para o doseamento de cucurbitacina C em cotilédones de pepino, Gorski e
colaboradores (1986) utilizaram CLAE e cromatografia em camada delgada (CCD)
(GORSKI et al., 1986).

Outro trabalho trata do desenvolvimento de método por CLAE e cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia para determinacao de cucurbitacinas B, D, E e |, 3-epi-
iso-cucurbitacina D, assim como glicosideos de cucurbitacina E e | em espécies de
aboébora. Neste método ao invés da utilizacdo do extrato bruto metandlico, foi utilizado
procedimento de purificagdo da amostra a fim de se preservar a coluna cromatografica.
As amostras foram extraidas com cloroférmio em tubos de ensaio, homogeneizadas,
filtradas e secas; na purificacdo foram utilizadas colunas C18 (0,2 g), fase moével metanol:
agua 8:2. A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia de fase reversa foi
desenvolvida com metanol:dgua 7:3 e a de fase normal com tolueno:acetato de etila
25:75 (HALAWEISH e TALLAMY, 1993).
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Panossian, Gabrielian e Wagner (1997) utilizaram método de quantificagdo de

cucurbitacinas por CLAE na caracterizagdo de comprimidos de Bryonia alba utilizados
como fitoterapico.

Na determinacdo de elaterinida ou glicosideo da cucurbitacina E no suco de
melancia o processo de preparo da amostra a ser injetada no CLAE também difere dos
demais trabalhos: 1 mL do suco foi misturado com 1 mL de acetofenona 0,01% em
metanol, esta mistura foi filtrada (0,2 um) e a analise foi realizada utilizando um padrao
interno (acetofenona) ao invés de padrao externo (MATSUO et al., 1999).

O trabalho mais recente trata da analise de diversas cucurbitacinas em diferentes
espécies vegetais por CLAE acoplado a espectrofotdbmetro de massas. As amostras
foram preparadas com 2g do material vegetal, extraidas em Soxhlet com metanol. O
extrato seco foi dissolvido em metanol e purificado em coluna de Sephadex LH-20. Os
picos foram detectados em 210 nm e identificados por espectrometria de massas
(STURM e STUPPNER, 2000).

Tabela 4: Comparagao entre os métodos de analise de cucurbitacinas por CLAE em relagdo ao
modo de preparo da amostra, comprimento de onda de deteccéo e substancia padrao.

Autor Modo de preparo Detecgdo Padrao

BAUER, 1984 Soxhlet: EP e CHCI; 230 nm Diversas cucurbitacinas

HUTT e HERRINGTON, 1985  Extrato CHCl; 235 nm Glicosideo da CE

GORSKI et al., 1986 Extrato metandlico 254 nm Cucurbitacina C
Extrato 210 nm

Diversos glicosideos de

STUPPNER e WAGNER, 1992 metand180lico 0S g
280 nm cucurbitacinas

Sephadex

Extrato CHCI,
Extragao fase sdlida

HALAWEISH e TALLAMY, 1993 229 nm 7 Cucurbitacinas

PANOSSIAN, GABRIELIAN e . . .
WAGNER, 1997 Extrato metandlico 229 nm Metilresorcilato

MATSUO et al., 1999 Suco 237 nm Acetofenona

Soxhlet metanol

STURM e STUPPNER, 2000
Sephadex

210 nm Diversas cucurbitacinas
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Tabela 5: Comparagao entre os métodos de analise de cucurbitacinas por CLAE em relagdo ao
eluente, fluxo e tipo de coluna

Eluente

Autor (tempo de elui¢cao) Fluxo Coluna
N Gradiente: 20% a 50% de 2,0 §52,8X .
' CH5CN:H,0 (40 min) mL/min mm
(u-Bondapak)
HUTT e HERRINGTON, 1985 MeOH:H,0 70:30 ' . 300 X 4,5 mm
mL/min y
(Waters Bondapak)
. . 2,0 C-18
GORSKI et al., 1986 MeOH:H,0 55:45 mL/min 150 X 4.6 mm
Gradiente: 80% a 60% de 1,0 C-18, 125 mm
STUPPNER e WAGNER, 1992 H,0:CHSCN (30 min) mL/min  (LiChrospher-100)
HALAWEISH e TALLAMY, Gradiente: 20% a 45% de 2,0 5(52)8x 45 mm
1993 CH3CN:H,0 (35 min) mL/min (Hewett F,’ackard)
PANOSSIAN, GABRIELIAN e Gradiente: 0% a 100% 1,0 %158X 4
WAGNER, 1997 MeOH:H,O (30 min) mL/min : mm
(LiChrospher)
) ) - 1,5 C-18, 25 cm
MATSUO et al., 1999 MeOH:H,0 2:1 (10 min) mL/min  (Supelco)
Gradiente: 80% a 60% de
H,O:CH3CN (20 min) e 10 C-18
STURM e STUPPNER, 2000  60% a 20% (22 min) rr;L/min 150 X 4,6 mm
0,01% acido (Zobax)

trifluoroacético

Nao foram encontrados trabalhos sobre a utilizacdo de espectrofotometria no UV

no doseamento de cucurbitacinas, mas como algumas destas substancias apresentam

absorcdo na regido do ultravioleta existe a possibilidade de serem dosadas por este

método, o qual poderia ser uma alternativa mais econdémica para laboratoérios de pequeno

porte.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver métodos para doseamento de cucurbitacina B e di-hidrocucurbitacina
B em Wilbrandia ebracteata Cogn. e Luffa operculata (L.) Cogn., empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE e espectrofotometria de absorgao no

ultravioleta.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. lIsolar di-hidrocucurbitacina B e cucurbitacina B para serem empregadas nos
ensaios farmacologicos e utilizadas como padrao;

2. Desenvolver e otimizar os parametros da analise em HPLC e espectrofotémetro
no UV;

3. Otimizar o modo de preparo das amostras das drogas vegetais a serem
empregadas nos doseamentos;
Determinar a linearidade, a exatidao e a precisao dos métodos desenvolvidos.

5. Analisar amostras comerciais de taiuia e buchinha pelos métodos desenvolvidos;
Realizar anadlise qualitativa e quantitativa das fracdes de W. ebracteata e

L. operculata empregados nos ensaios farmacolégicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. MATERIAL VEGETAL

Foram empregadas raizes de W. ebracteata coletadas em trés momentos

diferentes e frutos de L. operculata adquiridos no mercado (Tabela 6).

Tabela 6: Relacao das espécimes de W. ebracteata e L. operculata e a etapa do trabalho onde as
mesmas foram utilizadas.

CODIGO | EPOCA DE COLETA |LOCAL DE COLETA ETAPA

WEO00 Dezembro de 1987 Nova Petrépolis Isolamento de DHCB
Testes farmacolégicos

WEO01 Janeiro de 2001 Florianépolis Desenvolvimento dos
métodos de doseamento

WE02 Maio de 2002 Floriandpolis Validagéo

LOO01 * * Isolamento de CB
Testes farmacolégicos

LO02e |* * Analise de amostras

LO03 comerciais

* Frutos adquiridos no comércio.

W. ebracteata foi identificada pelo botanico Sérgio Bordignon (Departamento de
Botanica, Universidade de Pelotas, RS) e o material testemunha foi depositado no
herbario do Instituto de Ciéncias Biolédgicas (ICB) da UFRGS.

As raizes de WEO02 foram moidas e tamisadas (tamis 1 mm). O material obtido
apresentou a seguinte granulometria: 38% ficou retido em tamis 0,6 mm; 15% ficou retido
entre os tamises 0,6 e 0,42 mm; 18% entre os tamises 0,42 mm e 0,25 mm e 20%
passou pelo tamis 0,25 mm.

Os frutos de L. operculata foram adquiridos integros no comércio local. Por serem
muito caracteristicos sua identificagao botanica foi realizada por comparagao com dados
da literatura. Estes foram grosseiramente rasurados com tesoura devido as

caracteristicas do material (fibras e agao irritante do po).
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3.1.2. EQUIPAMENTOS E SOLVENTES

As analises por CLAE foram realizadas em aparelho CLAE Shimadzu, modelo VP,
com duas bombas e detector UV — Visivel, sendo que o controle do equipamento e o
armazenamento dos dados foram realizados através do programa Class-VP. A separagao
aconteceu em coluna de fase reversa C18 (Supelco), com tamanho de particula 5 um,
150 mm de comprimento e 4,6 mm de largura. A pré-coluna foi preenchida também com
silica de fase reversa C-18 (Lichropred®). As amostras foram filtradas através de
membranas de celulose regenerada (0,45 um). Em cada analise foram injetados 20 pL
pelo método manual.

Nas analises por espectrofotometria de absorcao no ultravioleta (UV), foi utilizado
espectrofotdmetro Perkin ElImer Lambda 10, cujo comprimento de onda vai do ultravioleta
ao visivel.

Em todas as analises foi utilizada balanca analitica Bel Engineering com precisao
0,1 mg.

As raizes foram moidas em moinho de café, marca Walita.

Os solventes utilizados no preparo do eluente para as analises por CLAE e UV
foram acetonitrila grau CLAE/UV (Nuclear) e agua MiliQ. Para fins de teste foi utilizado
também metanol grau CLAE/UV (Nuclear).

No preparo dos extratos e fragbes foram utilizados os seguintes solventes e
reagentes, grau PA: éter de petréleo, diclorometano, n-hexano, acido acético, acido
cloridrico e hidréxido de amdnio (Nuclear). Sendo que o extrato bruto foi obtido com
etanol 96°GL comercial.

As pipetas e baldes volumeétricos, utilizados no doseamento, tiveram seu volume
aferido. Foram descartados os materiais que ndo preenchiam os requisitos das normas
da Associacgao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT): MB 3119 (07/89), PB 1547 (08/91)
e NBR 12617.(08/92).

Para analise de cucurbitacinas por CCD utilizou-se: placas de gel de silica G em
folhas de aluminio (Merck) com detector de fluorescéncia em 254 nm e o revelador
vanilina fosférica (1g de vanilina em 100 mL de acido fosférico 50% em etanol). A
visualizacao foi realizada sob luz visivel ou ultravioleta nos comprimentos de onda de 254

e 360nm, antes e apo6s aplicacéo do revelador vanilina fosférica.
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3.2. METODOS

3.2.1. PREPARAGCAO DOS EXTRATOS

No decorrer do trabalho foram utilizados extratos e fragdes de diferentes fontes. A
Tabela 7 relaciona os codigos das fragcbes e extratos utilizados neste trabalho, cuja

preparagéo é descrita a seguir.

Tabela 7: Relagao dos extratos e fragbes utilizados no decorrer do trabalho.

Cédigo Etapa

WEO00DC Isolamento de DHCB
Caracterizacgao e utilizagdo em testes farmacolégicos

WEO01DC Desenvolvimento dos métodos de doseamento
WE02MR Validacao

A1-A5 Aplicacdo do método nas analises de amostras
comerciais de taiuia
LO01DC Isolamento de CB

Caracterizacgao e utilizagdo em testes farmacolégicos

LOO02MR e | Aplicagdo do método nas analises de amostras
LOO3MR comerciais de buchinha

WEOODC - a amostra WEOO (cerca de 3 kg) foi inicialmente submetida a
maceragdo com éter de petréleo (EP) e, apds filtracdo e prensagem, o residuo foi
remacerado com metanol. O extrato metandlico foi concentrado em evaporador rotatério,
resultando em 310 g de extrato seco. O extrato seco (100 g) foi ressuspenso em agua e
submetido a particdo sucessiva com EP (4 vezes 100 mL) e diclorometano (DC) (3 vezes
100 mL). A fracao diclorometanica foi concentrada em evaporador rotatério, resultando
em cerca de 75 g de pé amarelo, codificado como WEOODC (FARIAS, 1991).

WEO01DC — a amostra WEO1 (cerca de 280 g) foi macerada com etanol 96°GL. O
extrato foi concentrado em evaporador rotatério, ressuspenso em agua e submetido a
particdo com EP (3 vezes 20 mL) e DC (4 vezes 20 mL). A fracao diclorometanica foi
concentrada e codificada como WEO1DC.

LO01DC - a amostra comercial LO01 (175 g) foi submetida & maceragdo em
etanol 96°GL. O extrato foi concentrado em evaporador rotatério, ressuspenso em agua e
submetido a particdo com EP (3 vezes 20 mL) e DC (4 vezes 20 mL). A fracdo

diclorometanica foi concentrada e codificada como LO01DC.
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A Tabela 8 relaciona as fragbes obtidas na particdo com os respectivos

rendimentos em relagao ao extrato bruto e a planta seca.

Tabela 8: Rendimento das fracdes obtidas apds a particdo dos extratos brutos de WE01 e WEOQ2.

Fracdao | Rendimento em relacdo ao | Rendimento em relagcédo a
EBWE-1 (%) droga (%)
WEO1EP 6,99 0,085
WEO01DC 16,79 0,21
LOO1EP 3,16 0,18
LO01DC 47,73 2,75

Na Figura 4 é apresentado o perfil cromatografico em CCD das fragdes
diclorometanicas WEO1DC e LO01DC.

S
WEQ1DC LO01DC

Figura 4: CCD comparativa das fragbes WEO1DC e LOO01DC. Eluente EP:AcOEt 1:1, fase
estacionaria: gel de silica G Fs4 € revelador: vanilina fosférica.

Os extratos WE02MR, LO02MR, LOO3MR, A1 — A5 foram elaborados através do

método de preparo da amostra desenvolvido (Figura 17, item 4.2.2).

3.2.2. OBTENGAO DOS PADROES

Para utilizagdo como padrao externo nos métodos de doseamento, bem como
para a realizagdo de ensaios farmacoldgicos, inicialmente foram isoladas di-

hidrocucurbitacina B (DHCB) de W. ebracteata e cucurbitacina B (CB) de L. operculata.
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No desenvolvimento dos métodos de doseamento, os padrdes isolados foram

utilizados na determinagao da curva de calibracéo, no preparo da solugao para o teste de
recuperacao para determinacao da exatidao do método, no preparo das solugdes usadas
como padrao externo na determinacédo da precisdo do método e para determinacao da
estabilidade do padrdo. As Figuras 5 e 6 indicam estas etapas, bem como as diluigdes

realizadas a partir da solugédo estoque e empregadas em cada situagio.

3.2.2.1. Di-hidrocucurbitacina B

A partir da fragcao WEOODC foi realizada cromatografia em coluna de gel de silica
60, tendo como eluente EP:AcOEt 1:2. Foi obtida fracdo purificada de W. ebracteata,
contendo as cucurbitacinas mais apolares da fracdo diclorometano, da qual foi isolada di-
hidrocucurbitacina B (DHCB). O método de separacdo foi cromatografia em coluna,
utilizando-se gel de silica 60 (tamanho de particula 0,063 — 0,200 mm) na primeira coluna
e gel de silica 60 (tamanho de particula 0,04 — 0,063) na purificagao final, o eluente foi
composto por EP:AcOEt:isopropanol 20:10:0,8; obtendo-se 30 mg de p6 branco.

A identificacdo da DHCB isolada foi realizada por cromatografia em camada
delgada (CCD), com a utilizagdo de padrao identificado por RMN (FARIAS, 1991), e pelo

espectro de absorbancia no UV (solugéo a 0,1 mg/mL).

3.2.2.2. Cucurbitacina B

A CB foi obtida a partir da fracdo LO01DC. Inicialmente a separacao foi realizada
por cromatografia em coluna de gel de silica 60 com CH,Cl, como eluente. A seguir foi
realizada mais uma separagdo em coluna de gel de silica 60, mas como eluente foi
utilizada mistura de EP:AcOEt:Isopropanol 20:5:0,5.

A identificacdo da CB isolada foi realizada por CCD em comparagado com padrao,
espectrofotometria de absorgdo no UV (solugdo a 0,1 mg/mL) e por RMN, sendo os

espectros comparados com a literatura disponivel (FARIAS, 1991).

3.2.2.3. Determinagao do grau de pureza dos padroes

Para determinagdo do grau de pureza da DHCB, empregou-se solucdo a
940 pg/mL em analise por CLAE (eluente CH3CN:H,O 40:60; fluxo de 1,2 mL/min e
deteccao em 200 nm). Semelhante analise foi realizada com solucdo de CB a

37,8 yg/mL. A determinagcdo da porcentagem de pureza foi realizada pelo programa
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Class-VP, considerando a area sobre a curva (ASC) do pico correspondente a substancia

isolada em relacdo a ASC total dos picos detectados, sendo o resultado expresso em

porcentagem. A concentragao final das solu¢des preparadas a partir destas substancias

foi corrigida com base no grau de pureza obtido.

3.2.2.4. Estabilidade dos padroes

DHCB e CB foram analisadas em relacdo a sua estabilidade em meio acido e
basico. Ambas foram deixadas em solugdo de HCI (pH = 1,0) e NH,OH (pH = 12,5)

durante um dia. Foi realizada CCD comparando-se a composi¢cdo com e sem adi¢do do

acido ou da base.

DHCB isolada

A 4

Solucao Estoque (940 pg/mL)

Diluicbes para curva

de calibracao

Exatidao

37,6 na/mL

94,0 ua/mL

188 ua/mL

282 pna/mL

376 uag/mL

564 ug/mL

1mL

Padrao externo
Estabilidade

A

188 ug/mL

A

188 ug/mL

A

188 pg/mL

Figura 5: Solugdes preparadas a partir da DHCB isolada (ug/mL).
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CB isolada

v

Solugao Estoque 189 ug/mL

DiluicOes para curva de = % 4 Padrao externo
calibracdo Exatidao Estabilidade
Jsswm |l . »| 18,8 ug/mL
756 na/mL smb g »| 18,8 pg/mL
J 113.m. | 0 »| 18,8 pg/mL
» 15,1 pg/mL »| 18,8 ng/mL
o 189ugm. | > 18,8 ug/mL
M 22,7 ug/mL »| 18,8 ng/mL
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, » 37,8 ng/mL

Figura 6: Solugdes preparadas a partir da CB isolada (ug/mL).

3.2.3. DESENVOLVIMENTO DOS METODOS DE DOSEAMENTO

3.2.3.1. Determinagao dos parametros de analise

Foram testadas as variaveis: composicdo do eluente, fluxo de eluicao e
comprimento de onda de detecgdo. Em todas as analises utilizou-se a mesma coluna
cromatografica e 0 mesmo equipamento. A temperatura da sala onde as analises foram

realizadas foi mantida constante, entre 18 e 20°C.
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3.2.3.1.1. Eluente e fluxo

Inicialmente foram utilizados os solventes puros, ou seja, em uma bomba havia
apenas agua purificada e na outra acetonitrila. Esta pratica ndo foi possivel pela
formacao de bolhas de ar durante a mistura dos solventes pelo equipamento.

Foram utilizadas, entdo, duas solugdes: uma de CH3;CN:H,O na proporgdo de
30:70 e outra, 70:30 e, consequentemente, as duas bombas do equipamento, o que
facilitou a alteragdo do eluente entre as analises, sem a formagao de bolhas. Como a
proporcao final entre os solventes - acetonitrila e agua - & estabelecida através da
determinacio da porcentagem daquele que sera retirado com a bomba B, foi utilizada a
seguinte formula:

% B = [(%CH3CN — 30)/ 40] X 100

Onde: % B = porcentagem do eluente B a ser utilizada

% CH3;CN = porcentagem de acetonitrila desejada no eluente final

Como teste preliminar, foi calculada a resolugao obtida com diferentes eluentes e
fluxos. O eluente testado foi CH3;CN:H,O nas propor¢des de 40:60, 44:56 e 48:52 modo

isocratico. Para cada eluente foram testados os fluxos de 1,0; 1,2 e 1,4 mL/min.

Na determinacgéo da resolucéo (Rs) dos picos foram considerados os parametros:
distancia entre os picos (diferenca entre os tempos de retengéo) e a largura da base dos
mesmos (que é determinada tragando uma tangente ao longo da inclinagdo dos picos).
Relacionando estes parametros obtém-se a resolugdo. O numero de pratos tedricos nao
foi considerado, pois, este fator somente é alterado com a mudanga da coluna, o que
aumentaria o tempo de analise, apesar de exercer grande influéncia sobre a resolugio. A
resolucéo é expressa na mesma unidade do tempo de retencdo e da largura da base
(SCHOENMAKERS, 1986; UNITED STATES PHARMACOPEIA CONVENTION, 2000).

Rs = 2*At,/ (wq + wy)

Onde: At, = diferenga de tempo de reteng¢ao entre um pico e o pico anterior
w, = largura da base do primeiro pico
wy = largura da base do segundo pico

A resolugéo foi calculada através do programa Class-VP, sendo utilizado o modo
de calculo da USP (UNITED STATES PHARMACOPEIA).

Visando melhorar a resolu¢do obtida no teste preliminar, foram realizadas outras
alteracbes nos parametros de analise. Foi testada a eluicdo tipo gradiente, durante a

analise a proporcdo de CH;CN do eluente foi gradativamente aumentada, visando uma
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melhor resolucdo dos picos. Além disso, se verificou a influéncia da adi¢cdo de acido

acético a 0,01 e 0,2% no eluente.

3.2.3.1.2. Comprimentos de onda

Solugao de WEOQ1DC 1,0 mg/mL em acetonitrila foi utilizada para analise em
triplicata nos comprimentos de onda de 200, 210 e 230 nm. As analises foram realizadas
com eluente CH3CN:H,O 40:60 e fluxo de 1,2 mL/min. Foi determinada a area sobre a

curva (ASC) e calculado o coeficiente de variagdo de cada triplicata.

3.2.3.1.3. Solvente para a diluicdo das amostras

A fim de se verificar a possibilidade de utilizar metanol ao invés de acetonitrila
como solvente dos extratos e padrdes, realizaram-se analises por CLAE com WEOQO1DC
dissolvida em acetonitrila e metanol. Prepararam-se 10 mL de solugdo de WEQ1DC
1,0 mg/mL em metanol com 2% de n-hexano. Semelhante procedimento foi utilizado no
preparo da solugdo diluida com acetonitrila. Ambas foram analisadas por CLAE
(CH3CN:H,0 40:60; 1,2 mL/min; detecgdo em 210 e 230 nm).

3.2.3.14. Pureza dos picos

Durante a analise por CLAE foram realizados espectros de absor¢ao no UV dos
picos relativos 8 DHCB e CB. Nesta técnica as bombas do CLAE sao desligadas durante
a detecgdo do pico cuja pureza se deseja determinar por UV. E realizado espectro de

absorcao no UV.

3.2.3.2. Determinacao do modo de preparo da amostra

O modo de preparo da amostra (raizes de W. ebracteata) foi testado, variando-se
a técnica de extragdo: maceragdo com ou sem aquecimento, seguida de particdo e

extragao direta por maceracgéao ou refluxo, conforme descrito a seguir.

Modo 1: 2g de raiz moida e tamisada (tamis com malha 1mm) foi mantida em
agitacdo com etanol comercial (96°GL) por 5 min a 50-55°C (3 vezes 40 mL). O extrato
bruto obtido foi evaporado até a auséncia de odor de etanol, em evaporador rotatério. O

extrato foi ressuspenso em 2 vezes 10 mL de agua destilada em ultra-som e transferido
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para funil de separagao. Onde foi extraido com 3 vezes 10 mL de EP, seguido de 3 vezes

10 mL de DC.

Modo 2: Foi realizado exatamente o mesmo procedimento, no entanto, na

maceracao inicial com etanol foi mantida temperatura de 30-35°C.

Modo 3: 2g de raiz moida e tamisada (tamis com malha 1 mm) foi mantida em
agitacao, sem aquecimento, com 2 vezes 40 mL de EP, por 10 min. cada. O extrato foi
filtrado e a fracdo EP desprezada. O restante da planta foi extraido, sob agitacdo, duas

vezes com 40 mL de DC, por 5 min cada, a temperatura de 30°C.

Modo 4: 2g da raiz moida e tamisada (tamis com malha 1 mm) foram pesados em
béquer de 100 mL. Adicionaram-se 40 mL de EP a raiz. A extragdo aconteceu sem
aquecimento e com agitagdo por 5 min. A filtragcao foi por algodao. O restante da planta
foi colocado em balao de fundo redondo de 100 mL, ao qual foram acrescentados 40 mL
de DC. A extracédo se deu a temperatura de 40°C em refluxo por 10 min. O extrato foi
filtrado por algodao para béquer de 100 mL. O restante da planta mais o algodao foram
novamente deixados em refluxo a 40°C por 10 min. O extrato diclorometanico obtido na
primeira extragao foi filirado por papel de filiro para baldo de fundo cénico. O béquer que
continha o extrato foi lavado com 10 mL de DC e este também filtrado pelo mesmo papel
de filtro para o baldo de fundo coénico. O extrato obtido com a segunda extragéo foi
filtrado diretamente pelo papel de filtro. O baldo de fundo redondo onde aconteceu a

extracdo e os algoddes foram lavados com 10 mL de DC (Figura 16).

A comparacado entre a ASC obtida com os diferentes modos de preparo da
amostra foi realizada através de analise de variancia (o = 0,01).

No preparo das amostras comerciais de buchinha, partiu-se de 0,2 g de frutos
secos sem sementes. Outra alteragdo em relagao a técnica utilizada com as raizes de W.
ebracteata foi a transferéncia dos extratos diclorometanicos para baldo volumétrico de
100 mL e tomada de apenas 10 mL para realizagcdo das analises e, quando necessario,

realizacao de diluigdo 1:10 do extrato final dissolvido em acetonitrila.

3.2.3.3. Curva de calibragao

Com o padrdo de DHCB foi preparada a solugdo estoque a 1,04 mg/mL, cuja

concentracao foi posteriormente corrigida para 0,94 mg/mL; e com o padrdo de CB uma
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solugédo a 0,204 mg/mL, corrigida conforme grau de pureza para 0,189 mg/mL (Tabela

13).

3.2.3.31. Preparo da solucio estoque

Foram pesados 26,0 mg de DHCB dissolvidos em 1 mL de n-hexano e acetonitrila
suficiente para completar o volume de 25,0 mL, resultando em solugdo estoque a
1,04 mg/mL (n&o corrigida). O volume da solucado foi completado a temperatura de 20°C.
Logo em seguida foram preparadas as solu¢des utilizadas na determinacao da curva de
calibragéo, sendo a solugdo restante armazenada em baldes volumétricos, cujo volume
nao foi completado, em geladeira. Estes, apds periodo de aclimatagdo tiveram seu
conteudo completado com acetonitrila e foram utilizados como padrao externo.

Foram pesados 10,2 mg de CB que depois de dissolvidos em 1 mL de n-hexano e
acetonitrila suficiente para completar o volume de 50,0 mL, resultaram em solucéo
estoque a 0,204 mg/mL (ndo corrigida). O volume da solugcao foi completado a
temperatura de 20°C. Logo em seguida foram preparadas as solucdes utilizadas na
determinacdo da curva de calibragdo. A solucao restante foi armazenada em balbes

volumétricos de 10,0 mL em geladeira para posterior utilizagdo como padrao externo.

3.2.3.3.2. Preparo das diluicoes

A partir das solugdes estoque foram realizadas diluicbes para obtencdo das
curvas de calibragao e para utilizagdo como padrao externo.

A solucdo estoque de DHCB foi diluida em acetonitrila. Considerando a
concentracao desta solugao (1,04 mg/mL), foram obtidas as concentragdes em mg/mL

apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9: Calculo da concentracdo de DHCB nas diluigdes para a
determinacdo da curva de calibragao.

Solugéo estoque Volume final Conc. final Conc. final corrigida

(mL) (mL) (mg/mL) (mg/mL)
2,00 50,00 0,0416 0,0376
1,00 10,00 0,104 0,0940
1,00 5,00 0,208 0,188
3,00 10,00 0,312 0,282
2,00 5,00 0,416 0,376
3,00 5,00 0,624 0,564
- - 1,04 0,940

A solucao estoque de CB foi diluida em acetonitrila. Considerando a concentragao
desta solugao (0,204 mg/mL), foram obtidas concentragbes em mg/mL apresentadas na
Tabela 10.

Tabela 10: Calculo da concentracdo de CB nas diluicdbes para a
determinacdo da curva de calibragao.

Solugédo estoque Volume final Conc. final Conc. final corrigida

(mL) (mL) (mg/mL) (mg/mL)
1,00 50,0 0,00408 0,00378
1,00 25,0 0,00816 0,00756
3,00 50,0 0,0122 0,0113
2,00 25,0 0,0163 0,0151
1,00 10,0 0,0204 0,0189
3,00 25,0 0,0245 0,0227
1,00 5,0 0,0408 0,0378

A DHCB foi utilizada como padrdo na concentragcao de 0,188 mg/mL e a CB,
0,0189 mg/mL. A quantidade exata de cada solucdo estoque, para preparo destas
diluicdes, foi adicionada em balbes volumétricos e armazenados em geladeira até o
momento do uso. No caso da CB, cada dia um dos baldes teve seu volume completado
com acetonitrila. A mesma solucdo de DHCB foi utilizada em dois dias seguidos, ou seja,
uma diluicdo nova era preparada a cada dois dias.

Os graficos representativos das curvas de calibracdo foram construidos tendo
como abscissa a concentragcdo da cucurbitacina em questdo — CB ou DHCB — e como
ordenada a area sobre a curva (ASC) no caso do método por CLAE e a absorbancia
obtida com o espectrofotdbmetro de absor¢do no UV. A ASC é calculada por integral,

automaticamente pelo equipamento.
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A partir dos graficos obtidos foi calculada a melhor reta por regressao linear,

sendo obtido o coeficiente de correlacdo e, conseqlientemente, a equacédo da reta. O
programa Origin 5.0 foi utilizado na plotagem dos graficos, escolha da melhor reta
(linearizagao), calculo do coeficiente de correlagcéo e determinacao da equagéo da reta. A
partir da equacgao — substituindo x por concentracao de substancia e y por ASC — foram
obtidas as féormulas para calculo da concentragcdo de DHCB ou CB, a partir da ASC
(CLAE) ou absorbancia (espectrofotometria de absorgéao no UV).

Quando se prepara uma curva de calibragdo é recomendada analise em triplicata,
ou seja, devem ser analisadas trés solugbes preparadas de forma independente, sendo
que cada ponto da curva corresponda a média destas trés solugdes. Neste trabalho dois
fatos impediram que a andlise fosse realizada desta forma. Primeiro, havia quantidade
suficiente de substancia isolada apenas para o preparo de uma solugdo estoque.
Segundo, como a analise foi realizada em dois comprimentos de onda seria necessario
realizar 42 aplicagdes, o que tornaria inviavel a realizagdo da analise em apenas uma dia.
Sendo assim, optou-se pela determinacdo Unica para cada ponto, mantendo-se as

mesmas condicdes do dia.

3.2.3.3.3. Calculo da porcentagem de cucurbitacinas

O resultado do doseamento por CLAE foi expresso em mg da substancia por
100 g de raiz de W. ebracteata. O resultado do doseamento por espectrofotometria de
absorcao no UV foi dado em mg de cucurbitacinas totais expressas em DHCB ou CB, em
100 g de raiz seca. As formulas empregadas nos calculos sdo apresentadas nas Tabelas
11e12.

Tabela 11: Férmulas para calculo da concentragdo de DHCB e CB, por CLAE e de
cucurbitacinas totais por espectrofotometria no UV, em mg de
substancia por 100 g de droga vegetal, através de padrao externo.

Método Foérmulas
CLAE Conc. DHCB = ASC,.Cp.500/ ASC,.m
uv Conc. DHCB = Ab,.Cp.5000/ ASC,.m
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Tabela 12: Formulas para calculo da concentracdo de DHCB e CB, por CLAE e de
cucurbitacinas totais por espectrofotometria no UV, em mg de substancia por
100 g de droga vegetal, através da equacéo obtida pela curva de calibragao.

Método DHCB CB

CLAE 230 | Conc. = (ASC,-2531).500/ 1765980.m  Conc. = (ASC,+2426).500/ 19194300.m
CLAE 210 | Conc. = (ASC,-7237).500/ 6259580.m  Conc. = (ASC,-1511).500/ 11928900.m
UV 230 Conc. = (Ab,—0,0239).5000/ 1,85.m Conc. = (Ab,+0,0171).5000/ 19,7.m
uv 210 Conc. = (Ab,—0,186).5000/ 7,03.m Conc. = (Ab,—0,0288).5000/ 13,4.m

3.2.3.34. Estabilidade das solucdes padrio

As solugdes estoque (DHCB a 0,940 mg/mL e CB a 0,189 mg/mL em acetonitrila
com 2% de n-hexano) foram mantidas em geladeira (temperatura de cerca de 7°C) e
diluidas meia hora apds a retirada da geladeira, tempo necessario para aclimatagéo a
temperatura em que as analises por CLAE foram realizadas. Cada solucédo foi aplicada
trés vezes por dia em cada comprimento de onda (210 e 230 nm) durante seis dias
consecutivos, sendo calculado o coeficiente de variagdo para cada substancia e
comprimento de onda. Para cada comprimento de onda, os resultados obtidos nos seis

dias foram comparados por analise de variancia (o = 0,01).
3.2.4. VALIDACAO

A validacgao foi realizada utilizando-se raizes de W. ebracteata (WE02) moidas em
moedor de café e tamisadas (tamis 1 mm). Os ensaios foram realizados conforme "United

States Pharmacopeia (USP) " e "International Conference on Harmonisation (ICH)."
3.2.4.1. Linearidade

Determinada a partir das sete concentracbes diferentes de cada padrao

empregadas na obtencéo da curva de calibragao.
3.2.4.2. Exatidao

A exatidao foi avaliada através da porcentagem de recuperacdo. O ensaio foi
realizado adicionando-se a droga vegetal moida, quantidade conhecida dos padrdes de

CB e DHCB separadamente. Esta quantidade dos padrdes foi obtida a partir das
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solucdes preparadas para determinacao da curva de calibragao. Foi tomada quantidade

conhecida (Figuras 5 e 6). O ensaio foi realizado em ftriplicata.

Foram analisadas trés amostras preparadas conforme método selecionado, que
serviram de branco. Em trés outras amostras foram adicionados 941 ug de DHCB (1 mL
de solugdo a 940 pg/mL), e num terceiro grupo de trés amostras foram adicionados
56,7 ug de CB (3 mL de solucado a 18,9 ug/mL) a raiz tamisada ja pesada. A seguir todas
as amostras também foram preparadas conforme método selecionado. Foram
determinadas as concentragdes de DHCB e CB por CLAE (230 e 210 nm) e UV (230 e
210 nm) pela curva de calibragao.

O resultado foi expresso em porcentagem de cucurbitacinas recuperadas. As
amostras preparadas foram analisadas em dois comprimentos de onda: 230 e 210 nm.

Os calculos foram realizados através da formula obtida com a curva de calibragéo.

3.2.4.3. Precisao

Foi testada a precisao intermediaria e a preciséo intraensaio.

Avaliou-se a diferenca entre as concentracbes de CB e DHCB obtidas em
diferentes dias. Ou seja, nesta parte da validagdo analisou-se uma mesma amostra de
raizes moidas de W. ebracteata em seis dias consecutivos, em triplicata. Sendo que, em
cada dia a amostra foi homogeneizada, preparada e analisada de acordo com o método
desenvolvido. As condicdes experimentais — temperatura ambiente, analista,
equipamentos, reagentes e paradmetros de analise — foram mantidas constantes. Todas
as analises por CLAE foram realizadas utilizando-se os seguintes parametros: eluente
CH3CN:H,0 40:60; fluxo 1,2 mL/min; comprimento de onda de detecgao 230 e 210 nm.

As analises em espectrofotdmetro de absor¢cdo no UV também foram realizadas
nos comprimentos de onda de 230 e 210 nm. Foram analisadas as mesmas amostras
utilizadas na analise por CLAE, mas foi realizada uma dilui¢cao 1:10.

Foi utilizada padronizagdo externa, injetando-se todos os dias solu¢des dos
padrées de CB e DHCB. O calculo foi realizado também através da curva de calibragao,
comparando-se os resultados por andlise de variancia (o = 0,01).

A precisao intraensaio foi obtida através da amplitude do valor dos coeficientes de

variagao das analises em triplicata para determinacéo da preciséo intermediaria.
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3.2.5. APLICACAO DOS METODOS DESENVOLVIDOS

3.2.5.1. Analise de amostras comerciais

Sete amostras comerciais foram analisadas quali e quantitativamente, utilizando-
se o método desenvolvido. Adquiriram-se frutos de buchinha, e raizes de taiuia e cabeca-
de-negro. Inicialmente fez-se uma analise do perfil cromatografico e a seguir foi realizada
analise por CLAE e calculada a concentracdo de DHCB e CB.

Duas amostras comerciais de frutos de L. operculata foram analisadas
empregando-se os parametros dos métodos desenvolvidos com detecgdo em 230 nm.

As amostras comerciais de taiuia e cabega-de-negro foram denominadas A1 a A5.

A1: Adquirida no mercado municipal de Curitiba; raizes moidas de forma
grosseira, indicada principalmente como "depurativo do sangue".

A2: Adquirida no mesmo local da amostra A1, mas seis meses depois; raizes
cortadas em fatias com largura média de 5 cm.

A3: Adquirida em Floriandpolis como taiuia para diabetes; raizes cortadas em
fatias com largura média de 8 cm.

A4: Adquirida em Manaus como cabecga-de-negro; raizes cortadas em fatias com
largura média de 5 cm.

A5: Doada por industria como C. tayuya; raizes cortadas em fatias com largura
média de 5 cm. Em folheto informativo é indicada como diurética, "depurativa" e para

tratamento de reumatismos, artrite e ulcera.
3.2.5.2. Caracterizacao e doseamento de fragdes diclorometanicas

Os métodos desenvolvidos no presente trabalho foram utilizados na
caracterizagao de fracado (WEOODC) utilizada nos ensaios farmacolégicos desenvolvidos
junto ao Programa de Po6s-Graduagdo em Farmacologia da UFSC, como tese de
doutorado de Rodrigo Rebelo Peters, orientado pela Prof’. Dr®. Rosa Maria Ribeiro-do-
Valle Nicolau. O método por CLAE foi utilizado tanto para analise quantitativa quanto para
analise qualitativa de extratos de W. ebracteata e L. operculata.

As fracoes WEO1DC e WEO02MR, empregadas no desenvolvimento do método, e
a fracdo LO01DC, também foram caracterizadas e quantificadas em relagdo ao contetudo
de DHCB e/ou CB (eluente CH3CN:H>0 40:60; fluxo 1,2 mL/min).

A caracterizacao foi realizada inicialmente por CLAE, através de comparagdo com

padrées de cucurbitacinas isoladas de W. ebracteata pela Prof°. Dr®. Mareni Rocha
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Farias (FARIAS, 1991). Outra etapa da caracterizagdo envolveu a comparagao entre a

porcentagem relativa (ASC de cada pico em relagdo ao total de picos detectados em
porcentagem) dos principais picos. A detecgédo aconteceu em 230 e 200 nm.

As solugcbes de WEOODC, WEO1DC e WEO2MR foram preparadas de forma
quantitativa, na concentragéo de 0,05 mg/mL em acetonitrila com 2% de n-hexano.

Foi realizada quantificacdo de DHCB e CB por CLAE em 230 nm, a partir da
férmula obtida com a curva de calibragao.

Foram preparadas trés solugdes da fragao LOO1DC de L. operculata a 50 pg/mL.
A fracdo foi analisada por CLAE e espectrofotdmetro de absorcdo no UV, ambos com a

utilizagcdo do comprimento de onda de 230 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

OBTENGAO E ESTABILIDADE DOS PADROES
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Os padroes de DHCB e CB isolados de W. ebracteata e L. operculata,

respectivamente, foram analisados por espectrofotometria de absor¢do no UV e CCD

comparativamente com substancias de referéncia (Figuras 7, 8 e 9), confirmando-se a

identidade das mesmas.
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Figura 7: Espectro de absor¢édo no UV da

DHCB (0,1 mg/mL).
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Figura 8: Espectro de absor¢édo no UV

da CB (0,1 mg/mL).
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DHCBIi DHCBp WE0IDC CBi CBp

Figura 9: Anadlise das substancias isoladas e fragdgo WEQ01DC por CCD (eluente
EP:AcOEt:Isopropanol 20:10:0,8; fase estacionaria: gel de silica G Fj54 € revelador:
vanilina fosférica). Da esquerda para a direita; DHCB isolada, DHCB padréo,
WEOQ1DC, CB isolada, CB padréo.

A DHCB isolada apresentou apenas absor¢cdo terminal ao UV (Figura 7),
coloracao amarelada apds revelacdo com vanilina fosforica e Rf equivalente aquele
obtido com o padrao (Figura 9). A CB isolada teve sua absor¢cdo maxima em 230 nm

(Figura 8) e corou-se de violeta apds revelagdo com vanilina fosférica confirmando a

presenga de carbonila o,p-insaturada na cadeia lateral (Figura 9).

A pureza foi verificada através de analise por CLAE da solug¢édo a 0,94 mg/mL para
DHCB e a 0,040 mg/mL para CB, obtendo-se 90,4% e 92,6% respectivamente (Figura 10
e Tabela 13). Os parametros utilizados foram: modo isocratico;, CH3;CN:H,0 40:60;

1,2 mL/min; detecgdo em UV a 200 nm. As analises foram realizadas em triplicata.

Tabela 13: Pureza dos padrdes isolados, determinada por CLAE.

Padrao Analise 1 Analise 2 Anadlise 3 | Média DP | CV (%)
(n=3)

DHCB (%) 89,91 90,76 90,42 90,36 | +0,43 | 0,47
CB (%) 92,47 92,63 92,65 92,58 | £0,10 | 0,11
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Figura 10: Cromatogramas, obtidos por CLAE, de DHCB (1 mg/mL) e CB (40 png/mL) em 200 nm.

As porcentagens expressas na Tabela 13, correspondem a ASC dos picos
correspondentes aos padroes em relacdo ao total de substancias detectadas. Esta
determinagao quantitativa da pureza dos padrdes, ndo apenas qualitativa como é o caso
da anadlise por CCD, é essencial para a sua utilizagcdo como padrdo no doseamento.
Através dos cromatogramas dos padrboes (Figura 10), pode-se constatar um grau de
pureza aceitavel.

Com fragdes impuras obtidas durante o isolamento da DHCB e CB foram

realizados testes preliminares quanto a estabilidade dos padroes em meio acido e basico
(Figura 11).
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Figura 11: Analise preliminar da estabilidade de cucurbitacinas em meio acido e basico por CCD
(eluente EP:AcOEt:Isopropanol 20:10:0,5; fase estacionaria: gel de silica G Fys4 €
revelador: vanilina fosférica).

Como pode ser observado na Figura 11, as cucurbitacinas sofreram alteragao
apo6s a permanéncia em acido cloridrico. A CCD 1 se refere a analise de DHCB e a CCD
2, de CB. Aparentemente as alteragcdes ocorridas em pH basico sdao muito mais discretas.
Seria interessante realizar este tipo de analise com cucurbitacinas puras a fim de se
definir a estabilidade de cada uma delas, assim como identificar as substancias
formadas. A degradacdo em pH acido é especialmente importante, pois se houver
degradacdo no suco gastrico devem ser estudados os efeitos do produto formado. Por
limitacbes de tempo, esta analise nao foi realizada, ficando como uma proposicao de
continuidade do estudo.

4.2. DESENVOLVIMENTO DOS METODOS DE DOSEAMENTO

4.2.1. DETERMINAGAO DOS PARAMETROS DE ANALISE

A escolha dos primeiros parametros e condi¢gdes a serem utilizados na analise por
CLAE foi baseada nos artigos descritos na revisédo bibliografica (BAUER, 1984; HUTT e
HERRINGTON, 1985; GORSKI et al, 1986; STUPPNER e WAGNER, 1992;
HALAWEISH e TALLAMY, 1993; MATSUO et al., 1999; STURM e STUPPNER, 2000) e
livros sobre desenvolvimento de métodos de analise quantitativa (SCHOENMAKERS,
1986; SNYDER, 1988).
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4.2.1.1. Eluente e fluxo

Nos ensaios para a definicdo do sistema cromatografico para a analise por CLAE
foram testadas diferentes propor¢des de acetonitrila e agua, nos modos isocratico e
gradiente, bem como diferentes valores de fluxo de eluigdo. As analises foram realizadas
empregando-se os comprimentos de onda 190 nm e 230 nm na detecgdo. Nestas
analises, foram comparados os valores da pressao, tempo de retencao e a resolugéo dos
picos referentes a DHCB. Os dados das analises sdo apresentados nas Tabelas 14, 15 e
16.

A amostra utilizada nas analises foi WEO1DC 2,0 mg/mL, dissolvida em
acetonitrila com 2% de n-hexano. Como o volume injetado foi 20 ulL, a quantidade de
extrato seco injetado foi 40 nug.

O primeiro cromatograma foi realizado em condi¢des constantes e a partir deste
cromatograma foram realizadas alteragbes controladas a fim de otimizar a separagao
entre os picos, conforme preconizado por Schoenmakers (1986).

Snyder (1988) sugere como eluente inicial a mistura acetonitrila:agua. Muitos
pesquisadores sao resistentes quanto ao uso de acetonitrila pela toxicidade e custo. No
entanto, este solvente resulta em menor pressdo no sistema, tem maior polaridade e
pode ser aplicado em analises com baixo comprimento de onda de deteccdo (SNYDER,
1988). Bauer (1984), Halaweish e Tallamy (1993), Stuppner e Wagner (1992) utilizaram
eluentes a base de acetonitrila em analise de cucurbitacinas por CLAE. Como um dos
objetivos do presente trabalho € a comparacéo entre a deteccdo em 230 nm e um
comprimento de onda mais baixo, o eluente que apresenta menor interferéncia é a
acetonitrila por sua transparéncia em regides de comprimento de onda mais baixos.

Nas Tabelas 14 e 15 sao apresentados os dados de resolugdo do pico
correspondente a DHCB, calculado segundo a Farmacopéia Americana (UNITED
STATES PHARMACOPEIA CONVENTION, 2000), o tempo de retengao (Tr) e os valores

de pressao no sistema, para os diferentes eluentes e fluxos de elui¢ao testados.
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Tabela 14: Resolugédo (Rs) e tempo de retengédo (Tr) da DHCB, e pressdo do sistema,
obtidos com diferentes propor¢gdes de CH3CN em agua como eluente, em
diferentes fluxos, deteccdo em 190 nm.

Rs Tr (min) Pressao (kgf)

Fluxo
1,0 1,2 1,4 1,0 1,2 1,4 1,0 | 1,2 | 14
Eluente
CH;CN:H,0 40:60 | 0,77 | 0,77 | 0,77 [ 13,83 | 11,59 | 10,05 | 85 | 103 | 123
CH;CN:H,044:56 | 0,71 | 0,71 | 0,72 | 9,18 | 7,72 6,68 84 | 102 | 117

CH;CN:H,0 48:52 - - - 6,62 | 558 | 446 | 82 | 98 | 114

Através destes dados observa-se que a melhor resolugao foi obtida com o eluente
CH3;CN:H,0 40:60, como era esperado ja que quanto maior a propor¢cdo de agua mais
polar é o eluente e maior o tempo de retencdo das substancias. No entanto, se esta
proporc¢ao for ainda maior o tempo de andlise torna-se muito longo, além disso, a medida
que o tempo de retengdo aumenta, a base dos picos torna-se mais larga. A resolugéo do
eluente CH3CN:H,0 48:52 nao foi calculada, pois a separacao entre os picos de interesse
foi insuficiente.

Através da analise em diferentes fluxos podemos observar que o aumento do
fluxo € uma forma de se diminuir o tempo de eluicdo sem alterar significativa da
resolucdo. No entanto, ao se aumentar o fluxo aumenta-se a pressao no sistema o que
pode danificar a coluna. A fim de se preservar a coluna optou-se pelo fluxo de

1,2 mL/min.

Tabela 15: Resolugédo (Rs) e tempo de retengéo (Tr) da DHCB, e pressao do sistema,
obtidos com diferentes propor¢cdes de CH3CN em agua como eluente, em
diferentes fluxos, detecgao em 230 nm.

Rs Tr (min) Presséao (kgf)

Fluxo
1,0 1,2 1,4 1,0 1,2 1,4 1,0 | 1,2 | 1,4
Eluente
CH;CN:H,0 40:60 | 1,24 | 1,18 | 1,15 | 13,84 | 11,61 | 10,03 | 86 | 102 | 123
CH,;CN:H,0 44:56 | 1,03 | 0,98 | 0,96 | 9,23 7,79 6,7 85 | 102 | 117

CH5CN:H,0 48:52 - - - 6,62 | 558 | 446 | 82 | 98 | 114

A analise quando realizada em 230 nm apresenta menor quantidade de picos
interferentes (Figura 12). Portanto, foi possivel uma melhor resolugdo. Como o tempo de
retencdo e a pressdo ndo sao afetados pelo comprimento de onda de deteccgdo, seus

valores permaneceram semelhantes.
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Também foram testadas analises com gradiente de eluicao e deteccdo em 190

nm, bem como a adicdo de acido acético no eluente conforme descrito por Sturm e
Stuppner (2000). Estes testes tiveram como objetivo diminuir o tempo de retencao de
DHCB e CB (Tabela 16).

Tabela 16: Resolugéo (Rs), tempo de retengéo (Tr) da DHCB, e pressao do
sistema, obtidos em analises com modo de eluicdo por
gradiente, deteccdo em 190 nm e fluxo de 1,2 mL/min.

Eluente (CH3CN:H,0) Rs Tr (min) P (kgf)
20:80 — 50:50 0,91 29,32 161
35:65 — 45:55 0,82 14,17 114
0,02 % acido acético 0,8 14,54 113
0,1 % acido acético 0,86 20,41 126
37,5:62,5 — 47,5:52,5 0,8 11,42 112
0,02 % acido acético 0,78 15,66 113
0,1 % acido acético 0,77 12,05 124

Apesar de terem sido obtidas melhores resolu¢gdes com a analise por gradiente
que de forma isocratica para o comprimento de onda de 190 nm, foi escolhida esta ultima
pela maior facilidade e rapidez no preparo do eluente, menor tempo de retengdo e menor
tempo de estabilizagéo entre as aplicagbes, ou seja, menor tempo necessario para lavar

a coluna entre uma analise e outra (dado ndo mostrado).

Com base nestas primeiras analises foram selecionados os seguintes parametros,

que forneceram tempo de analise de 20 min:

Eluente CH;CN:H,0 40:60

Fluxo 1,2 ML/MIN

4.21.2. Comprimento de onda

Uma das formas mais utilizadas de deteccdo é aquela que mede a absorbancia
do analito em determinado comprimento de onda no UV ou visivel. Neste caso ha
necessidade de se determinar o melhor comprimento de onda, que sera aquele em que
as substancias de interesse apresentem maior intensidade de absor¢do de radiacao

ultravioleta, sendo que a interferéncia do solvente e de outras substancias deve ser
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minima. Os detectores fotométricos tém a vantagem de serem robustos (SNYDER,

1988).

Nos experimentos do item anterior foram utilizados os comprimentos de 190 e
230 nm que corresponderam aos maximos de absorcdo das DHCB e CB,
respectivamente. No entanto, como 190 nm foi considerado muito baixo para analise
quantitativa, foram testados 200 e 210 nm além da detec¢do em 230 nm.

Neste ensaio, empregou-se nas analises por CLAE o eluente CH3CN:H,0 40:60 e
o fluxo de 1,2 mL/min, realizando-se a detec¢do nos comprimentos de onda 200, 210 e
230 nm. Analisou-se a ASC, bem como o coeficiente de variagao (Tabela 17 e Figura 12).
O teste foi realizado com WEQO1DC 1,0 mg/mL dissolvido em acetonitrila com 2% de n-

hexano, aplicado em triplicata.

Tabela 17: Analise de WEO1DC por CLAE com detecgao nos comprimentos de onda
de 200, 210 € 230 nm.

ASC da DHCB ASC da CB
A (nm) 200 210 230 200 210 230
Média | 3.683.292| 1.965.645| 537.877 | 1950 | 199.960 | 284.890
(n=3) 5.565
DP 38250 | 25346 | 3448 | 1414 | 3322 | 1829
CV (%) = 1,04 1,31 0,65 0,7 170 0,65
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Figura 12: Cromatogramas de WEQ1DC 2,0 mg/mL, obtidos por CLAE, obtidos nos comprimentos

de onda de 200, 210 e 230 nm.

Através da analise dos cromatogramas podemos comprovar também que o

problema de se realizar a analise em comprimentos de onda mais baixos (200 ou
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210 nm) é a presenca de interferentes. Neste caso, podemos perceber a presenga de um

pico justamente entre a DHCB e a CB. Como a intensidade do sinal desta foi menor em
relagdo a CB no comprimento de onda de 210 nm este foi selecionado. Todos os

coeficientes de variagao foram considerados satisfatorios.

A partir destas analises foram selecionados como parametros de detecgao:

230 e 210 nm

Em relacdo a anadlise por espectrofotometria no UV, as Figuras 13 e 14
apresentam o perfil obtido de 200 a 350 nm dos extratos de W. ebracteata e L.

operculata.

T
[ S % % | 3 I B ' B
g B 2 BB gy ¥
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Figura 13: Espectros de absor¢cdo no UV Figura 14: Espectros de absor¢cédo no UV
de WEO1DC (0,1 mg/mL). de LOO1DC (0,1 mg/mL).

A partir deste cromatograma e do fato da cucurbitacina B apresentar maxima

absorcado no UV em 230 nm, este foi um dos comprimentos de onda testados. Foi testada
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também analise no comprimento de onda de 210 nm, como acontece por CLAE. Um

problema observado é a presenca de ombro, ndo aparecendo de forma clara o pico
correspondente as cucurbitacinas de cadeia lateral insaturada, com maximo em 230 nm.
Isto pode ser explicado pelo fato de que as cucurbitacinas de cadeia lateral saturada sao
majoritarias no extrato diclorometénico, interferindo na analise em 230 nm mesmo que
possuam somente absorc¢ao terminal.

Foi selecionado o comprimento de onda de 210 nm para o doseamento de
cucurbitacinas totais expressas em DHCB e 230 nm para doseamento de cucurbitacinas

totais expressas em CB.

4.2.1.3. Escolha do solvente para a dissolugao das amostras

Considerando a toxicidade e o custo da acetonitrila, conforme ja mencionado,
verificou-se a possibilidade da utilizagao de metanol no preparo das amostras ao invés de
acetonitrila.

Nas analises por CLAE do extrato WEQO1DC 1,0 mg/mL com 2% de n-hexano,
dissolvido em acetonitrila e metanol, comparou-se a ASC, empregando-se na detecgao

os comprimentos de onda 210 e 230 nm (Tabela 18).

Tabela 18: ASC de DHCB e CB da fragdo WEQ1DC 1,0 mg/mL dissolvida em CH3;CN e MeOH.

ASC da DHCB ASCda CB
Acetonitrila| Metanol | Acetonitrila| Metanol
210 2114112 | 1831968 250431 194743
230 611605 523816 375366 326331

Observa-se que a leitura foi maior com a utilizagao de acetonitrila. Além disso, na
analise dos cromatogramas obtidos observou-se a presenga de pico com intensidade
maior que os picos da amostra, presente apenas quando o metanol era utilizado como
solvente.

Como ja era esperado, a acetonitrila interferiu menos na leitura que o metanol, ja
que nao apresenta absorgdo na regido onde aconteceram as analises. A acetonitrila é
transparente na regido do espectro acima de 200 nm. Com base nestes dados, a

acetonitrila foi mantida como solvente.
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4.2.1.4. Pureza dos picos

Foram realizados espectros de absor¢cdo no UV dos picos correspondentes a
DHCB e CB na analise por CLAE, com o objetivo de se verificar a presenga ou nao de
substancias interferentes.

Muitas vezes pode acontecer da amostra conter outra substancia que possua o
mesmo tempo de retengcao do analito, portanto, faz-se necessaria a determinagao da
pureza do pico referente ao mesmo, o que pode ser realizado através de detecgao dupla
e acoplamento do CLAE com um espectrofotdmetro de massas (HONG & SHAH, 2000).

O equipamento disponivel para a realizacdo deste trabalho apresenta como unico
recurso para a determinacao da pureza dos picos a realizacdo de espectro de absorcao

no UV da substéncia no momento em que ela chega ao detector.

DHCB

Figura 15: Espectro do pico correspondente a DHCB em analise por CLAE (CH3CN:H,O 40:60;
1,2 mL/min).
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Figura 16: Espectro do pico correspondente a DHCB em analise por CLAE (CH3CN:H,O 40:60;
1,2 mL/min).

Através da analise dos espectros das Figuras 15 e 16, podemos ter um indicativo
da pureza dos picos correspondentes a DHCB e CB. Deve-se ressaltar, entretanto que
pode haver interferéncia de outras cucurbitacinas com igual comportamento em relagéo a

absorgéo no UV.
4.2.2. DETERMINACAO DO MODO DE PREPARO DAS AMOSTRAS

Outra parte importante do desenvolvimento de um método de analise é o preparo
da amostra. No caso de plantas medicinais este passo é fundamental pelo elevado
numero de constituintes presentes em uma droga vegetal que podem interferir na
seletividade do método e, no caso do CLAE, diminuir o tempo de vida util da coluna
cromatografica. Além disso, deve-se garantir a total dissolugdo da amostra no solvente no
qual a mesma sera injetada no equipamento. A dissolugdo incompleta ou utilizagdo de
solvente muito polar pode resultar em distorcdo dos picos na andlise por CLAE ou em
blogueio na passagem da luz em analises em espectrofotdmetro ao UV (HONG & SHAH,
2000).

Considerando que a forma de preparo por maceracdo seguida de particao,
utilizada no desenvolvimento do método, despende muito tempo, e um método de analise
quantitativa para ser realmente util tanto em pesquisa como em rotina deve ser rapido,

foram testadas alternativas de preparo.
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A partir desta fase do desenvolvimento foi utilizada raiz obtida da mesma planta,

mas de outra coleta (WEQ02). A deteccgéao foi realizada em 230 e 210 nm. Na analise dos

resultados foi considerada a ASC e o coeficiente de variagdo da analise em triplicata.

Inicialmente foram testados trés modos de preparo da amostra (Tabelas 19 e 20):

Modo 1: maceragao com etanol a 50°C, seguida de particao com EP e DC.

Modo 2: maceragdo com etanol a 30°C, seguida de particdo com EP e DC.

Modo 3: maceragao direta com EP, seguida de maceracgao direta com DC a 30°C.

Além de avaliar a diferenca entre os modos de preparo por particdo a partir do

extrato etandlico e extracado direta por maceragcao com EP e DC, este experimento visa

verificar a diferengca entre a maceragao com etanol realizada a 30 e 50°C. Como foi

utilizada a mesma temperatura tanto na extragdo por maceragdo com etanol quanto por

diclorometano, fica mais facil a comparacao entre os modos 2 e 3.

Tabela 19: Comparagédo entre o modo de preparo da amostra por maceragao em etanol nas

temperaturas de 30 e 50°C, seguida de particao (modos 1 e 2) e modo de preparo por
extragdo direta com EP e DC (modo 3). Andlise por CLAE.

Modo 1 Modo 2 Modo 3 Modo 1 Modo 2 Modo 3
ASC da DHCB em 230 nm ASC da CB em 230 nm
Média 502.208 317.297 288.584 368.700 228.699 192.443
(n=3)
DP 68.247 59.227 14.924 49.670 62.787 12.957
CV (%) 13,59 18,67 517 13,47 27,45 6,73
ASC da DHCB em 210 nm ASC da CB em 210 nm
I(Vléd:i;; 1.867.529 990.027 1.061.545 298.376 194.087 152.958
n=
DP 326.514 196.499 65.654 83.979 143.120 7.201
CV (%) 17,48 19,85 6,18 28,15 73,74 4,71
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Tabela 20: Comparagao entre o modo de preparo da amostra por particdo com maceragao nas
temperaturas de 30 e 50°C (modo 1 e 2) e modo de preparo por extragdo direta com
EP e DC (modo 3) pelo método espectrofotométrico.

Modo 1 Modo 2 Modo 3
Absorbéancia em 230 nm
Média 1,342 0,613 0,434
(n=3)
DP 0,9461 0,2661 0,0318
CV (%) 70,50 43,39 7,33

Os dados acima, tanto da analise por CLAE quanto por UV, nos permitem
perceber que 0 modo de preparo por particdo (modo 1) é o mais eficiente, resultando em
areas e absorbancias maiores. No entanto, este apresentou muitas desvantagens. O
tempo de preparo é muito maior, pela técnica ser mais complexa e pela necessidade de
se evaporar etanol, que em relagdo ao diclorometano apresenta alto ponto de ebuligdo.
Além disso, o coeficiente de variagao foi muito maior indicando a baixa reprodutibilidade
da técnica.

Como o modo 3 mostrou uma maior reprodutibilidade, mas uma aparente menor
capacidade de extracdo que os anteriores, foi realizado experimento visando a
comparacao entre este modo de preparo e maceragdo com EP seguida de extragdo com
DC em refluxo (modo 4). A extragdo com DC acontece em refluxo por 10 min. a fim de se
aumentar a quantidade de cucurbitacinas extraidas. Desta vez as analises foram

realizadas apenas no comprimento de onda de 230 nm (Tabela 21).

Tabela 21: Comparagéo entre o0 modo de preparo da amostra por maceragdo com EP e DC a
temperatura de 30°C (modo 3) e por maceragao com EP seguida de refluxo com DC

(modo 4).
Modo 3 Modo 4 Modo 3 Modo 4
ASC da DHCB em 230 ASC da CB em 230
Média 251.737 355.128 168.136 243.620
(n=3)
DP 12.086 29.922 10.280 10.846
CV (%) 4,80 8,43 6,11 4,45

A anadlise de variancia (ANOVA) dos dados da Tabela 21 resultou em Fcaculado
maior que Feritico [F 0,01 (1 4) = 21,20] tanto para as analises de DHCB (Fcalculado = 30,79)
quanto para analise de CB (Fcaiculado = 76,54). Ou seja, existe diferenga significativa [nivel

de significancia (a) igual a 0,01] entre as duas formas de preparo da amostra testadas.
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Portanto, o modo de preparo com refluxo foi mais eficiente na extracdo das
cucurbitacinas a serem dosadas. Além disso, apresentou CV(%) menores que aqueles
obtidos com o preparo da amostra por particdo (modos 1 e 2 da Tabela 19). Sendo

assim, o modo de preparo selecionado foi:

Maceragao com EP seguida extragao com DC em refluxo

O esquema geral do modo de preparagao da amostra selecionado é apresentado

na Figura 17.
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v

Baldo de fundo redondo

40 mL CH2C|2
Refluxo 10 min

Coluna de fase reversa
(15X 4,6 cm)
CH3CN: H,0 40:60
1,2 mL/min
230 e 210 nm

Figura 17: Esquema geral do modo de preparo da amostra selecionado.
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4.2.3. CURVA DE CALIBRACAO

A quantidade da substancia a ser analisada presente na amostra pode ser obtida
por comparagao do sinal obtido com aquele d100e um padrao interno ou externo. No
caso da utilizacdo de padrdo externo, este é a prépria substancia a ser analisada, na
forma pura, com a qual é elaborada uma curva de calibragcdo, essencial para se
determinar a linearidade tanto de métodos que utilizem CLAE quanto espectrofotdbmetro
ao UV. No caso de anadlise por CLAE existe a opgao de se utilizar um padrdo interno,
uma quantidade conhecida de uma substancia é adicionada na propria amostra. Trata-se
de uma substancia ndo presente na amostra, que fornegca um pico completamente
separado dos demais e que seja adicionado em quantidade tal que forne¢ca um pico de
area ou altura semelhante ao fornecido pelo analito permitindo a comparagéao quantitativa
entre eles (CIOLA, 1998). Neste trabalho a analise quantitativa foi realizada através da
comparagao com padrao externo. As cucurbitacinas DHCB e CB foram isoladas com este
objetivo. Os resultados obtidos com a curva de calibragdo foram utilizados de duas
maneiras: primeiro na verificagdo da linearidade e segundo na determinagédo da equacgao
a ser utilizada no calculo da porcentagem de cucurbitacinas. Este calculo foi realizado

também por comparagéao direta com o padréo.
4.2.3.1. Di-hidrocucurbitacina B

Analise por CLAE:

Todas as diluigdes assim como a solugao estoque foram aplicadas a fim de se

determinar a curva de calibragdo empregando-se como comprimento de onda de

deteccdo 230 nm (Figura 18) e 210 nm (Figura 19).
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1800000 - Conc. DHCB ASC
g —u— Dados experimentais (mg/mL)
1600000'_ Linearizagédo 0,0376 65904
1400000 0,0940 167701
1200000 4 0,188 339462
10000004 0,282 502338
8 1 0,376 668412
< 800000 0,564 991858
600000 0,940 1664487
400000
200000
0 T T T | f(x) = 2531 + (1765980.x)

T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentragéo de DHCB (mg/mL) R =0,99998

Figura 18: Gréfico correspondente a curva de calibragdo da DHCB por CLAE em 230 nm.

1 - Conc. DHCB ASC
60000004 | —"— Dados experimentais e (mg/mL)
Linearizacéo 0.0376 240580
5000000 0,0940 602508
4000000 1 0,188 1177699
| 0,282 1742976
&)
2 3000000- 0,376 2391831
< ] 0,564 3544772
2000000 | 0,940 5884064
1000000 |
] f(x) = 7237 + (6259580.x)
v T T

0,0 0,2 ' O:4 ' 0:6 ' 0:8 ' 1,0 ' R =0,99996
Concentragédo de DHCB (mg/mL)

Figura 19: Gréfico correspondente a curva de calibragdo da DHCB por CLAE em 210 nm.

Analise em espectrofotbmetro no UV:

As solugdes utilizadas na analise por CLAE foram analisadas em

espectrofotémetro no UV em 210 nm (Figura 20).
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4,04 Conc. DHCB | Absorbéancia
] (mg/mL)
3,5- | —=— Dados experimentais 210 nm
1 Linearizacédo 0,0376 0,437
3,01 0,0940 0,847
o 2,59 0,188 1,541
9 1 0,282 2,148
g 2,0 1 0,564 3,709
S |
a2 1,54
< |
1,04 F(x) = 0,296 + (6,18.x)
0,51 R =0,99746
0,0 T T T T T T

T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentragao de DHCB

Figura 20: Grafico correspondente a curva de calibragdo da DHCB por espectrofotometria no UV
em 210 nm.

Foi excluido ponto correspondente a concentracdo de 0,0376 mg/mL por se

encontrar fora da linearidade.

Através dos coeficientes de correlagdo podemos observar que as analises
realizadas por CLAE forneceram excelente resultado (R > 0,9999). Por outro lado, na
analise por espectrofotometria de absorcdo no UV, com leitura em 210 nm, o coeficiente
de correlagao foi bem menor (R = 0,99746) em virtude da absorbancia da maior parte dos
pontos estar acima de 2, gerando leitura instavel e perda da linearidade. Uma alternativa
seria diluir ainda mais a solugdo. Excluindo-se o ponto correspondente a concentracao de
0,564 mg/mL, o coeficiente de correcdo é igual a 0,9995 e a fungdo passa a ser:
F(x) = 0,186 + (70,3.x).

4.2.3.2. Cucurbitacina B

Analise de CB por CLAE:

As diluicdes de CB mencionadas (Tabela 10) também foram analisadas por CLAE

empregando-se os comprimentos de onda de 230 e 210 nm na deteccao, a fim de se

determinar as curvas de calibracdo para esta substancia (Figuras 21 e 22).
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800000
1 —m— Dados experimentais Conc.CB | ASC
700000 - Linearizag&o (mg/mL)
] 0,00378 68438
600000'_ 0,00756 | 136911
500000 - 0,0113 | 217607
T 0,0151 | 293448
? 400000'_ 0,0189 | 359727
< 300000 0,0227 434843
| 0,0378 720467
200000
100000
T f(x) = - 2426 + (19194300.x)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T !
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035 0,040 0,99984
Concentragéo de CB (mg/mL)

Figura 21: Grafico correspondente a curva de calibragdo da CB por CLAE em 230 nm.

As mesmas solugdes foram analisadas em 210 nm (Figura 22).

300000 -
i —m— Dados experimentais ?;Zi}nif ASC
250000 - Linearizag&o 0,00378 | 47361
0,00756 | 91130
200000 - 00113 | 138863
00151 | 178044
Q150000 0,0189 | 224958
< 00227 | 275151
100000 4
50000 4
f(x) = 1511 + (11928900.x)
0 T T T T T T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,99954

Concentracdo de CB (mg/mL)

Figura 22: Grafico correspondente a curva de calibragdo da CB por CLAE em 210 nm.

Analise por espectrofotometria no UV:

As mesmas solugdes foram empregadas na elaboracdo da curva de calibragéo
por espectrofotometria no UV, empregando-se o comprimento de onda 230 nm (Figura
23).
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0,8 1
1 —m— Dados experimantais Conc. CB | Absorbancia

07'_ Linearizacao (mg/mL) 230 nm
0,6 0,00378 0,057

o 051 0,00756 0,131

S | 0,0113 0,204

g 0,4—- 0,0151 0,286

9 034 0,0189 0,354

o )

< ] 0,0227 0,434
0,2 0,0378 0,728
0,14
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0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035 0,040 F(x) 0,0171 + (19,7.x)

Concentragéo de CB (mg/mL) 0,99993

Figura 23: Gréfico correspondente a curva de calibragdo da CB por UV em 230 nm.

Em todas as analises realizadas com a CB foram obtidos coeficientes de
correlagdo maiores que 0,999. Portanto, todas as equagdes obtidas tém boa relagdo com

os dados obtidos nas analises.

4.2.3.3. Foérmulas para calculo da concentragao

Conforme discutido anteriormente, com exce¢ao da analise no UV em 210 nm da
DHCB, cujo ultimo ponto precisou ser excluido, todas as curvas de calibragédo
apresentaram boa linearidade, comprovada no calculo do coeficiente de correlacao
(Tabelas 22 e 23). Portanto, as equacgdes obtidas por regressao linear podem ser
utilizadas com seguranca no calculo da concentragdo de DHCB e CB realizadas nas

mesmas condicdes da curva.

Tabela 22: Equagao, férmula e coeficiente de correlagdo para cada curva de
calibragao realizada por CLAE.

Substéncia | )\ (nm) Funcéo/ Férmula R
DHCB 230 nm | f(x) = 2531 + (1765980.x) 0,99998
Conc. DHCB = (ASC, — 2531)/ 1765980
210 nm | f(x) = 7237 + (6259580.x) 0,99996
Conc. DHCB = (ASC, — 7237)/ 6259580
cB 230 nm | f(x) = - 2426 + (19194300.x) 0,99984
Conc. CB = (ASC, + 2426)/ 19194300
210 nm | f(x) = 1511 + (11928900.x) 0,99954

Conc. CB = (ASC, — 1511)/ 11928900




Tabela 23: Equagao, férmula e coeficiente de correlagdo para cada curva de

calibragao realizada por espectrofotometria de absorg¢do no UV.

Substéncia |\ (nm) Funcao/ Férmula R

DHCB 210 F(x) = 0,186 + (70,3.x) 0,9995
Conc. DHCB = (Ab, — 0,186)/ 7,03

CB 230 F(x)=-0,0171 + (19,7 .x) 0,99993
Conc. CB = (Ab, + 0,0171)/ 19,7

4.2.3.4. Estabilidade das solugées padrao
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Deve-se determinar a estabilidade da substancia em analise na solugéo

preparada de acordo com o método que esta sendo avaliado. Durante o periodo em que

as analises estiverem sendo realizadas deve-se ter certeza que ndo havera degradagao

por hidrélise, fotdlise ou adesdo das substancias a vidraria. Esta avaliacdo deve ser
realizada por no minimo 24 horas (HONG & SHAH, 2001). Neste sentido, foi avaliada a

estabilidade das solugbes de DHCB e CB através da analise por CLAE.

Tabela 24: Analise por CLAE, com detecgdo em 230 e 210 nm, da solugdo de DHCB.

Detecgdo em 230 nm Detecgdo em 210 nm
Dias | mediadaASC DP  CV(%) | MédiadaASC DP  CV(%)
(n=3) (n=3)
1 300796 1047 0,35 1134533 54199 4,78
2 310743 13946 4,49 1104901 14026 1,27
3 312124 10700 3,33 1139037 9758 0,86
4 304276 5798 1,91 1128098 8122 072
5 307278 201,31 0,07 1099932 18691 1,70
6 303043 1478 0,49 1136635 20954 1,84
Média 306377 1123856
(n=3)
DP 4463 17073
CV (%) 1,46 1,52

A analise de variancia dos resultados da Tabela 24 resultou na aceitagdo da

hipétese de que nao existe diferenga significativa (o = 0,01) entre os resultados obtidos

nos diferentes dias. O teste F apresentou Fiico igual a 5,06; para analise em 230 nm

F calculado foi igual a 2,81 e para a analise em 210 nm, 3,93.

O baixo coeficiente de variagdo também demonstra a estabilidade das solugées.
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Tabela 25: Analise por CLAE, com deteccdo em 230 e 210 nm, da solugao de CB.

Detecgcdo em 230 nm Detecgcdo em 210 nm
Dias | meédiadaAsc DP  cv(%) | MédiadaASC DP  CV (%)
(n=3) (n=3)
1 339460 2185 0,64 202963 3267 1,61
2 329591 2993 0,91 211143 1322 0,63
3 336403 945 0,28 213130 5260 2,47
4 336521 4897 1,46 212353 3083 1,45
5 336721 1214 0,36 204435 3594 1,76
6 333740 1108 0,33 211241 3023 143
Média 335406 209211
(n=3)
DP 3376 4357
CV (%) 1,01 2,08

A cucurbitacina B também apresentou estabilidade nas condi¢des testadas. Neste
caso 0 Fcalculado fOi igual a 4,97 para a analise em 230 nm e 3,93 para a analise em 210
nm. Estes valores sdo menores que 0 Fritico igual a 5,06 (o = 0,01), portanto ndo ha
diferenca entre os resultados analisados.

CLAE é um método adequado para determinacdo da estabilidade, visto que
alteracdes quimicas que acontegam com a substancia resultardo em produto com tempo
de retencao provavelmente diferente da substancia original. Nao foram observados novos
picos no decorrer das analises, nem alteragdes significativas do tempo de retencao.

Através da andlise de variancia e dos baixos coeficientes de variagdo encontrados
podemos concluir que as solugbes de DHCB a 0,94 mg/mL e CB a 0,189 mg/mL

apresentaram estabilidade por seis dias a temperatura de cerca de 7°C.

4.3. Validagao

Validar é garantir a confiabilidade analitica do laboratério, do método escolhido ou
desenvolvido. Nao validar € ter apenas um numero nido um resultado, pois qualquer
analise estd sujeita a diversos tipos de erros. Os erros que acontecem devido a
problemas no método sao considerados graves e devem ser eliminados por alteragdes na
metodologia (LEITE, 1998).

Devem ser caracteristicas basicas de qualquer metodologia: exatiddo, precisao,
seguranga e higiene para o trato com o analito. A determinagdo da exatidao,
concordancia dos valores experimentais com o valor verdadeiro, e da precisao,

concordancia entre os varios valores experimentais obtidos, fazem parte do processo de
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validacao, cujo objetivo final é garantir a confiabilidade do resultado obtido assim como

conhecer suas limitagdes (LEITE, 1998).

Somente métodos analiticos devidamente validados podem ser incluidos em
monografias farmacopéicas, tanto que a Farmacopéia Americana traz um capitulo que
trata especificamente de métodos de validacao aplicaveis a qualquer tipo de método
(HONG & SHAH, 2000; UNITED STATES PHARMACOPEIA CONVENTION, 2000).

O primeiro paradmetro a ser avaliado € a robustez, geralmente ja avaliado durante
o desenvolvimento do método. Estuda-se o efeito da alteragdo dos parametros de analise
na seletividade. O passo seguinte é a determinagéo da linearidade. Para determinacgao
da precisdo sao realizados ensaios de repetibilidade. A exatiddo do método também
precisa ser avaliada (HONG & SHAH, 2000; INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONISATION, 1996).

4.3.1. Linearidade

Os dados a respeito da linearidade foram obtidos através das curvas de
calibragdo. A DHCB apresentou boa linearidade nas concentragcbes de 0,0376 a
0,940 mg/mL por CLAE em 230 e 210 nm, e no UV em 230 nm. A linearidade no UV em
210 nm ficou entre as concentracdes de 0,00376 e 0,0188 mg/mL. A CB nas
concentragoes entre 0,00378 e 0,0378 mg/mL por CLAE em 230 € 210 nm, € no UV em
230 e 210 nm. Estes dados estariam melhor fundamentados se tivessem sido coletados a
partir de analises em triplicata. Mas conforme explicado na discussdao da curva de
calibragao, nao foi possivel, por razoes técnicas, preparar trés solugbes estoque de cada

substancia.

4.3.2. Exatidao

Existem diversas formas de se determinar a exatidao: através da comparagao dos
resultados da analise com aqueles obtidos com material padronizado de referéncia ou
compara-los com resultados obtidos através de outro método ja validado; e a
quantificagdo da porcentagem do analito recuperado apds sua adicdo a amostra em
quantidade conhecida (HONG & SHAH, 2001). No caso da analise de drogas vegetais
este teste é geralmente realizado adicionando-se quantidade conhecida do padrdo a
droga, ensaio este conhecido como recuperagao.

Como néo existe outro método que determine a quantidade de cucurbitacinas nas

espécies em questdo, assim como nao existe uma droga vegetal referéncia, cuja
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concentracao das cucurbitacinas analisadas seja conhecida, a exatiddao foi avaliada

através da porcentagem de recuperagao, apos adi¢cao de 1,88 mg de DHCB e 0,136 mg
de CB a raiz. A analise quantitativa foi realizada tanto por CLAE (Tabela 26) quanto por
espectrofotometria no UV (Tabela 27).

A USP 24 (UNITED STATES PHARMACOPEIA CONVENTION, 2000) preconiza
que este ensaio seja realizado em trés niveis, ou seja, adicionar quantidade do padréo
correspondente a 80, 100 e 120% da quantidade dosada. Como nao se dispunha de
quantidade suficiente dos padrdes, foi realizado ensaio preliminar em apenas um nivel

(cerca de 100%), em triplicata.

Tabela 26: Recuperacao (%) da DHCB e CB, por CLAE, em 230 e 210 nm cujas concentracbes
(mg de CB ou DHCB/ 100 g de raizes) foram calculadas através da curva de

calibragao.
A (nm) 230 210
Substéncia Conc. DHCB | Conc. CB | Conc. DHCB | Conc. CB
Conc. sem adicéo (+ DP) 38,5+3,7 [259+034| 416+25 |237+0,08
Conc. com adicéo (+ DP) 77,3+76 |425+004| 674+6,0 |4,11+0,29
Recuperagao (%) 90,4 77,6 76,1 76,8

A recuperacdo média foi calculada a partir dos resultados obtidos com a DHCB
em 210 nm CB em 210 e 230 nm, o que resultou em 76,8%. O valor obtido com a analise
da adicao de DHCB em 210 nm foi omitido pois no cromatograma a area correpondente a
DHCB nao pdde ser exatamente calculada em virtude da presenga de ombro de origem
ignorada.

Halaweish e Tallamy (1993) determinaram a recuperagao, também em um unico
nivel, mas em diferentes etapas do método de preparo da amostra. Apds purificagao da
amostra por extragdo em fase solida, ou seja, todo o método de preparo da amostra,
apresentou recuperacao de 63,85%. Quando a recuperacéo foi determinada apds a
homogeneizagao das amostras, antes da extracao em fase solida, esta taxa foi de 84,5%.
No caso do método desenvolvido, a amostra nao foi submetida a tal processo de
purificacdo sendo realizada apenas extracdo prévia com éter de petréleo. Portanto era
esperada taxa de recuperagao maior que 63,85 %.

Uma grande limitacdo desta técnica é o fato dela ndo avaliar a eficiéncia da
extracdo com diclorometano a partir do conteudo intracelular da raiz, ja que as solugdes
dos padrdes foram adicionadas diretamente sobre as mesmas moidas. Logicamente ndo
havia possibilidade de se incorporar as substancias ao local onde elas se encontram

originalmente nas células da raiz.
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O que pode ser concluido a partir desta analise é que ha perda de cucurbitacinas

durante o processo de preparo da amostra. Pode-se atribuir esta perda aos processos de

filtragdo e/ou a extragao prévia com éter de petroleo.

As mesmas solugdes utilizadas na andlise por CLAE foram diluidas (1:10) e
analisadas em espectrofotdbmetro no UV nos comprimentos de onda de 230 nm, para
calculo da concentragcdo de cucurbitacinas totais expressas em CB, e 210 nm, para
calculo da concentragdo de cucurbitacinas totais expressas em DHCB. Portanto, foram
obtidos dois valores de recuperagao: um para o resultado expresso em CB, obtido com a
amostra onde foi adicionada somente a CB, e outro para o resultado expresso em DHCB,

obtido com a amostra adicionada de quantidade conhecida de DHCB.

Tabela 27: Recuperacéo (%) de cucurbitacinas pelo método de espectrofotometria no UV
com detecgdo em 230 e 210 nm, cujas concentragdes (mg de cucurbitacinas
totais expressas em CB e DHCB/ 100 g de planta) foram calculadas através
da curva de calibragao.

Comprimento de onda 230 nm 210 nm
Resultado do doseamento Conc. CB Conc. DHCB
Conc. sem adigao = DP 82,4 +8,3 366,4 + 19,9
Conc. com adigao = DP 90,1+7,0 407,9+6,5
% Recuperagao 106,1% 98,7%

Aparentemente estes resultados foram melhores que aqueles obtidos com a
analise por CLAE, no entanto devemos fazer algumas consideracgdes.

O método por espectrofotometria no UV nao é capaz de distinguir as diferentes
substancias que compdéem a amostra analisada, estdo incluidas na analise no
comprimento de onda de 210 nm todas as substancias que absorvem radiagédo UV neste
comprimento de onda, o0 mesmo acontece quando a analise é realizada em 230 nm.
Portanto, o resultado obtido € sempre maior que aquele obtido na analise por CLAE em
termos de concentracéo de cucurbitacinas.

Comparando-se o resultado encontrado no calculo da porcentagem de
recuperacao pelo método espectrofotométrico, por volta de 100%, com aquele obtido na
analise por CLAE, recuperagao de 76,8%, pode-se concluir que esta recuperagcao de
100% pode ter sido obtido pela presenca de interferentes na amostra. Ja que a amostra
utilizada foi a mesma e ja se sabe que ha perdas durante o processo.

Concluindo para se obter uma maior confiabilidade destes resultados € necessario

repetir estas analises nos trés niveis sugeridos pela literatura.
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4.3.3. Precisao

De acordo com a USP (UNITED STATES PHARMACOPEIA CONVENTION,
2000) precisdo é o grau de concordancia entre resultados individuais obtidos pela
aplicacdo do método analitico repetidas vezes em amostragens de uma amostra
homogénea. Geralmente a precisdo é expressa em termos de porcentagem relativa do
desvio padrdo de um numero estatisticamente significante de amostras, podendo ser
determinada em trés diferentes niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. A repetibilidade também é chamada precisao intra-ensaio e é realizada
através de diversas analises, pelo menos seis, da mesma amostra pelo mesmo analista,
sob as mesmas condicbes experimentais. A precisdo intermediaria consiste em se
determinar as variagdes, que acontecem num mesmo laboratério, nos resultados obtidos
por determinado método. Avalia-se a confiabilidade do método em condi¢des diferentes
daquelas em que foi desenvolvido. A reprodutibilidade avalia as diferengcas entre
resultados obtidos em diferentes laboratérios (HONG & SHAH, 2001). Como nao se
realizou nenhuma analise em outro laboratério ou equipamento a reprodutibilidade do
método nao foi testada.

No presente estudo foi avaliada a precisdo intermediaria e intraensaio do

doseamento por CLAE e espectrofotometria no UV.

4.3.3.1. Precisao intermediaria

Em relacdo a precisdo intermediaria, avaliou-se a diferenca entre as
concentragdes de CB e DHCB obtidas em 6 dias consecutivos. Analisou-se uma mesma
amostra de raizes moidas de W. ebracteata em triplicata. A cada dia a amostra foi
homogeneizada, preparada e analisada de acordo com o método desenvolvido (Figura
17). As condicbes experimentais — temperatura ambiente, analista, equipamentos,
reagentes e parametros de analise — foram mantidas constantes.

As analises em espectrofotbmetro de absor¢cdo no UV também foram realizadas
nos comprimentos de onda de 230 e 210 nm. Foram analisadas as mesmas amostras
utilizadas na analise por CLAE, mas diluidas 1:10.

Como as andlises foram realizadas em dois comprimentos de onda — 210 e 230
nm — foi possivel avaliar se ha diferenca, em relagdo a precisdo na analise, ou seja, qual
o comprimento de onda que fornece maior precisdo. Além disso, é possivel detectar

diferengas na concentracao de cucurbitacinas resultante.
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Foi utilizada padronizagao externa, injetando-se todos os dias os padrdes de CB e

DHCB, em triplicata. O calculo foi realizado também através da curva de calibragéo,
comparando-se os resultados.

A comparagcao entre os dois métodos desenvolvidos, por CLAE e por

espectrofotometria de absorcao no UV, foi realizada através dos coeficientes de variagao.

Analise por CLAE:
Os resultados obtidos nos seis dias em que a amostra foi analisada, realizando-se

os calculos da concentracao de DHCB e CB por comparagao entre a areas destes e dos
picos correspondentes no cromatograma da amostra, encontram-se na Tabela 28.
Na Tabela 29 constam os resultados da mesma analise cujo resultado foi obtido

com base na curva de calibracao.

Tabela 28: Teor de DHCB e CB em raizes de W. ebracteata (mg de DHCB ou
CB por 100 g de raizes), por CLAE com detecgdo em 230 e 210
nm, calculo pela ASC do padrao externo (n = 3).

230nm 210 nm
Dias DHCB cB DHCB cB
Conc. + DP Conc. + DP Conc. + DP Conc. + DP
(CV%) (CV%) (CV%) (CV%)
. 62,0 + 0,88 3,79+ 0,13 62,3 + 1,33 543 + 1,01
Primeiro (1,42) (3,41) (2,13) (18,66)
625+123  450+0,52 64,4 + 1,10 4,76 + 0,04
Segundo (1,96) (11,65) (1,70) (0,81)
. 63,0+777  4,04+0,19 58,1 + 0,64 4,94 + 1,01
Terceiro (12,18) (4,74) (1,09) (20,37)
69,6 +043  4,29+0,04 66,0 + 0,51 4,85+ 0,06
Quarto 0:62) (1,02) 0.77) (1.25)
Quinto 654 +128  4,04+0,07 62,5 + 0,54 4,70 + 0,05
(1,96) (1,71) (0,87) (1,06)
Sexto 57,2 +2,70 3,80 + 0,03 53,7 + 3,13 4,71 + 0,40
4,72) (0,86) (5,82) (8,40)
Média* 65,0 413 60,2 4,93
DP* 5.9 0,26 46 0,30
CV(%)* 9,07 6,29 7,65 6,02

A média, o desvio padrao e o coeficiente variacao finais (*) foram calculados com
base na média das concentra¢des obtidas em cada dia. O coeficiente de variagao reflete
os erros do operador e limitagdes do método. Neste caso as possiveis fontes de erro

foram:
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e Granulometria da raiz analisada: No momento da pesagem da raiz tomou-se o
cuidado de manter a homogeneidade granulométrica. No entanto, se existir
diferenca entre o conteudo de cucurbitacinas nas diferentes partes da raiz e a
mistura da raiz moida no momento da pesagem nao for suficiente, esta diferenca
pode gerar resultado variavel.
e (Quantidade de substancias extraidas: Diferencas na extracdo podem acontecer
principalmente em funcio da granulometria, velocidade de agitacdo, temperatura.
e Perda de cucurbitacinas durante o processo: A quantidade de algodao utilizado na
filtracdo pode fazer com que a perda seja diferente em cada analise. A fim de se
evitar este acontecimento o algodao foi lavado com diclorometano apés filtragéo.
Pode haver perdas durante a transferéncia do extrato obtido apés a evaporagcao

do diclorometano para baldo volumétrico de 5 mL.

Apesar destas consideracdes, pode-se afirmar que o método de analise
quantitativa por CLAE permite boa precisdao. A obtencado do extrato a partir de material

vegetal pode explicar a variagao obtida.

Tabela 29: Teor de DHCB e CB em raizes de W. ebracteata (mg de DHCB e CB por
100 g de raizes), por CLAE com deteccao em 230 e 210 nm, calculo pela
curva de calibragdo (n = 3).

230nm 210 nm
Dias DHCB CB DHCB CB
Conc. + DP Conc. + DP Conc. + DP Conc. + DP
(CV%) (CV%) (CV%) (CV%)
Primeiro 55,8 £ 0,80 3,60+0,12 60,0 £ 1,28 5,07 £ 0,92
(1,43) (3,38) (2,14) (18,78)
Sequndo 58,1+ 1,15 414 +0,48 60,1 + 1,03 445 + 0,04
g (1,98) (11,56) (1,71) (0,82)
Terceiro 61,4+7,52 3,80+0,18 55,9+ 0,61 4,66 + 0,96
(12,25) (4,70) (1,10) (20,51)
Quarto 69,4 +10,4 4,03 +0,04 63,0 + 0,49 4,56 + 0,06
(14,9) (1,01) (0,78) (1,26)
Quinto 60,2+ 1,18 3,81+ 0,06 58,1+ 0,51 4,25+ 0,05
(1,97) (1,69) (0,87) (1,07)
Sexto 51,9 + 2,47 3,54 £ 0,03 51,6 £ 3,02 4,41 +0,37
(4,75) (0,85) (5,85) (8,46)
Média 59,5 3,82 58,1 4,57
DP 5,92 0,23 3,97 0,28
CV(%) 9,96 6,13 6,83 6,20
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A deteccdo em dois comprimentos de onda e a utilizacido de duas formas de se

calcular o resultado final nos permite testar uma série de hipéteses:
A analise de variancia aplicada aos resultados descritos nas tabelas 28 e 29

indica que:

1. No doseamento da DHCB n&o houve diferenga significativa (o« = 0,01) nos
resultados obtidos com deteccdo em 210 e 230 nm, e com o calculo sendo
realizado por comparacao direta com a ASC do padrdo ou pela equagao obtida
através da curva de calibragdo. Portanto estatisticamente ndo existe diferenca no
resultado, seja ele obtido a partir de deteccédo a 210 ou 230 nm, e seja o calculo

realizado através da curva de calibracdo ou por comparagédo com padréao.

2. No caso do doseamento da CB, ha diferenga significativa (o« = 0,01) nos
resultados obtidos no doseamento de CB com detecgdo em 210 e 230 nm, e com
o calculo sendo realizado por comparacgao direta com a ASC do padrao ou pela
equacao obtida através da curva de calibracio. Portanto foi realizada nova analise

estatistica.

3. Primeiramente foi testada a diferenca entre os resultados obtidos através do
calculo realizado através da curva de calibragdo ou por comparagdo com padréao.
Tanto na analise em 230 quanto na analise em 210 nm nao houve diferenca

significativa nos resultados (o = 0,01).

4. Quando foi testado se existe diferenca entre a determinacdo em 210 e 230 nm a
analise de variancia (o = 0,01) detectou diferenga significativa entre os resultados
obtidos. A analise em 210 nm resultou em concentracdo de CB maior que a
analise em 230 nm. Este achado pode ser explicado pelo fato de existirem mais

substancias interferentes quando a detecgao é realizada em 210 nm.

Portanto, foi selecionado o comprimento de onda de 230 nm.

Analise por espectrofotometria no UV:

As mesmas solugdes analisadas por CLAE foram diluidas (1:10) e analisadas por

espectrofotometria no UV. As analises foram realizadas no mesmo dia.



Tabela 30: Teor de cucurbitacinas totais (mg por 100 g de raiz) determinado

através de espectrofotometria de absorgao no UV.

Calculo pela curva de calibragao Calculo pelo
Dias padrao
DHCB - 210 CB - 230 CB - 230
Primeiro 222 101 108
Segundo 149 78,9 77,6
Terceiro 180,3 90,0 82,6
Quarto 142 76,3 70,2
Quinto 177 88,6 86,1
Sexto 377 160 172,3
Média 207.,9 99,1 99,5
DP 87,55 31,09 37,88
CV(%) 42,11 31,36 38,09
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Os coeficientes de variagao encontrados foram excessivamente elevados para
analise quantitativa demonstrando a pouca precisdo do meétodo.

Os dois métodos nao podem ser comparados em relagdo ao teor de
cucurbitacinas fornecido, ja que eles quantificam as mesmas de forma muito diferente.
Através do CLAE pbde-se chegar a concentragcdo de cada substancia presente na
amostra, ja com o espectrofotbmetro no UV todas as cucurbitacinas que absorvem
radiacdo UV no comprimento de onda utilizado na detecgao serdo dosadas. Portanto, em
210 nm todas as cucurbitacinas sdo detectadas e o resultado é expresso em
porcentagem de cucurbitacinas expressas em DHCB, ja que o calculo foi realizado com
base na curva de calibracdo da DHCB.

Ja em 230 nm acontece absor¢ao maxima de cucurbitacinas com cadeia lateral
insaturada. No entanto, como a DHCB encontra-se em grande quantidade na raiz, a

absorcao terminal da DHCB contribui para a absorgdo em 230 nm.

4.3.3.2. Precisao intra-ensaio

Todas as analises realizadas para determinagao da precisdo foram realizadas em
triplicata, calculando-se a média, o desvio padrdo e o coeficiente de variagdo. Cada
triplicata € uma avaliagédo da precis&o intra-ensaio.

Considerando os resultados da Tabela 28, o coeficiente de variacao foi de 0,62 a
20,4. Este ultimo é considerado excessivamente alto. Os dois maiores coeficientes (20,4

e 18,7) foram obtidos na analise de CB em 210 nm. Como ja foi discutido no item sobre
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precisdo intermediaria e comprovado pela analise de varidncia, neste comprimento de

onda a CB sofre influéncia de interferentes.
Considerando apenas os resultados da analise em 230 nm, a amplitude do
coeficiente de variagao foi de 0,62 a 12,18. Esta grande amplitude reforga a importancia

da analise em triplicata.

4.4. APLICAGAO DOS METODOS DESENVOLVIDOS

4.4.1. Doseamento de amostras comerciais de taiuia e buchinha

O método desenvolvido foi aplicado em quatro amostras comerciais adquiridas
como raiz de taiuia, uma adquirida como cabega-de-negro, € duas como buchinha.
Destas apenas a primeira, denominada A1, apresentou perfil cromatografico por CLAE
semelhante ao da WEO2MR (Figura 25). No entanto, macroscopicamente todas as raizes
sdo semelhantes. A amostra A1 apresentou cor mais amarelada que as demais.

Inicialmente foi realizada a analise qualitativa, comparando-se os perfis
cromatograficos em CCD (Figura 24) e CLAE (Figura 25).

Figura 24: Analise das amostras comerciais analisadas por CCD (eluente EP:AcOEt:Isopropanol
20:10:0,5; fase estacionaria: gel de silica G Fo54 € revelador: vanilina fosférica).
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Figura 25: Comparacgao entre cromatogramas obtidos por CLAE das amostras comerciais A1 e A2,
e WEO02. Detecgao em 230 nm.

As demais amostras comerciais (A2 — A5), ndo apresentadas na Figura 24,
apresentaram perfil cromatografico semelhante a amostra A2. Como nestas amostras foi
detectada presenca de substancia de Tr semelhante a DHCB (pico 10 da amostra A2),
esta foi dosada em todas as amostras (Tabela 31). No entanto, a correspondéncia em
relagcdo ao Tr nao significa que a substancia seja realmente DHCB, significa que nas
condicbes testadas ela apresenta comportamento semelhante ao da DHCB. Pela CCD
nao se observou nenhuma mancha com comportamento cromatografico (Rf e coloragao)
semelhante a DHCB.

Comparando-se o perfil cromatografico da maioria das amostras comerciais com
os dados da literatura a respeito de analise de taiuia por CCD podemos concluir que nao
se trata de C. fayuya nem de W. verticillata (FARIAS, 1991; FARIAS e SCHENKEL,
1987).
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Através da andlise de amostras comerciais de taiuia pode ser verificada a

utilizacdo de espécie cujo perfil cromatografico por HPLC e CCD ndo permitiu sua
identificagdo como W. ebracteata. A identificacio desta espécie e dos seus constituintes
quimicos é uma necessidade real, pois todas as amostras utilizadas foram adquiridas
como plantas medicinais para consumo humano. Além disso, as amostras comerciais

apresentaram grande variabilidade em relagdo a concentracdo de substancias.

Tabela 31: Concentracdo de DHCB e CB (mg da substancia por 100 g de
raiz) em amostras comerciais de taiuia e cabega-de-negro (A1 a
AS5), por CLAE com deteccado em 230 nm, e calculos realizados
a partir da equacgao obtida pela curva de calibragao.

Amostra Conc. DHCB Conc. CB
A1 26,4 0,1
A2 167 -
A3 30,4 -
A4 222 -
A5 122 -

A concentracdo de DHCB e CB encontrada na amostra comercial A1 - 26,4 e
0,1 mg/ 100 g de raizes, respectivamente - foi muito menor que aquela encontrada para
WEO02 - 65,0 e 4,13 mg/ 100 g de raizes. Deve-se levar em conta a grande diversidade
entre individuos da mesma espécie vegetal.

Ha necessidade de estudos complementares que identifiquem as cucurbitacinas
destas amostras. Estas raizes estdo sendo comercializadas como taiuia, sendo que nao
se conhece a sua identidade ou os riscos do uso destas substincias para a saude
humana. A amostra A5 foi doada por uma industria de fitoterapicos com laudo onde
constava sua identificacdo botanica como C. tayuya. No entanto, pelos dados da
literatura o perfil cromatografico seria diferente se a raiz analisada fosse realmente C.
tayuya. Esta espécie possui perfil diferente daquele obtido com a W. ebracteata, com
maior quantidade de cucurbitacinas de cadeia lateral insaturada (FARIAS, 1991;
SANTOS, SANTOS e SCHENKEL, 1996; FARIAS e SCHENKEL, 1987).

Foram adquiridas outras duas amostras comerciais de buchinha com o objetivo de
verificar se os métodos desenvolvidos tém aplicagdo no doseamento de CB nesta
espécie. As amostras preparadas conforme esquema apresentado na Figura 17, foram

dosadas por CLAE e espectrofotometria de absorcdo no UV (Tabela 32).
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Tabela 32: Analise quantitativa de amostras comerciais de Luffa operculata. Resultado da analise
por CLAE em porcentagem de CB por 100 g de frutos; e por UV, cucurbitacinas totais
expressas em CB por 100 g de frutos. Detecgdo em 230 nm.

Conc. CB + DP Conc.t il;;:suibg’a:cmas
o +
(CV %) por CLAE (CV %) por UV
LO02MR Média 173 +£4,27 172 + 3,50
(n=3) (2,47) (2,03)
LOO3MR Média 65,8 + 1,46 74,9 +12,2
(n=3) (2,21) (16,4)

Figura 26: Cromatogramas resultantes da analise de amostra comercial
de buchinha aplicando-se o método desenvolvido.
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O método por CLAE parece ser adequado para a analise de CB em amostras
comerciais de frutos de buchinha. No entanto, ha necessidade da realizagdo dos ensaios

de validacdo para esta planta. Em fungcdo da grande quantidade de cucurbitacinas
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presentes nesta espécie, em relacdo a quantidade encontrada em W. ebracteata, foi

necessaria a utilizagdo de apenas 0,2 g de frutos ao invés dos 2 g do método original.
Além disso, durante o preparo da amostra foi utilizado apenas 10% do extrato
diclorometanico. Este resultado ja era esperado, pois no preparo dos extratos
diclorometanicos, para serem utilizados no isolamento de padrées e testes
farmacoldgicos, o rendimento da fragdo diclorometanica de L. operculata foi maior do que
aquele obtido com W. ebracteata (Tabela 8). Outra diferenga marcante entre os extratos,
que pode ser observada na analise por CCD com revelagdo com vanilina fosférica, é que
no extrato de W. ebracteata prevalecem cucurbitacinas com cadeia lateral saturada e em
L. operculata, cucurbitacinas de cadeia lateral insaturada (Figura 4).

Em relagcdo ao teor de cucurbitacinas, observa-se uma grande variagcéo entre as
amostras. Este fato pode ser explicado pela utilizagdo de frutos provenientes de
diferentes individuos e/ou localidades. As plantas tendem a apresentar grande variacao
em relagao a quantidade de seus constituintes quimicos. O que reforca a necessidade da
realizacdo de doseamento em plantas destinadas ao consumo, principalmente, em se
tratando de espécie tdo toxica como a L. operculata, cujos dados preliminares indicam

variagao da concentragcdo de CB maior que 100%.

4.4.2. Caracterizacao e doseamento de fragées diclorometéanicas

Como os estudos farmacolégicos realizados com plantas medicinais destinam-se
a verificar a eficacia e/ou seguranca no tratamento ou prevencéo de doencas, o desejavel
€ que 0s mesmos sejam realizados com extratos caracterizados, permitindo uma maior
reprodutibilidade nos resultados. Muitos dos testes publicados foram realizados com
extratos nao padronizados, apesar de ser bastante conhecido o fato das plantas
apresentarem grande variabilidade em relagdo a sua composicdo, ja que esta depende
de fatores genéticos, condigdes ambientais, data da coleta, forma de manuseio apds a
coleta e o modo de preparo dos extratos (BAUER e TITTEL, 1996; CALIXTO, 2000).

Em relagdo a quantificacdo, os métodos preferidos sdo CLAE e cromatografia
gasosa, pois diversos componentes podem ser dosados em uma Unica analise. Em
muitos casos é possivel a utilizagdo de técnicas fotométricas, mas elas nao sao
suficientemente especificas; neste caso a utilizacdo de derivatizacdo pode aumentar
suficientemente a especificidade e seletividade de um método fotométrico. A vantagem
do método fotométrico esta relacionada ao custo da analise. A tendéncia para o futuro é ir
ainda mais além e se determinar a equivaléncia de extratos de plantas (BAUER e
TITTEL, 1996).
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No presente trabalho, as fragdes diclorometanicas (WEOODC, WEO1DC e

WEO02MR) foram caracterizadas por CLAE, por comparacgao de alguns de seus picos com
padrées de cucurbitacinas isoladas de W. ebracteata. Realizou-se analise qualitativa,
quantificagao relativa e doseamento de DHCB e CB por CLAE (Tabelas 33, 34 e 35) dos

extratos testados farmacologicamente.

Tabela 33: Tempos de retengdo (min.) obtidos através de analise por CLAE (CH3CN:H,O
40:60, 1,2 mL/min., 230 nm) de substéncias de referéncia isoladas de W.
ebracteata visando a caracterizacdo da fragdo WEOODC utilizada em testes
farmacolégicos.

Picos | Cucurbitacina Padrao WEOODC | WEO01DC WEO02MR

1 Cucurbitacina R 3,24 3,24 3,24 3,24
2 Cucurbitacina D 3,34 - - -

3 Cucurbitacina G/H 4,63 - - 4,75
4 Cucurbitacina J/K 6,66 6,57 - 6,59
5 Cucurbitacina B 9,65 9,66 9,63 9,72
6 Di-hidrocucurbitacina B 11,07 11,03 11,01 11,11
7 Cucurbitacina E 15,85 15,41 - 15,62
8 Di-hidrocucurbitacina E 18,75 18,98 - -

Como o tempo de retencdo da cucurbitacina D esta muito préximo daquele da
cucurbitacina R nao foi observado pico correspondente a primeira nas fragdes
diclorometanicas. A deteccdo da di-hidrocucurbitacina E foi dificultada pela pequena

quantidade desta no extrato, conforme j& detectado por Farias e colaboradores (1993).

A analise por CLAE permite também que a porcentagem relativa de cada
substancia detectada seja calculada. A Tabela 34 apresenta esta porcentagem, média de

duas determinagdes, nos comprimentos de onda de 230 e 200 nm.
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Tabela 34: Porcentagem relativa das principais cucurbitacinas presentes nas fragdes WEOODC,
WEOQO1DC e WEO02MR em relagédo ao total de substancias detectadas em 230 nm e

200 nm.
230 nm 200 nm
Picos | Cucurbitacina | WEOODC WEO1DC WEO2MR | WEO0ODC WEO01DC WEO2MR
1 CR 24,18 5,0 7,88 20,88 - 6,18
5 CB 2,81 20,3 18,95 1,16 - 3,60
6 DHCB 16,27 21,4 24,99 20,61 - 46,59
7 CE 0,66 0,63 0,98 1,67 -

Observacgao: WEO1DC nao foi analisada em 200 nm.

No comprimento de onda de 230 nm, as cucurbitacinas com cadeia lateral
insaturada (CB, cucurbitacina D e cucurbitacina E) apresentam maior absor¢do em
relacdo aquelas cuja cadeia lateral € saturada. Como a maior parte das cucurbitacinas
presentes em W. ebracteata possuem apenas absorc¢ao terminal (DHCB, cucurbitacina
R), esta analise foi repetida em 200 nm.

Conforme esperado, a proporcao relativa de CB diminuiu muito. A diminuicdo da
intensidade de absorcdo da cucurbitacina R pode ser explicada pelo fato dos picos
correspondentes as cucurbitacinas R e D nao estarem resolvidos.

Foi observada maior semelhanga entre WEO1DC e WEO02MR que entre estas
fracbes e a fragado WEOODC. Como WEO1DC e WEO2MR provém da mesma planta,
coletada em épocas e ano diferentes, e preparada por técnicas diferentes, o perfil por
CLAE de WEO1DC e WEO2MR foi semelhante. Ja a fracao utilizada em ensaios
farmacologicos (WEQOODC) apresentou menor quantidade relativa de DHCB e CB (Tabela
35).

As cucurbitacinas — DHCB e CB - foram dosadas por CLAE, sendo o calculo

realizado pela curva de calibragao (Tabela 35).
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Figura 27: Cromatograma da fragdo WEOODC.

Tabela 35: Doseamento de DHCB e CB na fragdo diclorometanica utilizada em ensaios
farmacolégicos e no extrato preparado conforme metodologia desenvolvida, n = 3,
resultado expresso em mg de DHCB ou CB em 100 g de extrato) £ DP (CV%).

WEO00DC WEO01DC

Cucurbitacina Conc. + DP Conc. + DP
(CV%) (CV%)

447 + 0,86 30,2 + 1,00
DHCB (1,92) (3.32)

CB 2,70 £ 0,03 1,80+ 0,11
(1,27) (6,12)

Desta forma temos, além do perfil cromatografico da fragdo diclorometanica
(Figura 21) e da porcentagem relativa de cada cucurbitacina, o doseamento de DHCB,
componente majoritario, e CB, componente de importancia toxicolégica. Nao se pode
relacionar diretamente estes valores com a concentragao presente nas raizes, pois cada
um dos extratos foi preparado de uma forma diferente. Mas pudemos comprovar a
utilidade do método no doseamento de extratos e caracterizar o extrato utilizado em

testes farmacologicos.

Estudos anteriores com a fragdo diclorometanica de W. ebracteata (WEOODC)
demonstraram potente atividade anti-nociceptiva ao inibir de maneira dose dependente
contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético e a segunda fase do teste da
formalina, onde a dor é de origem inflamatéria. Ainda, a WEOODC apresentou efeito anti-
edematogénico ao inibir o edema de pata induzindo pela carragenina em ratos (PETERS

et al.,, 1997). Na pleurisia induzida pela carragenina em camundongos, a WEO0OODC
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reduziu, de maneira significativa, os pardmetros inflamatérios avaliados como migracao

celular e formagao do exsudato, onde houve reducao na producao de PGE, (PETERS et
al.,, 1999). Dando continuidade aos estudos realizados com a WEOODC, foi verificada
reducdo significativa da incapacidade motora e produgdo de O6xido nitrico na artrite
induzida pelo zymosan. Num estudo complementar, observou-se que a WEOODC inibiu a
atividade da ciclooxigenase 2 (COX-2) sem interferir com a atividade de COX-1 em
células COS-7 transfectadas com cADN de COX-1 ou COX-2 humano. Além disso, a
WEOODC néao causou dano a mucosa gastrica (ANEXO 1).

O resultado por CLAE foi calculado como quantidade de CB em mg em 100 mg do
extrato, ja por espectrofotometria de absorcdo no UV esta unidade de concentragcao
significa quantidade de cucurbitacinas totais expressas como CB, em mg, em 100 mg do

extrato.

Tabela 36: Concentracdo de CB na fragdo LO01DC por CLAE e de
cucurbitacinas totais expressas em CB, espectro-
fotometria no UV. Detecgdo em 230 nm.

Método CLAE uv
Média = DP 52,2 +4,28 87,8 £6,19
(CV%) (8,19) (7,06)

4.5. CONSIDERAGOES FINAIS

A quantificagdo de substancias por CLAE pode ter diversas aplicacdes, portanto a
partir do momento em que um método € desenvolvido, 0 mesmo pode ser empregado,
por exemplo, no controle sazonal a fim de se verificar a melhor época de coleta; analise
de raizes provenientes de diferentes locais a fim de se determinar a faixa de
concentragdo em que as cucurbitacinas podem estar presentes; utilizagdo do
doseamento como parametro para determinacido das condi¢cdes de cultivo, etc.

Um grande problema relacionado ao uso de taiuia € a parte da planta utilizada
como antiinflamatéria, pois a utilizagdo indiscriminada de raizes inviabiliza a vida da
planta. Deve existir sempre uma preocupagao em relagdo a preservagcdo da espécie.
Neste estudo foi possivel verificar que uma mesma raiz, se ndo arrancada na sua
totalidade, mas sim cortada apenas na por¢ao terminal, regenera, podendo ser colhida,
posteriormente nova amostra. Existe ainda a possibilidade da utilizacdo de cultura de

células para produgdo das cucurbitacinas. Alguns trabalhos ja descrevem esta
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possibilidade (ATTARD e SCILUNA, 2001; HALAWEISH e TALLAMY, 1998). Halaweish

e Tallamy (2001) utilizaram CLAE na quantificagdo de cucurbitacinas para otimizagcao das
condicoes da cultura de células.

Pode-se explorar o potencial das folhas de W. ebracteata como droga antitlcera,
testando, por exemplo, a relagdo entre esta atividade e a quantidade de flavondides
(GONZALEZ e DISTASI, 2002).

Ressalta-se o alto teor de cucurbitacina B presente nos frutos de L. operculata,
sendo esta a substancia majoritaria em fragcdes diclorometanicas desta parte da planta.
Considerando a alta toxicidade da cucurbitacina B, sdo necessarios estudos mais
aprofundados sobre a seguranca na utilizacdo desta planta.

Nem sempre o método que extrai maior quantidade de substéncia é o mais
indicado, a precisdo é fundamental no caso de analise quantitativa, para se conseguirem
resultados reprodutiveis que possam ser utilizados na aprovagao ou reprovacgao de planta
para uso humano.

Em relagdo a recuperacido ressalta-se a importadncia de se repetir o ensaio
realizando-se a analise também com a adicdo de 80 e 120% da quantidade de
cucurbitacina encontrada na amostra, e ndo apenas 100% como foi realizado neste

trabalho.

4.6. PERSPECTIVAS

Primeiramente, pretende-se continuar a pesquisa em conjunto com o Programa de
Pds-graduacao em Farmacologia com o objetivo de se determinar dose toxica e a dose
efetiva de extratos de W. ebracteata e L. operculata.

Conforme discutido no item 4.2.3.4., a andlise por CLAE pode ser utilizada na
determinacdo da estabilidade de cucurbitacinas. Seria interessante analisar a
estabilidade em meio acido visando simular a possivel degradag¢ao no estémago. Muitas
cucurbitacinas, inclusive DHCB e CB, possuem cadeia lateral acetilada, sendo assim
existe a possibilidade de ocorrer hidrélise. Se esta hipotese for verdadeira, pode-se
desenvolver método em cujo preparo da amostra esteja incluida hidrélise acida ou
basica. Conclusbes mais completas poderiam ser obtidas através de trabalho em
conjunto com a Farmacologia, que poderia comparar atividade de extratos hidrolisados e
nao-hidrolisados, assim como detectar possiveis diferencas entre a administragdo destes
extratos por via oral e parenteral.

Em relacdo ao método propriamente dito, poderia ser testada extragdo com

diferentes quantidades de solvente visando aumentar o teor de cucurbitacinas extraidas.
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Uma modificacdo que seria extremamente interessante é a utilizagdo de padrao interno,

que poderia ser uma substancia de mais facil obtencado que as cucurbitacinas.

Um grande problema na analise quantitativa de plantas medicinais é a obtencao
dos padrdes, o que demanda tempo e recursos financeiros. Utilizagado de padrao interno
de facil obtencao tornaria o0 método mais rapido e econémico, pois, realizando a devida
validagao, n&o haveria necessidade da analise de padrdes externos.

Poderia se ampliar as possibilidades de utilizagdo do método, testando o mesmo
com fitoterapicos.

Em relagdo a analise por espectrofotometria no UV, ha necessidade de
otimizacdo. Uma alteragdo que poderia ser testada é a reagdo das cucurbitacinas com
azul de tetrazol e leitura em 530 nm, com o objetivo de tornar o método mais seletivo
(GOROG, 1983).

Como se percebeu a comercializagao de espécie de taiuia nao identificado e cujas
raizes sdo semelhantes as da W. ebracteata, o proximo passo seria descobrir a fonte
destas raizes e identificar botanicamente a espécie.

Em relagdo ao doseamento de CB em L. operculata, ha necessidade de validar a

técnica testada.
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5. CONCLUSOES

W. ebracteata é uma boa fonte de di-hidrocucurbitacina B, enquanto a partir de L.
operculata pode ser isolada cucurbitacina B.

Os parametros da analise por CLAE selecionados foram: eluente CH3;CN:H,O
40:60; fluxo 1,2 mL/min. e detecgdo em 230 nm.

A detecgao em 230 nm foi mais apropriada para a cucurbitacina B por apresentar
menor interferéncia de outras substancias presentes no extrato. O que foi demonstrado
pelo fato da concentracdo de CB obtida com detecgdo em 210 nm ser significativamente
maior que aquela obtida quando a deteccéo acontece em 230 nm.

Em relacdo ao modo de preparo da amostra, o melhor dentre os testados, foi
refluxo com DC com prévia extragdo com EP sob agitagao.

Em analise por CLAE com resultados comparados por analise de variancia, foi
determinada a estabilidade das solugcbes de DHCB e CB em geladeira (cerca de 7°C) por
seis dias.

O calculo para obtencao da porcentagem de DHCB e CB pode se realizado com
base na curva de calibragdo e na comparagao direta com padrédo. Neste trabalho, ndo
houve diferenca significativa nos resultados obtidos por estas duas formas, em analise
realizadas em seis dias consecutivos, sendo utilizada uma curva de calibracdo e analise
diaria de solucdes padrao.

Em relagdo ao método por CLAE com deteccdo em 230 nm, a precisao
intermediaria encontrada — 6 a 10% - foi considerada satisfatoria por tratar-se da analise
de plantas medicinais. Como a precisao intraensaio apresentou grande variagao - de 0,62
a 15% - grande parte do erro experimental pode ser atribuido ao método de preparo das
amostras. A fim de se minimizar o erro experimental & imprescindivel que o método seja
realizado em triplicata desde a extragdo do material vegetal.

A recuperacdo, em média de 76,8%, apos a adicdo de cerca de 100% da
quantidade de cada cucurbitacina encontrada na amostra, demonstrou que existe perda
de cucurbitacinas durante o preparo da amostra.

Quanto ao método de doseamento de cucurbitacinas totais por espectrofotometria
de absorcdao no UV, tanto a precisdo quanto a exatidao obtidas foram insatisfatérias,
portanto este método precisa ser reformulado para sua aplicagdo no doseamento de
cucurbitacinas em W. ebracteata. A forma de preparo da amostra para este método é
ainda mais importante na precisdo deste que na precisado por CLAE.

No doseamento de amostras de frutos de L. operculata os resultados obtidos por

CLAE e espectrofotometria no UV foram mais compativeis.
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Através de ensaio preliminar sugere-se que cucurbitacinas podem sofrer

decomposicdo em meio acido. Frente a este fato seria interessante método que
determinasse concentragao de cucurbitacinas apds hidrdlise.

E possivel a utilizagdo do método desenvolvido na andlise de L. operculata e
outras espécies, além de W. ebracteata, denominadas de taiuia. Podem ser necessarias
alteracbées no modo de preparo da amostra, por exemplo, na quantidade de amostra
pesada e realizagéo de dilui¢cbes.

Recomenda-se a realizagao CCD revelada com vanilina fosférica em associagao
com o CLAE na analise de raizes cujo perfil cromatografico por CLAE difere daquele
encontrado para raizes de W. ebracteata. Desta forma pode-se obter informacgdes a

respeito da estrutura das substancias detectadas.
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