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LISTA DE ABREVIATURAS
AA: atividade antioxidante.
ACN: acetonitrila.
CCD: cromatografia em camada delgada.

CEso: concentracao suficiente para obter 50% de um efeito maximo estimado em
100%.

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

CLAE/DAD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de

diodos.

DP: desvio padrao.

DPPH: hidrato de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila.

DPR: desvio padrao relativo.

k: constante de velocidade de reacao.

PVDF: membrana filtrante em fluoreto de polivilideno.

SA: solugao extrativa de Sambucus australis com concentragao teorica final de 25

mg/ml.

SAA: diluicdo da solugao extrativa SA, com concentracgao tedrica final de 2,5 mg/ml.
SAA1: diluigdo da solugdo SAA, com concentragao tedrica final de 1,25 mg/ml.
SAE: solucéo final de acetato de etila.

SC: solugdo comparativa.

SL: solugdo metandlica de acido acético a 5%.

SN: solugao extrativa de Sambucus nigra com concentragao teodrica final de 25

mg/ml.



SNN: dilui¢do da solugao extrativa SN, com concentracao tedrica final de 2,5 mg/ml.
SNN 1: diluicdo da solugdo SNN, com concentragao tedrica final de 1,25 mg/ml
SQR: substancia quimica de referéncia.

Too%: valor em que a concentragcéo da substancia avaliada é 90% da concentragéo

inicial.
TFA: acido trifluoroacético.
UV/VIS: ultravioleta na regi&o do visivel.

Rf: razdo entre a distancia percorrida pela mancha relativa a componentes presentes

numa mesma amostra e a distancia percorrida pelo eluente na CCD.
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RESUMO

Flores das espécies Sambucus nigra, de origem européia, e Sambucus australis,
nativa da América do Sul (Caprifoliaceae), denominadas sabugueiro e sabugueiro-
do-brasil, respectivamente, sdo utilizadas popularmente sob forma de infusdo, como
antiinflamatadrias, laxativas e para condigdes febris resultantes de afec¢des do trato
respiratorio. Estudos prévios para S. nigra indicam compostos fendlicos como
principais constituintes quimicos, sendo estes relacionados as principais atividades
biolégicas avaliadas. Objetivando comparar esta espécie com Sambucus australis,
foram realizadas analises botanicas macro e microscopicas das flores, identificando
as principais diferengas entre as espécies, tais como o numero de l6culos no ovario
e presenca de idioblastos cristaliferos em algumas estruturas, e observando os
possiveis contaminantes (pedicelos). Também foram determinados os parametros
farmacopéicos: cinzas totais e perda por dessecacdo. Apds a analise quimica, foi
escolhido o flavondide rutina como marcador das espécies, para realizar analises
quantitativas nas 31 amostras adquiridas e / ou coletadas, utilizando método de
CLAE previamente validado. Solugcdes hidroetandlicas apresentaram maior
capacidade de extracdao do produto alvo. Os limites minimos de rutina observados
para ambas as espécies foram de aproximadamente 0,65%. Também foram
quantificados, por método espectrofotométrico, os flavondides totais expressos em
quercetina, sendo 0,93% e 1,46% os teores minimos determinados para S.nigra e S.
australis, respectivamente. O estudo da estabilidade acelerada (50°C = 90% U.R.),
avaliando a degradacédo dos constituintes quimicos presentes permitiu sugerir a
cinética de degradagdo de segunda ordem para da rutina nas duas espécies.
Comparacgdes de atividades biologicas das espécies foram realizadas pelos ensaios
das atividades antiinflamatdria (inibicdo do edema em pata de rato induzido por
carragenina) e antioxidante (DPPH). Os resultados para o primeiro ensaio
demonstraram acado equivalente em ambas as espécies para extratos
hidroetandlicos a 80% (86% de inibicdo) e aquosos (81%), com atividade
semelhante ao padrdao indometacina (~83%); para a atividade antioxidante os
extratos hidroetandlicos a 80% foram mais ativos (CEsy = 16 pg/ml) que os

aquosos (CEsp= 27 pg/ml) em S. australis, e ambos extratos, superiores ao



extrato padronizado Gingko biloba (CEspo= 40 ug/ml) e aos extratos de S. nigra

(CEsp= 50 ug/ml — hidroetandlico e CEsp= 32 ug/ml — aquoso).

Palavras-chave: Sambucus australis, Sambucus nigra, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, estudo de estabilidade.
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ABSTRACT

“Botanical, Chemical, Biological comparative analysis among flowers of
Sambucus nigra L. and Sambucus australis Cham. & Schltdl. species and preliminar
stability evaluation”.

Sambucus nigra (from Europe) and Sambucus australis (from South America)
flowers (Caprifoliaceae), called sabugueiro and sabugueiro-do-brazil, respectively,
are used in the folk medicine as anti-inflammatory, laxative and for respiratory
diseases. Previous studies for S. nigra indicate phenolic compounds as the main
chemical constituents, being related for these ones the biological activities reported.
In order to compare this species with S. australis macro and microscopical analysis
of the flowers were carried out to identify the major differences between the species,
such as the number of ovary locules and idioblasts in some structures, verifying the
possible contaminants (pedicels). The following Pharmacopoeia parameters were
also determined: total ash and loss on drying. After the chemical analysis, it was
chosen the rutin flavonol as the mark constituent for both species, to carry through
quantitative analysis of the 31 acquired and/or collected samples, by previously
validated HPLC method. Hydroethanolic solutions had shown greater capacity of
extraction of the target product. The minimum limits of rutin observed for both species
had been of approximately 0.65%. The total flavonoid content was also quantified by
spectrophotometer method, being expressed as quercetin, finding 0.93% and 1.46%
the minimum values for S. nigra and S. australis, respectively. The accelerated
stability test (50 °C £ 90% UR) that evaluate the degradation of the constituents,
allowed to verify a kinetic degradation of second order for rutin in both species.
Comparison of biological activities of these species was carried out using the
antiedematogenic (rat paw edema) and antioxidant (DPPH) activities. The results for
the first test showed an equivalent action for the hydroethanolic (86% of edema
inibition) and aqueous (81%) extracts, exhibiting a similar activity to indometacin
(~83%). For the antioxidant activity, the ethanolic extracts (CEsp = 16 pug/ml) were
more active than the aqueous (CEso = 27 ug/ml ) for S. australis, and, both extracts
were superiors to the Ginko biloba (CEsy = 40 pug/ml) and to the S. nigra extracts

(CEsp = 50 ug/ml — hydroethanolic and CEsp = 32 pug/ml - aqueous).

Palavras-chave: Sambucus australis, Sambucus nigra, HPLC, stability study.



INTRODUCAO GERAL







Os produtos naturais sdo largamente reconhecidos pela grande diversidade
estrutural bem como sua ampla faixa de atividade farmacologica. Aproximadamente
30 % dos medicamentos mais vendidos no mundo sdo produzidos a partir de

produtos obtidos de matérias-primas vegetais (STROHL, 2000).

Um fator limitante para uma maior utilizagdo de plantas como matéria-prima
pelas industrias € que sua maioria ndo possui descricdo em codigos oficiais
(formularios e farmacopéias), ndo havendo inclusive estudos cientificos adequados
sobre muitas delas. Dentro deste restrito numero pode-se citar que 324 estao
descritas na Farmacopéia Alema, 60 na Cooperativa Européia Cientifica de
Fitoterapia, 13 na Farmacopéia Americana, 60 na Organizagao Mundial da Saude e

apenas 24 na Farmacopéia Brasileira (TOLEDO et al., 2003).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, entre as especificagbes
necessarias para controle efetivo e garantia de produtos fitoterapicos, encontram-se
aquelas relativas a qualidade e integridade do material de partida, em sentido
restrito: da matéria-prima vegetal, com relevancia para a correta identificagcdo da
espécie de interesse, suas caracteristicas quanto ao cultivo, condi¢des da coleta,

fatores edafoclimaticos e regido de origem (WHO, 1993).

A qualidade exigida e a disponibilidade de matérias-primas para a fabricagao
de fitoterapicos s&o fatores de estrangulamento para a industria farmacéutica, fato
que ndo € observado em relacdo aos produtos sintéticos. Enquanto milhares de
estudos clinicos s&o realizados (fase Il e Ill) com estes ultimos, poucos fitoterapicos
foram objeto de estudos clinicos duplo-cegos, aleatérios e bem controlados, de

acordo com padrdes aceitos internacionalmente (CALIXTO, 2001a).

Neste contexto, onde os estudos sobre composicdo quimica e avaliacdo de
atividades biolégicas que validem a utilizagdo de uma variedade de insumos
industriais s&o relativamente escassos, o estudo de parametros de qualidade e
estabilidade de matérias-primas vegetais para que seja assegurada a produgao de
fitoterapicos com qualidade, sdo ainda mais raros. Assim, um conjunto de aspectos

sao relevantes e devem ser avaliados. Entre estes estdo a analise botanica para



verificagcdo de possiveis contaminantes, o desenvolvimento de metodologias
confidveis que permitem a quantificagdo de marcadores quimicos, para a provavel
utilizacdo destes no desenvolvimento de medicamentos, alguns ensaios biolégicos
que auxiliem na escolha de doses preliminares e estudos da estabilidade visando a

determinagao do prazo de utilizagdo dos produtos desenvolvidos.

Por estes motivos, foram selecionadas as espécies Sambucus nigra, de
origem européia, estudada e mundialmente comercializada na forma de pd ou
capsulas em associagao com os frutos e in natura para o preparo de infusdes e
Sambucus australis, nativa de nosso Pais, pouco investigada. Sabe-se que,
popularmente, as flores de ambas as espécies sao indicadas principalmente para
condicdes febris resultantes de afec¢des do trato respiratério, como antiinflamatorias
e laxativas; e sao muitas vezes confundidas ou substituidas uma pela outra, devido
a auséncia de aprofundados estudos comparativos. Sendo assim, este trabalho visa
a realizacdo um estudo comparativo no ambito botanico, quimico e farmacolégico

para as espécies supramencionadas.



OBJETIVOS GERAIS







O objetivo geral deste trabalho é avaliar comparativamente as espécies
Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schltdl. quanto aos seguintes

aspectos:

e Botanicos:

e descricdo macro e microscopica das flores das espécies;

e descricdo microscopica dos elementos constituintes dos pds obtidos e dos

elementos contaminantes das espécies;

e Quimicos:

Avaliacdo qualitativa e determinagado do marcador quimico;

e escolha do método extrativo;

e determinagdo de métodos para analise quantitativa;

e analise de amostras adquiridas e/ou coletadas em diversas localidades;

¢ estudo preliminar da estabilidade das flores;

e Bioldgicos:

e avaliacao da atividade antiinflamatéria e antioxidante.






CAPITULO 1
DESCRICAO E ANALISE BOTANICA







1.1 INTRODUGAO

Na primeira etapa da investigagao fitoquimica, a coleta do material vegetal,
bem como a correta preparacdo de exsicatas sao essenciais para a identificacao
botanica. Estas exsicatas servirdo de contraprova para a identificacdo de uma
determinada espécie no momento que existam duvidas quanto a sua classificacao
botanica. Assim, a selecdo do material coletado deve ser cuidadosa, evitando partes
do vegetal afetadas por doengas, parasitas e também materiais estranhos, tais como
outras plantas ou mesmo partes da propria planta que ndo sejam de interesse para a
investigacao (FALKENBERG et al., 2002).

O principal objetivo da realizacdo de estudos botanicos € a identificagcao
inequivoca de uma espécie vegetal, através da analise de caracteristicas
anatbmicas e morfolégicas, procurando destacar aquelas consideradas peculiares
de uma determinada espécie e que, em ultima instancia, estejam presentes na
matéria-prima vegetal. Da mesma forma, é importante o estabelecimento de
caracteristicas botanicas comparativas que permitam detectar a presenca de uma ou
mais espécies adulterantes (SONAGLIO et al.,, 2002; TOLEDO et al., 2003),

garantindo a originalidade do material que esta sendo trabalhado.

Ensaios macro e microscopicos sao ferramentas importantes para a
certificacdo de autenticidade da matéria-prima vegetal manipulada, aliados também
as caracteristicas organolépticas. No que tange as analises microscoépicas, percebe-
se sua importancia quando o material vegetal encontra-se na forma de pé, podendo
assim certificar-se da pureza e garantir a qualidade da amostra analisada.
Posteriormente a estes ensaios, a realizagdo de analises fitoquimicas auxiliara na
identificacdo de grupos de substancias quimicas presentes na espécie vegetal e de
possiveis contaminantes, quando estes ndo sao detectados a olho nu ou através de

microscopia.

Uma espécie identificada erroneamente pode resultar em medicamento
fitoterapico in6cuo ou até em intoxicagdo quando a mesma for téxica. Igualmente, o

cultivo em solo ou clima inadequado, bem como o uso de pesticidas podem gerar



uma planta com modificagdes quanto ao teor dos principios ativos responsaveis
pelas atividades biolégicas. Coleta do material vegetal realizada na época e de
forma adequada e o armazenamento incorreto podem comprometer a constituicao
quimica ou causar contaminagdo por microorganismos, causando intoxicagdes na
populacdo. Por fim, a utilizacdo errbnea das plantas ou o emprego de técnicas
inadequadas de conservagao e preparo pode prejudicar a constituicdo quimica final
ou causar efeitos adversos, indicando a necessidade de estudos morfo-anatdémicos

aprofundados.
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1.2 OBJETIVOS

Analise botanica das flores das espécies Sambucus nigra L. e Sambucus

australis Cham. & Schltdl. com objetivos:

descricdo macroscopica ;

e descricao microscopica,;

e descricdo microscopica dos elementos constituintes dos pos obtidos das

especies;

e avaliagao dos caracteres botanicos dos elementos contaminantes.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Sambucus nigra L. x Sambucus australis Cham. & Schltdl.

A familia Caprifoliaceae (sensu lato) compreende 18 géneros e 450 espécies,
distribuidas principalmente nas regides temperadas do Hemisfério Norte (Europa,
América do Norte, oeste e centro da Asia, e norte da Africa), com uma menor
distribuicdo no Hemisfério Sul (HEYWOOD, 1993). O unico género com espécies
nativas na América do Sul é Sambucus, com duas espécies (DIMITRI, 1980),
Sambucus peruviana Kunth, que ocorre no nordeste da Argentina e na Regido
Andina da América do Sul, na América Central até o México e Sambucus australis
Cham. & Schltdl., ocorrendo da Regiao Sudeste até o Rio Grande do Sul, no Brasil,
e no Paraguai, Argentina e Uruguai (BACIGALUPO, 1974; REITZ, 1985). Os demais
géneros encontrados no pais foram introduzidos e sao atualmente cultivados
(Abelia, Lonicera e Viburnum), ou esporadicamente assilvestrados (BARROSO,
1986; REITZ, 1985). Autores recentes sugerem que o género Sambucus seja
realocado para a familia Sambucaceae (TAKHTAJAN, 1997), ou para Adoxaceae
(JUDD et al.,, 1999), enquanto outros ampliam a circunscrigdo de Caprifoliaceae
(APG I, 2003).

O género Sambucus possui cerca de 25 espécies (REITZ, 1985). Entre estas,
destacam-se Sambucus canadensis L. (American Elder), Sambucus ebulus L. (Dwarf
Elder), Sambucus nigra L. (Black Elder, European Elder) e Sambucus australis
Cham. & Schiltdl. (sabugueiro-do-rio-grande, sabugueiro-do-brasil). As duas ultimas
espécies sao referidas como medicinais e possuem origens distintas, Sambucus
nigra € uma espécie européia e Sambucus australis € nativa. Ambas possuem as
flores como farmacdgeno e sdo comercializadas principalmente na forma de chas,
no Brasil. A espécie mais difundida € Sambucus nigra, encontrada também em
outros paises em preparagoes farmacéuticas e homeopatia. Estas duas espécies

s&o o objetivo deste trabalho e estdo descritas a seguir.

Sambucus nigra L. (sabugueiro) é uma arvore ou arbusto muito ramificado, de

até 7,0 m de altura e copa globosa. As folhas sdo pecioladas, opostas,

14



imparipinadas, compostas de 3 a 7 (raro até 11) foliolos elipticos, fracamente
assimeétricos, membranosos, de 5,0 a 12,0 cm de comprimento, finamente dentados
na margem, agudos no apice, glabros. As estipulas s&o sésseis, e geralmente
caducas. As flores sdo amareladas ou brancas, pequenas, dispostas em amplas
cimeiras corimbosas terminais, monoclinas, diclamideas, pentameras ou tetrameras,
actinomorfas. O androceu é formado por quatro ou cinco estames epipétalos. O
gineceu é formado, em regra, por trés carpelos soldados entre si, com trés Iéculos e
trés rudimentos seminais, de placentagao axial. Em algumas inflorescéncias ocorre
predominancia de flores tetrameras. O fruto € negro, eliptico, com cerca de 7,0 mm
de didmetro (Figura 1.1) (PERROT, 1944; PLANCHON et al., 1946; PARIS &
MOYSE, 1971; DIMITRI, 1980, BRITISH, 1996; CZYGAN et al., 2001; WHO, 2001).

Sambucus australis Cham. & Schltdl. (sabugueiro-do-brasil, sabugueiro-do-
rio-grande), € um arbusto muito ramificado, ou uma arvoreta, de até 4,0 m de altura,
raramente mais e copa irregular. As folhas sdo pecioladas, opostas, imparipinadas,
compostas de 7 (raro 5) a 13 foliolos ovalado-lanceolados, assimétricos,
membranosos, de 4,0 a 7,5 cm de comprimento, finamente serreados na margem,
acuminados no apice, glabros. As estipulas sdo sésseis na base do peciolo,
obovaladas, dentadas na margem, caducas. As flores sdo brancas a branco-
amareladas, pequenas, dispostas em amplas cimeiras corimbosas terminais,
morfologicamente = monoclinas, diclamideas, pentadmeras ou tetrameras,
actinomorfas. O androceu é formado por quatro ou cinco estames epipétalos, que
podem apresentar filetes curtos (denominadas pistiladas) ou longos (denominadas
estaminadas) (Figura 1.2). O gineceu é formado, em regra, por cinco carpelos
soldados entre si, com cinco léculos e cinco rudimentos seminais de placentagao
axial. Em algumas inflorescéncias ocorre uma predominancia de flores tetrameras. O
fruto € negro, ovalado a globoso, com 6,0 a 7,5 mm de diametro (MUELLER, 1885;
CABRERA, 1965; BACIGALUPO, 1974; DIMITRI, 1980; REITZ, 1985; ALICE et al.,
1990).
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Figura 1.2 Fotografia ilustrativa de inflorescéncias da espécie Sambucus australis Cham. &
Schitdl.

As diferengas encontradas entre Sambucus nigra e Sambucus australis s&o
muito discretas. Ambas sao arbustivas a arboreas. Sambucus nigra se caracteriza
por apresentar, em regra, folnas com 5 a 7 foliolos, de bordo dentado, enquanto que
Sambucus australis tem folhas com 7 a 13 foliolos, ou mais, raramente, cinco
foliolos, de bordo serreado (DIMITRI, 1980; REITZ, 1985). As inflorescéncias, nas
duas espécies, sdo cimeiras corimbosas terminais, com flores muito semelhantes
entre si, diferindo principalmente no numero de loculos existentes no ovario. Em
Sambucus nigra os estames tém filetes de tamanho igual em todas as flores da
inflorescéncia, enquanto que em Sambucus australis ocorrem flores com estames de
filetes curtos (Figura 1.2 — B) e de filetes longos (Figura 1.2 — A). Sambucus nigra
apresenta predominantemente 3 l6culos no ovario, enquanto que em Sambucus

australis ocorrem principalmente 5 I6culos no ovario.
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1.4 MATERIAIS E METODOS

1.4.1 Material vegetal

Para a analise de Sambucus nigra foram adquiridas no comércio ou
fornecidas pelo laboratério de Farmacognosia desta Faculdade, um total de 13
amostras secas, datadas de 2001 a 2004 (Tabela 1.1). Para Sambucus australis
foram coletadas inflorescéncias de 18 individuos, em diferentes localidades do
estado do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Viaméao, Caxias do Sul, Verandpolis e
Santa Maria) e no estado de Santa Catarina (Praia da Guarda do Embau / municipio
de Palhoga) (Tabela 1.1).

O material coletado em maior quantidade foi depositado, um testemunho, no
herbario ICN da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob os numeros
157497-157499, 157501, 157502 e 157504-157506, o testemunho da amostra
adquirida no municipio de Santa Maria esta localizado no Herbario do Departamento
de Farmacia Industrial (HDFI) da Universidade Federal de Santa Maria sob a pasta
numero 136 (Tabela 1.1).

O material foi identificado, utilizando-se como carater o numero de léculos no
ovario, predominantemente trés para Sambucus nigra e cinco para Sambucus
australis. Para esta ultima espécie foi observado também o comprimento dos filetes
dos estames presentes nas flores, sendo denominadas flores estaminadas, as de

filetes longos e pistiladas as de filetes curtos.
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Tabela 1.1 Listagem das amostras de Sambucus australis Cham. & Schltdl. e Sambucus
nigra L. utilizadas na avaliagcdo botanica e quimica.

Espécie N°. Local da coleta / origem Caracteristica Ano de Identificagao

da flor* coleta no herbario
1 Viamao E 2003 -
2 Viamao E 2003 -
3 Viamao E 2003 ICN 137505
2 4 Porto Alegre E 2003 ICN 137506
m 5 Caxias do Sul E 2003 -
B 6 Caxias do Sul P 2003 -
c 7 Caxias do Sul E 2003 ICN 137501
g 8 Caxias do Sul E 2003 -
9 Caxias do Sul E 2003 ICN 137502
a 10 Caxias do Sul - Interior E 2003  ICN 137497
: 11 Caxias do Sul - Interior P 2003 ICN 137498
t 12 Caxias do Sul - Interior E 2004 -
. 13 Caxias do Sul - Interior P 2004 .
! 14 Veranopolis E 2003 ICN 137499
; 15 Veranépolis E 2004 ;
16 Santa Maria P 2004 HDFI 136
17 Santa Maria E 2004 HDFI 136
18  Praia da Guarda do Embau E 2005 ICN 137504
19 A1-LF E 2001 -
S 20 A2-LF E 2001 -
r% 21 A3-LF E 2001 -
b 22 A4-LF E 2001 -
g 23 A5-LF E 2002 -
u 24 A6-LF E 2002 -
S 25 AT7-LF E 2002 -
n 26 A8-LF E 2003 -
gi] 27 A9-AC E 2003 -
r 28 A10-LF E 2003 -
a 29 A11-AC E 2003 -
30 A12-AC E 2003 -
31 A13-LF E 2004 -
* Pistilada — P / Estaminada — E
LF — Laboratério de Farmacognosia AC — Adquiridas no comércio

18



1.4.2 Anadlise macroscopica

A andlise macroscopica foi realizada com auxilio de microscopio
estereoscoépico (lupa), WILLD (modelo M5A) e as ilustragdes foram feitas com
camara clara acoplada ao microscopio estereoscopico ZEISS. A matéria-prima
adquirida no comércio, portanto ja seca, passou por um processo de hidratagao,
com liquido de hidratacdo e aquecimento, quando necessario, para facilitar o

manuseio do material.

- Liquido para hidratacéao:
Etanol comercial ...........cccooooiiii. 80 ml
Glicering ........ooooviicic e 20 mi
5 gotas de detergente
Agua destilada ..........ccovveveiceeieien q.s.p. 200 ml

O material coletado foi analisado fresco ou conservado em solucéo etandlica

70% (adgua:etanol, 30:70) para posterior analise.

Também foram analisados macroscopicamente os possiveis contaminantes
presentes nas amostras que, de acordo com os compéndios europeus (EUROPEAN,
2002; FARMACOPEIA, 2002), para Sambucus nigra podem apresentar pedicelos
grosseiros e flores escurecidas. A determinagdo dos limites permitidos para a
presenca destes materiais estranhos nas amostras analisadas estdo presentes no

Capitulo 2.

1.4.3 Analise microscopica

Para a analise microscoépica, as pecas florais da matéria-prima fresca ou
hidratada (em agua quente ou utilizando liquido de hidratagc&o), foram destacadas,
montadas em lamina e laminula, com agua, e observadas ao microscopio optico
Olympus CB. Quando a hidradagao das flores secas nao foi suficiente para obtengao
de um material adequado para a visualizacdo de todas as estruturas desejadas, as

amostras foram diafanizadas, tornando-as semi-transparentes, possibilitando melhor
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analise. Para este procedimento preparou-se uma solugdo com hipoclorito de sodio

e agua destilada (1:1, v/v).

As melhores laminas foram montadas em lamina e laminula, com gelatina

glicerinada (laminas semi-permanentes) e lutadas com esmalte incolor.

- Gelatina glicerinada:

AQUA oo 30 ml
Gelatina incolor ..., 59
Glicerina .......cooovvveeeei e 35 ml

5 gotas de fenol dissolvidas em 10 gotas de agua

Estas laminas semi-permanentes serviram para a analise em microscopia
Optica e elaboracédo das ilustragdes, as quais foram feitas com auxilio de camara

clara acoplada.

Bracteas, pedicelo, receptaculo, sépalas, pétalas, androceu e gineceu foram
seccionados transversalmente e tangencialmente, a mao livre, para analise; também

foram feitas observagdes em vista frontal da epiderme de algumas pecas e tricomas.

O po6 de algumas das amostras adquiridas foi analisado ao microscépio
optico, utilizando hidrato de cloral. O material deve corresponder a todas as

exigéncias estabelecidas para a espécie, exceto os caracteres macroscopicos.

1.4.4 Testes histoquimicos

Testes histoquimicos, para detectar lipidios (SASS, 1951; GERLACH, 1984) e
amido (FOSTER, 1949), foram realizados, utilizando-se as metodologias sugeridas
por ARGUESO (1986), KRAUS & ARDUIN (1997), WHO (1998), FARIAS (2002) e
Farmacopéia Brasileira 4 ed. (1988).

AMIDO - Adicionou-se uma gota de Reativo de Lugol (ou de solugdo de iodo) e
observou-se a coloragdo adquirida pelo corte histolégico, que deve ser azul ou

violeta, para a presencga de amido.
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LIPIDIOS - Adicionou-se uma gota de Sudan Il (SASS, 1951) ou Sudan IV
(GERLACH, 1984), aguardou-se dez minutos e, em seguida, lavou-se o corte
histolégico com solugdo etandlica 70% (agua:etanol, 30:70). Observou-se a

coloracéo laranja-avermelhada na presenca de lipidios, e também cutina e suberina.
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1.5 RESULTADOS

1.5.1 Analise macroscoépica

Inicialmente foram avaliadas as caracteristicas organolépticas para as
especies estudadas. As flores secas das amostras de Sambucus nigra
apresentaram um odor agradavel adocicado, concordando com a descrigao
encontrada em BRITISH (1996), WHO (1998), CZYGAN e colaboradores (2001) bem

como o sabor doce encontrado.

Nas flores secas de Sambucus australis o odor pareceu muito similar com o
encontrado para a outra espécie, porém, mais acentuado. Relacionado ao sabor, a

doucura foi mais acentuada.

Sambucus nigra L.

As flores secas, amareladas pela dessecag¢ao sdo pentameras ou tetrameras,
diclamideas, gamopétalas, actinomorfas, com 3,0 a 5,0 mm de didmetro, completas,
monoclinas (Fig. 1.3-A e Fig. 1.3-B) e apresentam, cada uma delas, até trés
diminutas bracteas, distribuidas uma ou duas na base do calice e uma ou duas no
corpo do pedicelo, ou uma no receptaculo e duas no corpo do pedicelo em
diferentes alturas, ou todas ao longo do pedicelo em diferentes alturas, visiveis com
lente de aumento; de coloragédo verde e com variadas formas, como elipticas (Fig.
1.3-G1, a-e) a obovado-elipticas (Fig. 1.3-G5, a-b), oblongas (Fig. 1.3-G2), laminares
(Fig. 1.3-G3) ou triangulares (Fig. 1.3-G4), pouco papilosas. Estas pecas medem 0,5
mm de largura e 0,6 a 1,5 mm de comprimento e possuem tricomas tectores (Fig. 1-
G1, c) distribuidos por toda a ldmina ou restritos a margem basal da face adaxial, e
os tricomas glandulares (Fig. 1-G1, b), ambos com ampla variabilidade de formas.

Nao € observada proeminéncia apical nestas estruturas.

Os botdes florais sdo globosos, em todos os estagios de desenvolvimento,

esbranquicados ou amarronzados, medem 1,5 a 3,0 mm de diametro.
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O calice é formado por sépalas esbranquicado-amareladas, esverdeadas ou
amarronzadas, triangulares (Fig. 1.3-E), medem 0,5 a 1,2 mm de comprimento e 0,5
a 0,7 mm de largura na porgéo basal, levemente soldadas entre si na base. Estas
pecas apresentam dentes marginais unicelulares e tricomas tectores distribuidos na
margem e na base da face adaxial, onde também s&o observados tricomas
glandulares, de variados tipos, visiveis com lente de aumento. A corola é rotacea
(Fig. 1.3-A), branco-amarelada a amarelo-claro, de pré-floragcdo imbricada, com
pétalas soldadas entre si na base em um curto tubo. As pétalas sdo ovaladas a
elipticas (Fig. 1.3-A e Fig. 1.3-C), de apice retrorso, arredondado, medindo 2,0 a 3,5
mm de comprimento e 2,0 a 3,0 mm de largura. A corola desprende-se com
facilidade e apresenta aspecto de estrela (Fig. 1.3-C), sendo comum nas flores

secas a aderéncia das sépalas ao gineceu.

O androceu ¢é formado por cinco ou quatro estames, dispostos
alternadamente as pétalas (Fig. 1.3-A), com filetes aderidos ao tubo da corola. As
anteras (Fig. 1.3-F) s&o ditecas, extrorsas, dorsifixas, oblongas, deiscentes, de
coloracdo amarela, com 1,0 mm de comprimento. Os filetes sdo glabros e cilindricos

medem de 1,0 a 1,5 mm de comprimento.

A flor possui ovario infero, soldado ao tubo calicino, tricarpelar, raro
tetracarpelar, trilocular, raro tetralocular, com carpelos bem demarcados nas flores
secas, com um rudimento seminal por Iéculo, de placentagao axial. Um curto estilete,
e estigma trilobado é observado no gineceu globoso e papiloso (Fig. 1.3-D). Os
lobos estigmaticos obtusos apresentam trés proeminéncias em cada um. Um disco

anelado e proeminente ocorre ao redor do gineceu.
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Figura 1.3 Sambucus nigra L. - estruturas macroscoépicas observadas nas flores. A. aspecto geral da
flor, em vista frontal; an: antera; ea: estame; fi: filete; g: gineceu; pt: pétala; B. aspecto geral da flor, em vista
lateral; an: antera; ea: estame; rc: receptaculo; pt: pétala; sl: sépala; C. aspecto geral da corola desprendida,
em vista frontal; pt: pétala; D. aspecto geral do gineceu, do receptaculo e do calice, em vista lateral: eg:
estigma; g: gineceu; rc: receptaculo; sl: sépala; E. aspecto geral de parte do calice, mostrando a face adaxial de
duas sépalas, em vista frontal; dm: dente marginal; sl: sépala; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector; F.
aspectos gerais de estames em diferentes posi¢des laterais; an: antera; fi: filete; G. aspectos gerais da face
adaxial de bracteas, em vista frontal, evidenciando suas distintas formas; G1. a-e: bracteas elipticas; G2.
bractea oblonga; G3. bractea laminar; G4. bractea triangular; G5. a-b bracteas obovado-elipticas; dm: dente
marginal; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector. As réguas correspondemem Ae B a3 mm;em C a5 mm, em
DeEa1,0mm;emFa0,5mm; Ga0,4 mm.
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Sambucus australis Cham. & Schitdl.

As flores secas, amareladas pela dessecacéo, sdo pentameras ou tetrameras,
diclamideas, gamopétalas, actinomorfas, com 7,0 a 10,1 mm de didmetro,
completas, funcionalmente unissexuais, isto €, estaminadas, com estames longos
(Fig. 1.4-A) ou pistiladas, com estames curtos (Fig. 1.4-B), e apresentam, cada uma,
trés diminutas bracteas (Fig. 1.4-C), distribuidas uma ou duas na base do calice e
uma ou duas no corpo do pedicelo, ou uma no receptaculo e duas no corpo do
pedicelo em diferentes alturas, ou todas ao longo do pedicelo em diferentes alturas,
visiveis com lente de aumento, de coloracdo verde e com variadas formas, como
triangulares (Fig. 1.4-H1), elipticas (Fig. 1.4-H2, a-b) ou oblongas (Fig. 1.4-H3, a-b)
e, muitas vezes apresentam uma proeminéncia no extremo apical. O bordo das
bracteas é revoluto quando triangulares, estas sao papilosas, com as papilas visiveis
com lente de aumento. Estas pegas medem 0,5 a 0,6 mm de largura e 0,9 a 2,8 mm
de comprimento, e possuem tricomas tectores e glandulares de diferentes formas,

na porgao basal da face adaxial.

Os botdes florais sdo globosos, em todos os estagios de desenvolvimento,

esbranquicados ou amarronzados, medem 1,0 a 3,0 mm de diametro.

O calice é formado por sépalas amarelo-esverdeadas, triangular-ovaladas
(Fig. 1.4-E), e medem 1,0 a 1,5 mm de comprimento e 1,0 mm de largura na porgéo
basal, levemente soldadas entre si na base, encontrando tricomas tectores e
glandulares abundantes na porg¢ao basal da face adaxial. A corola é rotacea (Fig.
1.4-A), branca a branco-amarelada, de pré-floragao imbricada, com pétalas soldadas
entre si na base em um curto tubo. As pétalas sdo ovaladas a elipticas (Fig. 1.4-F),
de apice retrorso, medindo 2,5 a 5,0 mm de comprimento e 1,5 a 3,0 mm de largura.
No material fresco a corola se desprende com facilidade que apresenta aspecto de
estrela de cinco pontas (Fig. 1.4-F). Algumas corolas apresentam apenas pétalas,

devido ao desprendimento dos estames.

O androceu é formado por cinco ou quatro estames, curtos ou longos,

dispostos alternadamente as pétalas (Fig. 1.4-A), com filetes aderidos ao tubo da
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corola. As anteras (Fig. 1.4-G) sao ditecas, extrorsas, dorsifixas, oblongas,
deiscentes nas flores estaminadas e indeiscentes nas flores pistiladas, de coloragao
amarela, com 1,0 mm de comprimento. Os filetes sdo glabros e cilindricos, curtos
nas flores pistiladas com 1,0 a 2,0 mm de comprimento enquanto que longos nas

flores estaminadas, com 3,0 a 4,0 mm de comprimento.

A flor possui ovario infero, soldado ao tubo calicino, pentacarpelar ou
tetracarpelar, raro tricarpelar, pentalocular ou tetralocular, raro trilocular, com
carpelos bem demarcados nas flores secas, com um rudimento seminal por I6culo,
de placentagao axial. Um curto estilete, e estigma pentalobado € observado no
gineceu globoso, papiloso (Fig. 1.4-D). Os lobos estigmaticos apresentam trés
proeminéncias em cada um. Disco anelado proeminente é visivel ao redor do

gineceu.
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Figura 1.4 Sambucus australis Cham. & Schltdl. - estruturas macroscépicas observadas nas flores.
A. aspecto geral da flor estaminada, em vista frontal; an: antera; ea: estame; fi: filete; g: gineceu; pt: pétala; B.
aspecto geral da flor pistilada, em vista frontal; an: antera; ea: estame; fi: filete; g: gineceu; pt: pétala; C.
aspecto geral da flor pistilada, em vista lateral; an: antera; br: bractea; rc: receptaculo; pd: pedicelo; pt: pétala;
sl: sépala; D. aspecto geral do gineceu, do receptaculo e do célice de uma flor pistilada, em vista lateral; eg:
estigma; rc: receptaculo; sl: sépala; E. aspecto geral de parte do calice, mostrando a face adaxial de duas
sépalas, em vista frontal; sl: sépala; tg: tricoma glandular; F. aspecto geral da corola desprendida, em vista
frontal; pt: pétala; G. aspectos gerais de estames em diferentes posigOes laterais; an: antera; fi: filete; H.
aspectos gerais da face adaxial de bracteas, em vista frontal, evidenciando suas distintas formas; H1. bractea
triangular; H2. a-b. bracteas elipticas; H3. a-b: bracteas oblongas; pro: proeminéncia apical; tg: tricoma
glandular. As réguas correspondemem A—-De Ga25mm;emEeHa 1,0 mm;emF a5 mm.
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Descricdo macroscoépica dos contaminantes

Sambucus nigra L.

De acordo com o determinado pelos compéncios europeus (EUROPEAN,
2002; FARMACOPEIA, 2002) no material considerado estranho nas amostras de
flores de Sambucus nigra, estdo os pedicelos grosseiros da propria espécie. Em
geral estes apresentam-se esbranquicados pela dessecacgdo, longitudinalmente
sulcados, medindo 1,0 a 7,0 mm de comprimento, com tricomas tectores distribuidos
por toda a sua extensdo ou somente na regido basal, onde também ocorrem

tricomas glandulares, visiveis com lente de aumento.

Sambucus australis Cham. & Schitdl.

Para esta espécie consideraram-se as especificacdes encontradas para a
espécie européia. Sao observados pedicelos com as mesmas caracteristicas citadas
para Sambucus nigra, diferindo apenas nas medidas que sdo de 1,0 a 6,0 mm de

comprimento.

1.5.2 Analise microscoépica

Sambucus nigra L.

BRACTEAS

Em vista frontal, a cuticula é estriada e as estrias acompanham o eixo maior
das células epidérmicas (Fig. 1.5-A e Fig. 1.5-B). As células epidérmicas
fundamentais sdo alongadas, de diferentes formas, com nucleos evidentes e com
algumas gotas lipidicas esféricas. Na regido do bordo e sobre a regido da nervura
principal, estas células apresentam forma tabular e sdo mais alongadas e de
paredes retilineas. Tricomas tectores (Fig. 1.5-F1, a-c e Fig. 1.5-F2, a-c) e
glandulares (Fig. 1.5-F3, a-z), muito variados, sao observados principalmente na

base da face adaxial. Raros idioblastos de areia cristalina, de oxalato de calcio, de
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aspecto enegrecido e sem forma definida, sdo Vvisiveis. As bracteas séao

hipoestomaticas, com estdmatos do tipo anomocitico (Fig. 1.5-B).

Em secc¢ao transversal, a cuticula é bastante espessa e estriada (Fig. 1.5-D e
Fig. 1.5-E). Os estdbmatos localizam-se no mesmo nivel das demais células
epidérmicas. A constituicdo do mesofilo é de até quatro camadas de clorénquima,
geralmente trés, com células isodiamétricas, reduzidos espacgos intercelulares e na
regido da nervura principal ha redugdo do numero de cloroplastidios. O sistema
vascular geralmente € composto por um unico agrupamento xilematico (Fig. 1.5-D),
o qual pode estar envolto por bainha parenquimatica simples, com poucos ou sem
cloroplastidios. Gotas lipidicas esféricas ocorrem em todos os tecidos (Fig. 1.5-D e

Fig. 1.5-E), exceto no xilema.

RECEPTACULO

Em vista frontal, a cuticula é espessa e estrias epicuticulares acompanham o
eixo maior das células epidérmicas, as quais constituem uma unica camada celular,
possuem forma tabular e / ou quadrangular, paredes retilineas, nucleo evidente, e

gotas lipidicas esféricas.

Em seccédo transversal, o receptaculo apresenta forma circular, com cuticula
espessa e bastante estriada. O tecido parenquimatico é formado por células
isodiamétricas, de pequeno volume, com reduzidos espacos intercelulares e poucos
cloroplastidios, formando até doze camadas celulares. Percebe-se o descréscimo do
volume celular a medida que se aproxima do loéculo (Fig. 1.8-E). Os feixes
vasculares sado do tipo colateral e distribuem-se em forma de anel pelo tecido
parenquimatico (Fig. 1.8-D). Gotas lipidicas esféricas ocorrem em todos os tecidos
(Fig. 1.8-E).

CALICE

Cada sépala, quando diafanizada, mostra uma a trés nervuras paralelas (Fig.

1.6-C), a principal chega até o apice e ramifica-se, as outras duas ramificam-se na
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regidao mediana ou acompanham a nervura principal até o apice, mantendo o
paralelismo. As sépalas sdo anfiestomaticas, com estdmatos do tipo anomocitico
(Fig. 1.6-A e Fig. 1.6-B).

Em vista frontal, a cuticula é espessa e intensamente estriada e as estrias
dispbem-se paralelamente ao eixo maior das células fundamentais da epiderme (Fig.
1.6-A e Fig. 1.6-B). Estas células apresentam forma tabular, paredes retilineas, na
face adaxial e retilineas a sinuosas na face abaxial, nucleos evidentes e comumente
gotas lipidicas esféricas. A face abaxial mostra estriagdo cuticular mais intensa. Na
regido basal de ambas as faces, apresentando maior densidade na face adaxial
visualizam-se tricomas tectores (Fig. 1.6-E1, a-f e Fig. 1.6-E2, a-h) e glandulares
(Fig. 1.6-E3, a-g), de diferentes formas. Os tricomas tectores ocorrem também na
regido da margem e sdo comumente encontrados na porg¢ao basal entre as sépalas.
Idioblastos de areia cristalina, de oxalato de calcio, de aspecto enegrecido e sem

forma definida, sdo visiveis em ambas as faces.

Em secgéao transversal (Fig. 1.6-C e Fig. 1.6-D), a cuticula é bastante estriada
e espessa principalmente na regido dos bordos. A epiderme € uniestratificada e
constituida por células com paredes retilineas, de forma poligonal, achatadas
tangencialmente na face adaxial e de forma poligonal na face abaxial. O mesofilo é
homogéneo, formado por até cinco camadas de células parenquimaticas
isodiamétricas, poucos cloroplastidios, amplos espacos intercelulares (Fig. 1.6-D) e
esparsos idioblastos de areia cristalina. O sistema vascular esta representado por
um a trés agrupamentos xilematicos (Fig. 1.6-C), com até cinco elementos traqueais
de espessamento helicoidal cada um (Fig. 1.6-D). Nas células parenquimaticas do
xilema ocorrem grdos de amido elipsoides e, envolvendo o grupamento xilematico
principal é visivel uma bainha parenquimatica simples, com cloroplastidios. Na
regido do bordo o parénquima apresenta-se frouxo e na extremidade desta reagiao
geralmente ocorre uma unica camada de células parenquimaticas. Gotas lipidicas

esféricas ocorrem em todos os tecidos.
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COROLA

Cada pétala, quando diafanizada, mostra geralmente, trés, raro quatro
nervuras paralelas, sendo que as secundarias partem da principal, ramificadas ou
nao, nunca anastomosadas no apice (Fig. 1.3-C). Na por¢ao basal de ambas as
faces, ocorrem tricomas tectores (Fig. 1.7-F1) e glandulares (Fig. 1.7-F2, a-f) de
diferentes formas, sendo que a maior densidade € verificada na face adaxial. As
pétalas sdo anfi-hipoestomaticas, com estdmatos arredondados, do tipo anomocitico
(Fig. 1.7-B).

Em vista frontal, a cuticula é mais estriada na face abaxial (Fig. 1.7-B), e
menos estriada na face adaxial. Idioblastos de areia cristalina, de oxalato de calcio,
de aspecto enegrecido e sem forma definida, s&o visiveis em ambas as faces (Fig.
1.7-C).

Em seccéo transversal, a cuticula é espessa e estriada na face abaxial e mais
espessa e menos estriada na face adaxial (Fig. 1.7-E). A epiderme é uniestratificada,
com ceélulas fundamentais poligonais e isodiamétricas, papilosas e de paredes
anticlinais espessas, retilineas na face adaxial, com pontoacdes e nucleos
evidentes. Na regido da nervura principal estas células podem apresentar forma
tabular. Na face abaxial as células epidérmicas fundamentais sdo alongadas, de
maior volume do que as da face adaxial, exceto na regido da nervura principal, de
paredes muito sinuosas e delgadas. Em ambas as faces ocorrem pequenas gotas
lipidicas. O mesofilo € homogéneo, formado por até dez camadas de parénquima
frouxo, com células de forma irregular, nucleos evidentes e poucos cloroplastidios
(Fig. 1.7-E). Por vezes, ocorrem amplos espacos intercelulares. O sistema vascular
estd representado por trés a seis feixes vasculares colaterais igualmente
desenvolvidos (Fig. 1.7-D) distribuidos pelo parénquima, com maior quantidade de
elementos xilematicos do que floematicos, e podem estar envolvidos por bainha
parenquimatica simples. Na regido do bordo o sistema vascular € formado apenas
por agrupamentos de elementos xilematicos. Grdos de amido elipsdides estdo

presentes nos parénquimas.
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ANDROCEU

O filete em vista frontal possui cuticula estriada e as estrias acompanham o
eixo maior das células epidérmicas, as quais sdo alongadas, possuem forma
retangular, paredes retilineas e delgadas, nucleo evidente e poucas gotas lipidicas
(Fig. 1.7-G).

Em secgao transversal (Fig. 1.7-H e Fig. 1.7-l), o filete apresenta forma
circular, possui cuticula delgada e finamente estriada. A epiderme é uniestratificada,
formada por células epidérmicas poligonais e os estdbmatos sdo ausentes. O
parénquima é formado por células poligonais de diferentes dimensdes que diminuem
de volume em direcdo ao centro, € frouxo, desprovido de cloroplastidios e com
poucas gotas lipidicas. O sistema vascular preenche a regido central e € formado

por elementos traqueais de espessamento helicoidal (Fig. 1.7-1).

A antera, em secgao transversal (Fig. 1.8-A), possui epiderme bastante
papilosa. O tapete é formado por uma uUnica camada de células achatadas
tangencialmente e o endotécio por duas a trés camadas de células de forma

trapezoidal, fibrosas, com pontoacdes evidentes. O parénquima é pouco frouxo.

O pdlen é prolato, arredondado em vista polar (Fig. 1.8-B, b), elipsoidal em
vista equatorial (Fig. 1.8-B, a), tricolporado, com 15 ym a 25 ym de diametro com

superficie reticulada.

GINECEU

O gineceu, em secgao transversal apresenta, em geral, trés carpelos, raro
quatro, cada uma de forma triangular a triangular-ovalada. Cada cavidade apresenta
um rudimento seminal, de forma ovalada a eliptica (Fig. 1.8-D). Numerosas gotas
lipidicas e grande quantidade de grdos de amido tornaram-se evidentes somente
com corante no tecido parenquimatico das paredes carpelares (Fig. 1.8-E). Os feixes
vasculares estdo distribuidos no tecido parenquimatico e geralmente seu numero

corresponde ao numero de loculos, com disposicdo oposta a estes. O tecido
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parenquimatico €& compacto, com células pequenas, isodiamétricas, com
cloroplastidios e gotas lipidicas. Observa-se que a quantidade de cloroplastidios
diminui significativamente na regido central do ovario. O tecido que reveste o I6culo
(Fig. 1.8-E) é formado por células achatadas tangencialmente, sem espacos
intercelulares e com nucleo evidente quando utilizado lugol. O tecido adjacente que
forma a parede carpelar apresenta até trés camadas de células justapostas,
alongadas, compactas, com grande quantidade de grdos de amido, sem
cloroplastidios e com espessamento parietal evidente em todas as paredes. Gotas
lipidicas ocorrem em todos os tecidos. As células epidérmicas do estigma sao

extremamente papilosas.

Descrigdo microscopica dos contaminantes

O pedicelo, em vista frontal, apresenta ornamentagao cuticular evidente (Fig.
1.8-F), com estrias paralelas ao eixo maior das células epidérmicas. Estas células
sao alongadas e retangulares, de paredes retilineas espessadas e comumente
possuem gotas lipidicas. Os estdbmatos sdo do tipo anomocitico (Fig. 1.8-F). Na
porcdo basal ocorrem tricomas tectores (Fig. 1.9-A1, a-b e Fig. 1.9-A2, a-e) e

glandulares (Fig. 1.9-A3, a-c), de varias formas.

Em seccado transversal, o pedicelo apresenta forma irregular, com
proeminéncias e reentrancias muito acentuadas (Fig. 1.8-G). A cuticula é espessa e
estriada. A epiderme é uniestratificada, com células fundamentais de forma tabular e
de paredes periclinais internas espessas. A regiao cortical externa é composta por
um colénquima tabular subepidérmico, distribuido em uma a seis camadas
apresentando poucos cloroplastidios, além de parénquima com amplos espacos
intercelulares e poucos cloroplastidios. Na regido cortical interna, as células
parenquimaticas apresentam maior volume e raros cloroplastidios (Fig. 1.8-H). O
sistema vascular é envolvido por uma camada endodérmica e apresenta até
dezesseis feixes vasculares colaterais, dispostos em forma de anel, em grau de
desenvolvimento variavel (Fig. 1.8-G). Nos feixes de maior desenvolvimento ocorre
uma calota de fibras calibrosas, externamente ao floema, enquanto que o xilema

apresenta, externamente, fibras poucos desenvolvidas. O cambio interfascicular, por
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vezes € evidente. Nos pedicelos em estagio de desenvolvimento secundario, ha
expressdo do tecido xilematico. A regido medular é reduzida e preenchida por
parénquima com células de grande volume, paredes delgadas e poucos
cloroplastidios. Gotas lipidicas ocorrem na epiderme e no parénquima cortical.

Graos de amido foram observados na endoderme e no floema.

Descricdo microscopica do pé

Sao caracteristicos para o p6 das flores de Sambucus nigra coloragao
amarelo-esverdeada; fragmentos de sépalas com dentes marginais unicelulares;
isolados (Fig. 1.9-B3, a-c); fragmentos de epiderme de sépalas e pétalas papilosas e
com cuticula estriada (Fig. 1.9-B1, a-g); fragmentos de epiderme com estdmatos
anomociticos (Fig. 6-B1, f); células-guarda isoladas (Fig. 1.9-B2); fragmentos de
epiderme com tricomas tectores de diferentes tipos; raros tricomas tectores (Fig. 1.9-
B4, a-c) e glandulares (Fig. 1.9-B5, a-b), isolados ou partes destes; fragmentos de
parénquima (Fig. 1.9-B7); porgdes de tecidos com gotas lipidicas; parte de
elementos traqueais de espessamento anelar e helicoidal (Fig. 1.9-B9); fragmentos
da epiderme de antera, extremamente papilosa (Fig. 1.9-B8, a-b); fragmentos da
camada fibrosa de antera (Fig. 1.9-B10); numerosos graos de pélen como descritos;
graos de podlen isolados (Fig. 1.9-B11, a) ou agrupados (Fig. 1.9-B11, b), ou
associados a fragmentos de anteras e de epiderme de diversas pecas (Fig. 1.9-B8);
porcdes de estigma com epiderme papilosa; por¢des de bracteas; por¢gdes do bordo

de sépalas, de pétalas (Fig. 1.9-B6) e de bracteas.
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Figura 1.5 Sambucus nigra L. - estruturas microscépicas observadas nas bracteas. A. detalhe de
porcdo da face adaxial da epiderme da bractea, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; ese:
estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; nu: nucleo; B. detalhe de porgédo da face abaxial da epiderme de bractea,
em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estdbmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica;
nu: nucleo; C. esquema geral da bractea, em secgdo transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; ax:
agrupamento xilematico; ep: epiderme; D.detalhe da regido da nervura principal, da bractea, em secgao
transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; bv: bainha vascular; cl: clorénquima; clo: cloroplastidio; cu:
cuticula; ep: epiderme; gl: gota lipidica; x: xilema; E. detalhe de por¢cdo da regido do bordo, da bractea, em
seccdo transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; cl: clorénquima; clo: cloroplastidio; cu: cuticula estriada;
ep: epiderme; gl: gota lipidica; nu: nucleo; F. detalhe de tricomas ocorrentes em bracteas. F1.a-c: tricomas
tectores pluricelulares unisseriados; F2. a-c: tricomas tectores unicelulares; F3.a-z: tricomas glandulares com
cabeca pluricelular. As réguas correspondemem A, Be D - F a 100 um; em C a 0,4 mm.
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Figura 1.6 Sambucus nigra L. - estruturas microscopicas observadas nas sépalas. A. detalhe de
porcdo da face adaxial da epiderme da sépala, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es:
estdbmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; B. detalhe de porgéo da face abaxial da epiderme da
sépala, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estdmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota
lipidica; C. esquema geral da sépala, em seccdo transversal; ab: face abaxial, ad: face adaxial; ax:
agrupamento xilematico; ep: epiderme; D. detalhe de por¢cdo da sépala na regido da nervura principal, em
seccdo transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; ax: agrupamento xilematico; bv: bainha vascular; cl:
clorénquima; clo: cloroplastidio; cu: cuticula estriada; ei: espaco intercelular; ep: epiderme; gl: gota lipidica; nu:
nucleo; E. detalhe de tricomas ocorrentes em sépalas. E1. a-f: tricomas tectores unicelulares; E2. a-h: tricomas
tectores pluricelulares unisseriados; E3. a-g: tricomas glandulares com cabeca pluricelular. As réguas
correspondemem A, B, D e E a 100 um; em C a 0,4 mm.
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Figura 1.7 Sambucus nigra L. - estruturas microscopicas observadas nas pétalas e nos filetes. A.
detalhe de porgéo da face adaxial da epiderme da pétala, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme;
ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; nu: nucleo; B. detalhe de porgao da face abaxial da epiderme da
pétala, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estdmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota
lipidica; C. detalhe de porgao da face abaxial da epiderme da pétala, em vista frontal, evidenciando idioblastos de
areia cristalina; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estdbmato; ese: estrias epicuticulares; ic: idioblasto
cristalifero; D. esquema geral da pétala, em secgdo transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; ep: epiderme;
fv: feixe vascular; E. detalhe de porcédo da pétala, na regido da nervura principal, em secg¢éo transversal; ab: face
abaxial; ad: face adaxial; cl: clorénquima; clo: cloroplastidio; cu: cuticula estriada; ei: espaco intercelular; ep:
epiderme; f: floema; fv: feixe vascular; gl: gota lipidica; x: xilema; F. detalhe de tricomas em pétalas; F1. tricoma
tector pluricelular unisseriado; F2. a-f: tricomas glandulares com cabega pluricelular; G. detalhe de porgéo da
epiderme do filete, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; ese: estrias epicuticulares; gl: gota
lipidica; nu: ndcleo; H. esquema geral do filete, em secgdo ftransversal; ax: agrupamento xilematico; ep:
epiderme; |. detalhe do filete em secgdo transversal; ax: agrupamento xilematico; cu: cuticula estriada; ei:
espaco intercelular; ep: epiderme; gl: gota lipidica; pf: parénquima fundamental. As réguas correspondem em A
—-C,E-Gela100 um;emDeHa0,4 mm.
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Figura 1.8 Sambucus nigra L. - estruturas microscépicas observadas nas anteras, no receptaculo e
nos pedicelos. A. esquema geral da antera, em secgio transversal; ep: epiderme; fv: feixe vascular; sp: saco
polinico; te: teca; B. esquema geral do gréo de pdlen; a: vista polar; b: vista equatorial. C. detalhe de porgéo da
epiderme do receptaculo, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estbmato; ese: estrias
epicuticulares; gl: gota lipidica; nu: nucleo; D. esquema geral do receptaculo e do ovario em secgéo transversal;
er: epiderme do receptaculo; fvo: feixe vascular do ovario; fvr: feixe vascular do receptaculo; lo: l6culo; ru:
rudimento seminal; E. detalhe de porg¢éo do receptaculo e do ovario, em secgdo transversal; clo: cloroplastidios;
cu: cuticula estriada; er: epiderme do receptaculo; f: floema; fvo: feixe vascular do ovario; fvr: feixe vascular do
receptaculo; gl: gota lipidica; paj: parénquima de células justapostas; pfo: parénquima fundamental do ovario;
pfr: parénquima fundamental do receptaculo; rl: revestimento do léculo; x: xilema; F. detalhe de porgdo da
epiderme do pedicelo, em vista frontal, cfe: célula fundamental da epiderme; es: estdmato; ese: estrias
epicuticulares; gl: gota lipidica; G. esquema geral do pedicelo em secgdo transversal; co: colénquima; cx:
cortex; end: endoderme; ep: epiderme; f: floema; fv: feixe vascular; md: medula; x: xilema; H. detalhe de porcao
do pedicelo em secgdo transversal; clo: cloroplastidio; co: colénquima; cu: cuticula estriada; ei: espago
intercelular; ep: epiderme; f: floema; fv: feixe vascular; gl: gota lipidica; pc: parénquima cortical; pm:
parénquima medular; x: xilema. As réguas correspondem em A, D e G a 400 um; em C, E, Fe H a 100 um; em
B a30 um
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Figura 1.9 Sambucus nigra L - estruturas microscopicas observadas nos pedicelos e no pé. A
detalhe de tricomas ocorrentes no pedicelo; A1. a-b: tricomas tectores unicelulares; A2. a-e: tricomas tectores
pluricelulares unisseriados; A3. a-c: tricomas glandulares com cabega pluricelular; B. detalhes do pé. B1. a-g
fragmentos de epiderme; cfe: célula fundamental da epiderme; dm: dente marginal; es: estdbmato; ese: estrias
epicuticulares; gl: gota lipidica; gp: grédo de pdlen; ic: idioblasto cristalifero; nu: ndcleo; B2. células-guarda
isoladas; B3. a-c: por¢des de dentes marginais; B4. a-c: porgdes de tricomas tectores unicelulares; B5. a-b:
porcbes de tricomas glandulares com cabecga pluricelular; B6.porcdo de bordo da pétala; ep: epiderme; ese:
estrias epicuticulares; cl: clorénquima; nu: ndcleo; B7. fragmento de parénquima; nu: nacleo; B8. fragmentos da
antera; a. porgcao convexa; b. porgdo cOncava; gp: grao de pdlen; B9. porcdo de elemento traqueal com
espessamento parietal helicoidal; B10. fragmento da camada fibrosa da antera; B11. grdos de pdlen; a.
isolados; b. agrupados. As réguas correspondem em A e B (B1 — B7 e B9 — B11) e 100 um; em B (B8) a 400
um.
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Sambucus australis Cham. & Schitdl.

BRACTEAS

Em vista frontal, a cuticula é estriada e as estrias acompanham o eixo maior
das células epidérmicas (Fig. 1.10-A e Fig. 1.10-B). As células epidérmicas
fundamentais sao de forma irregular, geralmente alongadas, com nucleos evidentes
e abundantes gotas lipidicas esféricas. Na regido do bordo e sobre a regido da
nervura principal, estas células sdo mais alongadas e de paredes retilineas. Nas
demais regibes apresentam forma poligonal e menores dimensdes. Tricomas
tectores (Fig. 1.10-E1 e Fig. 1.10-E2, a-c) e glandulares (Fig. 1.10-E3, a-c) séo
observados na porgao basal da face adaxial. As bracteas sado anfiestomaticas, com

estébmatos do tipo anomocitico (Fig. 1.10-A e Fig. 1.10-B).

Em seccgao transversal a cuticula é espessa e estriada (Fig. 1.10-D). A regido
apical é de forma circular devido a proliferacdo dos elementos xilematicos,
relacionada a proeminéncia visivel macroscopicamente. Na por¢cdo mediana, a face
abaxial € proeminente e as células epidérmicas fundamentais assumem a forma
poligonal e sdo de menores dimensdes do que as da face adaxial. Os estématos
localizam-se no mesmo nivel das demais células epidérmicas. A constituicdo do
mesofilo é de até quatro camadas de clorénquima, com células isodiamétricas e
podem estar ausentes na regido dos bordos. O sistema vascular pode estar formado
por um a quatro feixes vasculares ou por agrupamentos xilematicos. Quando apenas
um (Fig. 1.10-C), localiza-se na regiao da nervura principal, pode ser constituido por
subagrupamentos e estar envolvido por uma bainha parenquimatica simples, sem ou
com poucos cloroplastidios. Gotas lipidicas esféricas sdo muito abundantes em

todos os tecidos (Fig. 1.10-D), exceto no xilema.

RECEPTACULO

Em vista frontal, a cuticula é espessa e pouco estriada, as estrias
epicuticulares acompanham o eixo maior das células epidérmicas, as quais tém

forma tabular e quandrangular, paredes retilineas, constituem uma unica camada
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celular e possuem grande quantidade de gotas lipidicas esféricas (Fig. 1.12-F).

Tricomas glandulares ocorrem na regido de inser¢ao da bractea.

Em seccéo transversal (Fig. 1.12-G e Fig. 1.12-H), o receptaculo apresenta
forma circular, com cuticula espessa e bastante estriada. O tecido parenquimatico &
formado por células isodiamétricas, de pequeno e igual volume, com reduzidos
espacgos intercelulares e poucos cloroplastidios que formam até doze camadas
celulares. Os feixes vasculares sdo do tipo colateral e distribuem-se em forma de
anel pelo tecido parenquimatico. Gotas lipidicas esféricas ocorrem em todos os

tecidos, em menor quantidade no xilema.

CALICE

Cada sépala, quando diafanizada, mostra uma a trés nervuras paralelas, a
principal chega até o apice e ramifica-se, as outras duas ramificam-se na regido
mediana ou acompanhando a nervura principal até o apice, mantendo o paralelismo.

As sépalas sao hipoestomaticas, com estébmatos do tipo anomocitico (Fig. 1.10-G).

Em vista frontal, a cuticula é intensamente estriada e as estrias dispdem-se
paralelamente ao eixo maior das células fundamentais da epiderme (Fig. 1.10-F e
Fig. 1.10-G). Estas células apresentam forma alongada e de paredes sinuosas em
ambas as faces, com uma papila por célula, nucleos celulares grandes e muito
evidentes. Algumas das células na face abaxial sdo alongadas e possuem forma
irregular, paredes sinuosas, espessas e visiveis pontoagdes. As células encontradas
na face adaxial sdo retangulares e possuem paredes espessas. Na face adaxial da
epiderme distribuem-se tricomas tectores (Fig. 1.11-A1, a-b) e glandulares, que sao

abundantes (Fig. 1.11-A2, a-c). Nao sdo encontrados idioblastos cristaliferos.

Em secgéao transversal (Fig. 1.10-H e Fig. 1.10-1), a cuticula é espessa, com
maior espessura na face abaxial. A epiderme é uniestratificada e constituida de
células epidérmicas achatadas tangencialmente ou poligonais na face adaxial e
poligonais, na face abaxial. Os estdmatos encontram-se no mesmo nivel das demais

células epidérmicas e nas células-guarda grédos de amido elipsdides sé&o
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observados. O mesofilo € homogéneo, formado por duas a sete camadas de células
parenquimaticas isodiamétricas, de nucleo grande, com maiores espagos
intercelulares na regido do bordo (Fig. 1.10-). N&do s&o encontrados idioblastos de
areia cristalina. O sistema vascular esta representado por um a trés agrupamentos
xilematicos (Fig. 1.10-H), com até cinco elementos traqueais de espessamento
helicoidal cada um (Fig. 1.10-1). Nas células parenquimaticas do xilema ocorrem
graos de amido elipsoides e, envolvendo o agrupamento xilematico principal é visivel
uma bainha parenquimatica simples, com cloroplastidios. Na regido do bordo o
parénquima é frouxo e na extremidade desta regido geralmente ocorrem uma a duas
camadas de células parenquimaticas. Gotas lipidicas esféricas sdao extremamente
abundantes e ocorrem em todos os tecidos, em maior quantidade na epiderme e no

mesofilo.

COROLA

Cada pétala, quando diafanizada, mostra geralmente cinco, raro quatro
nervuras paralelas, sendo que as secundarias partem da principal, ramificadas ou
ndo, nunca anastomosadas no apice (Fig. 1.4-F). Na porgcédo basal da face adaxial
sdo encontrados principalmente tricomas glandulares (Fig. 1.11-F2, a-f), além de
tricomas tectores (Fig. 1.11-F1), de diferentes formas. As pétalas sao anfi-
hipoestomaticas, com estdmatos arredondados e elipsdides, do tipo anomocitico
(Fig. 1.11-C).

Em vista frontal, a cuticula mostra-se intensamente estriada na face adaxial
(Fig. 1.11-B) e menos estriada na face abaxial (Fig. 1.11-C). Na face abaxial as
células epidérmicas fundamentais sdo alongadas, de maior volume do que as da
face adaxial e de paredes sinuosas e delgadas. Nao s&o encontrados idioblastos de

areia cristalina. Em ambas as faces ocorrem pequenas gotas lipidicas.

Em seccéao transversal, a cuticula € mais espessa e menos estriada na face
abaxial do que na face adaxial (Fig. 1.11-E). A epiderme é uniestratificada, com
células fundamentais poligonais e isodiamétricas, papilosas e de paredes anticlinais

espessas e retilineas na face adaxial, com nucleos evidentes. Na regido da nervura

51



principal estas células podem apresentar forma tabular. Na face abaxial as células
epidérmicas fundamentais sdo alongadas, de maior volume do que as da face
adaxial, exceto na regido da nervura principal, de paredes muito sinuosas e
delgadas. As papilas sdo menos proeminentes nas regiées dos bordos. Em ambas
as faces ocorrem pequenas gotas lipidicas. O mesofilo € homogéneo, formado por
até doze camadas de parénquima fundamental frouxo, com células de forma
irregular e com nucleos evidentes (Fig. 1.11-E). Nas regides dos bordos geralmente
ocorrem amplos espacos intercelulares. Nao sido evidenciados idioblastos de areia
cristalina. O sistema vascular esta representado por trés a seis feixes vasculares
colaterais (Fig. 1.11-D), distribuidos pelo parénquima e com maior quantidade de
elementos xilematicos do que floematicos que podem estar envolvidos por bainha
parenquimatica simples. Ao ser observado um feixe vascular de maior
desenvolvimento, este localiza-se na regido da nervura principal, envolvido por
bainha parenquimatica simples, sem cloroplastidios, e as células parenquimaticas
fundamentais do mesofilo distribuem-se radialmente em torno desta. Nas regides
dos bordos o sistema vascular € formado apenas por agrupamentos de elementos
xilematicos. Graos de amido elipsdides estdo presentes nos parénquimas dos

tecidos de conducao.

ANDROCEU

O filete em vista frontal possui cuticula estriada e as estrias acompanham o
eixo maior das células epidérmicas as quais sdo alongadas, possuem forma
retangular, paredes retilineas e delgadas, nucleo evidente e raras gotas lipidicas
(Fig. 1.12-A).

Em seccéo transversal (Fig. 1.12-B e Fig. 1.12-C), o filete apresenta forma
circular possui cuticula delgada e finamente estriada. A epiderme € uniestratificada,
formada por células epidérmicas poligonais e os estdbmatos sao ausentes. O
parénquima é formado por células poligonais de diferentes dimensdes que diminuem
de volume em direcdo ao centro, € frouxo, desprovido de cloroplastidios e com
poucas gotas lipidicas. O sistema vascular preenche a regido central e é formado

por elementos traqueais de espessamento helicoidal (Fig. 1.12-C).
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A antera, em secc¢ao transversal (Fig. 1.12-D), possui epiderme papilosa. O
tapete é formado por uma unica camada de células achatadas tangencialmente e o
endotécio por duas a trés camadas de células de forma trapezoidal, fibrosas, com

pontoacdes evidentes. O parénquima é pouco frouxo.

O podlen é prolato, elipsoidal em vista polar (Fig. 1.12-E, b), arredondado em
vista equatorial (Fig. 1.12-E, a), tricolporado, com 18 ym a 34 ym de didmetro com
superficie reticulada.

GINECEU

O gineceu, em seccgdo transversal, apresenta cinco, quatro ou raro trés
carpelos, cada uma de forma triangular a triangular-ovalada. Cada cavidade
apresenta um rudimento seminal, de forma ovalada a eliptica (Fig. 1.12-G).
Numerosas gotas lipidicas e grande quantidade de grdos de amido tornam-se
evidentes somente com corante no tecido parenquimatico das paredes carpelares
(Fig. 1.12-H). Os feixes vasculares estao distribuidos no tecido parenquimatico e
geralmente seu numero corresponde ao numero de loculos, com disposicdo oposta
a estes; raramente o numero de feixes corresponde ao dobro do numero de léculos
e, neste caso, apresentam-se distribuidos em forma de anel (Fig. 1.12-G). O tecido
parenquimatico é compacto, com células globosas, isodiamétricas, ricas em
cloroplastidios e em gotas lipidicas. Observa-se que a quantidade de cloroplastidios
diminui significativamente na regido central do ovario e na por¢ao entre os loculos.
Nestas regides as células possuem maior volume. O tecido que reveste o l6culo (Fig.
1.12-H) ¢é formado por células achatadas tangencialmente, sem espacgos
intercelulares e com nucleo evidente, quando utilizado lugol. O tecido adjacente que
forma a parede carpelar apresenta até trés camadas de células justapostas,
alongadas, com reduzidos espacos intercelulares, com grande quantidade de graos
de amido, sem cloroplastidios e com espessamento parietal evidente em todas as
paredes. Gotas lipidicas ocorrem em todos os tecidos. As células epidérmicas do

estigma sao extremamente papilosas.
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Descricdo microscopica dos contaminantes

O pedicelo, em vista frontal, apresenta ornamentacao cuticular evidente (Fig.
1.13-A), com estrias paralelas ao eixo maior das células epidérmicas, as quais séo
alongadas e retangulares, de paredes retilineas espessadas e com gotas lipidicas.
Os estdbmatos sao do tipo anomocitico (Fig. 1.13-A). Na porgcdo basal ocorrem
tricomas tectores (Fig. 1.13-D1, a-b e Fig. 1.13-D2, a-c) e glandulares (Fig. 1.13-D3,

a-c), de varias formas.

Em seccdo transversal, o pedicelo apresenta forma irregular, com
proeminéncias e reentrancias muito acentuadas (Fig. 1.13-B). A cuticula é espessa e
estriada. A epiderme é uniestratificada, com células fundamentais de forma tabular e
de paredes periclinais internas espessas. A regido cortical externa é composta por
uma camada de colénquima tabular subepidérmico, com cloroplastidios, além de um
parénquima com amplos espagos intercelulares e poucos cloroplastidios (Fig. 1.13-
C). Na regiao cortical interna, as células parenquimaticas apresentam maior volume
e raros cloroplastidios. Nao € observada endoderme. O sistema vascular é formado
por até doze feixes vasculares colaterais, dispostos em forma de anel, em grau de
desenvolvimento variavel (Fig. 1.13-B). Nos feixes de maior desenvolvimento, o
floema é expressivo. Calotas de fibras externas ao floema, cambio interfascicular e
sistema vascular em estagio de desenvolvimento secundario n&o sao observados. A
regido medular é reduzida e preenchida por parénquima constituido com células de
grande volume, paredes delgadas e poucos de cloroplastidios. Graos de amido
foram observados em todos os tecidos, em maior quantidade no parénquima

floematico. Gotas lipidicas ocorrem em todos os tecidos.

Descricdo microscoépica do po

Sao caracteristicos para o p6 das flores de Sambucus australis coloragao
amarelo-esverdeada; fragmentos de epiderme de sépalas e pétalas papilosas e com
cuticula estriada (Fig. 1.13-E1, a-f); fragmentos de epiderme com estdbmatos
anomociticos (Fig. 1.13-E1, e); células-guarda isoladas (Fig. 1.13-E2); fragmentos

de epiderme com tricomas tectores (Fig. 1.13-E1, f), de diferentes tipos; raros
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tricomas tectores (Fig. 1.13-E3, a-b) e glandulares (Fig. 1.13-E4, a-b) isolados ou
partes destes; porgdes de tecidos com gotas lipidicas (Fig. 1.13-E1, c); parte de
elementos traqueais de espessamento anelar e helicoidal (Fig. 1.13-E7); fragmentos
da epiderme de antera, extremamente papilosa (Fig. 1.13-E5, a-b); fragmentos da
camada fibrosa de antera (Fig. 1.13-E6); numerosos graos de pélen como descritos;
graos de polen isolados (Fig. 1.13-E8, a) ou agrupados (Fig. 1.13-E8, b), ou
associados a fragmentos de anteras e de epiderme de diversas pegas; porgdes de
estigma com epiderme papilosa; por¢gdes de bracteas; porgdes do bordo de sépalas,

de pétalas e de bracteas.
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Figura 1.10 Sambucus australis Cham. & Schltdl. - estruturas microscopicas observadas nas
bracteas e nas sépalas. A. detalhe de porgdo da face adaxial da epiderme da bractea, em vista frontal; cfe:
célula fundamental da epiderme; es: estdmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; nu: ndcleo; B.
detalhe de porgdo da face abaxial da epiderme da bractea, em vista frontal; cfe: célula fundamental da
epiderme; es: estdbmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; nu: nucleo; C. esquema geral da bractea,
em seccgéao transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; ep: epiderme; fv: feixe vascular; D. detalhe da regido
da nervura principal da bractea, em secc¢éo transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; cl: clorénquima; clo:
cloroplastidio; cu: cuticula estriada; ep: epiderme; f: floema; fv: feixe vascular; gl: gota lipidica; x: xilema; E.
detalhe de tricomas ocorrentes em bracteas. E1. tricoma tector unicelular; E2 a-c: tricomas tectores
pluricelulares unisseriados; E3 a-c: tricomas glandulares com cabega pluricelular; F. detalhe de por¢do da face
adaxial da epiderme da sépala, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; ese: estrias
epicuticulares; gl: gota lipidica; nu: nucleo; G. detalhe de porgdo da face abaxial da epiderme da sépala, em
vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estdbmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; nu:
nucleo; H. esquema geral da sépala, em secgéo transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; ax: agrupamento
xilematico; ep: epiderme; l. detalhe de porgcdo da sépala, em seccdo transversal; ab: face abaxial; ad: face
adaxial; ax: agrupamento xilematico; bv: bainha vascular; cl: clorénquima; clo: cloroplastidio; cu: cuticula
estriada; ep: epiderme; es: estdmato; gl: gota lipidica; nu: nucleo; x: xilema. As réguas correspondem em A, B,
D-Gela100 um;em C e Ha400 um.
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Figura 1.11 Sambucus australis Cham. & Schltdl. - estruturas microscopicas observadas nas
sépalas e nas pétalas. A. detalhe de tricomas ocorrentes em sépalas. A1.a-b: tricomas tectores pluricelulares;
A2. a-c: tricomas glandulares com cabeca pluricelular; B. detalhe de por¢cdo da face adaxial da epiderme da
pétala, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; nu:
nucleo; C. detalhe de porcdo da face abaxial da epiderme da pétala, em vista frontal; cfe: célula fundamental da
epiderme; es: estdbmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; D. esquema geral da pétala, em seccéo
transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; ep: epiderme; fv: feixe vascular; E. detalhe de porgéo da pétala,
na regido da nervura principal, em secgéo transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; cl: clorénquima; clo:
cloroplastidio; cu: cuticula estriada; ep: epiderme; f: floema; fv: feixe vascular; gl: gota lipidica; pf: parénquima
fundamental; x: xilema; F. detalhe de tricomas ocorrentes em pétalas. F1. tricoma tector pluricelular unisseriado;
F2: a-f: tricomas glandulares com cabeca pluricelular. As réguas correspondem em A —-C, E e F a 100 um; em
D a 800 pm.
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Figura 1.12 Sambucus australis Cham. & Schltdl. - estruturas microscopicas observadas nos
estames e no receptaculo. A. detalhe de porgdo da epiderme do filete, em vista frontal; cfe: célula
fundamental da epiderme; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; nu: nucleo; B. esquema geral do filete,
em secgao transversal; ep: epiderme; ax: agrupamento xilematico; C. detalhe do filete em seccéo transversal;
ax: agrupamento xilematico; cu: cuticula estriada; ep: epiderme; gl: gota lipidica; pf: parénquima fundamental;
D. esquema geral da antera em secgéo transversal; ep: epiderme; fv: feixe vascular; sp: saco polinico; te: teca;
E. esquema geral grédo de pdlen; a: vista polar; b. vista equatorial. F. detalhe de por¢cdo da epiderme de
receptaculo, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica;
G. esquema geral do receptaculo e do ovario, em secgao transversal; er: epiderme do receptaculo; fvo: feixe
vascular do ovério; fvr: feixe vascular do receptaculo; lo: l6culo; ru: rudimento seminal; H. detalhe de porgcéo do
receptaculo e do ovario, em secgdo transversal; cu: cuticula estriada; clo: cloroplastidio; er: epiderme do
receptaculo; fvo: feixe vascular do ovario; fvr: feixe vascular do receptaculo; gl: gota lipidica; nu: ndcleo; paj:
parénquima de células justapostas; pfo: parénquima fundamental do ovario; pfr: parénquima fundamental do
receptaculo; rl: revestimento do loculo; x: xilema. As réguas correspondemem A, C, FeHa 100 pm;em B -D
e G a400 um; em E a 30 um.
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Figura 1.13 Sambucus australis Cham. & Schitdl. - estruturas microscopicas observadas no pedicelo
€ no po. A. detalhe de porgéo da epiderme do pedicelo, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme;
es: estdmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; B. esquema geral do pedicelo em secgéo transversal;
ep: epiderme; co: colénquima; f: floema; fv: feixe vascular; cx: cortex; md: medula; x: xilema; C. detalhe de
porgdo de pedicelo em secgdo transversal; clo: cloroplastidio; co: colénquima; cu: cuticula estriada; ei: espago
intercelular; ep: epiderme; f: floema; fv: feixe vascular; gl: gota lipidica; nu: nicleo; pc: parénquima cortical; pm:
parénquima medular; x: xilema; D. detalhe de tricomas ocorrentes em pedicelos; D1. a-b: tricomas tectores
unicelulares; D2. a-c: tricomas tectores pluricelulares unisseriados; D3. a-c: tricomas glandulares com cabeca
pluricelular; E. representacdes em detalhe do pd. E1. a-f: fragmentos de epiderme; cfe: célula fundamental da
epiderme; es: estdmato; ese: estrias epicuticulares; gl: gota lipidica; gp: grédo de pdlen; nu: nucleo; tt: tricoma
tector; E2. células-guarda isoladas; E3. a-b: porgbes de tricomas tectores; E4. a-b: por¢des de tricomas
glandulares com cabega pluricelular; E5. fragmentos da antera; a. porgao convexa; b. por¢cdo cdncava; gp: grao
de pdlen; E6. fragmento da camada fibrosa de antera; E7. por¢cdo de elemento traqueal com espessamento
helicoidal; E8. grdaos de pdlen; a: isolados; b: agrupados. As réguas correspondem em A, C, D e E (E1 - E4, E6
—E8) a 100 um; em B e E (E5) a 400 um.
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ApoOs as avaliagdes macro e microscopicas, observou-se muita similaridade
entre as espécies. Todas as diferencas macroscopicas encontradas foram
agrupadas e estdo mencionadas na Tabela A1 em Anexo, bem como as diferengas
microscopicas (Tabela A2). A Tabela 1.2 apresenta um resumo das principais
caracteristicas detectadas que podem ser aplicadas no controle de qualidade destas

matérias-primas vegetais inteiras e em po.

Tabela 1.2 Principais diferengcas macro e microscopicas detectadas na analise das flores de

Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schiltdl.

Estruturas Caracteres Sambucus australis Sambucus nigra
MACROSCOPICA
FLORES diametro 7,0a 10,1 mm 3,0a5,0mm
quanto ao sexo funcionalmente unissexuais monoclinas
BRACTEAS proeminéncia apical presente ausente
SEPALAS dentes marginais ausentes presentes
GINECEU numero de lobulos no| o iaiohado trilobado
estigma
. pentacarpelar ou tetracarpelar, | tricarpelar, raro
numero de carpelos e ; .
- raro tricarpelar, pentalocular ou | tetracarpelar, trilocular,
loculos no ovario .
tetralocular, raro trilocular raro tetralocular
MICROSCOPICA
forma das células alongadas. de
BRACTEAS  |fundamentais da | poligonal rongadas,
. diferentes formas
epiderme
classmchagao quanto anfiestomaticas hipoestomaticas
aos estbmatos
idioblastos
Y ausentes raros
cristaliferos
- forma das  células alongadas e possuem forma
SEPALAS fundamentais da | 2°N9 P tabular
. irregular e retangulares
epiderme
paredes das células
fundamentais da | sinuosas em ambas as faces, retilineas a sinuosas
epiderme
idioblatos cristaliferos | ausentes presentes
PETALA |d|_ob|a’stos ausentes presentes
cristaliferos

A necessidade de analises macro e microscopicas para detectar diferencas e
semelhancgas entre plantas de uma mesma espécie sdo evidentes principalmente
tratando-se de espécies como Sambucus nigra e Sambucus australis. A existéncia

de descrigdes e ilustragdes na literatura farmacognédstica e botanica, além da
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presenca das espécies em monografias farmacopéicas, também sao fundamentalis

para a realizacdo de analises corretas.

Pelo pequeno tamanho das flores, foram grandes as dificuldades encontradas
para a obtencao de secg¢des anatdmicas que possibilitassem a visualizagao de todas
as estruturas pretendidas na analise microscépica. Mesmo para a analise
macroscopica, principalmente das flores de Sambucus nigra, para a qual nao foi
possivel a obtencdo de amostras frescas, encontraram-se dificuldades, pois apos

hidratadas, tornavam-se muito frageis e de dificil manuseio.

Observando-se a Tabela A1, em Anexo, referente as diferencas
macroscopicas, notou-se que o tamanho das estruturas em todas as partes das
flores foram distintos. No entanto, em muitas delas, as medidas tém valores
superpostos, ndo permitindo o uso exclusivo destes parametros para o controle de
qualidade. Também ¢é importante ressaltar que, apesar de a literatura consultada
separar as duas espécies estudadas pelo numero de I6culos no ovario (trés para
Sambucus nigra e cinco para Sambucus australis), verificou-se, no presente estudo,
que podem ocorrer quatro I6culos em ambas as espécies, tornando novamente dificil

a identificagao.

Um bom carater de distingdo entre as espécies, detectado neste trabalho, foi
a presenca de dois tamanhos de filetes nas flores de uma mesma amostra,
caracterizando Sambucus australis, ou a presengca de apenas um tamanho de
filetes, caracterizando Sambucus nigra. Apesar desta caracteristica, e do numero de
l6culos no ovario, em geral, as flores das duas espécies sao bastante semelhantes

entre si, macroscopicamente.

Apesar da analise microscépica das flores de Sambucus nigra ter sido
realizada com material seco, foram observadas caracteristicas que possibilitaram a
distincdo das espécies. Entre estas destacam-se: a presenca de idioblastos
cristaliferos nas bracteas, sépalas e pétalas, a presenca de endoderme no pedicelo
em Sambucus nigra (apesar de este ser considerado contaminante), a localizagéo

dos estdbmatos nas bracteas e a forma das paredes das células fundamentais da
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epiderme das sépalas. Nesse contexto, a presencga de profissionais qualificados na

realizacédo destas analises é fundamental e imprescindivel.

As caracteristicas apresentadas demonstram que existe grande possibilidade
da adulteracdo das amostras de Sambucus nigra por Sambucus australis e vice-
versa, pois, na atualidade, sao poucas as industrias produtoras de fitoterapicos que
possuem botanicos ou farmacéuticos especializados no setor de controle de
qualidade da matéria-prima vegetal, antes que seja realizado o seu processamento.

Existe, é claro, a possibilidade de identificacdo de adulterantes através de
analises quimicas. Porém, tratando-se de pequenas industrias ou até mesmo
distribuidoras de material vegetal para reembalagem e comercializagcdo de chas, isto
torna-se complicado. Muitas vezes estas empresas ndo possuem condicdes de
realizar ensaios refinados para o controle de qualidade e, com a presenga de um
profissional habilitado para caracterizar macro ou microscopicamente o material

analisado, este controle de adulteracdes é facilitado.

Foi encontrado um relato que descreve a adulteragdo de amostras de
Sambucus nigra por Sambucus ebulus L., que se caracteriza pelos pedicelos
avermelhados, pétalas rosadas e estames com anteras vermelhas (HERBAL, 2000).
Porém, as Farmacopéias Européia (EUROPEAN, 2002) e Portuguesa
(FARMACOPEIA, 2002) indicam nas monografias de Sambucus nigra ensaios de
analises quimicas com esta outra espécie. Sendo assim, fica dificil determinar a

verdadeira adulteracdao por Sambucus ebulus.

Com a analise do p6 das flores de Sambucus nigra e Sambucus australis foi
possivel a diferenciacdo microscopica. Entre as diferencas identificadas estdao o
tamanho do pdlen e a presenca de pedacos de tecidos da epiderme com os
idioblastos cristaliferos e, macroscopicamente foram observados fragmentos dos
dentes marginais presentes nas sépalas de Sambucus nigra. Estas analises podem

ent&o auxiliar no controle de qualidade do p6 destas matérias-primas vegetais.
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Quanto aos testes histoquimicos realizados para a identificagdo de amido e
lipidios em amostras de flores de Sambucus nigra e Sambucus australis, foram
positivos e muitas vezes auxiliaram na identificacdo destes compostos nas seccdes

anatdmicas elaboradas.
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CAPITULO 2
AVALIACAO QUIMICA QUALI E QUANTITATIVA







2.1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas ocorreram grandes avangos analiticos no ambito de
isolamento e identificacdo de constituintes quimicos das espécies vegetais. Porém,
raramente todos os constituintes presentes nos extratos das plantas podem ser

identificados e caracterizados.

Além de existirem dificuldades de analise, o teor dos constituintes presentes
nas plantas pode variar consideravelmente em funcao de fatores externos, incluindo:
temperatura, umidade, luminosidade, nutrientes do solo, método de coleta,
secagem, transporte, parte da planta usada, entre outros. Cada um desses fatores
pode afetar diretamente a qualidade da matéria-prima vegetal e, consequentemente,
o produto final e a eficacia clinica dos medicamentos fitoterapicos (CALIXTO,
2001a).

A determinacdo dos constituintes quimicos, principalmente do marcador
quimico das espécies vegetais € de extrema importdncia na definicdo dos
parametros necessarios na padronizagdo de metodologias para a avaliagdo da
qualidade da matéria-prima vegetal e de medicamentos fitoterapicos. Segundo a
resolucdo n° 48 (BRASIL, 2004a), marcador € o “componente ou classe de
compostos quimicos (ex: alcaldides, flavondides, acidos graxos, etc.) presente na
matéria-prima vegetal, idealmente o préprio principio ativo, e preferencialmente que

tenha correlagao com o efeito terapéutico”.

Para a analise das matérias-primas vegetais, muitos parametros sao
requeridos e devem ser considerados anteriormente a aplicacdo dos métodos
desenvolvidos para a realizagdo do controle de qualidade e determinacdo do
marcador quimico. Entre os principais fatores estdo a proporcéo de planta : solvente
extrator a ser utilizado, bem como a escolha do solvente ideal, o método de
extragado, calibracdo de material, entre outros. Apds estas definicbes, o método de
anadlise mais adequado deve ser selecionado de acordo com os constituintes

presentes na planta, elegendo preferencialmente aquele que propicie maior rapidez



e simplicidade de analise, e que possibilite quantificacdo precisa dos compostos,

principalmente do marcador.

Atualmente, muitas industrias de fitoterapicos estdo empregando métodos
analiticos como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para avaliacdo do
perfil quimico e determinacdo do marcador para as espécies trabalhadas porém,
quando esta técnica ndo é acessivel parte-se para a quantificagdo de um grupo de
constituintes por metodologias que, na maioria das vezes encontram-se descritas
em compéndios oficiais como, por exemplo, a espectrofotometria na regido do

ultravioleta.

A técnica de CLAE vem sendo selecionada por apresentar uma variedade de
parametros passiveis de modificacdo, pelo operador, para otimizar o procedimento
de separacdo dos constituintes. Entre os principais fatores encontram-se os
solventes que compdem a fase movel, o tamanho e enchimento das colunas, a
presenca de diferentes tipos de detectores, alta rapidez de analise, repetibilidade e
precisdo dos resultados, além da facilidade na manipulacdo do equipamento e a
presenca de softwares modernos que possibilitam analises completas dos

cromatogramas.

Aliados ao desenvolvimento de metodologias analiticas quantitativas
utiizando CLAE estdo os procedimentos de validagdo, onde d&rgéos
regulamentadores como ICH (International Harmonization Conference, 1996),
Farmacopéia Americana (United States Pharmacopoeia Convention; USP, 2005), e
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, BRASIL; 2003) estabelecem
normas para a sua realizagdo, garantindo assim a confiabilidade nos resultados

alcancados.

Podem ser encontrados na literatura um numero significativo de trabalhos que
apresentam métodos de quantificagdo de substancias quimicas em medicamentos
utilizando CLAE que apresentam metodologia de andlise validada (GOREN et al.,
2004; NISHITANI & SAGESAKA, 2004; KOKOLETSI et al., 2005). Por outro lado,

para matérias-primas vegetais ou fitoterapicos, a publicacdo de trabalhos que
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relatam o desenvolvimento e a validacdo de metodologias para a realizagdo do
controle de qualidade estd em ascendéncia. Sendo assim, os parametros de
performance analitica utilizados estdo fundamentados naqueles utilizados para os
medicamentos, segundo ICH (1996), SWARTZ & KRULL (1997), HONG & SHAH
(2000), ANVISA (BRASIL, 2003), SHABIR (2003), RIBANI e colaboradores (2004),

Farmacopéia Americana 28 (USP, 2005) séo eles:

Especificidade / Seletividade — um método instrumental de separagédo que produza
resposta para uma unica substancia de interesse, normalmente um dado elemento,
pode ser chamado de especifico e um método que produza resposta para varios
compostos quimicos com caracteristicas em comum, seletivo. Apesar do termo mais
adequado para a descricdo do parametro seja seletividade, o ICH (1996) e a
Farmacopéia Americana (USP, 2005) consideram especificidade como o termo
correto. Entdo, especificidade traduz-se como a capacidade de medir exata e
especificamente o analito de interesse na presenca de outros componentes que
podem ser esperados na amostra (cada um dos ativos, excipientes, impurezas e
produtos de degradagdo bem como outros compostos de propriedades similares).
Uma das maneiras para avaliagcdo da especificidade para CLAE é utilizando
detectores de arranjo de fotodiodos, que comparam o espectro de absor¢ao de uma
substancia referéncia com a do pico obtido na separacdo da amostra e utiliza-se isto
como indicagado da pureza do composto. Se a especificidade ndo for assegurada, a

linearidade, exatidao e precisao estarao comprometidas.

Linearidade — corresponde a capacidade de um método fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragcdo da substancia em exame dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo que deve possuir, no minimo, cinco concentracoes
no intervalo de 80 — 120%. O comportamento dos resultados obtidos com a analise
deve ser descrito por uma equacdo linear e avaliado por métodos estatisticos
apropriados como, por exemplo, o calculo da regressao pelos métodos dos minimos

quadrados e analise da variancia.
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Exatiddo — indica o percentual de recuperacdo de um composto (substancia
referéncia, marcador) adicionado a uma amostra cuja concentragdo € conhecida.

Para esta analise, devem-se executar no minimo trés niveis de concentragao.

Precisao - é a medida de concordancia entre valores experimentais obtidos que
resultam da aplicacdo repetida do método a amostra homogénea. Usualmente €&
avaliada nos resultados o desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV), que
corresponde ao desvio padrao relativo (DPR). O ICH (1996) e a resolugédo n°. 899

(BRASIL, 2003) concordam que a precisdo pode ser medida em trés niveis:

¢ Repetibilidade: medi¢cdo de precisdo entre ensaios com condi¢gdes analiticas
mantidas. A avaliacdo do resultado ocorre através de medi¢cdes sucessivas
em um curto periodo de tempo de uma mesma amostra, porém em diferentes
preparagcdes, como pela avaliacdo de seis determinagdes a 100% da
concentragdo tedrica da amostra, ou nove determinagcdes em trés niveis de

concentracao.

e Precisdo Intermediaria: expressa a variabilidade em longo prazo de um
processo de determinacdo. Indica o efeito das variagdes dentro de um
laboratério devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou
equipamentos. E a mais representativa variabilidade dos resultados em um
unico laboratério e podem ser monitoradas as variaveis individuais dos

analistas (rotina analitica). Expresso em DP ou DPR (DPR).

e Reprodutibilidade: refere-se a estudos colaborativos entre laboratérios, no

sentido de reproducéo dos resultados da metodologia de analise aplicada.

Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificagao (LQ) — o primeiro pode ser
definido como a menor concentragdo do analito detectado em uma amostra, mas
nao necessariamente quantificada, enquanto que o LQ representa a menor
quantidade do analito em uma amostra que pode ser quantificado com precisao e
exatiddo aceitaveis, ambos sob as condigdes experimentais previamente

estabelecidas. Podem ser calculados com dados obtidos do desvio padrao do
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intercepto e da inclinagdo da curva de calibragdo, previamente construida com o
composto de interesse. Outros meios para determinacdo do LD e LQ s&o aqueles
baseados na avaliagao visual em métodos ndo instrumentais e na relagao sinal-ruido

para procedimentos analiticos que exibem ruido de base.

Robustez — medida da capacidade do método de analise em resistir a pequenas e
deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Para CLAE os parametros
requeridos sdo variagao do pH da fase movel, variacdo da composicdo da fase

movel, diferentes lotes e temperatura das colunas e fluxo da fase movel.

Na validagdo de metodologias analiticas cromatograficas o ICH (1996) e a
Farmacopéia Americana (USP, 2005) reconhecem que nao existe a necessidade de
avaliar todos os parametros de performance analitica. O tipo de método e seu
respectivo uso determinam quais os parametros devem ser investigados (SWARTZ
& KRULL, 1997) entado, € de inteira responsabilidade do analista identifica-los para
que os resultados gerados pela aplicacdo do método sejam de total confiabilidade

quando o seu uso for rotineiro.

Aliado a validagdo de metodologias analiticas para as matérias-primas
vegetais, um requisito importante para garantir a qualidade, seguranca e eficacia da
substancia € o estudo da estabilidade quimica de seus constituintes. Na atualidade,
CLAE ¢é considerado método de escolha para investigar a estabilidade dos
componentes de matérias-primas vegetais e seus possiveis produtos de

degradacgao.

Estabilidade é definida como o tempo durante o qual um produto de origem
sintética ou vegetal permanece integro em termos de identidade quimica,
efetividade, poténcia, inocuidade e pureza. Alguns fatores ambientais podem afetar
a integridade da amostra analisada, como a temperatura, luz e umidade, existindo
também outros fatores relacionados ao proprio produto como pH, excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicao, processo de fabricagao, tipo e
propriedades dos materiais de embalagem (NUDELMAN, 1976; WHO, 1996;
MERCOSUL, 1996; LACHMAN et al., 2001; MINISTERIO, 2003; BRASIL, 2004b;
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MINISTERIO, 2004). Tratando-se de plantas medicinais, se os constituintes com
atividade terapéutica ndo sao conhecidos, um limite de variacdo de 10 % do valor do
ensaio inicial é aceito (EMEA, 1999; LACHMAN et al., 2001; HEIGL & FRANZ, 2003)
e 5% para condigbes aceleradas de estabilidade, segundo a resolugédo n. 398
(BRASIL, 2004b), WHO (1996), Ministério da Saude da Costa Rica (2003) e
Ministério da Saude de Cuba (2004).

A Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1996) e o ICH (2003) descrevem
que o tempo de conservacao de um farmaco deve ser estabelecido levando-se em
consideragao as zonas climaticas em que um produto encontra-se disponivel para a
comercializagdo. Estes 6rgaos definem quatro diferentes zonas climaticas (Tabela
21) que sao, segundo ANVISA (BRASIL, 2004b), espagos ou zonas
geograficamente delimitadas de acordo com os critérios de temperatura e umidade

aplicaveis quando da realizagao de estudos de estabilidade.

Tabela 2.1 Apresentacdo de definicdo das zonas climaticas definidas pela Organizacao
Mundial da Saude (WHO, 1996):

Zona Descrigcao Temperatura Umidade Relativa (U.R.)
Zona l Clima Temperado 21°C £ 2°C 45% + 5%
Zona ll Mediterraneo 25°C £ 2°C 60% + 5%
Zona lll Quente e Seco 30°C £ 2°C 35% + 5%
Zona IV Quente e Umido 30°C + 2°C 70% + 5%

Para os produtos encontrados nas zonas Ill e IV que, se destinados ao
mercado mundial, o estudo da estabilidade deve realizar-se nas condi¢cbes da zona
IV (MERCOSUL, 1996; WHO, 1996), pois precisa-se levar em conta o efeito nocivo
das condic¢des climaticas adversas existentes em certos paises, principalmente nos
casos de exportagdo. O Brasil esta situado na Zona Climatica IV (quente/Umida)
(BRASIL, 2004b).

Orgdos regulamentadores responsaveis pelo estabelecimento de diretrizes
para a realizagdo destes estudos da estabilidade, os classificam em (ICH, 1996;
WHO, 1996; BRASIL, 2004b):
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Estudos da estabilidade a longo prazo - sdo estudos utilizados para determinar, a
longo prazo, as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbiolégicas do
produto, durante e além do prazo de armazenamento. Seus resultados sdo usados
para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e predizer as condicbes de

armazenamento.

Estudos da estabilidade acelerada — s&o realizados para monitorar a aceleracao
da velocidade de degradagéo quimica ou fisica de uma substancia e / ou alteragdes
de caracteristicas da forma farmacéutica, quando sdo empregadas condi¢des
extremas de armazenamento, com o propésito de prever o prazo de validade nas
condigdes normais de armazenamento em sua embalagem primaria definitiva. Os
resultados nem sempre podem prever mudancas fisicas e devem ser sustentados

por estudos de estabilidade a longo prazo.

Os testes para o estudo da estabilidade acelerada devem ser conduzidos,
para a zona |V, nas condi¢gdes de temperatura de 40°C £ 2°C e 75% % 5% de
umidade relativa (U.R.) em 6 meses e como alternativa, também podem ser
utilizados 50°C = 2°C e 90% = 5% em 3 meses (MERCOSUL, 1996; BRASIL,
2004b).

Em alguns casos, dados sobre estabilidade dos compostos farmacologicos
ativos ou marcadores quimicos de materiais vegetais sdo documentados nas suas
respectivas monografias. Pela escassez destes dados, principalmente para material
de origem vegetal, tornam-se indispensaveis estes estudos para obter informagdes
extensivas sobre estabilidade destas substancias (HEIGL & FRANZ, 2003).
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2.2 OBJETIVOS

No que se refere a avaliagdo quimica, os objetivos deste trabalho consistem

em avaliar a matéria-prima vegetal, constituida por flores de Sambucus nigra L. e

Sambucus australis Cham. & Schltdl. quanto aos aspectos:

perda por dessecacéo;

quantidade de materiais estranhos (contaminantes);

teor de cinzas totais;

analise qualitativa da droga por cromatografia em camada delgada e
cromatografia liquida de alta eficiéncia a fim de estabelecer o marcador

quimico para a espécie;

desenvolvimento e validagdo de metodologia de analise quantitativa do

marcador quimico utilizando CLAE;

analise quantitativa por espectrofotometria na regido do ultravioleta
(UV/VIS) com a determinagao do teor de flavondides totais;

avaliacao preliminar da estabilidade;

analise (UV/VIS e CLAE) de diferentes amostras adquiridas
comercialmente, fornecidas pelo laboratério de Farmacognosia desta

Faculdade e/ou amostras coletadas.
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2.3 REVISAO DA LITERATURA

2.3.1 Estudos quimicos em Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. &
Schitdl.

As flores de Sambucus nigra sédo constituidas, especialmente, por flavondides
(> 3,0%) principalmente glicosilados como rutina (1,5% a 3,5%), considerado
majoritario (CHARAUX, 1924; DAVIDECK, 1961; SHOAIB et al., 1972; NEWALL et
al., 2002), hiperosideo, isoquercitrina, quercitrina, astralgina, canferol-7-ramnosideo,
isoramnetina-3-glucosideo e isoramnetina-3-rutinosideo; aparecendo em menor
quantidade as agliconas quercetina e canferol (Tabela 2.2) (ALICE et al., 1990;
LAMAISON et al., 1991; BRITISH, 1992; SEITZ et al., 1992; WAGNER & BLADT,
1996; D’AMELIO, 1999; EVANS, 2002; NEWALL et al, 2002). SEITZ e

colaboradores (1992) identificaram flavanonas como naringina e hesperidina.
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Tabela 2.2 Flavondéides encontrados na constituicdo quimica das flores de Sambucus nigra
L.

Ry
OH
Rs o]
OR,
OH 0

Composto R R; R;
Rutina -OH -ramnoglucose -OH
Isoquercitrina -OH -glucose -OH
Hiperosideo -OH -galactose -OH
Quercitrina -OH -ramnose -OH
Astralgina -H -glucose -OH
Canferol-7-ramnosideo -H -H -ramnose
Isoramnetina-3-glucosideo -OCH3 - glucose -OH
Isoramnetina-3-ramnoglucosideo -OCH3 -ramnoglucose -OH
Quercetina -OH -H -OH
Canferol -H -H -OH

Para flores desta espécie também € descrita a presenca de oleos (0,05% a
0,14%) onde, entre as 80 substancias identificadas estdo, em grande concentracao,
os acidos graxos livres (66%), principalmente os acidos linoleico, linolénico e
palmitico (38%), seguido de 7,2% de alcanos (Cis — Cz¢) (TOULEMONDE &
RICHARD, 1983; BRITISH, 1992; HERBAL, 2000; PDR, 2000; BRUNETON, 2001;
EVANS, 2002; REVIEW, 2002) entre outros componentes como éteres, o6xidos,
cetonas, aldeidos, alcoois e ésteres (TOULEMONDE & RICHARD, 1983; NEWALL
et al., 2002).

Triterpenos como a- e B amirina (1%), ocorrendo como ésteres de acidos

graxos, acidos ursolico e oleandlico (0,85%) e 20 f-hidroxiursélico (BRITISH, 1992;
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ALONSO, 1998; D’AMELIO, 1999; HERBAL, 2000; BRUNETON, 2001; CZYGAN et
al., 2001; EVANS, 2002; NEWALL et al., 2002), lupeol, cicloartenol, 24-
metilenocicloartenol e cicloeucalenol (WILLUHN & RICHTER, 1977) também fazem
parte da composigdo quimica das flores de Sambucus nigra, bem como os esterois
sitosterol, estigmasterol e campesterol (WILLUHN & RICHTER, 1977; HERBAL,
2000; CZYGAN et al.,, 2001; NEWALL et al.,, 2002). Outros compostos fendlicos
como acidos clorogénico (3%), caféico, ferulico e p-cumarico e seus ésteres f3-
glucosilados (BRITISH, 1992; ALONSO, 1998; D’AMELIO, 1999; HERBAL, 2000;
EVANS, 2002; NEWALL et al., 2002), sambunigrina (ALONSO, 1998; EVANS, 2002)
e taninos também sao descritos para a espécie. A presenca de mucilagem, pectina,
agucares, minerais (8 — 9% potassio), plastocinina (proteina) igualmente foi relatada
(ALICE et al., 1990; ROMBI, 1991; BRITISH, 1992; ALONSO, 1998; D’AMELIO,
1999; HERBAL, 2000; EVANS, 2002; NEWALL et al., 2002).

Por outro lado, as flores da espécie Sambucus australis apresentam poucos
estudos quanto a constituicdo quimica, sendo relatados flavondides do tipo 3-O-
monoglicosideo de diidroflavonol, 3,7-O-diglicosideo de flavonol, isoquercitrina,
rutina e quercetina, acidos caféico e clorogénico (ALICE et al.,, 1990). Os dois
primeiros constituintes citados, encontrados em extratos metandlicos, sao
considerados pelos autores como um dos pontos de diferenciagao entre as espécies

Sambucus nigra e Sambucus australis.

Segundo ALICE e colaboradores (1991), em screening realizado com amostra
de Sambucus australis, foi possivel identificar a presenga de flavondides em grande

quantidade, esteradis e triterpenos em menor quantidade e auséncia de taninos.

Parametros farmacognésticos utilizando tintura-mae da espécie nativa e da
espécie européia foram estabelecidos por MACIEL & BRANDAO (1998). Estes
determinaram perda por dessecacéao, cinzas totais, determinacdo da presenca de
taninos, flavonoides e triterpenos utilizando testes reativos e caracterizagdo das
tinturas-mae quanto a densidade, teor alcodlico, pH e residuo seco total. Os valores

obtidos para as duas espécies apresentaram diferengas significativas, observando
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também a presenca de apenas tracos de taninos em Sambucus australis, enquanto

que estes estdo presentes na outra espécie.

2.3.2 Analises cromatograficas e espectrofotométricas

Relatos cientificos de analises cromatograficas e espectroscopicas para os
extratos de flores de Sambucus nigra e Sambucus australis sdo escassos. Em
farmacopéias, como citado anteriormente, sdo encontrados somente métodos de
doseamento utilizando espectroscopia na regido do ultravioleta, visando a
determinagcdo do teor de flavondides totais, calculados como isoquercitrina, em
monografia de Sambucus nigra, porém utilizando a espécie Sambucus ebulus para
as analises quimicas (DAB 10, 1994; EUROPEAN, 2002; FARMACOPEIA, 2002).

No ano de 1992, PIETTA e colaboradores analisaram as espécies Calendula
officinalis L e Sambucus nigra utilizando CLAE e cromatografia capilar eletrocinética
micelar (MECC). Para Sambucus nigra foi possivel realizar a separagdo dos
flavondides glicosilados presentes em extratos hidrometandlicos (rutina,
isoquercitrina, astralgina, entre outros) utilizando 2-propanol:THF:agua (12:4:84)
como fase movel e verificou-se também que a MECC foi uma técnica de analise

complementar a CLAE.

MALES E MEDIC-SARIC (1999) investigaram a constituicdo de extratos
metanolicos das flores de Sambucus nigra por cromatografia em camada delgada
(CCD). Neste estudo foram testados dez diferentes sistemas eluotrépicos a fim de
estabelecer o melhor para analise dos compostos encontrados. Através da
constru¢ao de um dendograma relacionando os sistemas e os tempos de retengao
dos flavondides e acidos fendlicos analisados, os autores selecionaram dois
sistemas como sendo os melhores para separacdo: acetato de etila:metanol:acido
férmico:agua (100:13,5:2,5:10) e acetato de etila:acido férmico:agua (8:1:1). A British
Herbal Pharmacopoeia (BRITISH, 1996) e a Farmacopéia Européia (EUROPEAN,
2002) citam analises de CCD para os extratos das flores de Sambucus ebulus em
monografia de Sambucus nigra, utilizando um sistema cromatografico com acetato

de etila:acido féormico:acido acético glacial:agua (100:11:11:27) e a Farmacopéia
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Portuguesa (2002) utiliza acido formico:agua:metiletilicetona:acetato de etila
(10:10:30:50) para tal analise. WAGNER & BLADT (1996) empregam o mesmo
sistema das Farmacopéias Européia e da Herbaria Britanica, citadas anteriormente,

porém utilizando a espécie Sambucus nigra.

Outras metodologias analiticas também foram encontradas para analise dos
extratos das flores de Sambucus nigra como cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector UV e fotodiodos (CLAE/DAD) (LAMAISON et al., 1992) e eletroforese
capilar (SEITZ et al., 1992). No primeiro método citado, os autores realizaram a
identificacédo de dois glicosideos de isoramnetina utilizando UV e CLAE/DAD em
extrato das flores; e no segundo os autores desenvolveram um método validado de
eletroforese capilar que foi utilizado para a quantificagcdo dos flavondides presentes

na solugao extrativa das flores.

Para a espécie Sambucus australis existe somente um relato onde os autores
verificaram a presencga de compostos polifendlicos em solugdes extrativas das flores,
comparativamente com Sambucus nigra. Nesta descricdo os autores analisaram
amostras das flores extraidas em Soxhlet, com solventes em polaridade crescente,
empregando técnicas de cromatografia em papel e em camada delgada
bidimensional (ALICE et al., 1990).

2.3.3 Estudo da estabilidade

O unico estudo que referenda a avaliagao da estabilidade para Sambucus
nigra foi realizado por HEIGL & FRANZ (2003), utilizando diferentes tipos de
embalagens primarias e granulometrias. O teste empregado foi o de estabilidade de
longa duragdo (~27 meses — 25°C / 60% U.R.) com a planta inteira e pulverizada,
utilizando, para avaliagdo do estudo, a determinacdo do teor de flavondides totais
segundo a Farmacopéia Européia e estudos com CLAE (EUROPEAN, 2002). Foi
constatada uma reducédo no teor de flavondides totais e CLAE acima dos limites
permitidos (10%) apos o periodo de 12 meses. Além disso, esta analise demonstrou
um desenvolvimento ndo-linear no método espectrofotométrico que, segundo os

autores, ocorreu devido a insuficiente reprodutibilidade do método analitico aplicado
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ou devido a problemas de dissolugdo dos flavondides durante o processo de

extracao.

Apo6s analise dos dados encontrados na literatura para ambas espécies,
constatou-se a escassez de estudos relativos a analise do conteudo de flavondides
totais, bem como para identificagcdo do marcador e constituinte maijoritario além do
desenvolvimento de metodologias analiticas validadas. Para a espécie européia,
mesmo com presenga de monografias nas Farmacopéias Alema (DAB 10, 1994),
Portuguesa (FARMACOPEIA, 2002), Européia (EUROPEAN, 2002), Herbaria
Britanica (BRITISH, 1996), entre outras, além de citagdes cientificas, ndo existem
dados referentes ao desenvolvimento de um método de andlise validado utilizando
CLAE e testes de estabilidade acelerada analisando possiveis produtos de

degradacgéo.
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2.4 MATERIAIS E METODOS

2.4.1 Material vegetal

Os materiais vegetais utilizados para a realizacdo das anadlises foram,
principalmente, a amostra numero 26 para Sambucus nigra (Tabela 1.1) e para
Sambucus australis, a amostra numero 10 (ICN n.137497) (Tabela 1.1). A descricao
das demais amostras coletadas, adquiridas no comércio e / ou fornecidas pelo
laboratorio de Farmacognosia desta Faculdade, também analisadas, encontram-se

na Tabela 1.1.

2.4.2 Determinacgao de perda por dessecagao

Para esta analise foram utilizados os métodos gravimétrico e de secagem
com balancga de infravermelho a fim de verificar sua equivaléncia. A comparacao dos
métodos de perda por dessecacdo foi realizada utilizando somente a amostra de
Sambucus nigra devido ao fato de estar em maior quantidade. Como ferramenta de
analise estatistica aplicou-se o teste “t” de Student. Apds a definigdo do método a

ser utilizado, este foi aplicado a totalidade das amostras obtidas.

Método gravimétrico (F.B. 4 ed., 1988)

Para realizacdo deste ensaio, utilizou-se a técnica descrita para a
determinacao de perda por dessecacao presente na Farmacopéia Brasileira 4 ed.
(1988). A analise foi feita em triplicata e os resultados foram expressos em perda de

massa percentual.

Método de secagem em balanca de infravermelho

Pesou-se cerca de 1,0 g do material vegetal seco e pulverizado, em pratos de
aluminio previamente dessecados (105°C / 1 hora). Para este método utilizou-se

uma balanga acoplada ao sistema de secagem por irradiagdo infravermelha
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(termobalanca - Top Ray) com rampa de aquecimento para 105°C, até o peso
permanecer constante no tempo de 10 segundos. A analise foi feita em triplicata e
os resultados foram fornecidos automaticamente pela balanga, em perda de massa

percentual.

2.4.3 Determinagao de materiais estranhos (contaminantes) (F.B. 4 ed., 1988)

Como foi citado no Capitulo 1, segundo as Farmacopéias Alema (DAB 10,
1994), Européia (EUROPEAN, 2002) e Portuguesa (FARMACOPEIA, 2002), os
materiais considerados estranhos em amostras de Sambucus nigra sao os pedicelos
grosseiros e outros elementos estranhos. Também existem limites para a presenca

de amostra de flores com cor alterada, enegrecida.

O ensaio foi realizado com 5 g de trés amostras de cada espécie, tomadas de
acordo com a quantidade disponivel individualmente, utilizando o método de
quarteamento, de acordo com o especificado na Farmacopéia Brasileira 4 ed.

(1988). O resultado foi expresso em percentual de materiais estranhos.

2.4.4 Determinagao de cinzas totais (F.B. 4 ed., 1988)

Este ensaio foi realizado de acordo com as especificacbes da Farmacopéia
Brasileira 4 ed. (1988). Trés amostras de cada espécie foram avaliadas em triplicata
e os resultados foram obtidos calculando-se a porcentagem de residuo em relagao

ao material vegetal seco.

2.4.5 Analise qualitativa

2.4.5.1 Avaliagao do perfil cromatografico utilizando cromatografia em camada

delgada

Na tentativa de reproduzir e / ou desenvolver condigbes cromatograficas
similares aquelas citadas por WAGNER & BLADT (1996), MALES & MEDIC-SARIC
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(1999) e encontradas em Farmacopéias, a analise cromatografica empregada para
verificar a presenca de flavondides nas solugdes extrativas de Sambucus nigra e
Sambucus australis foi feita utilizando-se um sistema de solventes composto por
uma mistura de acetato de etila (NUCLEAR), acido férmico (SYNTH), acido acético
glacial (NUCLEAR) e agua destilada (100:11:11:27).

As amostras foram preparadas pesando-se 0,5 g de flores pulverizadas das
duas espécies e aquecendo-as sob refluxo com 5 ml de metanol (NUCLEAR) por 30
minutos. Estas foram filtradas, concentradas em evaporador rotatério e
ressuspensas com 5 ml de metanol. As amostras foram aplicadas em cromatofolhas
de gel de silica 60 GF4 (MERCK) e submetidas ao sistema proposto. Apds
secagem das placas, as manchas foram observadas sob ldmpada de luz ultravioleta
(254 e 366 nm), fazendo a revelagcdo por aspersdo com anisaldeido sulfurico

seguido de aquecimento a 105°C.

Para serem utilizadas como referéncia, foram preparadas solugdes
metandlicas das substancias rutina, isoquercitrina, quercitrina, hiperosideo e
quercetina de concentragdo aproximada a 0,01% (p/v), submetendo-os as mesmas

condi¢des das amostras.

Os volumes de amostra e de substancia referéncia aplicadas foram

aproximadamente 10 pl.

2.4.5.2 Avaliagao do perfil cromatografico utilizando cromatografia liquida de

alta eficiéncia

Identificacdo dos constituintes e do marcador quimico

Preparo das solucdes extrativas

Inicialmente foram feitas solugbes extrativas a 5% (p/v), com as amostras

pulverizadas (10 e 26) utilizando uma solugao hidroetandlica (etanol:agua; 80:20)
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como extrator. O método extrativo utilizado foi turbdlise com o equipamento Ultra
Turrax (T8 S8N-5G / IKA® WERKE) na velocidade 3, durante 5 minutos. Apds este
procedimento, as solucdes foram filtradas sob vacuo, e seu volume retomado para
10 ml. Uma parte da solucdo foi filtrada com membrana hidrofilica de fluoreto de
polivilideno (PVDF; Millipore; 0,45 um; 13 mm) e diluida até concentragdo de 2,5
mg/ml com uma solucdo de agua ultrapura (MilliQ® / Millipore):acetonitrila (grau
analitico para CLAE / MERCK) (9:1). Procedeu-se a inje¢cao de 10 ul das amostras,

em triplicata, para verificagao dos perfis cromatograficos.

Parametros cromatograficos

Apos diversas tentativas para determinagcdo de um sistema adequado para
realizar a separacao dos principais constituintes e quantificagdo do marcador

quimico, foram definidos os parametros descritos na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Parametros cromatogréaficos para a analise das solu¢des extrativas das espécies
Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schltdl..

Caracteristicas Descrig¢ao

Cromatégrafo Waters Alliance 2695

Detector Fotodiodos Waters PDA 996
Waters UV/VIS 2487

Coluna Symmetry® C18 Waters'

Pré-coluna Lichrospher® Merck?

Sistema de eluicéo Gradiente linear

Fase mével A) ACN® : Agua* : TFA® (5:95:0,01)
B) ACN® : TFA® (100:0,01)

Vazéao 0,7 mli/min

Volume de injegéo 10 ul

200-400 nm (CLAE/DAD)
357 nm (CLAE/UV)

Sensibilidade de deteccao 0,05 AUFS

" Dimensées da coluna / Tamanho de particula: 4,6 x 75 mm /3,5 um

2Dimensdes da pré-coluna / Preenchimento: 10 x 4 mm / Bondapak® Waters C18 (37-55 um)
® ACN — Acetonitrila

* Agua ultrapura

® Acido Trifluoroacético (NUCLEAR)

Comprimento de onda
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A fase movel utilizada para a analise, constituida de solventes com alto grau
de pureza como acetonitrila, agua ultrapura e acido trifluoroacético (TFA), foi filtrada
previamente através de membrana (Millipore; 0,45 um) e desaerada durante 10
minutos em banho de ultra-som. O sistema utilizado foi gradiente linear e encontra-

se descrito na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Sistema em gradiente linear utilizado para desenvolvimento do método de CLAE.

Tempo (minutos) A (%) B (%)
0 90 10
7 70 30
8 0 100
11 0 100
12* 90 10
15* 90 10

* O intervalo de 12 a 15 minutos foi inserido no sistema para ocorrer o restabelecimento das condi¢des iniciais de
analise.

A eluigdo dos constituintes foi monitorada por Software Empower e foi feita
coeluicdo das amostras e de substancias quimicas de referéncia, necessarias para
identificacdo e determinagdo do composto utilizado como marcador quimico, bem
como para inferir a provavel constituicdo flavonoidica das solugdes extrativas. As
substancias de referéncia utilizadas foram rutina, isoquercitrina, quercitrina,
hiperosideo, quercetina e canferol, também responsaveis por algumas atividades

bioldgicas indicadas na literatura.

Para a identificagdo dos compostos também foram realizadas comparacdes
dos espectros de ultravioleta adquiridos pela utilizacdgo do CLAE/DAD e

sobreposi¢ao dos cromatogramas.

Os valores maximos de absor¢ao do pico do marcador quimico identificado
foram observados para a realizagdo das analises de quantificacdo, que se deram em

cromatdgrafo com detector UV/VIS fixo.
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2.4.6 Analise quantitativa

Curva de calibracdo para a substancia quimica de referéncia (SQR)

A construgcdo da curva de calibragdo foi elaborada com a SQR relativa ao
marcador quimico identificado previamente pela analise preliminar dos
cromatogramas obtidos com as solugdes extrativas das plantas elaboradas como
indicado no item 2.4.5.2, utilizando o método cromatografico descrito no mesmo

item.

Foi preparada uma solugdo-mae com a SQR com concentragéo final de 50
ug/ml, e construida uma curva de calibragéo utilizando oito niveis de concentragao.
A faixa linear selecionada foi suficiente para conter os dados necessarios para
posterior quantificacdo das analises das solugdes extrativas provenientes do teste
de estabilidade para ambas espécies. Todas as solug¢des preparadas foram filtradas
com membrana em PVDF (0,45 um) e injetadas em triplicata utilizando os
parametros cromatograficos descritos no item 2.4.5.2. Este experimento foi realizado

em trés dias consecutivos.

Apds a integracao das areas dos picos referentes a SQR, foram calculadas as
médias das injecoes. Estas foram utilizadas para a construcdo de um grafico de area
versus concentracdo das solugdes preparadas com a substancia referéncia,
obtendo-se trés curvas respostas para a SQR. Posteriormente, através do estudo de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados, foi determinada a equagéao da
reta e o coeficiente de regress&o (r?) para cada curva e para a média das trés curvas

verificando sua validade através da analise estatistica de variancia (ANOVA).

Preparo das solucfes extrativas

Apds a definicdo da técnica de analise cromatografica com um extrato
preliminar, foram realizados alguns testes para verificagdo da melhor proporgao
planta:solvente, avaliacao do solvente extrator (proporcao de solvente organico) e da

equivaléncia do método de extracéo (turbodlise / maceragao), utilizando as amostras
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10 e 26, a fim de obter um extrato adequado para a quantificagdo dos constituintes
presentes nas amostras. Todas as solugdes finais preparadas a seguir foram
fitradas com membrana em PVDF (0,45 um), injetadas em triplicata no

cromatégrafo, utilizando o método analitico descrito no item 2.4.5.2.

Para o primeiro aspecto foram pesadas diferentes quantidades do material
vegetal de ambas espécies submetendo-as, em duplicata, a metodologia de

extracdo descrita no item 2.4.5.2 para preparagao das solugdes extrativas.

No que se refere ao segundo aspecto, foram testadas diferentes proporgdes
do solvente extrator etanol:agua (0:100, 20:80, 50:50, 80:20, 100:0), utilizando
ambas espécies com a metodologia empregada (item 2.4.5.2), cabe salientar, o
resultado de quantidade de planta ideal obtido com a analise anterior para

preparacao das solucoes extrativas.

Para verificagcdo do ultimo objetivo foram comparados os métodos de
turboextragao (velocidade 3, durante 5 minutos) e maceragao estatica durante 7 dias
(pesou-se a planta seca e pulverizada, submetendo-a ao solvente, durante o periodo
estabelecido). Foram utilizadas, para a realizagdo do teste, as condigdes pré-
estabelecidas apos a realizagao dos testes para massa e solventes ideais, somente

para a especie Sambucus nigra.

Todos os resultados obtidos com os testes foram observados através da
diferenciacao da integracao das areas do pico selecionado como marcador quimico,
bem como pela comparagao dos teores encontrados para esta substancia, utilizando

a equacao da reta da curva de calibracédo construida com a SQR.

2.4.6.1 Validagao do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para a validagdo do método de analise cromatografica para as solugdes
extrativas das espécies foram utilizados os parametros cromatograficos
estabelecidos no item 2.4.5.2, porém fazendo-se uso do cromatografo Waters
Alliance 2695 com detector UV/VIS Waters 2487. O comprimento de onda
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selecionado para a leitura das amostras foi obtido apdés a definicdo do marcador

quimico.

A elaboracdo das solugcdes extrativas, utilizadas para a realizacdo da
validacdo da metodologia, foi feita de acordo com os resultados finais obtidos com o
item 2.4.6, com concentragdes tedricas finais de 25 mg/ml (SN e SA) e, partindo

destas foram realizadas todas as diluigcdes pertinentes a cada parametro validado.

Parametros para validagao

Os parametros utilizados para a validacdo do método de CLAE foram
fundamentados nas normas estabelecidas pela Conferéncia Internacional de
Harmonizacgao (ICH, 1996), HONG & SHAH (2000), Farmacopéia Americana (USP,
2005) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) resolugéo n.° 899
(BRASIL, 2003), descritos a seguir:

Especificidade

A especificidade foi determinada apds a injecao de diluicdes das amostras de
SN e SA (25 mg/ml), denominadas SNN e SAA (concentracgdes tedricas finais de 2,5
mg/ml), previamente filtradas com membrana em PVDF (0,45 um), em cromatografo
Waters Alliance 2695 com detector de fotodiodos Waters PDA 996, para verificar a

pureza do pico selecionado como marcador quimico, utilizado como referéncia.

Linearidade

Foi construida, para cada amostra das espécies, uma curva de linearidade,
contendo sete niveis de concentracbes em cada uma, contemplando a faixa de 70%
a 130% em relagdo a concentragdo tedrica das amostras diluidas SNN e SAA.
Foram realizadas trés determinagbes para cada ponto das curvas, sendo as

solugdes previamente filtradas com membrana em PVDF (0,45 um).
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O resultado da média das trés determinagdes foi analisado construindo uma
curva de concentragao versus area do pico do marcador quimico, sendo observados
o coeficiente de regressdo (r?), a equacdo da reta, obtida pelo método de minimos

quadrados e realizou-se a analise estatistica de variancia da regressdo (ANOVA).

Exatidao

Foi determinada através do teste de recuperacédo. Foram preparadas diluicdes
a partir de SNN e SAA com concentragdes teodricas finais de 1,25 mg/ml,
denominadas SNN1 e SAA1. Nestas, foram adicionadas aliquotas de uma solugao
de 50 ug/ml preparada com a SQR (item 2.4.6), em trés niveis de concentragao,
obtendo assim extratos fortificados. Concomitantemente foram injetadas as solug¢des
SNN1 e SAA1, sem a presencga da SQR, a fim de obter os dados necessarios para a

realizagédo dos calculos de percentual de recuperacéo.

Todas as solugdes foram preparados em triplicata, previamente filtradas com

membrana em PVDF (0,45 um) e, cada uma, injetada em triplicata.

Os resultados obtidos apds a realizagdo dos testes de recuperagdo foram

submetidos a equacao 2.1 descrita abaixo:

Equacao 2.1 Calculo utilizado para determinagcdo do percentual de recuperagcao do
marcador quimico.

CF _CA)]

R% = [( -100

P

Onde:

Ck = concentragao do marcador quimico no extrato fortificado (ug/ml);

Ca = concentragdo do marcador quimico na solugdo extrativa (SNN e SAA)

(ng/mi);
Cp = concentragao da aliquota da solugao da SQR adicionada (ug/ml).
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Precisao

e Repetibilidade

Para realizacdo deste teste, foram feitas seis determinagbes a 100%
preparando as solucbes SNN e SAA, em triplicata, previamente filtradas com
membrana em PVDF (0,45 um), e injetadas em um mesmo dia. O valor para este
resultado pode ser considerado também como a avaliagdo da precisédo intermediaria
intra-dia onde a meédia e o DP foram calculados, avaliando finalmente o DPR entre

as seis dilui¢des.

e Precisio Intermediaria

Este procedimento foi realizado durante cinco dias consecutivos onde, a cada
dia, foram preparadas trés diluicobes de SNN e SAA. Estas solugdes foram filtradas
com membrana em PVDF (0,45 um) e injetadas em triplicata. Para a obtengao dos
resultados para a precisdo intra-dia (avaliado também com a repetibilidade), a
média, o DP e o DPR para cada dia foram calculados. Para a avaliagdo da precisao
entre-dias, partiu-se dos valores das médias dos resultados para cada dia da
precisdo intra-dia, obteve-se uma média geral e calculou-se o DP, obtendo-se
também o DPR.

Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Estes dados foram obtidos apds a construgdo da curva de calibragao para a
substancia referéncia (item 2.4.6), sendo determinados pelas equagdes 2.2 (ICH,
1996; USP 28, 2005; BRASIL, 2003):
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Equacao 2.2 Calculo para determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e quantificagao
(LQ).

(3,3-9) LQ < (10-S)
| |

LD =

Onde:

S = desvio padrao médio do intercepto;

| = inclinagdo média.
Robustez
As amostras SNN e SAA foram preparadas, filtradas com membrana em
PVDF (0,45 um) e injetadas em triplicata. Os parametros avaliados para constatar a

susceptibilidade do método frente a variacées nas condicbes cromatograficas sobre

a determinacéo quantitativa do marcador quimico foram:

Tabela 2.5 Parametros analiticos modificados para a realizagao do teste de robustez.

Parametros Atual Alterado
Coluna Symmetry® C18 Waters Nova Pak® C18 Waters
Cromatografica (3,5um; 4,6 x 75 mm) (4pm; 3,9 x 150 mm)
Fluxo 0,7 ml/ min. 0,9 ml / min.
Fase movel A) ACN : Agua : TFA A) ACN : Agua : TFA
(5:95:0,01) (10:90:0,01)

2.4.7 Determinagao do teor de flavonodides totais

A técnica descrita a seguir foi utilizada a fim de determinar o teor de
flavondides totais, apds hidrdlise, calculados como quercetina. As amostras foram

preparadas em triplicata, avaliando o DP e o DPR.

Cerca de 0,1 g de cada amostra das flores pulverizadas foram inseridas em
baldo de fundo redondo, juntamente com 0,25 ml de metanamina (MERCK), 0,5 ml
de acido cloridrico concentrado (SYNTH) e 10 ml de acetona P.A. (QUIMEX),
volumetricamente adicionados, e submetidas a refluxo, em banho-maria durante 30

minutos. Apos este periodo as amostras foram filtradas utilizando funil de vidro e
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algodéao, para baldo volumétrico de 25 ml, retornando o algodéao com o residuo,
juntamente com 7 ml de acetona P.A., para o refluxo por mais 10 minutos. Este
ultimo procedimento foi repetido duas vezes. Apds as trés filtracbes para o baldo
volumétrico, o volume de 25 ml foi completado com acetona. Uma aliquota
volumétrica de 10 ml desta solugédo acetdnica, 10 ml de agua destilada e 10 ml de
acetato de etila P.A. (NUCLEAR) foram transferidos para funil de separagao onde foi
retirada a fragdo de organica e reservada. O procedimento foi repetido duas vezes,
porém adicionando-se 6 ml de acetato de etila P.A. para cada extracdo. A fracao
organica total foi transferida para o funil de separagcado onde foram adicionados 15 ml
de agua destilada (repetido por duas vezes), transferindo a fragao de organica final
para um baldo volumétrico de 25 ml, completando o volume com o mesmo solvente,

obtendo-se uma solucgéo final de acetato de etila (SAE).

Andlise por espectrofotometria na regido do ultravioleta

Complexacdo com Cloreto de Aluminio

Transferiu-se, volumetricamente, 10 ml da SAE para um baldo volumétrico de
25 ml, adicionando-se volumetricamente 1 ml de uma solucdo metandlica de cloreto
de aluminio 2% (p/v) e seu volume final completado com uma solugdo metandlica de
acido acético a 5% (v/v), previamente preparados, obtendo-se a SL.
Simultaneamente, foi preparada uma solugdo comparativa (SC), transferindo-se
volumetricamente 10 ml da SAE para um baldo volumétrico de 25 ml, completando o

volume com a solugdo metandlica de acido acético a 5%.

Leitura das Amostras

Decorridos 30 minutos, procedeu-se a leitura, em triplicata, das amostras, em
espectrofotometro  UV/vis Hewlett Packard, modelo 84151A Diode Array
Spectrophotometer, utilizando a SC como branco, no comprimento de onda de 425
nm. O resultado obtido foi relativo ao teor de quercetina (A'*1.m = 500) encontrado,

de acordo com a equacgéo 2.3.
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Equacao 2.3 Calculo para determinagao do teor percentual de quercetina.

A-15625

° =500-m-(00-1)

(%, m/m)

Onde:

A= absorvancia (nm);
m = massa da amostra (g);

t = perda por dessecagao (%).

Analise da solucdo final de acetato de etila (SAE) utilizando CLAE

Transferiu-se 3 ml de cada SAE obtida para tubos de vidro a fim de eliminar o
solvente em evaporador rotatério. Apds este procedimento, os residuos obtidos
foram retomados em 2 ml de acetonitrila e a 0,4 ml foi adicionado 1,8 ml de uma
solugao previamente preparada de agua deionizada ultrapura e acetonitrila (9:1). A
solugdo final obtida foi filtrada com membrana em PVDF (0,45 um) e injetada em

CLAE/DAD (parametros analiticos descritos no item 2.4.5.2).

Esta avaliagdo foi realizada para verificar se ocorreu a hidrodlise total da
amostra analisada apdés o processo de determinacado de flavonodides totais, bem

como os comprimentos de onda dos picos observados.

2.4.8 Estudo preliminar da estabilidade acelerada

Para a realizagcao do estudo da estabilidade acelerada foi utilizada camara
climatica Nova Etica modelo 420LCD, com controle de temperatura e umidade (50°C
+2°C/90% + 5% U.R.) durante um periodo de 90 dias.

Amostras de flores secas e inteiras de Sambucus nigra e Sambucus australis,
inseridas em embalagens de papel de cor pardo, foram inseridas na camara
climatica, em triplicata para cada ponto de analise. Foram determinados 4 pontos

para amostragem, seguindo a legislagdo vigente para a realizagao deste estudo.
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Foram estes: Ponto Zero (ndo sofreu acdo de temperatura e umidade), Ponto 1

(ap6s 30 dias), Ponto 2 (apds 60 dias), Ponto 3 (apds 90 dias).

Além da determinacdo quantitativa do marcador quimico através do método
de CLAE validado, também foi observada a ocorréncia de alteracbes nas

caracteristicas organolépticas.

Tratamento das amostras

As ftriplicatas de cada ponto de analise foram reunidas em um recipiente e
homogeneizadas. Posteriormente, parte da amostra foi pulverizada com moinho de
facas (IKA A11 basic / IKA®-WERKE).

Inicialmente, determinou-se o teor de umidade das amostras, em triplicata,
utilizando a metodologia selecionada apds a realizagédo do item 2.4.2 e o resultado

foi expresso em percentual de perda por dessecagao.

Para quantificagdo do marcador quimico e analise dos cromatogramas, a
amostra pulverizada foi dividida em trés partes, que originaram trés solugdes
extrativas preparadas de acordo com o estabelecido apds a realizagao do item 2.4.6,
com concentragdes finais teodricas de 25 mg/ml (SN e SA). A partir destas, foram
feitas trés diluicbes SNN e SAA para cada amostra (total de 9 solugdes), que foram
fitradas com membrana em PVDF (0,45 um) e injetadas em triplicata utilizando o

método de analise cromatografica validado.

2.4.9 Analises das amostras coletadas, adquiridas no comércio ou fornecidas

pelo laboratério de Farmacognosia (UFRGS)

As 13 amostras de Sambucus nigra adquiridas no comércio local e / ou
fornecidas pelo laboratério de Farmacognosia desta Faculdade e 18 amostras de
Sambucus australis coletadas em diversas localidades (Tabela 1.1) foram
analisadas quanto a perda por dessecacgao, teor de flavondides totais e quanto a
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concentragcdo do marcador quimico presente nas plantas (Espectrofotometria
UV/VIS e CLAE, respectivamente).

Além da verificacdo quantitativa para a espécie Sambucus australis, devido
ao fato de ter sido coletada em diversas localidades, também foram comparadas as
amostras por regiao, visualizando os perfis cromatograficos para identificar possiveis

variagoes, além da avaliagdo ao passar de um ano.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Determinagao da perda por dessecagao

A estabilidade dos constituintes quimicos presentes na matéria-prima vegetal
seca esta relacionada, muitas vezes, com a quantidade de agua presente. Neste
sentido, a acao de bactérias e fungos podem comprometer a conservagao das
plantas secas, bem como enzimas que provocam reagdes de degradagao no interior
da célula vegetal. Entre essas reagdes, destacam-se as oxidagcdes de acidos graxos
insaturados e compostos fendlicos, isomerizacdo de certos tipos de alcaldides e
reacdes de hidrdlise, principalmente em compostos heterosidicos (LIST & SCHMIDT,
1989; FARIAS, 2002). A determinagao do teor de umidade indica a quantidade de
substancias volateis na droga e a umidade residual, servindo para a avaliagdo das

condigbes de estocagem.

Os resultados obtidos com a anadlise gravimétrica e utilizando a balanga de

infravermelho estdo apresentados na Tabela 2.6.

Tabela 2.6 Teor de umidade de amostras de Sambucus nigra L. para diferenciacao das
analises por gravimetria e utilizando balanga de infravermelho.

Método Teor médio (%) + DP DPR (%)
Gravimetria* 11,32 £ 0,22 1,92
Balanca Infravermelho** 10,48 + 0,05 0,43

*n=2 **n=3

ApoOs a analise estatistica dos resultados, verificou-se que, apesar dos valores
apresentados serem muito proximos entre si, a diferenga entre os métodos foi
significativa (tcaic = 27,05; tiap = 3,182), porém isto torna-se irrelevante do ponto de
vista tecnolégico, uma vez que frequentemente o processo de secagem do material

€ desconhecido e a variabilidade intrinseca do material vegetal € grande.

Apos a determinagéo, optou-se pela utilizagdo do método que emprega a

termobalanca, pois apresentaram valores de desvio padrao relativos mais baixos,
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demonstrando a homogeneidade entre os resultados, além da praticidade de

manipulagédo do equipamento.

Com a realizagdo da perda por dessecacao para todas as amostras de
Sambucus nigra e Sambucus australis, em triplicata, verificou-se um teor médio de
umidade para as flores secas da primeira espécie de 11,68% e 10,90% para as
amostras de Sambucus australis. Os resultados obtidos para todas as amostras
estao apresentados na Tabela B1 em Anexo.

Encontra-se estabelecido em Farmacopéias (BRITISH, 1996; EUROPEAN,
2000; WHO, 2001; FARMACORPEIA, 2002) o limite de 10% de perda por dessecacéo
para a espécie Sambucus ebulus, apesar da monografia citada ser para a espécie
Sambucus nigra. Os resultados encontrados para algumas das amostras comerciais
e / ou coletadas, bem como os valores médios, extrapolaram este limite indicado
pelos compéndios, assim como o valor de 11,3% encontrado em um estudo
realizado em 1998, para Sambucus australis (MACIEL & BRANDAO, 1998). Porém,
um relato da OMS (ZHI-CHEN, 1980), citado em diversos estudos (ABOY, 1999;
SENNA, 1999; SILVA, 1999; SOARES, 2002), estabelece uma faixa de variagcéo
para espécies vegetais entre 8 e 14 %, que inclui os valores obtidos com as

amostras.

O fato dos teores apresentarem-se superiores ao limite de 10 % pode ser
relacionado a procedéncia das amostras e época de coleta, bem como as condicdes
de umidade ambiente no dia em que foi realizada a analise. Porém, é valido utilizar o
limite da OMS ja que a capacidade das matérias-primas vegetais em reter umidade

nao € pequena.

2.5.2 Determinagao de materiais estranhos (contaminantes)

A especificacdo encontrada na Farmacopéia Brasileira 4 ed. (1988)
estabelece a utilizacdo de 250 g de inflorescéncias para a realizacdo do
quarteamento. Porém, na monografia de Sambucus nigra encontrada na

Farmacopéia Européia (2002) este valor é reduzido para 10 g.
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Em geral, as monografias de Sambucus nigra encontradas (EUROPEAN,
2002; FARMACOPEIA, 2002) apresentam a especificacdo de, no maximo, 8% de
pedicelos e outros materiais estranhos e, no maximo, 15% da amostra com cor

alterada (enegrecida).

Os resultados médios obtidos foram de 5% para os pedicelos e outros
materiais, e 9% para flores enegrecidas, para a espécie Sambucus nigra. Para a
espécie nativa os resultados foram semelhantes, apresentando 7% de pedicelos e
outros materiais e 11% de flores de cor acastanhada. Entre os materiais estranhos
presentes nas amostras avaliadas foram encontrados fragmentos de folhas, galhos,
flores de outras espécies nao identificadas, e para Sambucus australis encontraram-

se também pequenos aracnideos (acaros).

Com isto, observou-se que os valores obtidos no ensaio encontram-se dentro
da faixa estabelecida pela Farmacopéia Européia (EUROPEAN, 2002) para
Sambucus nigra, sendo valida a aplicacdo destes valores como limite para ambas as

especies.

2.5.3 Determinacgao de cinzas totais

O método de determinagédo de cinzas é feito para verificar a quantidade de
impurezas inorganicas nao-volateis nas amostras e, de acordo com a Farmacopéia
Herbaria Britanica (BRITISH, 1996), Farmacopéia Alema (DAB 10, 1999),
Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2001), Farmacopéia Européia (EUROPEAN,
2002) e Farmacopéia Portuguesa (FARMACOPEIA, 2002), o resultado deve ser de,
no maximo, 10% para Sambucus nigra. A média, o DP e o DPR dos resultados
obtidos para as trés amostras analisadas para cada espécie encontram-se na
Tabela 2.7.
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Tabela 2.7 Teor de cinzas totais para amostras de Sambucus nigra L. e Sambucus australis
Cham. & Schltdl..

Cinzas Totais

A tras*

rmostras Teor médio (%) = DP DPR (%)
Sambucus nigra 8,95+ 0,58 1,96
Sambucus australis 9,39+ 0,23 2,42

* n=3 em ambas amostras.

Observou-se que ambas as espécies apresentaram valores para cinzas totais
dentro do limite estabelecido pelos compéndios, demonstrando boa homogeneidade
entre os resultados. Valores estes que concordam com os encontrados por MACIEL
& BRANDAO (1998), de 8,7% para Sambucus nigra e 9,59% para Sambucus

australis.

2.5.4 Analise qualitativa

Avaliacao do perfil cromatografico utilizando cromatografia em camada delgada

Cromatografia em camada delgada é o método de escolha para analise
qualitativa de plantas antes de serem empregados outros métodos, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (LIANG et al., 2004). Este método € simples e
conveniente para determinar a qualidade e possivel adulteracdo em produtos
fitoterapicos, encontrando-o descrito em varias Farmacopéias para a caracterizacao

da matéria-prima vegetal.

Para a andlise cromatografica, 10 ul da solugdo das amostras preparadas
foram aplicadas na cromatofolha e submetidas ao sistema eluente com acetato de
etila:acido férmico:acido acético glacial:agua (100:11:11:27) juntamente com as
SQR. O sistema selecionado permitiu a identificagdo de manchas muito similares

entre as espécies a olho nu e nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm.

Os valores de Rf obtidos (Tabela 2.8) puderam ser comparados com valores
encontrados na literatura em experimentos realizados com utilizacdo das mesmas

condicdes cromatograficas.
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Tabela 2.8 Valores de Rf obtidos com observagdo das amostras em CCD de Sambucus
nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schlitdl. analisadas e dados da literatura encontrados
para Sambucus nigra L.

SQR Rf Rf Rf
Amostras (WAGNER & BLADT, 1996) (MALES & MEDIC-SARIC, 1999)

Flavonoide N.I. - - 0,35
Rutina 0,49 0,4 0,44
Acido clorogénico 0,53 0,5 0,51
Acido fenélico N.I. - - 0,57
Hiperosideo 0,68 0,6 0,62
Isoquercitrina 0,72 ~0,6 0,67
Quercitrina N.V. ~0,75 -

Acido fenélico N.l. - - 0,67
Acido caféico N.V. - 0,94
Acido ferulico ~0,98 - 0,98
Quercetina fronte fronte -
Canferol fronte fronte -

N.V. — n&o foi possivel visualizagao.
N.I — substancia n&o identificada

Além das manchas identificadas, foram observadas algumas de menor
intensidade ao longo do percurso das amostras. No comprimento de onda de 366
nm, foi identificada uma mancha fluorescente de fraca intensidade com Rf ~ 0,96,
localizada apenas na amostra de Sambucus australis, podendo ser equivalente ao

acido caféico.

Apos a revelacdo da placa com anisaldeido sulfurico, observaram-se
manchas de coloragao violeta correspondentes aos compostos rutina, hiperosideo,
isoquercitrina, quercetina, e uma banda azulada na altura do acido clorogénico, nao

sendo, novamente, percebidas diferencas significativas para as espécies.

Avaliacao do perfil cromatografico utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia e

determinacao do marcador quimico

Identificacdo do marcador quimico

Cromatografia liquida de alta eficiéncia ja era considerada a técnica mais
empregada para separagdo e analise de flavondides em 1989. Neste ano
PIETROGRANDE e colaboradores (1989) consideraram o método rapido e sensivel

para separar as mais complexas misturas fendlicas que ocorressem nas plantas.
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A determinacao do fingerprint das plantas por CLAE tornou-se um método
conveniente para o controle de qualidade e padronizacdo de matérias-primas e
preparagdes vegetais. Para isto, sdo necessarias uma boa separagéo e resolugao
das misturas complexas que constituem as plantas, bem como o controle da pureza
do pico para prevenir sobreposi¢cdes, deteccao de contaminantes e produtos de
degradagao (REHWALD et al., 1994; PETRY, 1999; LIANG et al., 2004).

Durante o desenvolvimento de um sistema cromatografico adequado para a
analise da composigdo quimica das solugbes extrativas de Sambucus nigra e
Sambucus australis, foram testados diversos de sistemas eluentes isocraticos e
gradientes, utilizando agua deionizada, acetonitrila, metanol e acido trifluoroacético
(TFA).

A fase movel e a opgao pelo sistema gradiente linear, descrito no item 2.4.5.2
foi o mais adequado de acordo com a complexidade da matriz, utilizando-se TFA

como auxiliar na resolugao do cromatograma (DONDI et al., 1989).

Os perfis cromatograficos obtidos apds a inje¢cao das solugdes extrativas de
Sambucus nigra e Sambucus australis no cromatdégrafo com o detector de
fotodiodos, bem como os valores dos tempos de retengcdo e os maximos de
absorvancia para os picos selecionados e integrados no comprimento de onda de
357 nm (selecionado apds a integragao do pico majoritario) podem ser observados
nas Figuras 2.1 e 2.2.
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Figura 2.1 Cromatograma de Sambucus nigra L. obtido com o método de preparo de amostra e de andlise cromatografica descrita no item
2.4.5.2, observados no comprimento de onda de 357 nm.
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Figura 2.2 Cromatograma de Sambucus australis Cham. & Schlitdl. obtido com o método de preparo de amostra e de analise cromatografica
descrita no item 2.4.5.2, observados no comprimento de onda de 357 nm.
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Também foi feita sobreposicdo dos cromatogramas para visualizar a
existéncia de algum pico que pudesse diferenciar as amostras analisadas (Figura
2.3)
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Figura 2.3 Sobreposi¢cao dos cromatogramas obtidos por CLAE que mostram os perfis de
Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schltdl.

Verificou-se grande similaridade no perfil cromatografico das espécies. Entre
0s picos visualizados nos dois cromatogramas, estdo indicados os majoritarios (pico
3) e aqueles onde foi possivel realizar a integracao. Apesar de similares, pequenas
diferencas foram identificadas nos tempos de retencdo em torno de 5,0 a 7,0

minutos (picos 5, 6, 7 e 8).

Na Tabela 2.9 encontram-se os valores dos tempos de retengdo e o0s
maximos de absorvancia observados nas Figuras 2.1 e 2.2 para 0s picos

selecionados, apresentados na Figura 2.3.
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Tabela 2.9 Tempos de retencdo e absorvancias obtidas com CLAE/DAD dos picos
observados nos cromatogramas de Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham &

Schitdl..
Tempo de Retengdo (minutos) Absorvancia (nm)
Picos S. nigra S. australis S. nigra S. australis
1 2,601 2,580 220.0/329.0 220.0/329.0
2 - 3,976 - 257.71319.5
3 5,046 5,031 257.71357.7 257.7 1 357.7
4 5,527 5,522 257.7 1 357.7 257.71352.9
5 - 5,846 - 267.2 /3481
6 5,964 - 257.71352.9 -
7 - 6,347 - 267.2 /3481
8 6,567 - 220.0/329.0 -
9 7,011 - 220.0/329.0 -
10 9,525 9,509 257.7 1 365.8 257.7 1 365.8
11 9,750 9,748 286.2/361.6 290.9/365.8

Analisando os dados da Tabela 2.9, bem como os cromatogramas das
Figuras 2.1 e 2.2, observou-se que, apenas trés picos entre os selecionados para as
duas plantas (pico 1, 3 e 10) coincidiram o tempo de retengdo e os valores de
absorvancia do espectro na regiao do ultravioleta. Outros dois picos (4 e 11) foram
equivalentes somente quanto ao tempo de retencédo, apresentando uma pequena

variagao nas bandas conforme pode ser verificado nos espectros de absorcéo.

Substancias de referéncia como rutina, isoquercitrina, quercitrina,
hiperosideo, luteolina, quercetina, canferol e acido clorogénico foram injetadas no
mesmo dia que as amostras e coinjetadas, a fim de realizar a comparagéo dos seus
tempos de retencdo e espectros na regido do ultravioleta, observando o aumento
nas areas dos picos. Os cromatogramas das substancias referéncia estao
apresentados na Figura 2.4. A Tabela 2.10 apresenta os tempos de retengao, bem

como 0s maximos de absorvancia para as substancias de referéncia.
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Figura 2.4 Sobreposicdo dos cromatogramas das substancias de referéncia disponiveis no
laboratorio.

Tabela 2.10 Valores de tempo de retengao e absorvancia para as substancias de referéncia
disponiveis no laboratério, apds analise utilizando CLAE/DAD.

Substancia Tempo de Retencgéo Absorvancia
referéncia (minutos) (nm)

Acido Clorogénico 2,593 220.0/329.0
Rutina 5,032 257.7 1 357.7
Hiperosideo 5,374 257.7 1 357.7
Isoquercitrina 5,470 257.7 1 352.9
Quercitrina 6,433 257.7 1 348 .1
Luteolina 9,376 253.2/ 3481
Quercetina 9,497 257.7/370.6
Canferol 9,817 267.2/365.8

O pico majoritario, observado nos cromatogramas de Sambucus nigra e
Sambucus australis com tempo de retencdo 5,046 e 5,031 minutos,
respectivamente, foi identificado como rutina através da comparagao dos espectros
de ultravioleta visualizados com a utilizacdo do CLAE/DAD, coeluicdo com a
substancia referéncia e sobreposi¢do dos cromatogramas (Figuras 2.5 e 2.6),
confirmando os relatos da literatura que indicavam esta substancia como maijoritaria
para a espécie de Sambucus nigra. O pico 1 também apresentou informagdes que

possibilitaram sua provavel indicagdo como sendo acido clorogénico.
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Figura 2.5 e 2.6 Sobreposi¢des dos cromatogramas obtidos com as solugbes extrativas de
Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schiltdl. com o cromatograma da
substancia referéncia rutina.

Analisando os demais picos encontrados nos cromatogramas nao foi possivel
definir suas estruturas ao compara-los com as referéncias, mesmo realizando
coinjegdes. Na regido de 5,5 a 7,5 minutos pode ser observada a presenga de picos
com absorvancias caracteristicas de flavondides glicosilados e acidos fendlicos para
Sambucus nigra e, para Sambucus australis, apenas picos de flavonoides

glicosilados.

Na regido de 9,0 a 10,0 minutos foram observados dois picos (10 € 11) nos
cromatogramas das solugdes extrativas das duas plantas. Quando foram realizadas
sobreposi¢cdes com quercetina e canferol, bem como na coinjegcédo, estes foram
sobreponiveis e apresentaram-se aumentados para o segundo caso. Porém,
observou-se que os valores de comprimento de onda na regido ultravioleta
visualizados para as amostras apresentaram-se diferenciados dos valores

encontrados para as referéncias.

Com a possibilidade de realizar a varredura de todos os picos encontrados
nos cromatogramas pelo cromatografo CLAE/DAD, utilizando o software adequado,
foi verificou-se que, exceto para os picos 1, 3 (rutina) e 10, todos os outros

apresentaram algum tipo de impureza, encontrando, algumas vezes, nos tempos de
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retencao indicados, os maximos de absorvancia referendados para as SQR. Esta
condicdo permitiu inferir a presenca de hiperosideo, isoquercitrina, quercetina e

canferol.

Através dos resultados destas analises determinou-se que a substancia
quimica de referéncia mais adequada para analise quantitativa para ambas espécies
foi a rutina. O comprimento de onda selecionado para realizacdo das analises
cromatograficas foi 357 nm, além de ser também o ponto em que os cromatogramas

apresentaram um maior numero de picos bem resolvidos.

2.5.5 Analise quantitativa

A metodologia selecionada para a realizagdo das analises quantitativas das
amostras obtidas foi CLAE pela sua grande capacidade de fornecer resultados

rapidos, com precisao, exatidao e alto poder de separacéo para matrizes complexas.
Curva de calibracéo para a substancia quimica de referéncia

Apds a avaliagdo qualitativa das solugdes extrativas e a definicdo de rutina
como marcador quimico para a realizagao das analises quantitativas, trés curvas de
calibragao foram preparadas a partir da solugdo-mae indicada no item 2.4.6.1 (50
ug/ml). As diluigbes propostas apresentaram concentragdes finais de 10; 15; 20; 25;
30; 35; 40; 45 pg/ml.

Encontram-se na Tabela 2.11 os valores da analise de variancia para média
das trés curvas obtidas. O grafico da média das curvas de calibracédo esta
representado na Figura 2.7, bem como o coeficiente de regressao (%) e a equacdo
da reta obtida pelo método dos minimos quadrados. As Tabelas B2, B3 e B4 em
Anexo, apresentam os valores obtidos na elaboracdo de todas as curvas de

calibracao utilizando rutina.
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Figura 2.7 Representagao grafica curva de calibragcido de rutina obtido por CLAE, equagéao
da reta e coeficiente de regressao.

Tabela 2.11 Analise de varidncia (ANOVA) para a curva de calibragao de rutina.

Fontes de variagcao GL sSQ Qv Feaic
Entre 7 1976943957963,48 282420565423,35 4758,42*
A) Regressao 1 1976711485714,3  1976711485714,3 33305*
B) Desvio de Linearidade 6 2324722491 38745374,86 0,653
Dentro 16 949628588,7 59351786,8

Total 23  1977893586552,18

* significativo para p < 0,01

Os valores obtidos com a analise de varidncia demonstraram que existe
regressao linear significativa (p < 0,01) e, que o desvio de linearidade n&o foi
significativo na faixa de concentracao trabalhada. Sendo assim, foi possivel, através
da equacao da reta, a realizagdo da analise quantitativa do teor de rutina nas

amostras de Sambucus nigra e Sambucus australis.

Preparo das solugbes extrativas

Para a obtencao de um extrato cujos constituintes apresentem melhor
resolucdo cromatografica e areas que possibilitem uma analise quantitativa
coerente, foram realizados testes para determinacdo de condigdes otimas de

extragao.
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Os resultados foram calculados utilizando a equacao da reta, obtida com a
construgao da curva de calibragao para rutina (Figura 2.7). A Tabela 2.12 e a Tabela
2.13 apresentam os valores obtidos apds a realizacdo dos ensaios para escolha do
método extrativo utilizado para as analises das amostras e validagdo da metodologia
CLAE.

Tabela 2.12 Ensaios para determinagao das condi¢cbes ideais de extracdo para Sambucus
nigra L. utilizando os parametros: propor¢éo planta:solvente, teor de organico no solvente
extrator e método extrativo.

Teste para avaliagdo de quantidade de planta a ser utilizada*

Amostras Peso (mg) Area (mv.s) Teor de rutina (%)
150 mg 152,4 348686,5 1,03
250 mg** 250,7 670670 1,20
350 mg 351,5 659595 1,18
Testes para avaliacao do solvente (etanol:H,0)*
0:100 253,7 324543 0,57
20 : 80 251,7 482603 0,86
50 : 50 255,1 623793 1,10
80 : 20** 250,7 670670 1,20
100 : 0 250,1 374008,5 0,67
Turboextracdao x Maceragao *
Turboextragao** 250,7 670670 1,20
Maceragao 254,2 654657,5 1,15

*realizado em 3 determinacdes
** condigao selecionada.

Tabela 2.13 Ensaios para determinagao das condicbes ideais de extracdo para Sambucus
australis Cham. & Schitdl. utilizando os paradmetros: proporgao planta:solvente, teor de
organico no solvente extrator e método extrativo.

Teste para avaliagdo de quantidade de planta a ser utilizada*
Amostras Peso (mg) Area (mv.s) Teor de rutina (%)
150 mg 155,8 357055,5 1,03
250 mg** 252,1 737759 1,33
350 mg 352,6 722222,7 1,30
Testes para avaliagdo do solvente (etanol:H,0)*
0:100 251,8 422076 0,75
20 : 80 252,3 514593 0,92
50 : 50 251,7 787467 1,23
80 : 20** 252,1 737759 1,33
100: 0 252,4 357769 0,64

*realizado em 3 determinagdes
** condicao selecionada.

Conforme pode ser verificado nos resultados, a quantidade de planta e o
solvente extrator de escolha foi o mesmo para ambas as espécies. Para a
quantidade ideal de planta pode-se inferir que houve saturagdo dos 5 ml do liquido

extrator utilizados com a quantidade de 250 mg de planta. Em relagdo ao solvente
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extrator, a condigdo selecionada foi a mistura de etanol e agua na proporcao de
80:20 (v/v). Isto provavelmente deveu-se pela solubilidade e polaridade do
constituinte majoritario, ja que os heterosideos sdo geralmente soluveis em agua e
em alcoois diluidos e, especificamente os flavondis pouco soluveis em agua
(ZUANAZZI, 2002). A selecao deste solvente extrator concordou com métodos ja
descritos na literatura (MASCOLO et al., 1987; DAWIDOWICZ et al., 2005).

Quanto ao processo extrativo, comparando os métodos de maceragcdo e
turboextragao, verificou-se que este ultimo foi selecionado por utilizar menor periodo
de tempo com maior eficacia. A turbdlise € um processo em que, ao mesmo tempo
em que promove o contato do solvente com a droga por agitacdo, também causa a
cominuicdo das particulas da amostra, aumentando a superficie de contato,

resultando em melhor extragao dos constituintes em menor tempo.

Assim, foi determinado que as solugdes extrativas das flores pulverizadas
deveriam ser realizadas a partir de 250 mg de material, utilizando como extrator 5 ml
de uma solucgéo hidroetandlica 80% (agua destilada : etanol P.A.; 20:80) e o método
de turbdlise (Ultra Turrax T8 S8N-5G / IKA®-WERKE) na velocidade 3, durante 5
minutos. Apds este procedimento as solugbes foram filtradas a vacuo, o volume
retomado com 10 ml do mesmo solvente utilizado na extracao, a fim de obter uma
concentragédo teodrica final de 25 mg/ml, e armazenadas sob refrigeragdo até o

momento do seu uso.

Este procedimento de preparacdo das solugdes extrativas foi utilizado para
todas as amostras analisadas, bem como para realizar a validagdo do meétodo de
CLAE.

2.5.5.1 Validacao do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para o preparo das solucdes extrativas a serem utilizadas em todo o processo
de validagéo, utilizou-se 0 método determinado com o item 2.5.5.2, que foi 0 mesmo
para as duas plantas, no qual a concentracao tedrica final das amostras foi de 2,5
mg/ml (SN e SA).
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Especificidade

Uma vez que as amostras sdo consideradas matrizes complexas por
possuirem inumeros constituintes, a especificidade do método foi determinada pela
andlise da pureza do pico verificada nos cromatogramas obtidos utilizando o
CLAE/DAD.

Foram obtidas as solucbes SNN e SAA partindo de SN e SA. Estas foram
injetadas utilizando o método definido no item 2.4.5.2. Os cromatogramas estao
apresentados nas Figuras 2.8 e 2.9, sendo observados também os espectros do
pico majoritario na regido do ultravioleta (357 nm) e auséncia de interferentes no

pico em trés regides diferentes.
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Figura 2.8 Cromatograma relativo a pureza do marcador quimico da amostra de Sambucus nigra L..
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De acordo com os resultados encontrados nos cromatogramas, o meétodo
pode ser considerado especifico para a analise de rutina em amostras de Sambucus
nigra e Sambucus australis, isto €, em todas as faixas analisadas o pico majoritario
nao apresentou variagcdo nos maximos de absorvancia indicada no CLAE/DAD,

indicando a auséncia de interferentes.

Linearidade

O estudo de linearidade para cada espécie foi realizado com diluigbes feitas a
partir das SN e SA, atingindo concentragdes tedricas de 1,75; 2,0; 2,25; 2,5; 2,75;

3,0; 3,25 mg/ml, com trés determinag¢des para cada nivel de concentragao.

O valor do coeficiente de regressao bem como a equacgao da reta e o grafico

de linearidade estdo apresentados na Figura 2.10.
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Figura 2.10 Curva de linearidade apresentando as equacdes da reta e os coeficientes de
regressao para as amostras de Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & SchitdI.

A analise de variancia dos resultados do estudo de linearidade para as
amostras de Sambucus nigra e Sambucus australis estdo apresentados nas Tabelas
2.14 e 2.15. A faixa de concentracao frente as areas obtidas demonstra linearidade,

com regressao significativa (p < 0,01), e auséncia de desvios de linearidade, além de
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permitir a verificagcdo da integridade da rutina, isto €, ndo houve interferéncia de

outros constituintes no sinal principal.

Tabela 2.14 Analise de variancia (ANOVA) para os dados de linearidade de Sambucus nigra
L.

Fontes de variagao GL SQ Qam Feaic
Entre 6 333770154916,809 55628359152,9 385,85
A) Regressao 1 333144181082,609 333144181082,609 2310,7*
B) Desvio de Linearidade 5 625973834,2 125194766,8 0,868
Dentro 14 2018398070 144171290,7

Total 20 335788552986,809

* significativo para p < 0,01

Tabela 2.15 Andlise de variancia (ANOVA) para dados de linearidade de Sambucus
australis Cham. & Schitdl.

Fontes de variagao GL sSQ QM Feaic
Entre 6 512823749256,953 85470624874,7 108,78*
A) Regressao 1 511880330545,853 511880330545,853 651,48*
B) Desvio de Linearidade 5 9434187111 188683742,2 0,24
Dentro 14 1,1x 10"

Total 20 523823749256,953

* significativo para p < 0,01.

Exatiddo

Para a realizacdo deste ensaio foi estabelecida uma faixa de concentracéo
especifica para o procedimento empregado, uma vez que os parametros de

precisao, linearidade e especificidade do método ja foram determinados (ICH, 1996).

Com as analises prévias do teor de rutina nas amostras, verificou-se que o as
solugdes extrativas SNN e SAA, de Sambucus nigra e Sambucus australis,
respectivamente, apresentaram teores de, aproximadamente, 25 ug/ml e 30 ug/mli

de rutina.

Foram preparadas as diluicobes SNN1 e SAA1, acrescentando-se aliquotas de

3,5, 3,9 e 4,3 ml para SNN1 (denominadas SN1, SN2 e SN3, respectivamente) e
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3,6, 42 e 4,8 ml para SAA1 (denominadas S1, S2 e S3, respectivamente) da

solugao de rutina preparada no item 2.4.6 (50 ug/ml).

A equacao 2.1 foi utilizada para obtencao dos percentuais de recuperagao da

rutina e os resultados podem ser observados na Tabela 2.16.

Tabela 2.16 Resultados para o parametro de exatiddo para as amostras de Sambucus nigra
L. e Sambucus australis Cham. & Schltdl..

Concentragao de Rutina Teor de Recuperagio

Identificagao Adicionada (ug/ml)* | Recuperada (ng/ml)* (%)

S.nigra S. australis | S. nigra S. australis | S. nigra S. australis | S. nigra S. australis

SN 1 S1 30,0 33,0 29,71 33,84 96,27 99,44

SN 2 S2 32,0 36,0 32,45 36,58 100,41 98,3

SN 3 S3 34,0 39,0 33,75 40,07 97,12 100,5
Teor Médio da Recuperagao (%)| 97,9 99,41

* Médias para a analise de trés amostras com injegdes em friplicata

O método de CLAE mostrou ser exato quanto ao teor de rutina recuperado
exibindo um valor médio de 97,9 % para a espécie Sambucus nigra e 99,41% para

Sambucus australis.

Precisdo

A precisdo do método analitico empregado foi verificada através das analises

de repetibilidade e precisao intermediaria.

A analise da média das seis determinacdes para a repetibilidade estao
apresentadas na Tabela 2.17, bem como os resultados da precisao intra e entre-

dias.

121



Tabela 2.17 Valores experimentais obtidos para o pardmetro de precisdo da metodologia de
CLAE aplicada a solugbes extrativas das amostras de Sambucus nigra L. e Sambucus
australis Cham. & Schitdl.

Teor de rutina (%; m/m) * DP DPR %

S. nigra S. australis S.nigra S.australis
Repetibilidade* 1,16 £ 0,02 1,34 £ 0,02 1,75 1,28
Precisao Intra-dia
Dia 1 1,15+ 0,001 1,34 + 0,0021 0,09 0,15
Dia 2 1,14 £ 0,02 1,31 £ 0,02 1,76 1,24
Dia 3 1,14 £ 0,01 1,32 £ 0,003 1,15 0,21
Dia 4 1,15+ 0,01 1,34 £ 0,003 0,55 0,23
Dia 5 1,15+ 0,01 1,36 + 0,001 0,19 0,07
precteao 1,17 + 0,002 1,34 +0,02 1,28 1,51

* Resultados da média de seis diluigbes, cada uma injetada em ftriplicata.

Para validagao de metodologia de analise de matéria-prima vegetal, mesmo
para produtos fitoterapicos, nao existem limites maximos estabelecidos para
precisdo, entretanto, como possuem matrizes complexas, os valores de coeficiente
de variagdo podem ser maiores do que aqueles permitidos para medicamentos (<
5%) (BRASIL, 2003). Porém, analisando os resultados obtidos percebeu-se que os
valores de DPR obtidos indicaram uma boa precisdo do método de analise
estabelecido para quantificagdo de rutina em amostras de Sambucus nigra e

Sambucus australis.

Adicionalmente a estes resultados obtidos para a precisdo, partindo de trés
pesagens, foram preparadas trés solugdes extrativas SNN e SAA de cada planta
utilizadas para a validacao, filtradas com membrana em PVDF (0,45 um) e injetadas

em ftriplicata no cromatégrafo. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 2.18.

Tabela 2.18 Analise de amostras de Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. &
Schitdl. para verificacdo de precisio e repetibilidade entre as solu¢des extrativas.

Sambucus nigra Massa (mg) Te(t:/:;d;ll;:;ina Ten?g;z 2;:‘;?3 DPR (%)
1 250,7 1,20 £ 0,001

2 251,7 1,17 £ 0,01 1,18 £ 0,013 1,10
3 252,0 1,19 £ 0,02

Sambucus australis

1 2521 1,33+ 0,019

2 251,9 1,33+ 0,018 1,33 £ 0,0035 0,26

3 250,3 1,34 £ 0,013

* média de 3 determinagdes (%; m/m) * desvio padréo.
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Observou-se, apos analise dos resultados, que diferentes pesagens e
preparacao das solugdes extrativas exibem precisédo e repetibilidade nos resultados,

fortalecendo a confiabilidade no método de analise empregado.

Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ) para a substancia utilizada
como referéncia, de acordo com os parametros obtidos com as equacgdes das retas,
foram calculados com a média dos coeficientes de regresséao linear (25050,67) e

com o desvio padrdo médio dos interceptos (3303,95), utilizando a equacgéo 2.2.

Os resultados obtidos foram: LD = 0,44 pg/ml e LQ = 1,32 pg/ml, indicando
que o meétodo cromatografico utilizado apresenta boa sensibilidade com baixos
valores de LD e LQ.

Robustez

Com a finalidade de verificar a suscetibilidade do método a variagdes nos
parametros de fluxo, proporgéo de solvente organico na fase movel e variagao de

tamanho de coluna e enchimento, este ensaio foi realizado.

Os resultados do teor médio de rutina obtidos estdo apresentados na Tabela

2.19, bem como os DP e DPR observados e os tempos de retencao.

Tabela 2.19 Avaliacido do parametro de robustez para solugdes extrativas de Sambucus
nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schitdl..

A Sambucus nigra Sambucus australis
Parametros
T.R** Teor**DP DPR(%)| T.R.** Teor**DP DPR (%)
Coluna =~ 4902 1150015 1,30 | 4983 1320011 0,83
Cromatografica
Fluxo 5.318 1,14+ 0,029 2,54 5.312 1,33 £ 0,02 1,50
Fase Movel 3.600 1,17 £ 0,01 0,85 3.590 1,350,009 0,66

* Calculada em percentual de rutina (m/m).
** Tempo de Retengao
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As modificagdes estabelecidas nao alteraram significativamente os
cromatogramas, observando-se maior variagdo somente no tempo de retengdo do
marcador quimico, permanecendo, os teores de rutina semelhantes aos encontrados
para as analises de precisdao. Assim, afirmou-se que os métodos desenvolvidos sao

capazes de suportar mudancgas bruscas e suaves no método selecionado.

Com o término da avaliagdo de todos os pardmetros propostos para a
validacdo do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia para a quantificagéo
de rutina em solugdes extrativas preparadas utilizando flores de Sambucus nigra e
Sambucus australis, afirma-se que o método foi validado, admitindo confiabilidade

nos resultados obtidos.

2.5.6 Determinacgéao do teor de flavondides totais

O método de determinacédo espectrofotométrica de flavondides totais para a
espécie Sambucus ebulus, em monografia de Sambucus nigra, utilizando hidrdlise
acida é preconizado em cdédigos oficiais como a Farmacopéia Alema (DAB 10,
1992), Farmacopéia Européia (EUROPEAN, 2002) e Farmacopéia Portuguesa
(FARMACOPEIA, 2002).

A hidrélise acida deste método, considerando os compostos flavonoidicos O-
glicosilados (rutina, isoquercitrina, entre outros) presentes nas espécies em estudo,
€ responsavel pelo rompimento da ligagdo C3 — O — glicosideo das estruturas
quimicas citadas, possibilitando a formacdo de hidroxilas fendlicas que sé&o
importantes no processo de complexagao com o agente complexante de escolha,

cloreto de aluminio.

A capacidade destes compostos de formarem complexos e emitirem
fluorescéncia com a solugdo metandlica de cloreto de aluminio é devido a presenga
das hidroxilas fendlicas e da fungdo cetbnica dos flavondides. Este fenbmeno
possibilita a leitura e quantificagdo destas agliconas formadas utilizando
espectrofotometro UV/VIS no comprimento de onda de 425 nm, calculando os
teores, na maioria das vezes, como quercetina (MABRY et al., 1970; SWAIN, 1976).
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Pelo fato deste método de doseamento com hidrélise ser utilizado desde 1960
(CHRIST & MULLER, 1960) e encontrado nas monografias da espécie Sambucus

nigra, optou-se pela sua utilizagéo.

Os teores médios de flavondides totais encontrados nas amostras Sambucus
nigra e Sambucus australis, calculados como quercetina, estdo apresentados na
Tabela 2.20, juntamente com os valores meédios obtidos apds a aplicagdo deste
ensaio nas demais amostras de Sambucus obtidas comercialmente, fornecidas pelo
laboratério e/ou coletadas. Os demais valores médios obtidos para as amostras

estdo apresentados na Tabela B1 em Anexo.

Tabela 2.20 Analise do teor de flavondides totais calculados como quercetina para as
amostras de Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schitdl.

Amostras Massa (9) Teor (%) + DP* DPR (%)
Sambucus nigra 0,1026 1,72 £ 0,03 1,74
Média para 13 amostras* 1,66 £ 0,37 22,50
Sambucus australis 0,1021 2,72 +0,017 0,63
Média para 15 amostras* 2,31 +£0,55 23,70

* Média de trés determinagdes para cada amostra, calculados como quercetina.

O teor médio de flavondides totais encontrado para a totalidade de 28
amostras analisadas de Sambucus nigra (1,66%) e Sambucus australis (2,31%)
apresentou diferencga estatisticamente significativa para p < 0,05 ao aplicar o teste “t”
de Student (tcac = 3,81; tap = 2,056) e, os resultados apresentaram uma variagéo
muito grande dentro das préprias espécies, podendo ser confirmado pela
visualizacdo do desvio padrao relativo apresentado na Tabela 2.19. Este fato pode
estar relacionado com a integridade da amostra, as diferengas edafoclimaticas, o
processo de secagem, entre outros fatores que s&o inerentes ao processo como o
material em questado é de origem vegetal. Porém, o fato do método apresentar varias
etapas até a obtencao do resultado e ndo ser muito especifico para a classe de
flavondides desejada, ocorrendo a complexacédo do cloreto de aluminio com outros
grupos de substancias que contenham a fungéo ceténica e hidroxila fendlicas nas
estruturas que porventura estejam presentes nas solugbes analisadas, também

poderiam contribuir para esta variagao.
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Em compéndios oficiais europeus (EUROPEAN, 2002; FARMACOPEIA,
2002) os valores para flavonoides totais ndao devem ser menores que 0,80 %,
calculados como isoquercitrina. Sendo assim, verificou-se que o valor de
absortividade molar encontrado para tal substancia (A'"1¢m = 500) é igual ao citado
para o calculo do teor de flavonéides como quercetina, diferindo apenas no modo de
expressao dos resultados. Com isso, os valores minimos de flavonoides totais
calculados como quercetina, 0,99% para a espécie Sambucus nigra concordam com
o limite minimo estabelecido para isoquercitrina pelos compéndios europeus (0,8%)
e o valor de 1,46% encontrado para Sambucus australis apresentou-se superior ao

encontrado para a espécie europeia.

Apo6s a determinagao do teor de flavondides totais, verificou-se o sucesso da
hidrélise, realizando injegdes em CLAE/DAD do residuo final de acetato de etila ndo

complexado, para todas as amostras hidrolisadas.

Os cromatogramas obtidos apresentaram dois picos (A e B) na regidao entre
9,4 e 9,8 minutos que, quando comparados com os cromatogramas das amostras
nao hidrolisadas coincidiram com a regidao identificada pela provavel presencga de

agliconas (Figura 2.11).
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Figura 2.11 Sobreposicdo de cromatograma obtido com amostra de Sambucus nao
hidrolisada e hidrolisada, evidenciando a presenga de agliconas de flavondides na primeira
amostra.

Ao realizar a integragao dos picos do cromatograma da amostra hidrolisada,

observou-se que os espectros na regidao do ultravioleta registrados pelo CLAE/DAD
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foram, para o pico A, 257,7 e 370,6 nm e, para o pico B, 267,2 e 365,8 nm, como
pode ser observado na Figura 2.12. Estes valores de absorvancia maxima
concordaram com aqueles obtidos anteriormente para os padroes quercetina e
canferol (Tabela 2.10), respectivamente, confirmando as suas identidades pela
sobreposi¢cao dos cromatogramas obtidos com as substancias referéncia e por
coinjecdo. Neste sentido, inferiu-se que as amostras de Sambucus nigra e
Sambucus australis possuem glicosideos de flavondides derivados de quercetina e

canferol, bem como as proprias agliconas (Figura 2.13).

|

25000 nm 25000 nrm
| 20000 25000
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1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 £.00 7.00 B.00 2.00 10.00 11.00 12.00

Figura 2.12 Cromatograma de amostra de Sambucus hidrolisadas, utilizando o sistema
cromatografico indicado no item 2.4.5.2, onde A apresenta 0 mesmo espectro de absorcao
identificado para a substancia referéncia quercetina e B, para a substancia referéncia
canferol.

= Quercetina — Canferol

= Amostra hidrolisada

Bl

Figura 2.13 Sobreposicdo dos cromatogramas das substancias referéncia quercetina e
canferol e cromatograma da amostra de Sambucus hidrolisada.
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2.5.7 Estudo preliminar da estabilidade acelerada

Testes de estabilidade representam uma parte crucial dos programas de
ensaios para medicamentos porque a instabilidade de um produto modifica trés
requisitos essenciais: qualidade, eficacia e seguranca (BILIA et al., 2001). A industria
farmacéutica reconhece a importancia dos estudos da estabilidade no
desenvolvimento de formas farmacéuticas a fim de assegurar a identidade de um
produto até o momento de seu uso (NUDELMAN, 1976; LACHMAN et al., 2001).

Do ponto de vista tedrico, podem ser desenvolvidos estudos da estabilidade
baseados no conhecimento exato da cinética de degradagéo quimica das moléculas,
que permitem predizer com maior precisdo o processo de deterioragdo de um
produto, assim como estudos baseados no método de Arrhenius, onde € necessario
o emprego de varias temperaturas de estudo (MINISTERIO, 2003).

Os estudos preliminares da estabilidade sao utilizados para determinar quais
os principais fatores, por exemplo, o conteudo de substancia ativa, a toxicidade, a
efetividade e as caracteristicas farmacotécnicas e organolépticas de um produto,
que sao afetados pelos parametros estabelecidos para a realizacdo do teste. Para
efeitos praticos de registro de medicamentos estes estudos acelerados sao aceitos
porque através do uso de temperatura e umidade constantes podem sustentar um
periodo de validade tentativo para a comercializacdo do produto no maximo em 2
anos. Este tipo de estudo é preferido pela industria farmacéutica pela sua
sensibilidade e baixo custo. Porém, ndo deve ser esquecido que, de acordo com o
estabelecido pela resolucdo n°. 398 (BRASIL, 2004b) também devem ser juntamente
apresentados estudos da estabilidade a longo prazo, dependendo da condigéo

escolhida para a realizagao do ensaio da estabilidade acelerada.

Utilizando as condigdes preconizadas pela resolugédo n°. 398 (BRASIL, 2004b)
para estudos da estabilidade acelerada para estabelecimento do prazo de validade
provisorio (50°C + 2°C e 90% * 5% U.R.), foram analisadas as amostras das

espécies Sambucus nigra (amostra 26) e Sambucus australis (amostra 10).
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Todas as amostras submetidas as variagbes de temperatura e umidade
apresentaram modificacdes de coloracdo, passando de amarelo claro a amarelo

escuro e o odor, que era levemente adocicado, acentuou-se.

Os resultados obtidos nas andlises de quantificacdo de rutina nas solugdes
extrativas das amostras submetidas ao teste de estabilidade, utilizando metodologia
validada de CLAE, encontram-se na Tabela 2.21. Cabe salientar que o valor dos
fatores de diluicdo da solucdo extrativa para as amostras da espécie Sambucus
nigra foram 100, bem como para o ponto zero e 1 das solu¢des extrativas das
amostras de Sambucus australis. Porém, para as amostras relativas ao ponto 2 e 3
de Sambucus australis o fator de diluicao foi igual a 50 pelo fato dos valores das
areas obtidas inicialmente ndo se encontrarem na faixa linear obtida com a curva de

linearidade.

Nas Figuras 2.14 e 2.15, estdo apresentadas sobreposicoes dos
cromatogramas obtidos apds a injecdo das solugdes extrativas relativos a cada
ponto da analise, das amostras de Sambucus nigra e Sambucus australis e, na
Figura 2.16, estdo apresentados graficamente os perfis de decaimento dos teores

percentuais de rutina.

Tabela 2.21 Andlise da estabilidade acelerada para as amostras das espécies Sambucus
nigra L. e Sambucus australis Cham & Schltdl..

Sambucus nigra Sambucus australis
Amostras Areas médias* T.R.tDP* DPR (%)* | Areas médias* T.R.tDP* DPR (%)*
PO 665667,37 1,18 £ 0,013 1,10 747987,37 1,33 £0,0035 0,26
P1 595743,78 1,05+0,02 1,90 514890,92 0,95+0,013 1,37
P2 536203,07 0,95+ 0,01 1,05 757906,72** 0,66 + 0,0068 1,03
P3 495554,67 0,88 £ 0,01 1,14 663167,61** 0,57 * 0,01 1,75

T.R. £ DP — Teor de rutina (%, m/m) * desvio padrao.

* Para cada ponto da anadlise foram tomadas trés amostras e feitas trés determinagbes para cada, totalizando 9
determinacgdes.

** Diluigao diferenciada, fator de diluigdo = 50.
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Figura 2.14 Cromatogramas das solug¢des extrativas de Sambucus nigra L. submetidas a
analise da estabilidade acelerada (50°C + 90%).
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Figura 2.15 Cromatogramas das solugbes extrativas de Sambucus australis Cham. &
Schltdl submetidas a analise da estabilidade acelerada (50°C + 90%).
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Figura 2.16 Perfil da redugdo do teor percentual de rutina obtido a partir das analises
cromatograficas das solugdes extrativas obtidas de Sambucus nigra L. e Sambucus australis
Cham. & Schitdl..
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 2.21 e visualizando as
Figuras 2.14, 2.15 e 2.16, percebeu-se um decaimento dos valores para o teor de

rutina em ambas amostras.

Resolveu-se entdo determinar a ordem das reag6es de degradacgao utilizando
os valores obtidos com os coeficientes de correlacdo calculados através da
regressao linear dos dados observados (Tabela 2.22 e 2.23) apds a analise das

amostras.

Reacao de ordem zero — a velocidade da reagao é independente da concentragao

dos reativos, o fator limitante ndo € a concentracgao.

Reacgao de primeira ordem — a velocidade de reagéo € proporcional a concentragao

de um de seus reativos.

Reacao de segunda ordem - a velocidade de reagdo é proporcional a

concentragao dos reativos ou a segunda poténcia de um deles.

Tabela 2.22 Valores experimentais dos teores de rutina obtidos no estudo da estabilidade
acelerada com as amostras de Sambucus nigra L., através do método proposto de
cromatografia a liquido de alta eficiéncia, considerando-se as diferentes ordens de reagao.

Reacao de ordem zero

;I'de}r;sr;o Teor(t;)n)'l“l)'ytina Reagao dfogricr:?z?*ira ordem Reagao desgg%g*nda ordem
0 1,184 0,0733 0,8447
30 1,053 0,0229 0,9488
60 0,948 -0,0234 1,0554
90 0,877 -0,0566 1,1393

* Média de todas as determinagdes feitas com a triplicata das amostras (9 determinagdes).

(1) coeficiente de correlagao (r) = -0,9917
(2) coeficiente de correlagao (r) = -0,9958

(3) coeficiente de correlagdo (r) = 0,9810
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Tabela 2.23 Valores experimentais dos teores de rutina obtidos no estudo da estabilidade
acelerada com as amostras de Sambucus australis Cham. & Schlitdl., através do método
proposto de cromatografia a liquido de alta eficiéncia, considerando-se as diferentes ordens
de reacgao.

Reacéao de ordem zero

'(I';r:sp;o Teor&)r;iﬁgytina Reacao dtlaogri(.;r(lz%ira ordem Reagédo desgg(g:)yda ordem
0 1,334 0,125 0,750
30 0,935 -0,029 1,070
60 0,657 -0,182 1,522
90 0,575 -0,241 1,741

* Média de todas as determinacgbes feitas com a triplicata das amostras (9 determinagdes).

(1) coeficiente de correlagao (r) = -0,9634
(2) coeficiente de correlagao (r) = -0,9829

(3) coeficiente de correlagao (r) = -0,9923

De acordo com os resultados apresentados para os coeficientes de
correlagdo observou-se que a cinética da reagao de degradacédo encontrada para a
espécie Sambucus nigra foi de primeira ordem, por outro lado, para a espécie nativa
a reagcao foi de segunda ordem. Os graficos obtidos com os valores que

determinaram a cinética das reagdes estdo apresentados nas Figuras 2.17 e 2.18.
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Figura 2.17 Representacgdo grafica da curva de degradacao, com reacao de primeira ordem
para a amostra Sambucus nigra L.
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Figura 2.18 Representacao grafica da curva de degradagéo, com reagao de segunda ordem
para a amostra Sambucus australis Cham. & Schitdl.

Com os valores das Tabelas 2.22 e 2.23 também foi possivel determinar a

constante da velocidade de degradacao (k) e o tempo de vida util (tgo, = tempo em

que a concentragao da droga é 90% do valor inicial) através das equacgdes 2.4:

Equacao 2.4 Equacbes de primeira e de segunda ordem utilizadas para o calculo da
velocidade de degradacao (k) e tempo que a substancia leva para reduzir a 10% em
concentragao, relativo a sua concentracao inicial (NUDELMAN, 1976):

Primeira ordem

k=1_|ng9 tooe,= 0,106
t C Kk

Segunda ordem

toow= 1
9% C,

Onde:

C, = Concentracao inicial da substancia ativa;

C = Concentragao da substancia ativa no tempo “t”;

k = Constante da velocidade de reacao;

t = Tempo, em dias.

A constante da velocidade de degradacdo encontrada para a reacédo de

primeira ordem nas andlises de Sambucus nigra foi de 0,0033 dias™ e o tempo para
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que o marcador reduza 10% de sua concentragao inicial € de aproximadamente 32
dias para 50°C e 90 % U.R.. Para a reagao de segunda ordem determinada apds as
analises de Sambucus australis, os valores encontrados para k foram 0,0109 dias™ e

o tgoy, € aproximadamente 8 dias nas condi¢des indicadas.

Segundo NUDELMAN (1976) é necessario que, para avaliacdo da cinética da
reagao, a degradacao deve estar em estagio avancado de, no minimo 50%, pois os
valores obtidos para a velocidade de reagdo podem ser pouco precisos e geralmente
maiores que o valor real. Valores de degradagao acima de 20% ja podem predizer a

real ordem cinética.

Quando calculados os percentuais médios de degradacéo do teor de rutina,
evidenciaram-se reducdes superiores a 10% e 28% para Sambucus nigra e
Sambucus australis, respectivamente, nas analises feitas apds os primeiros 30 dias,
aumentando o valor da degradagao para as demais amostras analisadas, atingindo

até 27% e 57%, apoés os 90 dias do estudo.

Conforme descrito acima e baseado nos resultados obtidos para Sambucus
nigra, onde a reducdo do teor de rutina inicial foi inferior ao minimo indicado,
resolveu-se eliminar os dados referentes ao ponto 1 de analise para verificar se
houve mudancga na ordem da reagao, passando para um valor de degradacgao inicial

de aproximadamente 20%.

Os coeficientes de correlagdo obtidos para os novos graficos de ordem zero,
primeira e segunda ordem foram -0,9941, -0,9964 e 0,9985, respectivamente. Com
isso percebeu-se uma modificagcdo na ordem de reacdo para a degradacdo de
rutina, sendo agora, de segunda ordem, mais fidedigna, segundo a teoria de
NUDELMAN (1976). O novo grafico e o coeficiente de correlacdo obtido estdo

apresentados na Figura 2.19.
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Figura 2.19 Representacao grafica da curva de degradacéo, com reacao de segunda ordem
para a amostra Sambucus nigra L.

Foram calculados também a constante de degradacao (k) e o tgoy para esta
nova cinética de degradacao. Os valores encontrados foram de 0,0032 dias "' para o

valor de k e para o tgoy, aproximadamente 30 dias.

Ao serem analisados todos os picos passiveis de integracdo dos
cromatogramas obtidos com as solugdes extrativas provenientes das amostras do
estudo de estabilidade para Sambucus nigra, foi feita a média das triplicatas
analisadas, plotando em grafico estes valores (Figura 2.20). Foi possivel realizar o
agrupamento dos picos por classes de compostos de acordo com a observagao das
absorvancias na regiao do ultravioleta apresentadas, registradas em CLAE/DAD, e

pela comparacdo com os valores dos padrdes encontrados na Tabela 2.10.

Os picos indicados como 1 podem pertencer a classe dos acidos fendlicos
(possivelmente acido clorogénico e / ou acido caféico, entre outros), como 2 os
glicosideos de flavondides (possivelmente hiperosideo e isoquercitrina) € no grupo 3

provavelmente os flavonodides aglicosilados (quercetina e canferol).

Analisando dados de area utilizados na construgéo da Figura 2.10, observou-
se que 2 dos 3 picos, do grupo 2, apresentaram seus valores de area média
aumentados apos os primeiros 30 dias na camara climatica, seguidos do decaimento

destes valores com o passar dos dias. Também foram visualizados nesta figura, dois
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picos pertencentes ao grupo 1 (6,9 e 7,7 minutos) que surgiram no primeiro ponto de

analise e um sensivel aumento no primeiro pico do grupo 3.

Areas (mv.s)
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600000 - Rutina
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300000 | 1
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200000 | 3
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100000 - r m |_| A —A A
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2,585 5115 5,602 5956 6,655 6,984 7,749 9,525 9,750

Tempo de retengdo (min.)

Figura 2.20 Andlise da area dos principais picos encontrados nos cromatogramas de
Sambucus nigra L. obtidos com a analise das amostras provenientes do estudo de
estabilidade.

Com a mesma analise realizada para os picos presentes no cromatograma de

Sambucus australis (Figura 2.21) observou-se, a formagdo de 4 grupos de

compostos:

1, acidos fendlicos, 2 glicosideos de flavondide (sem possiveis

indicagdes), 3 glicosideos de flavondides (possivelmente hiperosideo, isoquercitrina

e derivado de canferol) e 4 flavondides aglicosilados (quercetina e canferol).

Areas
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Figura 2.21 Analise da area dos principais picos encontrados nos cromatogramas de
Sambucus australis Cham. & Schitdl. obtidos com a analise das amostras provenientes do
estudo de estabilidade.
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Observou-se, visualizando a Figura 2.21, que o pico do grupo 2 desapareceu
apods 30 dias de permanéncia das amostras na camara climatica. Para um dos picos
do grupo 1 (2,6 minutos) e dois picos do grupo 3 (5,8 e 6,4 minutos) percebeu-se
uma gradual diminuicdo nos valores das areas integradas nas analises
cromatograficas feitas em todos os pontos. Os picos contidos no grupo 4 e um dos
picos do grupo 3 (5,586 minutos) apresentaram gradativo aumento no valor das
areas nas analises referentes ao ponto 1 (ap6s 30 dias) e ponto 2 (apds 60 dias),
seguido de uma diminuigdo quando avaliados apds decorridos os 90 dias de estudo.
E, finalmente o pico do grupo 1, em 6,8 minutos, ndo pode ser mais visualizado nas

analises referentes aos 60 e 90 dias.

Realizando avaliagdo global dos resultados, verificou-se para ambas as
amostras que houveram maiores degradacgdes dos compostos do que o surgimento
ou aumento de outros constituintes, principalmente para a rutina, indicando a
possibilidade de pequena, mas nao total hidrélise dos glicosideos de flavondides em

suas agliconas.

2.5.8 Anadlise das amostras coletadas, comerciais ou fornecidas pelo

Laboratério de Farmacognosia (UFRGS).

Os resultados do teor de flavondides totais obtidos para as 13 amostras de
Sambucus nigra adquiridas no comércio e / ou fornecidas pelo laboratério de
Farmacognosia desta Faculdade e 15 das 18 amostras de Sambucus australis
coletadas em diferentes localidades encontram-se apresentados resumidamente na
Tabela 2.20, constatando-se diferenga estatisticamente significativa entre as médias

dos resultados quando aplicado o teste “t” de Student.

Todos os resultados dos teores de quercetina obtidos, bem como os
resultados das anadlises cromatograficas para quantificagdo do teor de rutina

encontram-se em Anexo (Tabela B1).

A Tabela 2.24 apresenta as médias para os teores de rutina encontrados nas

31 amostras analisadas através de CLAE.
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Tabela 2.24 Teores médios de rutina encontrados nas amostras comerciais e/ou fornecidas
pelo laboratdrio, de Sambucus nigra L. e nas amostras coletadas de Sambucus australis
Cham. & Schltdl..

Amostras Teor de rutina (%;m/m) * DP* DPR (%)
Sambucus nigra 1,03+ 0,28 27,0
Sambucus australis 1,20 £ 0,43 35,0

*Para cada ponto da analise foram tomadas trés amostras e feitas trés determinagdes.

Observando os resultados verificou-se que as amostras de Sambucus nigra
apresentaram valores percentuais de rutina de 0,68 a 1,64%, enquanto que para a
outra espécie foram de 0,63 a 2,18%. Para os teores de quercetina encontrados com
as analises de flavonoides totais foram obtidos os valores de 0,99 a 1,95% para a
primeira espécie e de 1,46 a 3,30% para Sambucus australis. Sendo assim, cabe
ressaltar que nestas anadlises realizadas a espécie nativa apresentou conteudo
flavonoidico superior a espécie de origem bastante comercializada e estudada.
Porém, realizando a analise estatistica do teste “t” de Student para os teores médios
de rutina (t.ac=1,126; tap= 2,045), observou-se que nao existe diferenga significativa
(p < 0,05).

Ao serem estabelecidos os limites minimos de rutina e quercetina para utiliza-
los no controle de qualidade destas matérias-primas vegetais, percebeu-se a
existéncia de grande similaridade para os valores minimos de rutina encontrados.
Também verificou-se que o valor maximo desta substéncia em Sambucus nigra
encontrou-se dentro da faixa verificada para a outra espécie, dificultando a
diferenciacdo das mesmas. Desta forma, na analise espectrofotométrica calculada
como quercetina, quando os valores para Sambucus nigra ultrapassam 1,5%, estes

ja coincidem com o valor minimo encontrado para Sambucus australis.

Ao analisar a data de aquisicdo das amostras de Sambucus nigra, observou-
se a existéncia de amostras adquiridas no ano de 2001 até o ano de 2004. Os teores
de quercetina encontrados com a analise de flavondides totais ndo apresentaram
variagbes significativas, bem como nas analises do teor de rutina e os perfis
cromatograficos visualizados apresentaram grande similaridade (Figura 2.22). Com
isso percebeu-se a estabilidade relativa destas amostras em um periodo de 3 anos

estocadas em condi¢cdes nao controladas.
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Figura 2.22 Cromatogramas das solugdes extrativas das amostras de Sambucus nigra L.
adquiridas nos anos de 2001 até 2004.

Para algumas amostras de Sambucus australis (amostras 10 a 15 / Tabela B1
em Anexo) foi possivel realizar a coleta das flores de um mesmo individuo nos anos
de 2003 e 2004. Apos as analises espectrofotométricas e cromatograficas,
observou-se que houve uma variagao no teor de quercetina (amostras 10 a 15) e no
teor de rutina (amostras 14 e 15) e grande similaridade nos perfis cromatograficos
(Figura 2.23), certificando-se que um mesmo individuo pode apresentar variagdo nos
valores dos constituintes encontrados ao ser coletado em anos diferentes, mesmo

na mesma época, uma vez que tratam-se de flores.
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Figura 2.23 Cromatogramas das solugbes extrativas das amostras de Sambucus australis
Cham. & Schitdl. adquiridas nos anos de 2003 e 2004.

A fim de realizar comparagdes edafoclimaticas, a espécie Sambucus australis
foi coletada em diferentes localidades como Porto Alegre, Viamao, Caxias do Sul
(Cidade e Interior), Veranopolis, Santa Maria no estado do Rio Grande do Sul e

Praia da Guarda do Embau, Municipio de Palhoga no estado de Santa Catarina.

Em Anexo, estdo apresentados todos os cromatogramas das amostras
analisadas através de CLAE, nas Figuras B1 até Figura B31. A analise dos
resultados foi feita inicialmente por localidades e posteriormente entre as

localidades.

Regiao 1 - Viamédo e Porto Alegre — observaram-se 5 picos principais nos
cromatogramas, bem como a regido equivalente as agliconas, apresentando muita
semelhanca entre si. E importante salientar a presenga de um pico com tempo de
retengdo em torno de 6,0 minutos que, no cromatograma da Figura B3, apresenta-se

com area maior do que a substancia selecionada como marcador quimico.

Regido 2 — Caxias do Sul (Cidade e Interior) — na maioria das amostras coletadas,
foram observados 5 picos principais e a regiao referente as agliconas, algumas
muito semelhantes entre si. Em todas elas o pico majoritario foi a rutina e os picos
seguintes variaram no sentido quantitativo, ndo significativamente. Nao foi possivel

determinar um padréo que diferenciasse as duas localidades.
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Regiao 3 — Verandpolis — os cromatogramas apresentaram 7 picos passiveis de

integragéo, sendo rutina o majoritario.

Regido 4 — Santa Maria — as duas amostras apresentaram diferengas quantitativas

entre si, nos picos subsequentes ao majoritario.

Regido 5 — Praia da Guarda do Embau — observou-se 7 picos principais, com rutina
como marcador e uma quantidade significante do pico visualizado em torno de 10

minutos.

A Figura 2.24 apresenta os cromatogramas referentes as cinco regides

indicadas.
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Figura 2.24 Cromatogramas referentes a amostras de Sambucus australis Cham. & Schltdl.
coletadas nas localidades de Verandpolis, Porto Alegre, Caxias do Sul, Santa Maria e Praia
da Guarda do Embau (SC).
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Percebeu-se que ndo existem diferengas qualitativas relevantes, e sim
algumas quantitativas nas amostras das diferentes localidades, uma vez que,

somente em uma delas (Porto Alegre), o pico majoritario ndo foi a rutina.

O cromatograma obtido para a amostra representante da regidao 3
assemelhou-se muito aos perfis observados para os cromatogramas da regiao 2.
Para a regidao de Santa Maria um dos cromatogramas (Amostra16) apresentou perfil
semelhante as amostras da regidao 1 e o outro (Amostra 17), semelhante as
amostras da regido 2. Finalmente, para a amostra obtida em Santa Catarina o perfil

cromatografico foi analogo aos apresentados na regido 1.

Estas pequenas diferengas observadas provavelmente relacionaram-se com
as condig¢des climaticas gerais e o tipo de solo de cada regido, como Caxias do Sul e
Verandpolis que estdo localizadas na regido serrana, Porto Alegre, Viaméo e a Praia

da Guarda do Embau, ao nivel do mar e Santa Maria na regiao central do Estado.

Apds a anadlise botanica (Capitulo 1) foi possivel observar uma diferenga
dentro da espécie nativa, relativa ao tipo de estames presentes nas flores,
caracterizando-as como estaminadas e pistiladas. Ao realizar a analise dos perfis
cromatograficos (Figura 2.25) observou-se diferencas quantitativas visuais, porém
na amostra considerada estaminada houve a ocorréncia de um pequeno pico no
tempo de retengédo proximo a 4 minutos que nao foi observado no cromatograma

obtido para a amostra que apresentou a outra caracteristica.

142



=]
=]
1]
1

=]
=]
=

=]
Q
4]
1

S. australis - Estaminada

-

A
o
2
1

S. australis - Pistilada

o
o
I

ooz

i
=
o
i
e
o
o
=
o
5
o
o
3
)
o
N

Figura 2.25 Sobreposicdo de cromatogramas referentes a diferenca relativa ao
comprimento dos estames encontrados em Sambucus australis Cham. & Schitdl.. A seta
indica uma pequena diferencga entre os cromatogramas.

Pode-se inferir, entdo, que a constituicdo quimica da matéria-prima vegetal
pode variar devido a fatores genéticos, clima, qualidade do solo, coleta, origem,
processo de secagem e outros fatores externos e internos. Esses apontamentos
demonstram que a padronizagdo ndo € somente necessaria para operacoes
tecnolégicas como também deve-se garantir uma composi¢cao quimica constante em
parametros anteriores a essas operagdes, assegurando confianga e repetibilidade
para investigagdes clinicas e farmacolégicas (CAPASSO et al.,2000; LIANG et al.,
2004).
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CAPITULO 3
AVALIACAO BIOLOGICA
ATIVIDADES ANTIINFLAMATORIA E ANTIOXIDANTE







3.1 INTRODUGCAO

Terapias medicamentosas convencionais estdo sendo cada vez mais
substituidas, pela populacdo mundial, por outras que utilizem fitoterapicos ou
preparados vegetais capazes de fornecer os mesmos efeitos benéficos, porém

minimizando assim os indesejaveis efeitos colaterais.

O uso de plantas como medicamento esta fundamentado em estudos
etnofarmacoldgicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular
sobre as propriedades farmacologicas (antiinflamatéria, analgésica,
antiespasmaddica, antitérmica, laxativas, entre outras) de certas drogas vegetais,

indicam o potencial para o desenvolvimento de novos fitoterapicos.

As atividades biologicas sugeridas pela populagdo para espécies vegetais
estdo sendo constantemente comprovadas através de estudos cientificos.
Pesquisadores apontam alguns grupos de substancias quimicas, presentes nas
plantas examinadas, como responsaveis por tais atribuicdes. Entre os principais
grupos quimicos destacam-se os flavondides que apresentam grande variedade de
efeitos farmacoldgicos, incluindo acédo anticarcinogénica e antiproliferativa
(HOLLMAN et al.,, 1996; PELZER et al., 1998), antibacteriana, antiviral,
vasodilatadora, antialergénica, analgésica (PELZER et al., 1998; WANG et al, 1998;
HARBORNE & WILLIAMS, 2000; LOPEZ et al., 2001), citotdxica, antilhipertensiva e
hipolipidémica (PELZER et al., 1998).

Além destas atividades relatadas para os flavondides, encontram-se também
as propriedades antiinflamatéria e antioxidante, que vém sendo exaustivamente
estudadas na ultima década (TOURNAIRE et al., 1993; FORMICA & REGELSON,
1995; RICE-EVANS et al., 1996; YOKOSAWA et al., 1997; PELZER et al., 1998; Di
CARLO et al.,, 1999; HARBORNE & WILLIAMS, 2000; NIJVELDT et al., 2001;
SUYENAGA, 2002; AMIC et al., 2003; TSIMOGIANNIS & OREOUPOULOU, 2004).

Em relacdo ao efeito antiinflamatério produzido por estes compostos,

encontram-se relatos na literatura indicando seu mecanismo de acdo, onde os



flavondides podem interferir nas rotas das enzimas ciclo-oxigenase e / ou a 5-
lipoxigenase do metabolismo do acido araquidénico (HARBORNE & WILLIAMS,
2000), aumentando a permeabilidade capilar, inibindo a exudacdo protéica e

migracao de leucdcitos (PELZER et al., 1998), entre outros.

Por outro lado os flavondides podem também agir como quelantes do radical
oxigénio ('O,) e seqliestradores de varias espécies de radicais, como o &nion
superoxido (O;7), radicais hidroxila e peroxila (TOURNAIRE et al., 1993;
HARBORNE & WILLIAMS, 2000; AMIC et al., 2003) e, efetivamente suprimir a
peroxidagao lipidica em tecidos biolégicos e fragdes subcelulares como
mitocondrias, microssomos, lipossomos, lipoproteinas de baixa densidade e
membrana eritrocitaria (YOKOSAWA et al.,, 1997; NG et al., 2000; YANG et al.,
2001; GEORGETTI et al.,, 2003; TSIMOGIANNIS & OREOUPOULOU, 2004),

demonstrando assim, sua potencial atividade antioxidante.

A atividade antiinflamatéria pode ser avaliada por modelos in vitro (ex:
quimiotaxia) e in vivo (ex: edema em pata de ratos, pleurisia e microcirculagao in
situ). Um dos métodos in vivo mais utilizados € o ensaio de edema em pata de ratos
induzido por carragenina, relatado por WINTER e colaboradores (1962). A obtengao
dos resultados neste experimento é feita com auxilio de pletismémetro, do qual as
patas sdo imersas em uma solugdo, e o volume deslocado (ml) corresponde ao
inchaco provocado pelo agente flogistico, quando comparado com um controle. O
edema produzido pelo mesmo agente flogistico também pode ser avaliado pela

determinagao do didmetro (mm) da pata do rato na altura da articulagao tibio-tarsica.

Para a avaliacdo da agao antioxidante, diversos sdo os métodos relatados.
Entre estes encontram-se o ensaio de peroxidacao lipidica, método colorimétrico
com B-caroteno e métodos fotocolorimétricos utilizando B-caroteno, acido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) (ABTS) e hidrato de 2,2-difenill-1-picrilhidrazila
(DPPH). Este ultimo é considerado um ensaio valido e facil para avaliar o potencial
dos flavondides como sequestradores de radicais livres através da rapida doacao de
um atomo de hidrogénio, estabilizando o radical (MENSOR et al., 2001; LEE et al.,
2003; DAWIDOVICZ et al., 2005).
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3.2 OBJETIVOS

Com relagdo a avaliagdo das atividades bioldgicas, os objetivos deste
trabalho consistem em verificar a atividade antiinflamatadria in vivo através do ensaio
de edema em pata de rato e a atividade antioxidante in vitro através do método de
doseamento colorimétrico do radical hidrato de 2,2-difenill-1-picrilhidrazila (DPPH)
para as solucdes extrativas hidroetandlicas e aquosas das flores das espécies

Sambucus nigra e Sambucus australis.
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3.3 REVISAO DA LITERATURA

3.3.1 Género Sambucus sp.

O género Sambucus & composto por diversas espécies que apresentam
importantes atividades biolégicas. Entre os principais farmacégenos utilizados para a
realizacdo destes ensaios estdo as folhas e rizomas, e alguns estudos estado

descritos a seguir.

Para uma espécie de sabugueiro encontrada na Argentina (Sambucus
peruviana), HERNANDEZ e colaboradores (2000) demonstraram que extratos das
partes aéreas apresentaram atividade antibacteriana frente a cocos gram positivos
como Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis quando
comparados ao padrao cloranfenicol. Outro relato para esta espécie, porém, nativa
do Peru, foi relacionado a significativa atividade encontrada para extratos etandlicos
de folhas e brotos para Staphylococcus conhii, Streptococcus bovis, Clostridium
histolyticum, Corynebacterium diphteriae, Bacterioides fragilis e Bacillus megaterium
(NETO et al., 2002).

Estudando uma espécie iraniana de Sambucus ebulus, AHMADIANI e
colaboradores (1998) realizaram testes para a avaliagéo da atividade antiinflamatéria
aguda, atividade antinociceptiva e a toxicidade aguda dos extratos metandlicos
obtidos de folhas, raizes e rizomas. Quanto aos resultados obtidos, o extrato
metandlico dos rizomas apresentou-se efetivo para todos os experimentos citados e

os autores atribuiram a presenca de flavondides e esterdides na planta.

Encontrada também na Turquia, a espécie mencionada anteriormente
apresentou consideravel atividade para trés cepas de Helicobacter pylori, utilizando
extratos em cloroférmio das folhas (YESILADA et al., 1999).

Compostos isolados de folhas da espécie Sambucus formosana, identificados

como palmitato de o~ e £ amirina, /- amirina e fg-sitosterol, € um novo composto
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como o éster triterpénico sambuculina A, tém sido citados por exibir forte atividade
antihepatotoxica contra danos no figado produzidos experimentalmente por
tetracloreto de carbono (LIN & TOME, 1988).

Para a espécie Sambucus mexicana, coletada na Guatemala, algumas
atividades foram relatadas, principalmente, para suas folhas, como a atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi,
Shigella dysenteriae e Shigella flexneri (CACERES et al., 1990), antimicética em
cepas de Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes var. algodonosa, Trichophyton mentagrophytes var.
granulare e Trichophyton rubrum (CACERES et al., 1991) e sua agao frente cepas
da enterobactéria Vibrio cholerae (ESPANA et al., 1994).

O extrato aquoso das raizes de Sambucus williamsii exibiu atividade
analgésica e antiinflamatéria em modelos experimentais de inflamagdo aguda e
crénica em ratas, pela inducdo de carragenina (TUNON et al., 1985). Os mesmos
resultados foram descritos para o extrato bruto das folhas de Sambucus mexicana
(ALONSO, 1998).

O unico relato encontrado utilizando flores como material de partida foi
descrito por MECKES-LOZOYA & CAMPOS (1985), onde utilizaram a espécie
Sambucus mexicana para o preparo de infusdes a 100 mg/ml e posterior avaliagao
in vitro sobre os efeitos de contracdo ou relaxamento produzidos em musculo liso
(tecidos da aorta, traquéia, intestino e utero) de algumas espécies de animais
(porcos da guiné, ratos, coelhos e cachorros). Os extratos produziram alteracdo da
atividade muscular em quase todos os tecidos, exceto para os traqueais. Também
foram estudados os parametros respiratorios, cardiovasculares e os efeitos sobre a
glicemia em cachorros anestesiados (realizados simultaneamente), e ainda a
atividade eletroencefalografica em coelhos. Estes ultimos testes ndo apresentaram

atividade para a infusdo das flores desta espécie relatada.
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Além das espécies anteriormente citadas, cabe enfatizar os relatos populares
e biolégicos encontrados para as espécies Sambucus nigra e Sambucus australis,

objetos deste trabalho.

3.3.2 Sambucus nigra L. x Sambucus australis Cham. & Schitdl.

Usos populares

As aplicagdes terapéuticas modernas aprovadas no British Herbal
Compendium (BRITISH, 1992) e pela Comissao E (HERBAL, 2000) para as flores de
Sambucus nigra estdo baseadas em uma combinagdo de fatores, incluindo sua
longa historia de utilizagdo em sistemas da medicina tradicional bem estabelecidos,

estudos pré-clinicos e investigagdes fitoquimicas.

Popularmente, infusdes e decoctos das flores de Sambucus nigra em questao
sdo utilizadas principalmente como diaforéticas em quadros febris (CORREA, 1984;
MARTINS, 1989; ROMBI, 1991; BRITISH, 1992; QUER, 1993; ALONSO, 1998;
MOERMAN, 1998; SIMOES et al., 1998; HERBAL, 2000; PDR, 2000; WHO, 2000;
BRUNETON, 2001; CZYGAN et al., 2001; EVANS, 2002; NEWALL et al., 2002),
também para debelar sarampo e escarlatina (CRUZ, 1979; CORREA, 1984), onde
frequentemente sdo combinadas com outras espécies, em bebidas quentes. Este
farmacdgeno supostamente aumenta a resposta das glandulas sudoriparas
estimulando a produgéo de calor corporal, provavelmente tal efeito deva-se aos seus
constituintes (flavondides e acidos fendlicos) ou pela simples ingestdo de liquidos
(BRITISH, 1992; PEIRCE, 1999; HERBAL, 2000; CZYGAN et al., 2001).

Sao relatados também que infusbes das flores atuariam como diuréticas
(SIMOES et al., 1998; PEIRCE, 1999; REVIEW, 2002; EVANS, 2002; BRITISH,
1992; NEWALL et al., 2002), laxativas leves (ALONSO, 1998; SIMOES et al., 1998;
PEIRCE, 1999; WHO, 2000; CZYGAN et al., 2001; NEWALL et al., 2002; REVIEW,
2002), antiinflamatoérias (antireumatica) (ALONSO, 1998; MOERMAN, 1998;
SIMOES et al., 1998; D’AMELIO, 1999; WHO, 2000; NEWALL et al., 2002), afecces
nas vias respiratorias (tosses, bronquites, sinusites) (ALONSO, 1998; SIMOES et al.,
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1998; PEIRCE, 1999; HERBAL, 2000; PDR, 2000; WHO, 2000; CZYGAN et al.,
2001; NEWALL et al., 2002), laringite (PDR, 2000), conjuntivite, dor de cabeca
(WHO, 2000) e, ocasionalmente, usado para aumentar lactagdo (PDR, 2000;
COIMBRA, 1958). Com as flores sdo preparadas pomadas e banhos utilizados em
queimaduras, tbnicos para erupg¢des cutaneas (QUER, 1993; MOERMAN, 1998;
SIMOES et al., 1998) e travesseiros herbais para inflamagao e inchacgo (PDR, 2000).

Quanto a espécie nativa Sambucus australis, foram encontrados relatos
populares muito semelhantes a espécie anterior, sendo considerada “remédio do
peito” pela eficiéncia contra problemas respiratérios (uso interno), além de ser
descrita também como diurética, anti-séptica, cicatrizante e antiinflamatéria (artrite e
gota) (LORENZI & MATOS, 2002).

Desde o inicio do século XX o cha das flores desta espécie é indicado como
antialgico para dores em geral e como estimulante da sudorese (SILVA, 1929;
CRUZ, 1979; CORREA, 1984; REITZ, 1985; SIMOES et al., 1998; JORGE et al.,
1999; LORENZI & MATOS, 2002). Possui indicagbes também para sarampo,
catapora (CRUZ, 1979), como digestivo (ALICE et al., 1995) e purgativo (SILVA,
1929). O farmacdgeno também é utilizado externamente contra irritagcdo dos olhos,
dermatoses (erisipela, erupgdes cutaneas, pruridos, eczemas e reagdes alérgicas),
queimaduras leves, ulceras bucais e pequenas injurias, na forma de gargarejos,
compressas e cataplasmas, aplicadas diretamente sobre as areas afetadas (REITZ,
1985; LORENZ| & MATQOS, 2002).

Levantamentos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos relacionados a
Sambucus nigra foram realizados em paises do hemisfério Norte, principalmente na

Europa, indicando os principais usos para o seu farmacégeno, flores (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1 Descrigdo dos relatos etnobotanicos e etnofarmacologicos encontrados para

Sambucus nigra L.

Localidade

Atividades relacionadas ao farmacoégeno

Referéncia

L’Alt Emporda e Lés
Guilleries (Espanha)

Provincia de Lucca
(Italia)

Territorio de
Fluminimaggiore
(Sardenha/ Italia)
Leste do Azerbaijao
(Ird)

Provincia de Chieti
(Abruzzo/ltalia)

Infusdo e decocgdo — anticatarral, anticefalgico,
anti-séptico ocular e digestivo.

Infusdo — digestiva.

Decocgéo - alivio de dores.
Infusdo — antiinflamatéria (reumatismo), utilizado
para resfriados e bronquites e diaforéticas.

Infusdo — para resfriados e asma, antipirético e
promove diurese.

BONET et al., 1999.

PIERONI, 2000.

BALLERO et al., 2001

MIRALDI et al., 2001

LEPORATTI &
CORRADI, 2001.

Distrito de Sarrabus
(Sardenha/ Itélia)
Basilicata do Norte
(Italia)

Marche, Abruzzo e
Latium (Italia Central)

Cataplasma — analgésico em dores de cabega. PALMESE et al., 2001

Decocgéo - dores de garganta. PIERONI et al., 2002

Infusdo ou decoccdo - resfriados, asma e

. ~ GUARRERA, 2005.
inflamagéo nos olhos.

Atividades farmacolégicas

Foram apenas encontradas atividades farmacoldgicas cientificamente

comprovadas para as flores da espécie Sambucus nigra.

esta o efeito diurético. REBUELTA e

colaboradores (1983) verificaram que uma infusdo preparada com as flores de

Dentre os efeitos observados,

sabugueiro (200 ml/kg) causou diurese em ratos, apresentando maior eficacia do
que a teofilina (5 mg/kg). Esta atividade foi atribuida a presenga de flavondides e
sais de potassio presentes nos extratos (REBUELTA et al., 1983; WHO, 2000).
Segundo The American Pharmaceutical Association (PEIRCE, 1999), o efeito
diurético pode ser explicado pelo extensivo uso do farmacégeno em pilulas para
emagrecer e em outras formulas dietéticas, produzindo uma perda transitéria de

fluido corporal.

Outro efeito farmacoldgico foi apresentado por MASCOLO e colaboradores
(1987) utilizando o ensaio de indugcdo de edema em pata de rato por carragenina
para verificar a atividade antiinflamatéria das flores desta espécie. Extratos

hidroetandlicos (80%) apresentaram atividade antiinflamatéria moderada (27% de
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inibicdo do edema em ratos Wistar machos) em doses de 100 mg/kg via oral quando
comparados com o padrdao indometacina (inibicdo de 45%). Alguns autores
atribuiram a atividade apresentada por esta espécie, provavelmente a presenca de
acido ursoélico (LAWRIE et al, 1964; MASCOLO et al., 1987; WHO, 2000).

Extrato metandlico de flores inibiu a biossintese das citocinas inflamatérias
interleucina 1- o e 1-p e fator de necrose a (TNF-a) na concentragéo de 30 pg/ml em

células mononucleares periféricas in vitro (YESILADA et al., 1997).

SERKEDJIEVA e colaboradores (1990), investigaram a atividade antiviral de
uma infusdo composta por flores de Sambucus nigra L., raiz de Saponaria officinalis
L. e partes aéreas de Hypericum perforatum L., frente a cepas de virus influenza
tipos A e B (in vitro e in vivo) e herpes virus tipo 1 (in vitro). Esta infusao inibiu a
reproducao viral em diferentes cepas, sendo que tal atividade foi atribuida a
presenca de flavonodides, saponinas, acidos fendlicos e polissacarideos que
atuariam sinergicamente (BERGHE et al., 1986; SERKEDJIEVA et al., 1990; WHO,
2000). Outros estudos também relataram a atividade antiviral de extratos aquosos
(liofilizados) e etandlicos contra o virus HIV frente a diversas plantas. Todos os
extratos etandlicos deste experimento apresentaram-se toxicos frente as células
humanas linfociticas MT-2, porém os liofilizados de Sambucus nigra e Sambucus
ebulus demonstraram baixa toxicidade (BEDOYA et al., 2001).

GIAMPIERI e colaboradores (2003) observaram que o 6leo obtido das flores
de Sambucus nigra em aparelho de Clevenger possuiu fraca atividade antioxidante
(29%) e quando obtido da extracao etandlica (95%), foi paticamente inativo (3,6%),
quando comparados ao controle positivo (timol-70%) e com o padrao BHT (3,5-di-
terc-butil-4-hidroxitolueno) (100%). A auséncia, no O6leo, de constituintes que
possuissem atividade antioxidante, principalmente eugenol, foi a conclusdo dos
autores para o estudo (GIAMPIERI et al., 2003).

Outro relato que descreve a atividade antioxidante, porém utilizando flores,
folhas e frutos de Sambucus nigra, foi realizado por DAWIDOWICZ e colaboradores
(2005). Os extratos hidroetandlicos (80%), obtidos a 20 e 100°C, bem como a
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temperaturas crescentes de 20 a 200°C foram submetidos aos métodos utiliznado
DPPH (2,2-difenil-1-fenilhidrazila) e p-caroteno. Verificou-se que as flores
apresentaram maior capacidade em neutralizar os radicais livres, ao passo que aos
demais extratos, observou-se potencial atividade aos obtidos na tempratura de
100°C. Segundo os autores esta propriedade antioxidante esta ligada a presenca de
flavondides, que estdo presentes em maiores quantidades nas flores. Quando
avaliados os resultados obtidos utilizando temperaturas crescentes, foi observado
que o aumento de temperatura na extracao foi diretamente proporcional ao aumento
de atividade para os extratos, sendo que isto ocorreu pelo fato de que em
temperaturas elevadas, os flavondides glicosilados podem sofrer hidrdlise originando

suas agliconas, para as quais é relatada sua pronunciada atividade antioxidante.

Constatou-se auséncia de estudos farmacologicos para a espécie Sambucus
australis, em relatos cientificos, apesar das indicagdes populares encontradas.
Frente aos relatos de atividades farmacolégicas de Sambucus nigra e a escassez de
informacdes referentes a espécie Sambucus australis, realizou-se estudo
comparativo entre estas plantas, através da avaliacdo da atividade antiinflamatéria
pelo modelo de inibicdo de edema em pata de rato induzido pela carragenina e
investigacdo do potencial efeito antioxidante, utilizando hidrato de 2,2-difenill-1-

picrilhidrazila.
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3.4 MATERIAIS E METODOS

3.4.1 Determinagao da atividade antiinflamatéria in vivo

Preparo das amostras

Para execugdo deste ensaio, foram preparados extratos hidroetandlicos a
80%, pelo fato destes apresentarem uma quantidade mais elevada de compostos
fendlicos (como identificado no Capitulo 2) e, extratos aquosos sob forma de

infusdo, simulando o preparo de uso popular.

Os extratos hidroetandlicos para Sambucus nigra (amostra numero 26 /
Tabela 1.1) e Sambucus australis (amostra numero 10 / Tabela 1.1) foram
preparados utilizando 1,5 g de flores pulverizadas em 30 ml da mistura, previamente
preparada, etanol : agua (80:20), empregando, como método extrativo, turbdlise. A
solugdo, filtrada sob vacuo apresentou concentragdo final de 50 mg/ml apds
retomado o volume inicial. Este extrato foi evaporado sob pressao reduzida e, no

momento da realizagao do experimento, foram adicionados 30 ml de agua destilada.

A infuséo foi preparada utilizando 1,5 g das flores secas e inteiras do material
vegetal e cerca de 30 ml de agua destilada em ebulicdo (acima de 90°C). Ainda
quente, procedeu-se a filtragdo por gravidade, utilizando algodao. O volume de 30 ml
foi retomado com agua, atingindo assim, a concentragao final de 50 mg/ml. Estes

extratos foram armazenados sob refrigeragdo até o momento de seu uso.

Animais de experimentacao

Ratos Wistar machos pesando de 180 a 200 g, provenientes da Fundagao
Estadual de Producdo e Pesquisa da Saude (FEPPS), apds aprovacao do projeto
pelo Comité de Etica desta Universidade, foram utilizados para a realizagdo deste

experimento. Estes animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Farmacia —
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UFRGS, com temperatura controlada (23°C + 2°C), controle de claro / escuro de 12

horas, umidade monitorada e acesso livre a agua e ragao.

Edema em pata de rato

O método de indugao de edema em pata de rato utilizando carragenina como
agente flogistico, descrita por Winter e colaboradores (1962) foi utilizado para avaliar
a atividade antiedematogénica do extrato aquoso e hidroetandlico das flores das

espécies Sambucus nigra e Sambucus australis.

Os animais foram divididos em 3 grupos e administrou-se oralmente solugéao
salina para o grupo controle (GC), solugédo de indometacina (SIGMA) na dose de 10
mg/kg para o grupo referéncia (GR) e os extratos aquosos e hidroetandélicos na dose

de 250 mg/kg de peso corporal no grupo denominado tratado (GT).

Decorrida 1 hora apods aos tratamentos, os animais foram anestesiados por
via intraperitoneal, utilizando-se pentobarbital sédico na dose de 40 mg/kg de peso
corporal, e mantidos sedados durante as medidas. A indu¢do do edema foi realizada
através da injegao de 0,1 ml de uma suspensao de carragenina em solugao salina (5
mg/ml) na aponervose subplantar da pata traseira esquerda dos ratos. Na pata
direita dos animais, utilizada como controle, foi injetado 0,1 ml de solugéo salina. O
volume de ambas as patas de todos os animais foi medido, em triplicata, nos tempos
de zero, 1, 2, 3 e 4 horas apdés a injegcdo do agente flogistico utilizando o
pletismémetro Ugo Basile modelo 7140. A atividade antiedematogénica foi expressa
como percentual de inibicdo da formacdo do edema pelos extratos em relagdo aos
grupos controle (média + erro padrédo da média (epm) calculados antes e apos a
injecdo do agente flogistico, através da analise estatistica utilizando teste “t” de
Student.
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Solucio utilizada no pletismdmetro

- Solugéo utilizada no pletismémetro:

Cloreto de sOdio .......ooevviiiiieii e 049

Solucgao de lauril sulfato de sédio* ................... 4,0 mi

Agua destilada .........ccovoeeeeeeeeieeeeeeee, g.s.p. 1000 ml
* Solucéao de lauril sulfato de sddio

Lauril sulfato de sOdio ..........ccoovvriiiiiiiii. 0,05¢

AICOOl €O v 5,0 ml

Agua destilada .........ccoooeeeeeieieeeeeee, g.s.p. 1000 ml

As duas solugdes quando prontas, devem ser armazenadas sob refrigeragao.

Método de eutanasia e descarte do material biol6gico

ApOs a realizagdo dos experimentos, os animais foram sacrificados por
atordoamento com éter etilico (SINTH), em capela de exaustdo, e posterior
deslocamento cervical. Estes animais foram envoltos em sacos plasticos, e
armazenados em freezer (-20° C), especialmente destinado para este fim, até a

coleta pelo Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Porto Alegre.

3.4.2 Determinacao da atividade antioxidante in vitro

O ensaio da atividade antioxidante foi realizado através do método de
doseamento fotocolorimétrico do radical hidrato de 2,2-difenill-1-picrilhidrazila
(DPPH), segundo a técnica descrita por MENSOR e colaboradores (2001). O ensaio
foi realizado em colaboragcédo com o Departamento de Produtos Naturais e Alimentos

da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Preparo das amostras

Extratos aquosos e hidroetandlicos (etanol:agua; 80:20) na concentracédo de
50 mg/ml foram preparados a partir de flores pulverizadas de Sambucus nigra

(amostra numero 26) e Sambucus australis (amostra nimero 10) utilizando o método
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de turbdlise para extragdo. As amostras foram evaporadas sobre pressao reduzida e

refrigeradas até o momento e sua utilizagéo.

Preparo dos padrdes

Solugdo metandlica de rutina (MERCK) e extrato padronizado de folhas de
Ginkgo biloba (EGb 761®) foram utilizados como solugdes referéncia. Com estes,
foram feitas as mesmas diluigdes utilizadas para o preparo das solugbes das

amostras a serem testadas, descritas a seguir.

Desenvolvimento do ensaio fotocolorimétrico

As amostras e as solugbes padréao foram inicialmente solubilizadas com
etanol para obtencédo de solugdes estoque com concentragdes de 1,0 mg/ml. Cada
solucédo estoque foi diluida até concentracdes finais de 5, 10, 25, 50, 125 e 250
ug/ml, em etanol. Em seguida, para cada 2,5 ml solugdo nas concentragdes finais
adicionou-se 1 ml da solugdo etandlica de DPPH (0,3 mM), deixando-as reagir a

temperatura ambiente durante 30 minutos.

Como branco, utilizaram-se as solugdes amostra adicionadas de 1,0 ml de
etanol, sem o agente colorimétrico. O controle negativo foi preparado com 1,0 ml da
solugdo de DPPH (0,3 mM) adicionada de 2,5 ml de etanol e as solugbes padrdes

foram utilizadas como controle positivo, acrescidas de DPPH.

Decorrido o tempo de reagao indicado, utilizou-se espectrofotdmetro
Shimadzu UV-2200 para determinar a absorvancias das solugbes no comprimento
de onda de 518 nm. Os valores obtidos foram convertidos em percentual de

atividade antioxidante (AA%) utilizando a Equacéo 3.1:

160



Equacgao 3.1 Equacdo para determinagdo do percentual antioxidante para as amostras de
Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schitdl..

AA% = 100 - (AAM - AAB) x 100

AC

Onde:

AAM = Absorvancia da amostra;
AAB = Absorvancia do branco;

AC = Absorvancia do controle.

Os valores de CEsg (concentragao suficiente para obter 50% do efeito maximo
estimado em 100%) foram calculados por regressao linear das curvas construidas
das concentracbes das plantas testadas versus percentuais da atividade

antioxidante.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Atividade antiinflamatoria

O efeito da administragdo dos extratos aquosos e hidroetandlicos das plantas
testadas neste trabalho foram observados pela inibicdo da formagdo do edema em

pata de ratos induzido por carragenina (Tabelas 3.2 e 3.3, Figuras 3.1 e 3.2).

Tabela 3.2 Efeito da administracdo v.o. dos extratos de Sambucus nigra (n= 6 a 8 animais).

Volume de edema de pata de (ml) * epm

Tratamento (% inibigao)
1h 2h 3h 4h

Controle 0,58 £+0,15 0,85+ 0,088 2,0+0,15 2,54 £0,25
Indometacina 0,4 +0,16 0,6 +£0,13 0,33+ 0,054* 0,75+ 0,27*
(10 mg/kg) (30,93 %) (29,88 %) (83,33 %) (70,32 %)
Extrato aquoso 0,31 +£0,75 0,17 £ 0,041~ 0,37+ 0,11* 0,78+ 0,19*

q (45,71 %) (79,7 %) (81,75 %) (69,24 %)
Extrato 0,38 £ 0,082 0,63+ 0,16 0,43+ 0,15* 0,36+ 0,14*
hidroetandlico (33,56 %) (26,1 %) (78,6 %) (86,24 %)

*p < 0,01, em relagdo ao controle. Indometacina tiap = 3,11 extrato aquoso tap, = 3,01; extrato hidroetandlico tip =
3,05
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Figura 3.1 Efeito da administracéo v.o. do extrato de Sambucus nigra L. sobre o edema em
pata de rato induzido por carragenina.

Analisando os resultados obtidos, constatou-se atividade antiedematogénica
tanto para o extrato aquoso quanto para o hidroetandlico das flores de Sambucus

nigra. Para o extrato aquoso observou-se inibicdo estatisticamente significativa (p <
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0,01) a partir da segunda hora da administracao do agente flogistico, até a quarta
hora de avaliagdo. Este extrato apresentou inibicdo maxima (81,75 %) na terceira

hora de analise.

Por outro lado, os resultados para o extrato hidroetandlico foram significativos
(p < 0,01) somente na terceira e quarta horas, sendo que o maximo (86,24%) foi

atingido na quarta hora.

Tabela 3.3 Efeito da administracao v.o. dos extratos de Sambucus australis Cham. & Schitdl
(n =6 animais).

Volume de edema de pata de (ml) * epm

Tratamento (% inibigao)
1h 2h 3h 4h

Controle 0,58 £ 0,15 0,85 + 0,088 200,15 2,54 + 0,25
Indometacina 0,4+0,16 0,6+0,13 0,33+ 0,053** 0,75+ 0,27**
(10 mg/kg) (30,93 %) (29,88 %) (83,33 %) (70,32 %)
Extrato aquoso 0,3+ 0,06 0,24 + 0,06** 0,37+ 0,037** 0,71+ 0,098**

q (48,80 %) (71,96 %) (81,70 %) (72,11 %)
Extrato 0,29 + 0,094 0,39 +0,11* 0,39+ 0,11** 0,33+ 0,065**
hidroetandlico (49,1 %) (54,51 %) (80,37 %) (86,14 %)

* p < 0,05 em relagdo ao controle. Extrato etandlico tiap = 1,51
**p < 0,01 em relagéo ao controle. Indometacina tiap = 3,11 extrato aquoso e hidroetandlico t, = 3,05
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Figura 3.2 Efeito da administragdo v.o. do extrato de Sambucus australis Cham. & Schltdl.
sobre o edema em pata de rato induzido por carragenina.

Para os extratos de Sambucus australis os resultados encontrados foram
muito semelhantes aos obtidos para a outra espécie (Tabela 3.3 e Figura 3.2).
Verificou-se significativa atividade antiedematogénica para o extrato aquoso (p <

0,01), a partir da segunda hora da administracédo do agente flogistico decaindo na
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quarta hora de avaliagdo. Este extrato apresentou inibicdo maxima (81,70 %) na

terceira hora de analise.

O extrato hidroetandlico também apresentou resultados significativos a partir
da segunda hora, porém para p < 0,05, sendo que na terceira e quarta horas a
diferenca apresentada foi mais significativa (p < 0,01). O valor maximo de atividade
inibitoria atingida (86,14%) quando comparado com o controle coincidiu com o valor
apresentado para a outra espécie (86,24%) e foram atingidos somente na quarta

hora.

Realizando uma analise comparativa dos resultados encontrados para a
atividade antiedematogénica para as duas espécies observou-se grande
similaridade entre os valores encontrados nas terceira e quarta horas de avaliagao e,

para o extrato aquoso de ambas, também para as duas primeiras horas.

A atividade antiinflamatéria revelada pelos extratos de ambas espécies esta
fortemente relacionada com seu conteudo flavonoidico (principalmente rutina), como
observado no Capitulo 2 deste trabalho. Segundo estudos de avaliagao da atividade
antiinflamatéria de flavondides utilizando o método de edema em pata de rato,
realizados por SUYENAGA (2002), a rutina em doses de 10, 20 e 40 mg/ml v.o.,
apresentou inibigcdo significativa do edema (73,33%), bem como a quercetina
(77,62%) e o canferol (83,53%). Foi sugerido que a presenga do grupo catecol
observado na quercetina / rutina e da hidroxila no carbono 3 do canferol / quercetina
contribuem para a inibicdo do edema e o agucar presente na estrutura da rutina ndo
potencializa sua atividade. Outros estudos relataram a inibicao significativa de 42%
para a quercetina em doses de 75 mg/kg (PELZER et al., 1998) e de 53 e 59 % em
pesquisa realizada por GUARDIA e colaboradores (2001) em animais tratados com

rutina e quercetina, respectivamente, na dose de 80 mg/kg.

Pode ser ressaltado que os compostos quimicos presentes nas espécies
poderiam influenciar no fato de que os extratos aquosos demonstraramo maximo de
inibicdo do edema de pata de rato na terceira hora, enquanto que os extratos

hidroetandlicos somente na quarta hora. Este acontecimento pode ser explicado
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devido ao extrato aquoso ter sido obtido através de infusdo, cujo calor pode ter
possibilitado a ocorréncia de uma pequena hidrdlise dos flavondides glicosilados do
extrato e estes, na forma de agliconas ou até uma maior extracdo destas,
apresentam maior lipossolubilidade e atravessam a membrana celular dos tecidos
mais rapidamente, permitindo sua distribuicdo e acdo desde a segunda hora
(SUYENAGA, 2002). Cabe salientar que outros compostos hidrossoluveis podem ter
sido extraidos junto aos flavondides, contribuindo sinergicamente para atividade.

3.5.2 Atividade antioxidante

A avaliagao da atividade antioxidante foi realizada pelo método de extingéo da
coloracao do agente colorimétrico DPPH, utilizando extratos aquoso e hidroetandlico

de Sambucus nigra e Sambucus australis.

Utilizando espectrofotometria na luz UV, a descoloracdo do DPPH, que
apresenta coloragao violeta na sua forma radical livre e, ao passar para sua forma
reduzida (recebendo um hidrogénio da substancia antioxidante), desenvolve

coloragao amarela, podendo assim ser mensurado (Figura 3.3).

NO, NO,

OzN N—N + FLOH —> O,N N—N
(1) (2)

NO, NO,

FLO

Figura 3.3 “Sequestro” do hidrato de 2,2-difenill-1-picrilhidrazila (DPPH'- radical livre) por um
flavondide (agente sequestrante). (1) Flavondide; (2) Flavondide com radical peroxila (AMIC
et al., 2003).

Os flavonodides, por exemplo, sdo oxidados pelos radicais livres, resultando
em um radical de menor reatividade, sendo capazes de estabilizar as espécies
reativas do oxigénio. Pela alta reatividade do grupo hidroxila apresentada por essas

substancias, os radicais podem ser inativados (NIJVELDT et al., 2001).
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Os resultados obtidos com este experimento estdo apresentados na Tabela

3.4 e na Figura 3.4. Graficos com valores de atividade antioxidante separadamente

para cada espécie, também podem ser visualizados na Figura 3.5.

Tabela 3.4 Percentual de atividade antioxidante observado nos extratos aquosos e

hidroetandlicos de Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schitdl.

Atividade Antioxidante * DP (%)*

Sambucus nigra

Sambucus australis

Concentragao do Extrato Extrato Extrato Extrato

extrato (ng/ml) hidroetandlico aquoso hidroetandlico aquoso

5 7,64 £0,197 4,07 £ 0,050 16,32 + 0,448 9,03 + 1,457
10 14,82 + 0,972 9,23 + 0,000 31,36 £ 0,486 17,54 + 0,013
25 37,39 £ 0,63 24,15+ 0,36 76,69 £ 0,86 47,95 + 0,34
50 71,45+0,34 39,38 £ 1,24 88,45 £+ 0,01 86,21 +£ 0,38
125 91,45+ 0,04 84,56 + 0,13 89,75 £ 0,01 89,35+0,13
250 92,09 £ 0,08 88,02 + 0,03 88,77 £ 0,06 87,67 £ 0,09

e Média para trés determinacgbes.
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Figura 3.4 Representagdo grafica comparativa de atividade antioxidante dos extratos
aquoso e hidroetandlico de Sambucus nigra L. e Sambucus australis Cham. & Schitdl.
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Figura 3.5 Demonstracdo de atividade antioxidante de extratos de Sambucus nigra L. e
Sambucus australis Cham. & Schitdl..

Além dos dados percentuais para atividade antioxidante, também foram
calculados os CEsp, para os extratos aquoso e hidroetandlico de Sambucus nigra de
50,33 e 31,98 ug/ml, respectivamente; e 26,98 e 16,39 ug/ml para os extratos
aquoso e hidroetandlico de Sambucus australis. Para a substancia referéncia rutina
e para o extrato padronizado de Ginkgo biloba os valores para CEsy, encontrados

foram de 14,16 e 40,72 ug/ml, respectivamente.

Assim, pela analise dos dados obtidos observou-se a maior atividade
antioxidante para os extratos de Sambucus australis e dos extratos hidroetandlicos
de ambas espécies, mais efetivos, inclusive, que o resultado de CEsy apresentado
para o extrato padronizado de Ginkgo biloba. Esta atividade apresentada, do mesmo
modo que para a atividade antiedematogénica, deveu-se provavelmente a presenca
de flavondides em sua constituigdo quimica. Outra possibilidade estaria relacionada
a sinergia dessas substancias com outros metabdlitos secundarios que podem ter

sido extraidos simultaneamente.

Segundo DAWIDOWICZ e colaboradores (2005), os flavondides presentes
nos extratos hidroetandlicos de Sambucus nigra neutralizam as atividades de
radicais livres, corroborando com estudo realizado por SCHINELLA e colaboradores
(2002).
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Existem muitas discussdes na literatura relacionadas aos mecanismos de
acao antioxidante dos flavondides, porém, estes nao sao muito bem compreendidos.
Um destes seria referente a habilidade dos compostos polifendlicos em agir como
antioxidantes pelo mecanismo de “sequestro” de radicais livres com a formacao de
radicais fenoxila menos ativos. O alto potencial dos flavondides para neutralizar
radicais livres pode ser explicado pela sua habilidade de doar um atomo de
hidrogénio do seu grupamento hidroxila neutralizando este radical (AMIC et al.,
2003). Quimicamente os flavondides que apresentam a ligagado heterosidica em C3
pode interferir na poténcia da atividade. O glicosideo também pode determinar a
atividade “sequestrante” de radicais pela mudanca da distribuicdo do elétron e
participar na deslocalizagcado do elétron no esqueleto estrutural ou pode existir outros
mecanismos desconhecidos (YOKOSAWA et al., 1997).
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DISCUSSAO GERAL







Devido ao seu crescente uso mundial, as plantas medicinais necessitam cada
vez mais de um estabelecimento de normas que venham a contribuir para a garantia
de sua qualidade, bem como em todas as etapas do desenvolvimento de

fitoterapicos.

O trabalho com plantas medicinais inicia-se na identificacdo correta da
especie, coleta e armazenamento adequados, processamento e utilizacdo
terapéutica, produzindo assim resultados clinicos satisfatérios. O controle de
qualidade nas etapas iniciais € fundamental para obter reprodutibilidade no material

de partida a fim de minimizar a dificuldade de padronizagado do material estudado.

Assim, esta dissertacdo objetivou avaliar aspectos botanicos, quimicos e
biolégicos comparativos entre duas espécies utilizadas na medicina popular e como
matéria-prima na produgdo de fitomedicamentos, Sambucus nigra e Sambucus

australis.

No Capitulo 1 estdo apresentadas descri¢des botanicas completas macro e
microscopicas das espécies, e de seus pos, fundamentais na identificacdo correta
destes vegetais, bem como para sua diferenciagdo e de relevante interesse para a
padronizagao destas matérias-primas vegetais para a elaboracdo de monografias

analiticas.

A dificuldade de distingdo morfoldgica entre duas espécies do mesmo género,
idénticas a olho nu, quando nao € disponivel material de referéncia para tal, muitas
vezes necessita de um estudo profundo de todas as estruturas presentes no material
a ser analisado. Outro aspecto que dificulta esta distincdo é a presenca de apenas
material seco pelo fato de que este é mais fragil e frequentemente as caracteristicas

a serem observadas ndo se apresentam integras.

O estudo minucioso realizado neste trabalho demonstrou que as diferencas
morfolégicas existentes entre as flores de Sambucus nigra e Sambucus australis sdo
poucas e foram identificadas principalmente com as analises microscopicas. Entre

elas encontram-se, por exemplo, idioblastos de areia cristalina, de oxalato de calcio,
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presentes somente nas flores de Sambucus nigra e a forma da parede das células
fundamentais da epiderme das sépalas que é sinuosa nas sépalas de Sambucus
australis e retilineas na outra espécie. Macroscopicamente as diferengcas mais
evidentes foram quanto ao numero de l6culos no ovario e o comprimento do filete
nos estames. Somente a identificacdo destas observagdes citadas nao é suficiente
para distinguir uma espécie da outra, necessitando entdo a reunido do maior numero

de caracteres que o analista puder encontrar.

A analise dos contaminantes presentes nas amostras de flores adquiridas
evidenciou a presenca de pedicelos grosseiros, avaliados macro e
microscopicamente e flores escurecidas. Também foi realizada a analise do material
pulverizado, importante quando n&o é possivel o contato com o material integro ou
para a analise de capsulas. Neste po foi possivel distinguir fragmentos de dentes
marginais das sépalas de Sambucus nigra, bem como os idioblastos cristaliferos em
pedacos de epiderme e uma grande quantidade de pdlen. Todas estas
caracteristicas mencionadas na descricdo do pdé concordaram com as informagoes
descritas por ESCHRICH (1988).

A segunda parte do trabalho contemplou o desenvolvimento de parametros
para analises quimicas quali e quantitativas para as flores das espécies em questao,
visando também contribuir com o estabelecimento de alguns parametros
farmacopéicos tais como determinagcdo de perda por dessecagdo, materiais

estranhos e cinzas totais.

As analises qualitativas iniciaram com a determinacdo do marcador quimico,
essencial para avaliar a qualidade e autenticidade das matérias-primas vegetais
como, por exemplo, na identificagdo das plantas em preparacdes fitoterapicas ou
chas compostos por mais de uma espécie vegetal, como é o caso dos produtos
fitoterapicos combinando sene (Sena Alexandrina Miller), funcho (Foeniculum
vulgare Miller) e erva-doce (Pimpinella anisum L.), com os dois sabugueiros
indistintamente. Entre as formas farmacéuticas encontradas para as flores de
Sambucus nigra estdo, principalmente, capsulas, pd e elixir, mais frequentes no

mercado europeu, indicadas para auxiliar no aumento de imunidade em estados
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gripais. No Brasil, flores das duas espécies sdo comercializadas na forma néao

rasurada, isoladas ou em misturas para chas.

Para caracterizagdo do marcador, diversas técnicas cromatograficas sao
aplicadas para possibilitar e / ou auxiliar na sua identificagdo ou reconhecimento.
Atualmente, entre os procedimentos mais empregados estdo a CCD, para analises
rapidas e auxiliares também na identificagdo de impurezas; e CLAE. Em geral, este
ultimo método analitico estd se tornando um método de escolha na analise de
plantas medicinais pela acessibilidade e uso que nao é limitado pela estabilidade ou
volatilidade de compostos quimicos e pela possibilidade de acoplar outros métodos
de analise que permitem pronta identificagdo do constituinte desejado (LIANG et al.,
2004).

Auxiliando esta investigacdo encontram-se os relatos cientificos que séo
decisivos na identificagcdo desta substancia. Para a espécie Sambucus nigra,
diversos autores citam, em analises cromatograficas, o flavondide rutina como sendo
majoritario, presente também em Sambucus australis e outros glicosideos de

flavondides e suas agliconas como principais constituintes para ambas.

A partir dessa informagdo o préximo passo para um efetivo controle de
qualidade das matérias-primas vegetais foi eleger o método mais adequado para
analise quantitativa. Técnicas de CLAE e, quando este equipamento nao esta ao
alcance dos laboratérios de analise, técnicas espectrofotométricas, determinando o
teor de um conjunto de substancias sdao as mais freqientemente preconizadas.
Optou-se entdo, pela quantificagdo por ambos métodos para possibilitar alternativas

de analises para estas espécies.

Na busca de métodos de CLAE que promovam separa¢des adequadas dos
constituintes de interesse, alguns parametros podem ser variados para obter-se
sucesso na analise cromatografica como diversos tipos de colunas, detectores e
solventes. Neste trabalho foi utilizada coluna cromatografica em fase reversa com
particulas simétricas e de menor tamanho do que as mais utilizadas pelo motivo de

que, em analises preliminares, observou-se grande presenga de glicosideos de
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flavonéides com comprimentos de onda maximos muito semelhantes quando
observados com o CLAE/DAD, podendo estes ficar sobrepostos, mascarando o
resultado. O uso desta coluna de melhor performance possibilitou uma melhor
separagao dos constituintes que, em sua maioria modificava somente o tipo de
acgucar ligado ao C3 da estrutura principal. Acetonitrila, agua ultrapura e TFA foram
selecionados para compor a fase mével, em sistema gradiente linear para facilitar

também a separacio dos constituintes durante a eluigcao.

Ap6s a selecao dos parametros mais adequados, o método foi validado
conforme estabelecido por dérgaos internacionais como o ICH (1996) e a
Farmacopéia Americana (USP, 2005) responsaveis pela normatizacdo dos
parametros analiticos, necessarios para registro de medicamentos, produtos de
origem vegetal e biologica. No Brasil a resolugdo RDC n. 899 (BRASIL, 2003)
regulamenta este procedimento. Cabe salientar que ndo sao definidos legalmente
parametros para a validagao de fitoterapicos ou matérias-primas vegetais. Entéao,
muitas vezes sao levados em conta os limites estabelecidos para a validagao de
amostras de origem biolégica, que possuem faixas amplas para variagdo dos

resultados, ja que os vegetais possuem matriz complexa.

Neste trabalho, para a andlise cromatografica dos constituintes quimicos
presentes nas flores das duas plantas foi selecionado o mesmo método por elas
apresentarem perfis similares. Porém apesar de ser o mesmo, este foi duplamente
validado para garantir a confiabilidade nas analises quantitativas realizadas para o

marcador quimico de cada espécie, identificado como o flavondide glicosilado rutina.

O outro ensaio analitico proposto de utilidade para laboratérios ou pequenas
industrias que realizam controle de qualidade destas matérias-primas vegetais, foi o
método de quantificacdo de flavondides totais, expressando os resultados em teor
percentual de quercetina. Devido aos extratos serem constituidos por flavonodides,
em sua maioria O-glicosilados, nesta técnica utilizou-se hidrolise acida para
promover o rompimento da ligagdo glicosidica, faciltando a identificagdo

espectrofotométrica da aglicona formada, a quercetina.
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Nas analises em CLAE, os resultados obtidos para as amostras analisadas
ndao demonstraram diferengas estatisticamente significativas, o que n&o ocorreu
quando utilizado o método espectrofotométrico. Este fato deveu-se provavelmente a
pouca especificidade e sensibilidade da técnica empregada, além de introduzir erros
de manipulacédo devido as varias etapas necessarias para a obtencdo do resultado
final, ndo esquecendo também a variacdo intra e interespecifica de cada planta.
Também puderam ser observadas, com estas analises, a dificuldade no
estabelecimento de valores para a diferenciacdo destas espécies quanto ao seu
conteudo flavonoidico por ambos os métodos empregados. Os valores minimos
obtidos para as solugdes extrativas elaboradas com flores da espécie nativa cruzam-
se com a faixa de valores obtidos para aquelas preparadas com flores da espécie
européia. Este fato pode estar relacionado com a origem das amostras, onde as
variagdes edafoclimaticas podem interferir nos resultados mesmo tratando-se de um

mesmo individuo.

Estas variacbes foram avaliadas para as flores de Sambucus australis, para
as quais foram possiveis realizar comparag¢des do teor do marcador quimico, através
de analises cromatograficas, entre coletas de diferentes regides, dentro de uma
mesma regido e ainda, amostras com caracteristicas botanicas diferenciadas. Em
quase todos os casos foram observadas apenas diferencas quantitativas entre os
constituintes quimicos presentes. Em uma das plantas, coletada na regido de Porto
Alegre, foi constatada a presenga de um composto em maior quantidade que o

marcador rutina.

Aliado a identificacdo do marcador quimico para analises quantitativas ou
apenas para diferenciagdo de espécies, estda o estudo da sua estabilidade ou do
conjunto dos constituintes presentes nas plantas. A identificacdo dos produtos de
degradagao surgidos sao importantes pela possibilidade destes artefatos serem

toxicos a saude humana.

O estudo da estabilidade acelerada é utilizado por industrias para o

estabelecimento do prazo de validade provisério para a aquisigao do registro dos

175



seus produtos destinados a comercializagdo. Concomitantemente, devem ser

realizados estudos da estabilidade a longo prazo.

No ano de 2004 foi publicada pela ANVISA a resolugdo n. 398 (BRASIL,
2004b) referente realizagao de estudos de estabilidade, que revogou a resolugéo n.
560 de 2002 (BRASIL, 2002). As condigdes para a realizagdo de estudos da
estabilidade acelerada nesta resolugédo revogada incluia como opgédo de ensaio a
realizacdo dos testes a 50 + 2 °C / 90 £ 5% de umidade relativa no periodo de 3
meses. A nova resolucao instituiu a necessidade da apresentacdo de resultados
referentes a 12 meses de estudo da estabilidade a longo prazo juntamente com os
da estabilidade acelerada e ainda definiu as condigbes citadas na resolugdo n. 560

como sendo técnica de estudo alternativa.

A condicao utilizada no presente trabalho foi a indicada na resolugao
revogada pelo fato dos testes ja estarem ocorrendo no momento da publicacdo da
nova resolucao. Os resultados demonstraram que houve a degradacao de diversos
picos presentes nos cromatogramas para as duas espécies, sem surgimento de
algum componente na mesma propor¢ao de redu¢cdo de massa observada para a
rutina ou qualquer outro componente. O mesmo fato foi relatado por HEIGL &
FRANZ (2003) em trabalho utilizando amostras de diversas espécies, incluindo
Sambucus nigra. Em se tratando de matrizes complexas, como extratos vegetais, a
interagdo entre componentes pode ser um fator importante nos resultados obtidos

com este tipo de ensaio.

Também foi observado no ensaio da estabilidade acelerada, que a velocidade
de degradagéao para as duas plantas foi diferenciada num primeiro momento, sendo
mais suave para Sambucus nigra. Esta ocorréncia pdde ter sido devido ao método
de secagem do material utilizado, que nédo é conhecido, bem como a data exata de
sua coleta e ainda a diversidade de constituintes que podem interagir no momento
da exposicdo do material as condi¢cdes estabelecidas de temperatura e umidade.
Sendo assim, é correto afirmar que os estudos realizados para a espécie nativa,
onde todo o processo de manipulagado da planta até o momento de disposi¢dao das

amostras na camara climatica foi controlado, € o de maior veracidade.
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Neste estudo de estabilidade, apds os 3 meses de exposigao das amostras as
condigbes de temperatura e umidade explicitadas, os valores percentuais meédios de
rutina encontrados no ponto 3 (60 dias) foram de 0,87% para Sambucus nigra e
0,57% para a outra espécie. Estes resultados encontrados foram similares ao teor
de rutina determinados em algumas das amostras adquiridas ou coletadas. Este
dado, juntamente com a analise dos resultados apresentados pelas amostras
fornecidas pelo laboratorio que datavam de 2001, armazenadas em condigcdes nao
controladas de temperatura e umidade, analisadas em 2003, podem indicar

estabilidade da rutina nas flores desta espécie.

Partindo-se destes resultados do estudo da estabilidade realizou-se a
determinagcdo da cinética de reacdo de degradagdo do marcador quimico na
tentativa de estabelecer o prazo de validade do material vegetal. Num primeiro
momento, na avaliagcdo dos valores obtidos com a analise de Sambucus nigra,
obteve-se reacao de primeira ordem e, para Sambucus australis, segunda ordem.
De acordo com NUDELMAN (1976), devem ser considerados nestes estudos,
valores superiores a 20% de degradagdo do marcador, para a determinagdo da
ordem da reacao ser mais fidedigna. Assim, como os valores encontrados para os
primeiro 30 dias de exposi¢do as condigées 50°C e 90% U.R. das amostras de
Sambucus nigra foram inferiores, descartou-se este valor. Com isto, obteve-se uma

reacao de degradagao de segunda ordem.

Porém, mesmo com a determinacdo da constante de velocidade de reacéo e
o valor de tgoy (valor em que a concentragcdo da substancia avaliada € 90% da
concentragdo inicial), para maior confiabilidade nos resultados visando a
determinacdo de um correto prazo de validade para uso destas matérias-primas,
maior numero de amostras devem ser avaliadas. Igualmente € necessaria a
realizacdo de estudos em diferentes condicbes de temperatura e umidade

juntamente com estudos a longo prazo em condigdes controladas.

Estudos das atividades antiinflamatéria in vivo e antioxidante in vitro das flores

das espécies também puderam ser realizados.
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A escolha entre testes farmacolégicos in vitro ou in vivo depende de inumeros
fatores, sendo o principal critério o dominio do modelo experimental pelo
investigador e, naturalmente, do alvo a ser atingido. No entanto, os efeitos
observados nos testes realizados in vitro com certa frequéncia ndo sado observados
nos estudos realizados in vivo, devido a problemas de farmacocinética. Os testes in
vivo podem confirmar o uso popular das plantas quando o modelo experimental é
confiavel e ainda podem fornecer informagdes preliminares a respeito dos efeitos
toxicos das plantas (CALIXTO, 2001b).

Estudos etnofarmacoldgicos e referentes a constituicdo quimica das plantas
sao de grande utilidade na selecdo dos ensaios a serem realizados. Para os
sabugueiros, devido a constituigdo majoritaria em compostos flavonoidicos, as
atividades antiinflamatéria e antioxidante, extensivamente estudadas para estes

compostos, foram escolhidas.

A atividade antiinflamatdéria observada com o ensaio de inibicdo do edema em
pata de ratos induzida por carragenina, para extratos aquosos e hidroetandlicos das
flores de Sambucus nigra e Sambucus australis apresentou poténcia equivalente ao
padrao indometacina. Este resultado nao foi observado pelos autores MASCOLO e
colaboradores (1987), onde a atividade do extrato hidroetandlico das flores de S.
nigra, utilizando o mesmo método de avaliacido, foi aproximadamente metade do
valor obtido para o controle positivo. No entanto, para este relato ndo foi citada
claramente a forma de preparagcdo do extrato utilizado. A dose selecionada para
avaliagdo desta atividade utilizando extratos aquosos e hidroetandlicos dos
sabugueiros foi baseada em suposigdes levantadas apos analise minuciosa do

experimento realizado por MASCOLO e colaboradores (1987).

De acordo com a constituigdo quimica para as espécies, na sua maioria,
glicosideos de flavondides, a atividade antiinflamatdria torna-se quase que evidente,
pois estes ja foram estudados em outras plantas (HARBORNE & WILLIAMS, 2000)
ou isoladamente (SUYENAGA, 2002) apresentando efeito significativo.
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Para o ensaio de atividade antioxidante realizado, os resultados encontrados
para as amostras de Sambucus nigra e Sambucus australis foram bem distintos. Os
extratos hidroetandlicos apresentaram atividade mais pronunciada do que os
extratos aquosos, preparados em temperatura ambiente. Avaliagao do teor de rutina
demonstrou maior percentual no extrato hidroetandlico, sendo, portanto, possivel de
verificar que esta atividade pode estar diretamente relacionada com a presenca de
flavonoides conforme ja descrito para S. nigra (DAWIDOVICZ et al., 2005).

A atividade antioxidante mais pronunciada para a espécie Sambucus australis
pode ser atribuida ao fato desta possuir maior quantidade de flavondides
glicosilados do que a outra espécie. Também pode ser salientada a presencga de
glicosideos de canferol nestes extratos onde, segundo AMIC e colaboradores (2005)
sua aglicona demonstrou ser mais efetiva como sequestrante de radicais livres, que

os derivados quercetinicos estudados.

Assim, este trabalho contribuiu para a confirmag¢ao do uso popular das flores
das espécies como antiinflamatorias e antioxidantes. Sua validade também pode ser
verificada comparando com relatos apresentados para a atividade antiinflamatéria
por MASCOLO e colaboradores (1987) e mais recentemente, para a agao

antioxidante por DAWIDOWICZ e colaboradores (2005), para Sambucus nigra.

O conjunto de resultados botanicos e quimicos forneceu o aporte necessario
para o estabelecimento de parametros farmacopéicos para a garantia da qualidade
de flores de Sambucus nigra e Sambucus australis, bem como permitiu realizar
avaliagao preliminar para a determinagao do prazo de validade através do estudo da

estabilidade acelerada.

Estes resultados representam uma contribuicdo para o conhecimento de
matérias-primas para producdo de fitomedicamentos com qualidade, os quais sao
escassos na literatura em especial, no que se refere a estudos de estabilidade. Pelo
estudo comparativo foi possivel verificar a similitude entre as espécies o que poderia
indicar o uso comercial do vegetal nacional, implicando na reducdo de custos de

importagao.
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v Descricao e analise botanica:

As principais diferengas macroscopicas encontradas nas 18 amostras
frescas de Sambucus australis coletadas nas cidades de Caxias do
Sul, Porto Alegre, Santa Maria, Veranopolis e Praia da Guarda do
Embau / Palhoga / SC e Viamao, e 13 amostras de Sambucus nigra
adquiridas no comércio e/ou fornecidas pelo laboratério de
Farmacognosia desta Faculdade, foram o numero de l6culos no ovario,
trés para as flores de Sambucus nigra e cinco para Sambucus
australis; e o tamanho do filete dos estames, diferenciado em amostras

de flores de Sambucus australis;

As principais diferencas microscopicas encontradas foram: presenca
de idioblastos cristaliferos em bracteas, sépalas e pétalas, endoderme
do pedicelo, dentes marginais e paredes das células fundamentais

retilineas na epiderme das sépalas nas flores de Sambucus nigra;

Pedicelos grosseiros e flores acastanhadas foram identificados como

contaminantes em ambas espécies.

v Quanto a avaliagdo quimica quali e quantitativa:

O teor de perda por dessecagao utilizando termobalanca com
infravermelho foi de 11,68% e 10,90% para Sambucus nigra e

Sambucus australis, respectivamente;

O conteudo de materiais estranhos encontrado respeitou os limites
indicados pela Farmacopéia Européia, bem como o teor de cinzas

totais;

O flavondide rutina foi identificado como marcador quimico para as

duas espécies de Sambucus estudadas;
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O meétodo desenvolvido utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi validado, demonstrando ser linear, sensivel, especifico,
preciso, exato e robusto para analise quantitativa de rutina em
solugcdes extrativas hidroetandlicos de flores de Sambucus nigra e

Sambucus australis;

A avaliagao do teor de rutina verificada por CLAE apresentou médias
de 1,04% e 1,20 % para Sambucus nigra e Sambucus australis,
respectivamente, e o teor de flavondides totais, pelo método de
espectrofotometria, com hidrélise acida, apresentou valores médios de
quercetina de 1,66% e 2,31% para Sambucus nigra e Sambucus

australis;

O estudo preliminar de estabilidade acelerada demonstrou uma
degradagdao no teor de rutina de 27% e 57% para as flores de
Sambucus nigra e Sambucus australis, respectivamente, apds o

periodo de trés meses;

Sugere-se a segunda ordem para a cinética da reagao de degradacao
dos teores de rutina para as duas espécies.

v Quanto a avaliag&o biologica:

Os extratos aquosos e hidroetandlicos de Sambucus nigra e Sambucus

australis apresentaram significativa atividade antiinflamatéria in vivo;

Os extratos aquosos e hidroetandlicos de Sambucus australis
apresentaram atividade mais pronunciada que os mesmos extratos de

Sambucus nigra.

v Sugere-se a elaboragdo de uma monografia para cada espécie para a

inclusdo na Farmacopeéia Brasileira

184



REFERENCIAS







ABOY, A. L. Desenvolvimento tecnoldgico de solucdes extrativas de Mikania
glomerata Sprengel (guaco) (Asteraceae). Porto Alegre: Curso de Pds-Graduagao
em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul /
UFRGS, 1999, Dissertagao (Mestrado). 120 p.

AHMADIANI, A.; FEREIDONI, M.; SEMNANIAN, S.; KAMALINEJAD, M.; SAREMI, S.
Antinociceptive and anti-inflammatory effects of Sambucus ebulus rhizome extract in
rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 61, p. 229-235, 1998.

ALICE, C. B.; SIQUEIRA, N. C. S.; HALBIG, J. C.; MENTZ, L. A;; SILVA, G. A. A. B;;
GOETTEMS, E. I. Diagnose comparativa de compostos polifendlicos de Sambucus

nigra L. e Sambucus australis Cham. Et Schlecht. Revista Brasileira de Farmacia, v.
71,n. 4, p. 88-90, 1990.

ALICE, C. B.; VARGAS, V. M. F.; SILVA, G. A. B.; SIQUEIRA, N. C. S;
SCHAPOVAL, E. E. S.; GLEYDE, J.; HENRIQUES, J. A. P.; HENRIQUES, A. T.
Screening of plants used in south Brazilian folk medicine. Journal of
Ethnopharmacology, n. 35, p. 165-171, 1991.

ALICE, C. B.; SIQUEIRA, N. C. S.; MENTZ, L. A.; SILVA, G. A. A. B. Plantas
Medicinais de Uso Popular: Atlas Farmacognéstico. Canoas: Editora da Ulbra, 1995.
205 p.

ALONSO, J. R. Tratado de Fitomedicina — Bases Clinicas y Farmacologicas. Buenos
Aires: ISIS, 1998. 1039 p.

AMIC, D.; DAVIDOVIC-AMIC, D.; BESLO, D; TRINAJSTIC, N. Structure-radical
scavenging activity relationships of flavonoids. Croatica Chemica Acta CCACAA. v.
76, n. 1, p. 55-61, 2003.

APG Il — The Angiosperm Phylogeny Group. An Update of the angiosperm
phylogeny group classification for the orders and families of flowering plants: APG II.
Botanical Journal of the Linnean Society, n. 441, p. 399-436, 2003.

ARGUESO, A. A. Manual de Tecnicas en Histologia Vegetal. Buenos Aires:
Hemisferio Sur, 1986. 83 p.

BACIGALUPO, N. M. Caprifoliaceae. In: BURKART, A. Flora llustrada de Entre Rios
(Argentina). Buenos Aires: INTA, 1974. v. 6, pt. 6.

BALLERO, M.; POLI, F.; SACCHETTI, M.; LOI, M. C. Ethnobotanical research in the
territory of Fluminimaggiore (south-western Sardinia). Fitoterapia, v. 72, p. 788-801,
2001.

BARROSO, G. M. Sistematica das Angiospermas. Vigcosa: Imprensa Universitaria
UFV, 1986. v. 3. 328 p.

BEDOYA, L. M.; SANCHEZ-PALOMINO, S.; ABAD, M. J.; BERMEJO, P.; ALCAMI,

J. Anti-HIV activity of medicinal plant extracts. Journal of Ethnopharmacology, v. 77,
p. 113-116, 2001.

187



BERGHE, D. A. V.; VLIETINCK, A. J.; van HOOF, L. Plant products as potential
antiviral agents. Bulletin Institute Pasteur, v. 84, p. 101-147, 1986.

BILIA, A. R.; BERGONZI, M. C.; MORGENNI, F.; MAZZI, G.; VINCIERI, F. F.
Evaluation of chemical stability of St. John’s wort commercial extract and some
preparations. International Journal of Pharmaceutics, v. 213, p. 199-208, 2001.

BILIA, A. R.;; BERGONZI, M. C.; GALLORI, S.; MAZZI, G.; VINCIERI, F. F. Stability
of the constituents of Calendula, Milk-thistle and Passionflower tinctures by LC-DAD
and LC-MS. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. n. 30, p. 613-624,
2002.

BONET, M. A.;; PARADA, M.; SELGA, A.; VALLES, J. Studies on pharmaceutical
ethnobotany in the regions of L’Alt Emporda and Les Guilleries (Catalonia, Iberian
Peninsula). Journal of Ethnopharmacology, v. 68, p. 145-168, 1999.

BRASIL, Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Resolugédo n. 560,
de 02 de abril de 2002. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil. 03 abr.
2002.

BRASIL, Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo n. 899,
de 29 de maio de 2003. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil. 02 jun.
2003.

BRASIL, Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Resolug¢ao n. 48, de
16 de margo de 2004. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil. 18 mar.
2004a.

BRASIL, Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo n. 398,
de 12 de novembro de 2004. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil. 16
nov. 2004b.

BRITISH Herbal Compendium. A Handbook of scientific information on widely used
plant drugs. Gra-bretanha: BHMA, 1992. v. 1, 239 p.

BRITISH Herbal Pharmacopoeia. 4 ed. Londres: BHMA, 1996. 212 p.

BRUNETON, J. Farmacognosia: Fitoquimica — Plantas Medicinales. 2 ed. Zaragoza:
Acribia, 2001. 1099 p.

CABRERA, A. L. Caprifoliaceae. In. CABRERA, A. L. Flora de la Provincia de
Buenos Aires. Buenos Aires: INTA, 1965. v.4. pt.5.

CACERES, A.; CANO, O.; SAMAYOA, B.; AGUILAR, L. Plants used in Guatemala
for the treatment of gastrointestinal disorder’s. 1. Screening of 84 plants against
enterobacteria. Journal of Ethnopharmacology, v. 30, p. 55-73, 1990.

CACERES, A.; LOPEZ, B. R.; GIRON, M. A.; LOGEMANN, H. Plants used in
Guatemala for the treatment of dermatophytic infections. 1. Screening for antimycotic
activity of 44 plant extracts. Journal of Ethnopharmacology, v. 31, p. 263-276, 1991.

188



CALIXTO, J. B. Medicamentos fitoterapicos. In: YUNES, R. A.; CALIXTO, J. B.
Plantas Medicinais: sob a 6tica da Quimica Medicinal Moderna. Chapecé: Argos,
2001a. 500 p.

CALIXTO, J. B. Estudo farmacologico pré-clinico de plantas medicinais. In: YUNES,
R. A.; CALIXTO, J. B. Plantas Medicinais: sob a 6ética da Quimica Medicinal
Moderna. Chapeco: Argos, 2001b. 500 p.

CAPASSO, R,; 1ZZ0O, A. A,, PINTO, L.; BIFULCO, T.; VITOBELLO, C.; MASCOLO,
N. Phytotherapy and quality of Herbal Medicines. Fitoterapia, n. 71, p. 58-65, 2000.

CHARAUX, M. C. Sur la présence de la rutine dans certains végétaux. Preparation et
identification de ce et de sés produits de dédoublément. Bulletin de la Societé de
Chimie Biologique, v. 6, p. 641-647, 1924.

CHRIST, M.; MULLER, J. Archiv der Pharmazie, v. 293, n. 65, p. 1033-1042, 1960.

COIMBRA, R. Notas de Fitoterapia: Catalogo dos Dados Principais sobre Plantas
utilizadas em Medicina e Farmacia. 2 ed. Rio de Janeiro: Arte Moderna, 1958. 429 p.

CORREA, P. M. Dicionario de Plantas Uteis do Brasil e das Exéticas Cultivadas. Rio
de Janeiro: IBDF, 1984. v. 6, 777 p.

CRUZ, G.L. Dicionario das Plantas Uteis do Brasil. Rio de Janeiro: Civilizagéo
Brasileira, 1979. 599 p.

CZYGAN, F-C; FROHNE, F.; HOLTZEL, C.; NOGELL, A.; PFANDER, H-J;
WILLTHUN, G.; BUFF, W. Sambuci Flos. In: BISSET, N. G.; WICHTL, M. (Ed)
Herbal drugs and phytopharmaceuticals: a handbook for pratice on a cientific basis. 2
ed. Stuttgart: Scientific Publishers CRC, 2001. 566 p.

DAB 10 Komentar: wissenschaftliche Erlauterlungen zum deutschen Arzneibuch.
Stuttgart: Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft, 1994.

D’AMELIO, F. S. Botanicals: A phytocosmetic desk reference. Boca Raton: CRC
Press, 1999. 361 p.

DAVIDEK, J. Isolation of chromatographically pure rutin from flowers of Elder.
Nature, v. 189, n. 4763, p. 487-488, 1961.

DAWIDOWICZ, A. L.; WIANOWSKA, D.; BARANIAK, B. The antioxidant properties of
alcoholic extracts from Sambucus nigra L. (antioxidant properties of extracts). LWT —
Food Science and Technology, In Press, 19 marco 2005.

Di CARLO, G.; MASCOLO, N.; 1ZZO, A. A.; CAPASSO, F. Flavonoids: Old and new
aspects of a class of natural therapeutic drugs. Life Sciences,
v. 65, n. 4, p. 337-353, 1999.

DIMITRI, M. J. Enciclopedia Argentina de agricultura y jardineria. 3 ed. Buenos Aires:
ACME, 1980. v. 2.

189



DONDI, F.; KAHIE, Y. D.; LODI, G.; BLO, G.; PIETROGRANDE, C.; RESCHIGLIAN,
P. Solvent selectivity effects in reversed-phase high-performance liquid
chromatography of flavonoid compounds. Journal of Chromatography, v. 461, p. 281-
292, 1989.

EMEA. The European agency for the evaluation of medicinal products. Working part
on herbal medicinal products (HMPWP), Stability testing of HD, HDP and HMP,
guidelines. n. 25, 1999. Disponivel na Internet no enderecgo http://www.emea.eu.int/.
Acesso em 15/07/2004.

ESCHRICH, W. Pulver Atlas der Drogen des deutschen Arzneibuches. Stuttgart:
Fischer, 1988. 335 p.

ESPANA, S. M.; MARSICOVETERE, P. V.; CACERES, A. Plants used in Guatemala
for the treatment of gastrointestinal disorder’s. 5. Vibroicidal activity of five American
plants used to treat diarrhea. Fitoterapia, v. 65, n. 3, p. 273-274, 1994.

EUROPEAN Pharmacopoeia. 4 ed. Strasbourg: Council of Europe, 2002. 2416 p.

EVANS, W. C. Trease and Evans: Pharmacognosy. 15 ed. Londres: W B Sounders,
2002. 585 p.

FALKENBERG, M. B.; SANTOS, R. I.; SIMOES, C. M. O. Introdugdo a analise
fitoquimica. In: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C.
P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. R. (Ed.) Farmacognosia — da Planta ao
Medicamento. 4 ed. Porto Alegre / Florianépolis : Ed. Da UFRGS / Ed. Da UFSC,
2002. 833 p.

FARIAS, M. R. Avaliagdo da qualidade de matérias-primas vegetais. In: SIMOES, C.
M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A;
PETROVICK, P. R. (Ed.) Farmacognosia — da Planta ao Medicamento. 4 ed. Porto
Alegre / Florianépolis : Ed. da UFRGS / Ed. da UFSC, 2002. 833 p.

FARMACOPEIA BRASILEIRA. 4ed. 1988. Sao Paulo: Atheneu.
FARMACOPEIA Portuguesa. 7 ed. Lisboa : Ministério da Saude, 2002.(cd-rom)

FORMICA, J. V.; REGELSON, W. Review of the biology of quercetin and related
bioflavonoids. Food and Chemical Toxicology, v. 33, n. 12, p. 1061-1080, 1995.

FOSTER, A. S. Pratical plant anatomy. Princeton: van Nostrand. 1949. 228 p.

GEORGETTI, S. R.; CASAGRANDE, R.; Di MAMBRO, V. M.; AZZOLINI, A.E.C. S;;
FONSECAL, M. J. V. Evaluation of the antioxidant activity of different flavonoids by
the chemiluminescence method. AAPS Pharmarmaceutical Science, v. 5, n. 2, p. 1-
5, 2003.

GERLACH, D. Botanische Microtechnik. Stuttgart: Georg Thieme. 1984. 311 p.

GIAMPIERI, L.; FRATERNALE, D.; RICCI, D. Composition and antioxidant activity of
essential oil and ethanolic extract obtained from fresh flowers of Sambucus nigra.
Rivista Italiana Eppos, n. 35, p. 33-40, 2003.

190



GILG, E.; BRANDT, W.; SCHURHOFT, P. N. Farmacognosia: matéria farmacéutica
vegetal y animal. 2 ed. Barcelona: Labor, 1942. 656 p.

GOLDIM, J. R. Pesquisa em saude e direito dos animais. Porto Alegre: HCPA, 1995.
28 p.

GOREN, A. C.; BILSEL, G.; BILSEL, M. YENISOY-KARAKAS, S.; KARAKAS, D.
Simple high-performance liquid chromatographic method for determination of
atropine and obidoxime in a parenteral injection device. Journal of Chromatography
A, v. 1057, n. 1-2, p. 237-239, 2004.

GUARDIA, T.; ROTELLI, A. E.; JUAREZ, A. O.; PELZER, L. E. Anti-inflammatory
properties of plants flavonoids. Effects of rutin, quercetin and hesperidin on adjuvant
arthritis in rat. Il Farmaco, v. 56, p. 683-687, 2001.

GUARRERA, P. M. Traditional phytotherapy in Central Italy (Marche, Abruzzo, e
Latium). Fitoterapia, v. 76, p. 1-25, 2005.

HARBORNE, J. B.; WILLIAMS, C. A. Advances in flavonoid research since 1992.
Phytochemistry, v. 55, p. 481-504, 2000.

HEIGL, D.; FRANZ, G. Stability testing on typical flavonoid containing herbal drugs.
Die Pharmazie, n. 12, p. 881-885, 2003.

HERBAL Medicine: Expanded Comission E Monographs. Mark Blumenthal, Alicia
Goldberg, Josef Brinckmann (ed). Newton: IMC, 2000. 519p.

HERNANDEZ, N. E.; TERESCHUK, M. L.; ABDALA, L. R. Antimicrobial activity of
flavonoids in medicinal plants from Tafi del Vale (Tucuman, Argentina). Journal of
Ethnopharmacology, v. 73, p. 317-322, 2000.

HEYWOOD, V. H. (Ed). Flowering Plants of the World. Nova lorque: Oxford
University Press, 1993. 335p.

HOLLMAN, P. C. H.; HERTOG, M. G. L.; KATAN, M. B. K. Analysis and health
effects of flavonoids. Food Chemistry, v. 57, n. 1, p. 43-46, 1996.

HONG, D. D.; SHAH, M. Development and validation of HPLC stability-indicating
assays. In: CARSTENSEN, J. T.; RHODES, C. T. (Ed). Drug Stability. Principles and
Practices. 3 ed. Nova lorque: Marcel Dekker, 2000. v. 107, 773 p.

ICH. International Conference on Harmonization. Validation of analytical procedures:
Methodology. Q2B. 1996. 8 p. Disponivel na Internet no endereco
http://www.ich.org/. Acesso em 15/03/2003.

ICH. International Conference on Harmonization. Stability testing of new drug
substances and products. Q1A (R2). 2003. 15 p. Disponivel na Internet no enderego
http://www.ich.org/. Acesso em 15/03/2003.

JORGE, L. I. F.; GRACIANO, R. A. S.; PRADO, S. P. T.; PEREIRA, U. Identificagao
histolégica de Sambucus australis Cham. & Schlecht. (SABUGUEIRO). Revista de
Ciéncias Farmacéuticas, v. 20, n. 1, p. 117-123, 1999.

191


http://www.ich.org/
http://www.ich.org/

JUDD, W. S.; CAMPBELL, C. S.; KELLOG, E. A.; STEVENS, P. F. Plant
Systematics: a Phylogenetic Approach. Massachusetts: Sinauer Associates, 1999.
464 p.

KOKOLETSI, M. X.; KAFKALA, S.; TSIAGANIS, M. A novel gradient HPLC method
for simultaneous determination of ranitidine, methylparaben and propylparaben in
oral liquid pharmaceutical formulation. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, v. 38, n. 4, p. 763-767, 2005.

KRAUS, J. E.; ARDUIN, M. Manual basico de métodos em morfologia vegetal.
Seropédica. Rio de Janeiro: EDUR, 1997. 198 p.

LACHMAN, L.; DELUCA, P.; AKERS, M. J. Testes de estabilidade e fundamentos de
cinética quimica. In: LACHMAN, L.; LIEBERMAN, H. A.; KANIG, J. L. Teoria e
pratica na indastria farmacéutica. Lisboa: Fundagao Calouste Gulben Kian, 2001. v.
2, cap. 256.

LAMAISON, J. L.; PETITJEAN-FREYTET, C.; CARNAT, A. Présence de 3-glucoside
et de 3-rutinoside d'isorhamnétine dans les fleurs de Sambucus nigra L. Annales
Pharmaceutiques Francaise, v. 49, n. 5, p. 258-262, 1991.

LAWRIE, W.; MCLEAN, J.; PATON, A. C. Triterpenoids in the bark of Elder
(Sambucus nigra). Phytochemistry, v. 3, n. 5, p. 258-262, 1964.

LEE, K. W.; KIM, Y. J.; LEE, H. J.; LEE, C. Y. Cocoa has more phenolic
phytochemicals and a higher antioxidant capacity than teas and red wine. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 51, p. 7292-7295, 2003.

LEPORATTI, M. L.; CORRADI, L. Ethnopharmacobotanical remarks on the Province
on Chieti town (Abruzzo, Central ltaly). Journal of Ethnopharmacology, v. 74, p. 17-
40, 2001.

LIANG, Y-Z; XIE, P.; CHAN, K. Quality control of herbal medicines. Journal of
Chromatography B, v. 812, p. 53-70, 2004.

LIN, C-N.; TOME, W-P. Antihepatotoxic principles of Sambucus formosana. Planta
Medica, v. 33, n. 13, p. 223-224, 1988.

LIST, P. H.; SCHMIDT, P. C. Phytopharmaceutical Technology. Boca Ratén: CRC,
1989. 974 p.

LOPEZ, M.; MARTINEZ, F.; DEL VALLE, C.; ORTE, C.; MIRO, M. Analysis of
phenolic constituents of biological interest in red wines by high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 922, p. 359-363, 2001.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas Medicinais no Brasil: Nativas e Exoticas.
Nova Odessa: Plantarum, 2002. 512 p.

MABRY, T. J.; MARKHAN, K. R.; THOMAS, M. B. The sistematic identifcation of
flavonoids. Berlin: Springer, 1970.

192



MACIEL, R. L.; BRANDAO, M. G. L. Definicdo de parametros farmacogndsticos para
as flores e a tintura-mae do Sambucus australis Cham. Et Schitdl. In: Simpdsio de

Plantas Medicinais do Brasil, 15, 1998, Aguas de Linddia. Programas e resumos...
S&o Paulo, 1998. p. 194.

MALES, Z; MEDIC-SARIC, M. Investigation of the flavonoids and phenolic acids of
Sambuci flos by thin-layer chromatography. Journal of Planar Chromatography, v.
12, september/october, 1999.

MARTINS, J. E. C. Plantas Medicinais do uso da amazobnia. 2 ed. Belém: CEJUP,
1989. 107 p.

MASCOLO, N.; AUTORE, G.; CAPASSO, F.; MENGHINI, A.; FASULO, M. P.
Biological screening of Italian medicinal plants for anti-inflammatory activity.
Phytoterapy Research, v. 1, p. 28-31, 1987.

MECKES-LOZOYA, M.; CAMPOS, V. M. Pharmacological screening of Mexican
plants, populary used for the tratament of cough. Fitoterapia, v. 57, n. 5, p. 365-370,
1985.

MENSOR, L. L.; MENEZES, F. S,; LEITAO, G. G.; REIS, A. S.; SANTOS, T. S;;
COUBE, C. S.; LEITAO, S. G. Screening of Brazilian plant extracts for antioxidant
activity by use of DPPH free radical method. Phytotherapy research, v. 15, p. 127-
130, 2001.

MERCOSUL. Regulamento técnico do Mercosul, estabilidade de produtos
farmacéuticos. Grupo Mercado Comun. Resolucion n. 53/96, 1996. Disponivel na
Internet no enderecgo http://www.sice.oas.org. Acesso em 23/11/2003.

MINISTERIO DE SALUD DE COSTA RICA. Guia para realizacion de estudios de
estabilidad de medicamentos. Disponivel na Internet no endereco:
http://www.netsalud.sa.cr. Acesso em 15/08/2003.

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA DE CUBA. Requerimientos de los estudios de
estabilidad para el registro de productos farmacéuticos nuevos y conocidos.
Regulacion 23, 2000. Disponivel na Internet no enderego:
http://www.cecmed.slod.cu. Acesso em 20/01/2004.

MIRALDI, E.; FERRI, S.; MOSTAGHIMI, V. Botanical drugs and preparations in the
traditional medicine of West Azerbaijan (Iran). Journal of Ethnopharmacology, v. 75,
p. 77-87, 2001.

MOERMAN, D. E. Native American Ethnobotany. Portland: Timber Press, 1998. 927
p.

MUELLER, C. A. Caprifoliaceae, Valerianaceae, Calyceraceae. In: MARTIUS, C.F.P.
Flora Brasiliensis, 1885. v. 6. pt. 4.

NETO, C. C.; OSWENS, C. W.; LANGFIELD, R. D.; COMEAU, A. B.; ONGE, J. St;
VAISBERG, A. J.; HAMMOND, G. B. Antibacterial activity of some Peruvian
medicinal plants from the Callejon de Huyalas. Journal of Ethnopharmacology, v. 79,
p. 133-138, 2002.

193



NEWALL, C. A.; ANDERSON, L. A.; PHILLIPSON, J. D. Plantas Medicinais — Guia
para o profissional de Saude. Londres: Pharmaceutical Press, 2002.

NIJVELDT, R. J.; van NOOD, D.; van HOORN, D. E. C.; BOELENS, P. G.; van
NORREN, K.; van LEEUWEN, P. A. M. Flavonoids: a review of probable
mechanisms of action and potential applications. American Journal of Clinical
Nutrition. v. 74, n. 4, p. 418-425, 2001.

NISHITANI, E.; SAGESAKA)Y. M. Simultaneousa determination of cathechins,
caffeine and other phenolic compounds in tea using new HPLC method. Journal of
Food Composition and Analysis, v. 17, n. 5, p. 675-685, 2004.

NG, T. B.; LIU, F.; WANG, Z. T. Antioxidative activity of natural products from plants.
Life Science, v. 66, n. 8, p. 709-723, 2000.

NUDELMAN, N. S. Estabilidad de Medicamentos. Buenos Aires: El Ateneo, 1976.
187 p.

PALMESE, M. T.; MANGANELLI, R. E. U.; TOMEI, P. E. An ethno-
pharmacobotanical survey in the Sarrabus district (south-east Sardinia). Fitoterapia,
v. 72, p. 619-643, 2001.

PARIS, R. R.: MOYSE, H. Précis de Matiére Médicale. Paris: Masson et C'¢, 1971. v.
3, 509 p.

PDR for Herbal Medicines. 2 ed. Montvale: Medical Economics, 2000. 858 p.

PEIRCE, A. The American pharmaceutical association: practical guides to natural
medicines. Nova lorque: William Morrow and Company, 1999. 729p.

PELZER, L. E.; GUARDIA, T.; JUAREZ, A. O.; GUERREIRO, E. Acute and chronic
antiinflammatory effects of plants flavonoids. Il Farmaco, v. 53, n. 6, p. 421-424,
1998.

PERROT, E. N. Matiéres premieres usuelles du regne vegetal: thérapeutique,
hygiéne, industrie. Paris: Masson et C*., 1944. v. 2.

PETRY, R. D. Desenvolvimento e validacdo de métodos de doseamento de
flavonoides de Passiflora edulis Sims. (maracuja). Porto Alegre: Curso de Pés-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul / UFRGS, 1999, Dissertacao (Mestrado). 213 p.

PIERONI, A. Medicinal plants and food medicines in the folk tradiotions of the upper
Lucca Province, Italy. Journal of Ethnopharmacology, v. 70, p. 235-273, 2000.

PIERONI, A.; QUAVE, C.;NEBEL, S.; HEINRICH, M. Ethnopharmacy of the ethnic
Albanians (Arbéreshé) of northern Basilicata, Italy. Fitoterapia, v. 73, p. 217-241,
2002.

PIETROGRANDE, M. C.; BIGHI, C.; BLO, G.; KAHIE, Y. D.; RESCHIGLIAN, R;
DONDI, F. Retention behaviour of selected flavonoid compounds in NP-HPLC.
Chromatographia, v. 27, n. 11/12, p. 625-627, 1989.

194



PIETTA, P.; BRUNO, A.; MAURI, P.; RAVA, A. Separation of flavonol-2-O-glycosides
from Calendula officinalis and Sambucus nigra by high-performance liquid and
micellar electrokinetic capillary chromatography. Journal of Chromatography, v. 593,
p. 165-170, 1992.

PLANCHON, L.; BRETIN, P.; MANEAU, P. Précis de Matiere Medicale. 50 ed. Paris:
Librarie Maloine, 1946. v. 2.

QUER, F. Plantas medicinales: el Dioscérides renovado. Barcelona: Labor, 1993. v.
3.

REBUELTA, M.; VIVAS, J. M.; SAN ROMAN, L.; FERNANDEZ, M. G. S. Etude de
I'effet diurétique de différents préparations des fleurs du Sambucus nigra. Plantes
Médiques et Phytothérapie, v. 17, p. 173-181, 1983.

REITZ, R. Caprifoliaceas. In: Flora llustrada Catarinense. Itajai: R. Reitz ed., 1985. 1
pt., 16p.

REVIEW of Natural Products: the most complet source of natural products
information. 2 ed. St. Louis: Fact and Comparisons, 2002. 794 p.

REHWALD, A.; MEIER, B.; STICHER, O. Qualitative and quantitative reversed-
phase high-performance liquid chromatography of flavonoids in Crataegus leaves
and flowers. Journal of Chromatography A, v. 677, p. 25-33, 1994.

RIBANI, M.; BOTTOLI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F.; MELO, L. F.
C. Validagédo em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica Nova, v. 27, n.
5, p. 771-780, 2004.

RICE-EVANS, C. A.; MILLER, N. J.; PAGANGA, G. Structure-antioxidant activity
relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radical Biology and Medicine, v.
20, n. 7, p. 933-956, 1996.

ROMBI, M. 100 Plantes Médicinales: composition, mode d"actions et interet
therapeutique. Nice: Remart, 1991. 298 p.

SASS, J.E. Elements of Botanical Microtechnique. Nova lorque: McGraw-Hill, 1951.
222 p.

SCHINELLA, G. R.; TOURNIER, H. A.; PRIETO, J. M.; MORDUJOVICH de
BUSCHIAZZO, P.; RIOS, J. L. Antioxidant activity of anti-inflammatory plant extracts.
Life Sciences, n. 70, v. 9, p. 1023-1033, 2002.

SEITZ, U.; OEFNER, P. J.; NATHAKARNKITKOOL, S.; POPP, M.; BONN, G. K.
Cappilary electrophoretic analysis of flavonoids. Electrophoresis, v. 13, p. 35-38,
1992.

SENNA, E. M. T. L. Desenvolvimento de extratos secos nebulizados de Achyrocline
satureioides (LAM.) DC. Compositae (Marcela). Porto Alegre: Curso de Pods-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul / UFRGS, 1999, Dissertacao (Mestrado). 140 p.

195



SERKEDJIEVA, J.; MANOLOVA, N.; ZGORNIAK, |.; ZAWLINSKA, B.; GRZYBEK, J.
Antiviral activity of the infusion from flowers of Sambucus nigra L., aerial parts of
Hypericum perforatum and roots of Saponaria officinalis L. against influenza and
herpes simplex viruses. Phytotherapy Research, v. 4, n. 3, p. 97, 1990.

SHABIR, G. A. Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis. Understanding the differences and similarities between
validation requeriments of the US Food and Drug Administration, the US
Pharmacopoeia and the International Conference ion Harmonization. Journal of
Chromatography A, n. 987, p. 57-66, 2003.

SHOAIB, A. M. EL-M.; GOMAA, C. S.; ALY, A. A. E.; ROOS, S. A. A note on
flavonoid and carbohydrate contents of Sambucus nigra L. grown in Egypt. Egyptian
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 13, n. 1, p. 95-100, 1972.

SILVA, R. A. D. Pharmacopeia dos Estados Unidos do Brasil. 1 ed. Sdo Paulo:
Nacional, 1929. 1149 p.

SILVA, W. B. Desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas para a
matéria-prima vegetal e solucdo extrativa de Phyllantus niruri L. (Euphorbiaceae).
Porto Alegre: Curso de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul / UFRGS, 1999, Dissertacao (Mestrado). 145 p.

SIMOES, C. M. O.; MENTZ, L. A.; SCHENKEL, E. P.; IRGANG, B. E.; STCHMANN,
J. R. Plantas da medicina popular no Rio Grande do Sul. Porto Alegre: Editora da
Universidade / UFRGS, 1998. 173 p.

SOARES, L. A. L. Obtencédo de comprimidos contendo alto teor de produto seco por
aspersdo de Maytenus ilicifolia Mart. EX. Reissek — Celastraceae. Desenvolvimento
tecnologico de produtos intermediério e final. Porto Alegre: Curso de Pés-Graduagéao
em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul /
UFRGS, 2002, Tese (Doutorado). 279 p.

SOARES, L. A. L.; OLIVEIRA, A. L; ORTEGA, G. G.; PETROVICK, P. R.
Development and validation of a LC-method for determination of catechin and
epicatechin in aqueous extractives from leaves of Maytenus ilicifolia. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 36, n. 4, p. 787-790, 2004.

SONAGLIO, D.; ORTEGA, G. G.; PETROVICK, P. R. P.; BASSANI, V. L.
Farmacologia e toxicologia dos produtos naturais. In: SIMOES, C. M. O
SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P.
R. (Ed.). Farmacognosia — da Planta ao Medicamento. 4 ed. Porto Alegre /
Floriandpolis : Ed. da UFRGS / Ed. da UFSC, 2002. 833 p.

STROHL, W. R. The role of natural products in a modern drug discovery program.
Drugs Discovery Today, v. 5, n. 2, p. 39-41, 2000.

SUYENAGA, E. S. Avaliacdo da atividade antiinflamatoria de flavonoides por
ensaios in vivo e in vitro. Porto Alegre: Curso de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul / UFRGS, 2002, Tese
(Doutorado). 187p.

196



SWAIN, T. Flavonoids. In: GOODWIN, T. W. (org.) Chemistry and biochemistry of
plant pigments. 2 ed. Londres: Academic Press, 1976. v. 2.

SWARTZ, M. E.; KRULL, I. S. Method Validation. In: Analytical Method Development
and Validation. Nova lorque: Marcel Dekker, 1997.

TAKHTAJAN, A. L. Diversity and classification of flowering plants. Nova lorque:
Columbia University Press, 1997. 643 p.

TOLEDO, A. C. O.; HIRATA, L. L.; BUFFON, M. C. M.; MIGUEL, M. D.; MIGUEL, O.
G. Fitoterapicos: uma abordagem farmacotécnica. Revista Lecta, Braganga Paulista.
v.21,n.1/2, p. 7-13, 2003.

TOULEMONDE, B.; RICHARD, H. M. J. Volatile constituents of Dry Elder (Sambucus
nigra) Flowers. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 31, p. 365-370, 1983.

TOURNAIRE, C.; CROUX, S.; MAURETTE, M. T.; BECK, I.; HOCQUAUX, M
BRAUN, A.; OLIVEIROS. Antioxidant activity of flavonoids: efficiency of singlet
oxygen (1Ag) quenching. Journal of Photochemistry And Photobiology B , Biology, v.
19, p. 205-215, 1993.

TSIMOGIANNIS, D. I.; OREOUPOULQU, V. Free radical scavenging and antioxidant
activity of 5,7,3",4’-hydroxy-substituted flavonoids. Innovative Food Science
Emerging Technologies, v. 5, p. 523-529, 2004.

TUNON, H.; OLAVSDOTTER, C.; BOHLIN, L. Evaluation of anti-inflammatory activity
of some Swedish medicinal plants. Journal of Ethnopharmacology, v. 48, p. 61-76,
1985.

USP. The United States Pharmacopeia. NF 23. 28 ed. Rockville: Estados Unidos
Pharmacopeial Convention, 2005. 3187p.

WAGNER, H.; BLADT, S. Plant Drug Analysis — A Thin Layer Chromatography Atlas.
2 ed. Berlin: Springer-Verlag, 1996. 384 p.

WANG, H.-K;; XIA, Y.; YANG, Z-Y.; NATSCHKE, S. L. M.; LEE, K-H. Recent
advances in the discovery and development of flavonoids and their analogues as
antitumor and anti-HIV agents. In: MANTHEY, J. A.; BUSLIG, B. S. Flavonoids in the
Living System. Nova lorque: Plenum Press, 1998. cap. 15. 278 p.

WHO. World Health Organization: Good Manufacturing Pratices for Pharmaceutical
Products. Geneva: WHO, 1993.

WHO - World Health Organization. Stability testing of pharmaceutical products
containing well established drug substances in conventional dosage forms. World
Health Organization: Tecnical Report Series. n. 863, annex 5, 1996. Disponivel no
endereco http://www.who.gov. Acesso em 12/05/2003.

WHO - World Health Organization Quality control methods for medicinal plant
materials. Geneva: WHO, 1998. 115p.

197


http://www.who.gov/

WHO. World Health Organization: Monographs on Selected Medicinal Plants.
Genebra: WHO, 2001. v. 2. 315 p.

WILLUHN, Von G.; RICHTER, W. Zur kennits der inhaltsstoffe von Sambcus nigra.
Planta Médica, v. 31, p. 328-343, 1977.

WINTER, C. A.; RISLEY, E. A.; NUSS, G. W. Carragenin-induced oedema in hind
paw of the rat as an assay for anti-inflammatory drugs. Proceedings of The Society
For Experimental Biology And Medicine, v. 111, p. 244-247, 1962.

WITTEMER, S. M.; VEIT, M. Validated method for the determination of six
metabolites derived from artichoke leaf extract in human plasma by high-
performance liquid chromatography-coulometric-array detection. Journal of
Chromatography B, n. 793, p. 367-375, 2003.

YANG, B.; KOTANI, A.; ARAI, K.; FUSU, F. Estimation of the antioxidant activities of
flavonoids from their oxidation potentials. Analytical Sciences, v. 17, p. 599-604,
2001.

YESILADA, E; USTUN, O.; SEZIK, E.; TAKAISHI, Y.; ONO, Y.; HONDA, G. Inhibitory
effects of Turkish folk remedies on inflammatory cytokines: interleukin-1a., interleukin-
1B and tumor necrosis factor a.. Journal of Ethnopharmacology, v. 58, p. 59-73, 1997.

YESILADA, E.; GURBUZ, I.; SHIBATA, H. Screening of Turkish anti-ulcerogenic folk
remedies for anti-Helicobacter pylori activity. Journal of Ethnopharmacology, v. 66, p.
289-293, 1999.

YOKOZAWA, T.; DONG, E.; LIU, Z. W.; SHIMIZU, M. Antioxidative Activity of
Flavones and Flavonols in vitro. Phytotherapy Research, v. 11, p. 446-449, 1997.

ZHI-CHEN, I. General control methods for vegetable drugs. Genebra: WHO, p. 71-
75, 1980.

ZUANAZZI, J. A. S. Flavondides. In: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P
GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A; PETROVICK, P. R. (Ed.)
Farmacognosia — da Planta ao Medicamento. 4 ed. Porto Alegre / Florianépolis : Ed.
Da UFRGS / Ed. Da UFSC, 2002. 833 p.

198



ANEXOS







CAPITULO 1

Tabela A1 Diferengas macroscopicas detectadas na analise das flores de Sambucus
australis Cham. & Schitdl. e Sambucus nigra L.

Estruturas |Caracteres Sambucus australis Sambucus nigra
didmetro 7,0a210,1 mm 3,0a5,0mm
funcionalmente  unissexuais
FLORES quanto ao sexo (pistiladas, com estames monoclinas
curtos ou estaminadas, com
estames longos)
botdes florais 1,0 a 3,0 mm de diametro 1,5 mm a 3,0 mm de didmetro
tectores: distribuidos por toda
e a lamina, mais comumente na
distribuicdo  dos
. ~ : margem e na base da face
tricomas tectores | por¢ao basal da face adaxial adaxial
e glandulares i .
. glandulares: mais abundantes
BRACTEAS na base da face adaxial
. 0,5 a 0,6 mm de largura e 0,9 |0,5 mm de largura e 0,6 a 1,5
medida X X
a 2,8 mm de comprimento mm de comprimento
. _— triangulares, oblongas,
forma triangulares ou elipticas i :
ovaladas a elipticas, laminares
apice proeminéncia apical presente | proeminéncia apical ausente
esbranquigado-amareladas,
coloracao amarelo-esverdeadas esverdeadas ou
amarronzadas
forma triangular-ovaladas triangulares
1,0 a 1,5 mm de comprimento | 0,5 a 1,0 mm de comprimento
. medidas e 1,0 mm de largura na por¢do | e 0,5 a 0,7 mm de largura na
SEPALAS basal porcao basal
dentes marginais | ausentes presentes
C e tectores: na margem e na
distribuicdo  dos . .
. ocorrem na porgado basal da |base da face adaxial
tricomas tectores . )
face adaxial glandulares: na base da face
e glandulares .
adaxial
. . 2,5 a 5,0 mm de comprimento | 2,0 a 3,5 mm de comprimento
PETALAS medidas e 1,5 a 3,0 mm de largura e 2,0 a 3,0 mm de largura
comprimento dos
curtos ou longos longos
estames
NP deiscentes nas flores
deiscéncia das estaminadas e indeiscentes | deiscentes
ANDROCEU | anteras ! 5 € Indel
nas flores pistiladas
comprimento  dos flores pistiladas - 1,0 a 2,0 mm
-omp flores estaminadas - 3,0 a 4,0{1,0a 1,5 mm
filetes
mm
numero de Idbulos pentalobado trilobado
no estigma
GINECEU numero de | pentacarpelar ou tetracarpelar, |, .
. : tricarpelar, raro tetracarpelar,
carpelos e loculos | raro tricarpelar, pentalocular |, .
. . trilocular, raro tetralocular
no ovario ou tetralocular, raro trilocular
PEDICELOS | medida 1,0 a 6,0 mm de comprimento | 1,0 a 7,0 mm de comprimento

201



Tabela A2. Diferencas microscopicas detectadas na analise das flores de Sambucus
australis Cham. & Schitdl. e Sambucus nigra L.

Estruturas Caracteres Sambucus australis Sambucus nigra
forma das
células
fundamentais . alongadas, de diferentes
. poligonal
da epiderme formas
(secgao
transversal)
distribuicao .
4 principalmente na base da
dos tricomas = . . ~
porcdo basal da face adaxial |face adaxial e na porgéo basal
tectores e .
marginal
glandulares
classificagao
quanto aos | anfiestomaticas hipoestomaticas
estbmatos
BRACTEAS . :
. células tabulares mais | . .
vista frontal células mais alongadas com
alongadas com paredes o
dos bordos o paredes retilineas
retilineas
um a quatro feixes vasculares
ou agrupamentos xilematicos.
organizagéo do | Quando apenas um, localiza-
) x geralmente composto por um
sistema se na regido da nervura|y . L
L unico agrupamento xilematico
vascular principal, podendo ser
constituido por
subagrupamentos
idioblastos
R ausentes raros
cristaliferos
gotas lipidicas | grande quantidade quantidade normal
A .~ | tectores e landulares
RECEPTACULO | gandulares ocorrem na regiao g ~
tricomas . ~ f ocorrem na regido de insergao
de insercao da bractea. X
da bractea.
forma das .
. face abaxial: alongadas e
células .
: possuem forma irregular tabular
fundamentais )
. face adaxial: retangular
da epiderme
paredes das| . o
células sinuosas em ambas as faces, | face adaxial: retilineas
. espessas e com visiveis |face abaxial: retilineas a
fundamentais ~ ;
. pontoacdes sinuosas
da epiderme
ocorrem nas regides basais de
SEPALAS C ~ ambas as faces, com maior
distribuicao ocorrem na porgao basal da . o
. . densidade na face adaxial; os
dos tricomas |face adaxial; os glandulares .
= tectores ocorrem também na
tectores e | sdo abundantes x ~
regido da margem e séo
glandulares

comumente encontrados na
porcao basal entre as sépalas

espessura da
cuticula

mais espessa na face abaxial

espessa principalmente
regido dos bordos

na

estdmatos

hipoestomatico

anfihipoestomatico
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Continuagao...

Estruturas Caracteres Sambucus australis Sambucus nigra
idioblastos de areia cristalina,
- de oxalato de calcio, de
idioblatos .
cristaliferos ausentes aspecto enegrecido e sem
SEPALAS forma definida, sao visiveis
em ambas as faces
mesofilo duas a sete camadas de|até cinco camadas de células
células parenquimaticas. parenquimaticas.
numero de | geralmente cinco, raro quatro |, . .
} trés, raro quatro paralelas;
nervuras paralelas;
na porcao basal de ambas as
. faces ocorrem tricomas
C tectores e principalmente
distribuicéo = tectores e glandulares de
. glandulares na porcdo basal| |
dos tricomas L diferentes formas, sendo que
da face adaxial; : . . o
a maior densidade é verificada
na face adaxial;
estriacédo face adaxial: intensamente . .
] cuticular (vista | estriada face adaxial: menos estriada
PETALAS . . face abaxial: mais estriada
frontal) face abaxial: menos estriada
idioblastos
R ausentes presentes
cristaliferos
) até doze camadas de|_,. R .
mesofilo R : até dez camadas clorénquima
clorénquima
pode ocorrer um feixe
sistema vascular de maior | feixes vasculares colaterais
vascular desenvolvimento na regido da | igualmente desenvolvidos.
nervura principal.
didmetro  dos
ANDROCEU ~ . 18 um a 34 ym 15 um a 25 ym
graos de pélen
numero de| . R R
GINECEU . cinco, quatro ou raro trés trés ou raro quatro
I6culos
colénquima uma camada uma a seis camadas
endoderme ausente presente
i . | até dezesseis feixes
até doze feixes vasculares; i
~ : vasculares; podem ocorrer
nao apresenta fibras | ;. . ~
calibrosas na porgao externa fibras ~calibrosas na - porgdo
PEDICELOS sistema ) . .. |externa do floema; cambio
do floema; cambio | . .
vascular . . _|interfascicular pode estar
interfascicular ausente; . L
L . presente; estagio de
estagio de desenvolvimento . L
desenvolvimento  secundario

secundario ausente;

pode estar presente;

gotas lipidicas

em todos os tecidos.

na epiderme e no parénquima
cortical.
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CAPITULO 2

Tabela B1 Teor de umidade, flavondides totais e rutina obtido com o ensaio de perda por
dessecagdo para as amostras de Sambucus nigra e Sambucus australis.

Teor de
Espécie n Amostras Umidade Relativa (%) Flavondides Totais Teor de Rutina (%)
(%)

1’ 13,85 1,67 0,96

2' 13,79 2,31 0,89
i 3! 10,33 1,67 0,81
m 42 10,73 1,91 0,63
b 5° 9,95 2,92 1,67
u 6° 10,30 2,47 1,52
c 7° 10,05 1,46 0,84
u 8® 10,25 2,57 2,18
S 93 9,90 2,69 142
a 10> 10,65 2,72 1,33
u 1131 10,64 2,35 1,70
s 1231 9,94 - 1,08
t 1331 9,50 - 0,90
r 14* 11,57 3,30 1,58
"I" 15 11,39 2,32 1,0
i 16° 9,74 2,57 0,64
s 17° 13,17 1,75 1,48

18° 10,52 - 0,99
S 19 11,43 1,79 1,03
a 20 12,02 1,74 1,05
m 21 12,23 1,46 1,02
B 22 11,65 1,37 079
. 23 12,54 1,63 1,31
u 24 12,49 1,41 0,93
s 25 13,38 1,95 1,30

26 10,37 1,72 1,18
n 27 10,73 1,87 0,78
: 28 11,34 2,51 1,64
? 29 10,63 0,99 0,72
a 30 9,63 1,69 0,68

31 12,05 1,52 1,09

! Amostras coletadas em Viamao.

2 Amostra coletadas em Porto Alegre.

® Amostras coletadas em Caxias do Sul (Cidade).

31 Amostras coletadas em Caxias do Sul (Interior).

* Amostras coletadas em Veranopolis.

®> Amostras coletadas em Santa Maria.

® Amostra coletada em Santa Catarina / Praia da Guarda do Embat.
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Tabela B2 Areas absolutas relativas a curva de calibragéo de rutina realizada no dia 1.

Concentragéao de rutina (ng/ml)

10 15 20 25 30 35 40 45
AREAS 245117 374182,3 497678,3 625952,3 753156 872581 998550,3 1117387
ABSOLUTAS* ’ ’ ’ ’
DPR (%) 0,27 0,77 0,06 0,15 0,94 0,32 0,93 0,1

*Média de trés determinagoes.

Tabela B3 Areas absolutas relativas a curva de calibragdo de rutina realizada no dia 2.

Concentragéao de rutina (ng/ml)

10 15 20 25 30 35 40 45
AREAS 235117 378088.7 501676,7 628406,3 7534227 877187 999633 1144302
ABSOLUTAS* : : : :

DPR(%) 067 011 022 009 053 017 0,11 1,57

*Média de trés determinagdes.

Tabela B4 Areas absolutas relativas a curva de calibragéo de rutina realizada no dia 3.

Concentracao de rutina (ug/ml)

10 15 20 25 30 35 40 45
AREAS 246588 3725013 497941 623880 7548283 866731 993264.3 1106550
ABSOLUTAS* ! ’ !

DPR (%) 076 013 031 0079 0098 008 024 0,63

*Média de trés determinacgdes.
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Figura B1 Amostra 1 (Sambucus australis Cham. & Schitdl) Procedente de Viamao,
coletada no ano de 2003.
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Figura B2 Amostra 2 (Sambucus australis Cham. & Schltdl) Procedente de Viamao,
coletada no ano de 2003.
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Figura B3 Amostra 3 (Sambucus australis Cham. & Schitdl) Procedente de Viamao,
coletada no ano de 2003.
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Figura B4 Amostra 4 (Sambucus australis Cham. & Schitdl) Procedente de Porto Alegre,
coletada no ano de 2003.
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Figura B5 Amostra 5 (Sambucus australis Cham. & Schltdl) Procedente de Caxias do Sul
(Centro), coletada no ano de 2003.

Figura B6 Amostra 6 (Sambucus australis Cham. & Schlitdl) Procedente de Caxias do Sul
(Centro), coletada no ano de 2003.
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Figura B7 Amostra 7 (Sambucus australis Cham. & Schiltdl). Procedente de Caxias do Sul
(Centro), coletada no ano de 2003.
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Figura B8 Amostra 8 (Sambucus australis Cham. & Schltdl). Procedente de Caxias do Sul
(Centro), coletada no ano de 2003.

Al
5
g
Vi

—T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.00 700 600 8.00 10.00 11.00 12.00

%]
=
[=]
FS
=t
[=]
3]
(=
[=]

T T
1.00 200
Minutes

Figura B9 Amostra 9 (Sambucus australis Cham. & Schltdl). Procedente de Caxias do Sul
(Centro), coletada no ano de 2003.
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Figura B10 Amostra 10 (Sambucus australis Cham. & Schitdl) Procedente de Caxias do Sul
(Centro), coletada no ano de 2003.
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Figura B11 Amostra 11 (Sambucus australis Cham. & Schltdl) Procedente de Caxias do Sul
(Interior), coletada no ano de 2003.
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Figura B12 Amostra 12 (Sambucus australis Cham. & Schltdl) Procedente de Caxias do Sul
(Interior), coletada no ano de 2004.
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Figura B13 Amostra 13 (Sambucus australis Cham. & Schitdl) Procedente de Caxias do Sul
(Interior), coletada no ano de 2004.
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Figura B14 Amostra 14 (Sambucus australis Cham. & Schitdl) Procedente de Verandpolis,
coletada no ano de 2003.
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Figura B15 Amostra 15 (Sambucus australis Cham. & Schitdl) Procedente de Verandpolis,
coletada no ano de 2004.
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Figura B16 Amostra 16 (Sambucus australis Cham. & Schltdl) Procedente de Santa Maria,
coletada no ano de 2004.
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Figura B17 Amostra 17 (Sambucus australis Cham. & Schltdl) Procedente de Santa Maria,
coletada no ano de 2004.
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Figura B18 Amostra 18 (Sambucus australis Cham. & Schlitdl.) Procedente de Guarda do
Embau / Santa Catarina, coletada no ano de 2005.
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Figura B19 Amostra 19 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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Figura 20 Amostra 20 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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Figura B21 Amostra 21 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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Figura B22 Amostra 22 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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Figura B23 Amostra 23 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.

0 060
0.070

0.060

0.040

All

0030

0.020]

aomr_Jﬂij/J
OOU':P_- j\;\_ _‘_'_‘_'_‘l"
' oo 1000

" w00 200 300 400  S00 800 700 800 9.
Minutes

1100 1200

Figura B24 Amostra 24 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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Figura B25 Amostra 25 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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Figura B26 Amostra 26 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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Figura B27 Amostra 27 - Sambucus nigra L., adquirida comercialmente.
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Figura B28 Amostra 28 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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Figura B29 Amostra 29 - Sambucus nigra L., adquirida comercialmente.

Al
=] =] [=] [=1 =1
=] =) o o Fo)
] ] o o &
q.u ! cla [7 ]
1 1 1

o
o
0

1

=
o
Gl

=
o
g

o
=]
=]

[
1

=
=]

T T T LI B B e s s B LI [ B S S D B S e B B B e
1.00 2.00 3.00 4.00 500 600 T B.00 a.00 10.00 11.00 12.00

Minutes

Figura B30 Amostra 30 - Sambucus nigra L., adquirida comercialmente.
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Figura B31 Amostra 31 - Sambucus nigra L., fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia /
UFRGS.
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	SUMÁRIO
	1.4.2 Análise macroscópica
	* Médias para a análise de três amostras com injeções em triplicata
	O método de CLAE mostrou ser exato quanto ao teor de rutina recuperado exibindo um valor médio de 97,9 % para a espécie Sambucus nigra e 99,41% para Sambucus australis.

	Os resultados do teor médio de rutina obtidos estão apresentados na Tabela 2.19, bem como os DP e DPR observados e os tempos de retenção.
	Média para 13 amostras*
	1,66 ± 0,37
	Média para 15 amostras*
	2,31 ± 0,55
	Os resultados do teor de flavonóides totais obtidos para as 13 amostras de Sambucus nigra adquiridas no comércio e / ou fornecidas pelo laboratório de Farmacognosia desta Faculdade e 15 das 18 amostras de Sambucus australis coletadas em diferentes localidades encontram-se apresentados resumidamente na Tabela 2.20, constatando-se diferença estatisticamente significativa entre as médias dos resultados quando aplicado o teste “t” de Student.
	Todos os resultados dos teores de quercetina obtidos, bem como os resultados das análises cromatográficas para quantificação do teor de rutina encontram-se em Anexo (Tabela B1).
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