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Resumo

O Trifolium pratense apresenta como isoflavonas majoritarias a formononetina, biochanina
A, daidzeina e genisteina, conhecidas como fitoestrogenos. Fitomedicamentos obtidos a partir de
extratos da espécie estdo disponiveis a populagdo. Este trabalho objetiva avaliar o perfil qualitativo e
quantitativo das isoflavonas majoritarias de Trifolium pratense em medicamentos industrializados e
magistrais, comparando ao teor declarado no rétulo. Um total de cinco medicamentos foram
analisados, dois industrializados e trés magistrais. O doseamento das isoflavonas foi realizado por
CLAE utilizando coluna em fase reversa e detec¢do no ultravioleta (260nm). Foi realizada validagdo
parcial de método anteriormente validado para amostras da espécie. O método demonstrou ser
preciso, exato, linear na faixa de concentragio avaliada (0,5 — 10 pg/mL), especifico e com efeito de
matriz dentro dos limites aceitos. Os medicamentos industrializados apresentaram concentragdes de
isoflavonas totais (IT) de acordo com o declarado e perfil qualitativo correspondente ao descrito na
literatura para a espécie. Os medicamentos magistrais revelaram presen¢a de isoflavonas em
proporgdes diferentes ao relatado para a espécie e teores de IT fora dos limites de aceitagdo, quando
comparado ao declarado no produto. Os resultados indicam a necessidade de melhor padronizagdo e
controle de qualidade dos fitoterapicos manipulados nas farmacias que forneceram os produtos

analisados.

Palavras-chave: Isoflavonas, Trifolium pratense, Fitoestrogenos, Fitoterapicos, Controle de

qualidade.

2129
Waszczuk, Mairigue; Martiny, Simony; Bassani, Valquiria L. Rev. Bras. Farm. 98 (3): 2128 — 2147, 2017



ARTIGO ORIGINAL / RESEARCH

Abstract

Trifolium pratense is a plant species which presents as its major isoflavones formononetin,
biochanin A, daidzein and genistein. These isoflavones are known as phytoestrogens. The drugs
containing extracts of the species are available to the population. The present study has the aim
evaluating the qualitative profile and the content of the major isoflavones of Trifolium pratense in
medicines available in drugstores (industrial products) or compounding products, verifying if they
present the amount of total isoflavones declared in the label, as well as the qualitative profile of the
major isoflavones. A total of five drugs were analyzed, being two industrialized and three
compounded in pharmacies. The isoflavone quantification was performed using HPLC, using
reversed phase column and detection at 260 nm. A partial validation of a HPLC method previously
validated for other samples, demonstrated that the analytical method is precise, accurate, linear, in
the evaluated concentration range (0.5-10 pg/mL), specific and with low matrix effect. The
industrialized drugs presented total isoflavone (IT) amounts as stated on the labels and qualitative
profile corresponding to that described in the literature for the specie. All the compounded products
revealed the presence of major isoflavones in atypical proportions as well as the total isoflavone
content out of the acceptance limits. These results indicate the need of improving standardization and

quality control in the pharmacies that compounded the analyzed herbal medicines.

Keywords: Isoflavones; Trifolium pratense, Phytoestrogens, Herbal medicines, Quality

control.
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1.Introdugio

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo ubserva-se concomitante aumento da
prevaléncia de doengas cronicas relacionadas & idade (Coxam, 2005) e as mulheres passam, cada vez
mais, importante parte da vida na pés-menopausa (Campos et af., 2005), expondo-se mais as
consequéncias deletérias do hipoestrogenismo (Santos, 2008; liichholz, Mahavni & Sood, 2002). O
hipoestrogenismo pode causar diversos distirbios como doengas cardiovasculares, doenga de
Alzheimer, cancer de mama e de endomé.rio, osteoporosc, altera¢des urogenitais, distiurbios
cognitivos, perda de massa dssea, sintomas vaiginais e vesicais, entre outros (Yabur, 2006; Ewies,
2002; Navarro ef al., 2001). O sistema imune também pode ser comprometido depois da menopausa
pelos efeitos da idade e da diminuigdo das concentragdes de estrogénio, considerado um
imunomodulador (Ryan-Borchers et al., 2006)

Os flavonoides constituem uma importante classe de polifenois presentes em relativa
abundéncia entre os metabolitos secunddrios de diversas espécics vegetais (Simdes et al; 2010), sendo
as isoflavonas uma de suas principais subclasses. (Sato et al., 1996).

Os isoflavonodides estdo presentes prncipalmente na familia Leguminosae e apresentam
estrutura quimica semethante ao 17B-estradiol sendo capazes de interagir com receptores estrogénicos
presentes nos sistemas biologicos (Souza, Romero & Romero, 2014). Sdo considerados moduladores
seletivos de receptores de estrogénio (SERMs, com atividade estrogénica e antiestrogénica (Bedani
& Rossi, 2005; Stark & Madar, 2002). A isoflavonas ligam-se aos receptores estrogénicos
distribuidos principalmente nos ossos, cérebro, endotélio vascular e bexiga (Paech et al., 1997),
enquanto que o estradiol tem maior afinidad: por receptores estrogénicos a, presentes no tecido
mamario ¢ uterino (Kuiper et al., 1998). Por esta razdo acredita-se que estes fitoestrogenos possam
exercer efeitos benéficos com efeitos indesejados menores do que os apresentados pelos estrogenos
sintéticos em caso de terapia de reposi¢do hormonal (Messina, Gardner & Barnes, 2002).

Para as isoflavonas exercerem atividade estrogénica, a semelhanga do nicleo estrutural e da
posigdo das hidroxilas a estrutura quimica do estrogénio ¢ determinante. Ha estudos que demonstram
que a metilagdo dos grupamentos hidroxila na posigdo 4’ do anel benzénico (ver Figura 1) resultam
na diminuigdo do efeito estrogénico (Accorsi-Neto et al., 2009; Beck, Rohr & Jungbauer, 2005; Zand,
Jenkins & Diamandis, 2000).
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Figura 1: Nucleo fundamental das isoflavonas e sua numeragdo.

Além de reduzirem sintomas do climatério (Ghazanfarpour et a/, 2015) as isoflavonas sio
referidas por apresentarem atividade antifungica e antibacteriana (Veitch, 2013), desempenham pape!
de prote¢do frente a doengas cardiovasculares (Han et al., 2002), por apresentarem evidéncias
epidemiologicas sobre a relagdo positiva entre o consumo de isoflavonas e a densidade mineral 6ssea,
bem como a melhora cognitiva (Wang et al., 2013; Lee et al., 2009). Outros estudos tém demonstrado
que as isoflavonas apresentam atividade antioxidante (Carbonel, 2011) e que os fitoestrogenos sdo
benéficos para a hiperlipidemia apds a menopausa (Sirtori, 1995). Apresentam também atividade
antiproliferativa (Hirano, Oka & Akiba, 1989), antiangiogénica (Fotsis er al., 1993), atividade
antimutagénica (Miyazawa et al., 1999) e antitumoral, especialmente para cinceres de mama e
prostata (Wang et al., 2013; Hirota er al., 2000). No Brasil, a ANVISA aprova o uso de isoflavonas
para o tratamento dos fogachos da menopausa e como adjuvante na redugio dos niveis séricos do
colesterol. (Brasil, 2002)

A Trifolium pratense, espécie popularmente conhecida como trevo-vermelho, ¢ uma planta
forrageira pertencente a familia Leguminosae (Engelmann et al., 2009). Essa espécie é conhecida por
conter concentragdes importantes de formononetina e biochanina A, isoflavonas metiladas, e em
menor concentragdo as isoflavonas n3o metiladas correspondentes, daidzeina ¢ genisteina. A Figura
2 apresenta as estruturas quimicas destas isoflavonas, bem como a sua semelhanga estrutural ao

estradiol. {(Beck, Rohr & Jungbauer, 2005).
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Figura 2: Estrutura quimica das isoflavonas biochanina A, formononetina, genisteina e daidzeina e

do 17p-estradiol.
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O Ministério da Saude, em 2009, incluiu Trifolium pratense na lista da Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema Unico de Saude (Brasil, 2009). No mercado brasileiro
sdo disponibilizados medicamentos fitoterapicos constituidos de extratos da espécie. Além do
medicamento referéncia ¢ de um similar industrializados, sdo disponibilizados, sob demanda,
medicamentos magistrais contendo extrato seco da planta.

Uma das maiores limitagdes de fitoprodutos € a variabilidade de sua composigdo quimica,
razdo pela qual os codigos oficiais e agéncias de regulagdo preconizam testes de controle de
qualidade, incluindo o perfil qualitativo e a quantificagdo dos constituintes de referéncia.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho é conhecer o perfil qualitativo e quantitativo
das isoflavonas majoritarias (formononetina, biochanina A, genisteina ¢ daidzeina) em

fitomedicamentos contendo extrato seco de Trifolium pratense disponiveis no mercado brasileiro.

2. Materiais e métodos

2.1 Materiais

Os medicamentos comercializados como fontes de isoflavonas de Trifolium pratense
analisados foram obtidos em drogarias de Porto Alegre e farmécias magistrais localizadas em trés
cidades distintas do Rio Grande do Sul em 2016, totalizando 5 amostras. As amostras foram

denominadas medicamento magistral 1, medicamento magistral 2, medicamento magistral 3,
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medicamento referéncia 4 me medicamento similar 5. Os produtos 4 e 5 sio comercializados na forma
de comprimidos revestidos, os demais na forma de capsulas. Os medicamentos 2 € 3 tém em comum
o mesmo fornecedor de extrato seco de Trifolium pratense enquanto o medicamento magistral 1 €
preparado com extrato de outro fornecedor. Para ambas matérias-primas os fabricantes declaram
contetido minimo de 8% de isoflavonas totais (IT), e tém como pais de origem a China. Todos os
medicamentos estavam rotulados para conter 40 mg de [T/dose.

As substincias quimicas de referéncia daidzeina, genisteina e biochanina A (98% de pureza)
foram adquiridas da Sigma-Aldrich (Alemanha) e a formononetina (99% de pureza) adquirida da TCI
(China).

Acetonitrila para cromatografia liquida foi obtida da Tedia (EUA) e 4cido trifluoracético
(TFA) da Vetec (Brasil). Agua ultrapura foi obtida utilizando sistema MilliQTM (Millipore, EUA).

Os demais reagentes utilizados possuiam grau analitico.
2.2 Métodos

2.2.1 Preparo das amostras

Inicialmente foi determinado o peso médio dos comprimidos e capsulas, de acordo com a
Farmacopéia Brasileira 5* edi¢do (Brasil, 2010). Para os medicamentos 1, 2 e 3: foram pesadas,
individualmente, 20 capsulas. O peso do contetido de cada capsula foi determinado pela diferenga de
peso entre a capsula cheia e a vazia. Com os valores obtidos foi determinado o peso médio do
conteudo e, posteriormente, fez-se uma mistura homogénea com o contetido destas 20 capsulas de
cada medicamento. Para os medicamentos 4 e 5 foram pesados, individualmente, 20 comprimidos ¢
determinado o peso médio destes; posteriormente foram triturados em gral com auxilio de pistilo até

obtengdo de uma mistura homogénea de po.

2.2.2 Validagiio da extragio das isoflavonas

Para garantir a extragdo adequada das isoflavonas de interesse, duas proporgdes de solventes
foram testadas, metanol:dgua (1:1 v/v) e acetonitrila:agua (1:1, v/v). A extragdo foi realizada
utilizando trés tempos distintos, 10, 20 ¢ 30 minutos. Esta analise foi realizada com o medicamento
de referéncia niimero 4 por conter grande complexidade de adjuvantes farmacéuticos, os quais foram
também empregados na preparagdo das capsulas manipuladas.

O equivalente a uma dose do medicamento nimero 4, proveniente da mistura homogénea de
20 comprimidos, foi pesado e transferido para um balio volumétrico de 200 mL, completou-se o
volume com os solventes testados ¢ submetidos a extragdo em ultrassom por 10, 20 ¢ 30 minutos.
Uma amostra de 5 mL foi retirada e transferida para baldo de volumétrico de 25 mL, completando-se
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o volume com os solventes testados. Aliquotas desta solugdo foram retiradas e filtradas (através de
membrana PTFE - Milipore®- com didmetro nominal de poro de 0,45 um) e injetadas no aparelho de
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). Para o tempo e a proporgdo de solvente que
apresentou uma maior extragdo das isoflavonas de interesse foi verificado ainda se esta extragdo foi
completa (exaustiva). Assim, o conteiido do baldo volumétrico de 200 mL foi filtrado (através de
membrana PTFE -Milipore®- com didmetro nominal de poro de 0,45 pm) e o material retido na
membrana foi extraido com acetato de etila em ultrassom por 30 minutos, sendo repetido o processo
com renovagdo de solvente por trés vezes. O liquido proveniente desta nova extragdo foi filtrado,
evaporado em evaporador rotatorio até a secura e o residuo do baldo foi res-suspenso em acetonitrila
para posterior quantificagdo por CLAE. Foi realizado ainda uma extra¢do adicional da membrana
filtrante do ultimo experimento, desta vez com acentonitrila como solvente por mais 30 minutos em

ultrassom. Filtrou-se novamente ¢ analisou-se por CLAE. Todos os testes realizados em triplicata.

2.2.3 Anilise dos medicamentos

Depois de determinado o melhor método extrativo, as amostras foram preparadas conforme
descri¢do a seguir. A fim de reduzir a quantidade de solvente utilizado, fez-se uma redugdo
proporcional entre quantidade de produto a ser extraido e solvente necessario, mantendo-se o método
extrativo validado anteriormente.

e Medicamentos 1 e 4:

A quantidade correspondente a Y% da dose foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL
com acetonitrila:dgua (1:1, v/v) e submetido a extragdo em ultrassom por 30 minutos, resultando no
que intitulamos de solugdo extrativa A. Uma aliquota de 0,3 mL desta solugdo foi retirada e transferida
para balio volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com acetonitrila:agua (1:1, v/v),
submetida ao ultrassom por 5 minutos, resultando na solugdo extrativa B.

No Medicamento 4, para a quantificagdo de formononetina e biochanina A, foi utilizada a
solugdo extrativa B e, para o doseamento da daidzeina e genisteina, foi utilizada a solugdo extrativa
A. Para o medicamento 1, todas as isoflavonas foram quantificadas na solugdo extrativa B. As
solugdes foram filtradas e injetadas no equipamento de CLAE.

¢ Medicamentos 2,3 ¢ 5

A quantidade correspondente a % de dose foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL
com acetonitrila:agua (1:1, v/v) e extraido em ultrassom por 30 minutos. Para a quantificagdo das
quatro isoflavonas no medicamento 2, aliquotas deste baldo foram filtradas e injetadas no aparelho
CLAE. Para os medicamentos 3 e 5, uma aliquota de 0,3 mL foi entdo transferida para baldo
volumétrico de 5 mL, completando-se o volume com acetonitrila:agua (1:1, v/v); este baldo foi

colocado no ultrassom por mais 5 min, a solugdo foi filtrada e injetadas no aparelho de CLAE.
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Cada produto foi analisado em sextuplicata de acordo com as condi¢des cromatograficas
citadas a seguir e as concentragdes das isoflavonas foram determinadas a partir da média das dreas

dos picos, utilizando a equagio da reta correspondente.

2.2.4 Anilise cromatografica

A analise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada segundo método
validado por Maito (2015), em um equipamento Shimadzu LC-10 A (Kyoto, Japan) acoplado a um
Detector por Arranjo de Diodos (DAD), controlado por software LC-SolutionMulti-PDA. Utilizou-
se como fase estaciondria uma coluna Phenomenex RP - 18 (SynergiFusion 150 x 4,6 mm)
empacotada com didmetro nominal de particula de 4 pm e uma pré-coluna Waters - Milford, MA,
EUA (20 x 3,9 milimetros ID; tamanho de particula, 10 um). A fase movel foi constituida por uma
fase A composta de acetonitrila, agua (20:80 v/v) e 0,01% écido trifluoracético e uma fase B composta
por acetonitrila (100%) e 0,1% de 4cido trifluoracético, com gradiente de eluigdo de (0-13 min) 20-
25% B, (13-18 min) 25-28,6% B, (18-20 min) 28,6-100% B ¢ (20-27 min) 100-20% B, com fluxo de
ImL/min, volume de inje¢do 10 uL, temperatura de 40 °C e detector UV 260 nm. A aquisi¢do do
cromatograma foi realizada até 20 min, pois os ultimos 7 min sdo para limpeza da coluna. O método
foi validado na faixa de concentragdo de 0,5-10,0 ug/mL para cada uma das quatro isoflavonas deste

estudo.

2.2.5 Valida¢io do método de andlise por CLAE

A fim de avaliar uma possivel interferéncia dos excipientes frente a metodologia validada
anteriormente por Maito (2015) para extratos de Trifolium pratense, foi realizada uma validagio
parcial do método para analise de medicamentos a base desta planta contendo diferentes excipientes,
conforme preconiza a RE n° 899/2003. Segundo esta resolugdo devem ser realizadas validagoes
parciais quando ocorrerem modificagdes no método bioanalitico ja validado, como por exemplo

mudanga de matriz ou mudang¢a no procedimento de preparagdo da amostra.

2.2.5.1 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada pela comparagdo dos tempos de retengdo dos picos
cromatograficos e respectivos espectros no UV, obtidos na analise dos padrdes com os resultados das
amostras, Foi realizada, também, a verificagdo da pureza dos picos das isoflavonas agliconas
daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A, presentes nas amostras ¢ padrdes. utilizando
detector PDA (cromatografo Waters Alliance 2690, detector Fotodiodos Waters 996). A

especificidade foi avaliada nos cinco medicamentos analisados neste trabalho.
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2.2.5.2 Efeito de matriz

O efeito de matriz foi avaliado determinando-se a concentragdo do analito pelo método de
adi¢do de padrdo versus a concentragdo do analito utilizando curva de calibragdo em solvente puro.
Este teste foi realizado com o medicamento referéncia 4.

Trés curvas para cada isoflavona foram obtidas, em trés dias consecutivos, relacionando as
areas dos picos com a concentragdo de cada aglicona. As curvas das isoflavonas diluidas em
acetonitrila 50% (v/v) foram preparadas nas concentra¢des de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ¢ 10,0 pg/mL
¢ as curvas das isoflavonas diluidas na matriz contendo extrato de Trifolium pratense foram nas
concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4.0 e 5,0 pg/mL para que o teor de isoflavonas ndo saisse da
linearidade do método.

Os coeficientes angulares obtidos nas curvas analiticas das isoflavonas diluidas em
acetonitrila 50% (v/v) foram comparados com os coeficientes angulares obtidos nas curvas analiticas
das isoflavonas adicionadas a matriz do extrato de Trifolium pratense. O efeito de matriz foi calculado
baseado na equagdo: ME% =100 x [1 — (Sm/Ss)], onde Sm: coeficiente angular da curva analitica das
isoflavonas diluidas em acetonitrila 50% (v/v) e Ss: coeficiente angular da curva analitica das

isoflavonas diluidas na matriz do extrato.

2.2.5.3 Precisao
A precisdo intra-dia foi avaliada a partir da determinagdo da concentragdo de cada uma das
quatro isoflavonas majoritarias presentes no medicamento 4. Foram realizadas seis determinagdes em

duplicata. Os resultados foram expressos através do coeficiente de variagdo (CV).

2.2.5.4 Linearidade

A linearidade entre a concentragdo das isoflavonas e a area do pico foi avaliada apos a
obtengdo de uma curva padrdo por dia para cada isoflavona, durante trés dias diferentes, com solugdes
padrdo em seis concentragdes, variando de 0,5 a 10 pg/mL para cada uma delas. Para a analise de

linearidade foi efetuada analise de varidncia (ANOVA). O nivel de confianga adotado foi de P<0,05.

2.2.5.5 Exatidio

A exatiddo do método foi avaliada a partir de seis determinagdes das
concentragdes das isoflavonas agliconas por nivel de concentragio, sendo utilizados 3 niveis, baixo,
médio e alto, compreendendo a linearidade do método, durante trés dias consecutivos, por intermédio
de ensaios de recuperagdo, utilizando-se matrizes adicionadas (fortificadas) com a substéncia de
referéncia, para o medicamento referéncia 4. Os resultados foram expressos em porcentagem ¢ o CV

calculado para cada nivel de concentragdo. A exatiddo foi obtida utilizando-se a seguinte equagdo:
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Cr Cu

E%= %100

Onde: Cré a concentragdo medida apos fortificagdo da matriz; Caré a concentragdo medida na

matriz ndo fortificada, e Ca4 € a concentragdo de padrio adicionado a matriz.

3. Resultados e Discussdo

3.1 Validacio da extragio das isoflavonas

A extragdo das isoflavonas a partir do medicamento 4 revelou que a utilizagdo da mistura
metanol:dgua (1:1, v/v) como liquido extrator resultou na extragdo de apenas 23 mg de IT, ndo
havendo diferengas nas quantidades extraidas entre os tempos de extragdo. Quando a mistura
acetonitrila:agua (1:1, v/v) foi utilizada como liquido extrator, observou-se um incremento de 55%
na quantidade de IT extraidas, ndo havendo diferengas nas quantidades extraidas entre os tempos de
extragdo de 10, 20 ou 30 minutos. Com este Gltimo solvente, o CV das quantidades de isoflavonas
extraidas foi inferior a 6,0% para cada uma das isoflavonas, denotando reprodutibilidade no processo
extrativo. O método de extragdo escolhido foi, portanto, o que utiliza como solvente a mistura
acetonitrila:dgua (1:1 v/v) no tempo de 30 minutos.

Com o objetivo de verificar se houve retengio de isoflavonas na membrana filtrante realizou-
se a extragdo do residuo retido na mesma com acetato de etila, posterior evaporagdo do solvente e
ressuspensdo com acetonitrila. Observou-se apenas uma quantidade residual de isoflavonas, que se

situou abaixo do limite de quantificagdo, ndo permitindo seu doseamento.

3.2 Validagao do método

3.2.1 Especificidade

A especificidade refere-se a capacidade que o método analitico de quantificar um analito
mesmo em presenga de outros componentes, como impurezas, produtos de degradagio e componentes
da matriz (FDA, 2013). Os cromatogramas referentes aos cinco medicamentos estdo apresentados na
Figura 3. Os espectros no UV apresentaram-se de acordo com a literatura para as isoflavonas
majoritarias de Trifolium pratense (Azimova, 2013). A andlise por PDA demonstrou que os picos das

quatro isoflavonas de interesse, em todos os medicamentos, apresentaram pureza situadas entre 0,98
e 1,00.
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Figura 3: a) cromatograma do medicamento magistral 1; b) cromatograma do medicamento magistral 2; ¢)
cromatograma do medicamento magistral 3; d) cromatograma do medicamento referéncia 4; e) cromatograma
do medicamento similar 5; f) cromatograma das isoflavonas de referéncia (1) daidzeina, (2) genisteina, (3)
formononetina e (4) biochanina A. CLAE nas condig¢des: coluna Phenomenex RP — 18, detector UV (260 nm).
Fase movel: fase A composta de acetonitrila:agua (20:80 v/v) e 0,01% de acido trifluoracético, e fase B
composta por acetonitrila (100%) e 0,1% de acido trifluoracético, com gradiente de eluigdo de (0-13 min) 20-
25% B, (13-18 min) 25-28,6% B, (18-20 min) 28,6-100% B e (20-27 min) 100-20% B. Fluxo de ImL/min.
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3.2.2 Efeito de matriz

O efeito de matriz sobre a quantificagdo das substéncias de interesse foi avaliado por meio da
analise dos coeficientes angulares das curvas analiticas das substincias de referéncia adicionadas ou
ndo a matriz (Yatsu et al., 2014). Realizou-se a anilise do efeito de matriz no medicamento 4,

referéncia no Brasil, contendo extrato seco de Trifolium pratense, observando-se valores de 12,19%
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para a daidzeina, 0,75% para genisteina, 2,36% para formononetina € 3,41% para biochanina A. De

acordo com Niessen; Manini & Andreoli (2006), um método possui baixo efeito de matriz quando os
valores encontrados sdo inferiores a 20%, denotando que os resultados observados encontram-se

dentro dos limites aceitos.

3.2.3 Precisdo intra-dia

A repetibilidade do método foi avaliada a fim de verificar a precisdo do método. Os valores
de CV encontrados foram de 3,69% para a formononetina, 4,10% para a biochanina A, de 3,05% para
a daidzeina e 1,92% para a genisteina, situando-se todos dentro dos limites preconizados pelo Food

and Drug Administration (2013) e pela resolugdo n® 899 de 2003 (Brasil, 2003).

3.2.4 Linearidade

O valor do coeficiente de determinagdo (R?), bem como a equagdo de reta para cada uma das
isoflavonas de interesse estdo apresentadas na Tabela 1.

A avaliagdo estatistica dos valores obtidos para cada curva padrdo, realizada por anilise de
varidncia (ANOVA), demonstrou que o método ¢ linear, as curvas apresentaram coeficiente de

determinagdo iguais ou superiores a 0,996.

Tabela 1: Linearidade do método de doseamento de isoflavonas de Trifolium pratense.

Isoflavona de referéncia Equagio R?

Formo y =48.591,76x - 3.554,23 0,996
Bio y=61.175,97x - 5.554,28 0,996
Dai y =50.789,94x - 921,72 0,996
Gen y =64.490,70x - 2.252,76 0,997

Formo = Formononetina; Bio = Biochanina A; Dai = Daidzeina e Gen = genisteina.

3.2.5 Exatiddo

A exatiddo do método foi medida em termos de porcentagem recuperada de quantidades
conhecidas da substincia de referéncia adicionadas 4 amostra. A Tabela 2 apresenta os dados
referentes a exatidao; a porcentagem média de exatiddo ficou compreendida entre 90 a 110%, e 0 CV
foi inferior a 15%, resultados que traduzem o valor verdadeiro da amostra, estando de acordo com o
preconizado pelo Food and Drug Administration (2013) e pela resolugdo n° 899 de 2003 (Brasil,
2003).
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Tabela 2: Exatiddo do método de doseamento de isoflavonas de Trifolium pratense.*

Isoflavona pg/mL Formo (%) Bio (%) Daid (%) Gen (%)
1 105,212+ 13,717 98,781 = 7,062 95,984 + 2,002 99,799 + 7,170
3 99,107 + 3,295 101,950 + 3,718 103,149+ 2,834 96,362 + 4,844
7 103,064+ 1,183 108,932+ 1,331 103,525+ 7,262 93,995+2475

Formo = Formononetina; Bio = Biochanina A; Dai = Daidzeina ¢ Gen = genisteina.
*Resultados apresentados como média + desvio padrio.

3.3 Quantificagio das isoflavonas nos medicamentos
A Tabela 3 apresenta as quantidades de formononetina, biochanina A, daidzeina ¢ genisteina,

bem como a quantidade total de isoflavonas para cada medicamento, analisados pelo método de
CLAE.

Tabela 3: Quantidades de isoflavonas presentes em medicamentos contendo extrato de Trifolium
pratense analisados por CLAE.

Formo CV Bio Ccv Dai CV Gen CV
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg (%)

Medicamento 1 18,20 1,07 1052 223 3466 204 3852 2,59 101,90
(magistral)

IT (mg)

Medicamento 2 0,88 334 0,09 281 1,00 2,56 1,06 2,28 3,03
(magistral)

Medicamento 3 876 239 515 1,80 16,58 1,5 1795 1,56 48,45
(magistral)

Medicamento 4 16,98 3,69 1928 4,10 007 3,05 059 1,92 36,92
(referéncia)

Medicamento 5 23,79 242 1006 1,77 3,06 197 325 125 40,16
(similar)

IT= isoflavonas totais; CV= coeficiente de variagdo; Formo = Formononetina; Bio = Biochanina A; Dai = Daidzeina e
Gen = genisteina.

A anilise do teor de isoflavonas totais nos medicamentos industrializados 4 e S revelou
quantidades totais de isoflavonas de 36,92 mg e 40,16 mg, respectivamente, ficando dentro dos
limites estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, conforme formulario nacional
da farmacopéia brasileira (2012), que preconiza que os produtos farmacéuticos devem conter de 90%
a 110% do principio ativo declarado no rétulo ¢ bula. O medicamento magistral 3 apresentou em
torno de 21% de isoflavonas totais a mais que o rotulado, ja 0 medicamento magistral 1 apresentou

um total de aproximadamente 155% a mais que o rotulado, enquanto que, o medicamento magistral
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2 demonstrou conter apenas 7,57% de isoflavonas totais em relagdo ao especificado no rétulo, muito
abaixo do limite aceito para medicamentos.

A andlise qualitativa revelou que todas as isoflavonas majoritarias estavam presentes em todos
os medicamentos, no entanto em diferentes propor¢des. Nos medicamentos 4 ¢ 5 observa-se a
predominancia de formononetina e biochanina A, o que é coerente com o descrito na literatura para
amostras da espécie (Maito, 2015; Ramos, 2010; Saviranta et al., 2008). Contrariamente, os
medicamentos magistrais apresentam predomindncia de daidzeina e genisteina, o que ndo
corresponde ao perfil descrito na literatura para a espécie. Tais diferengas podem ser devidas ao
método de extragdo ou purificagdo empregados pelos fabricantes dos extratos, cuja preocupagdo
parece estar pautada apenas no teor minimo de isoflavonas totais, sem a preocupagdo de garantir
também as propor¢des entre as mesmas.

O teor de isoflavonas em Trifolium pratense depende da variedade, local de plantio, clima,
solo e disponibilidade de agua (Booth et al., 2006). A extra¢do e o processo industrial também
influenciam os teores finais de isoflavonas nos produtos (Barnes, Kirk & Coward, 1994). Logo, a
padronizagdo e o controle de qualidade dos fitoterapicos é exigéncia legal para fins de registro destes
medicamentos segundo resolugdo RDC n. 48 de 2004 (Brasil, 2004). Para isto, é necessdrio que a
concentragdo dos componentes ativos do extrato utilizado como matéria prima seja conhecida, a fim
de garantir a produgdo e comercializagdo do produto corretamente, assegurando o teor dos ativos e a
qualidade do produto.

Nos laudos dos fornecedores dos medicamentos 1 e 3 constam o valor de isoflavonas totais
de no minimo 8%, e, adicionalmente, especificam o teor exato de isoflavonas totais no lote fomecido.
Coincidentemente ambos dizem que seus extratos possuem 9,03% de IT. Algumas hipéteses para a
origem dos erros encontrados nos medicamentos magistrais podem ser formuladas: a ndo observancia
do teor especificado em cada lote de matéria prima, utilizando inadequadamente o teor minimo
definido pelo fomecedor ¢ ndo o teor especificado para o lote utilizado, o que explicaria o valor
encontrado no medicamento 3, bem como a realizagdo de calculos equivocados da quantidade de
extrato que corresponde a dose de 40 mg de IT, ou ainda erros de técnica de manipulagdo. O
medicamento 2, foi provavelmente formulado contendo 40 mg de extrato seco de Trifolium pratense,
€ ndo 40 mg de IT, o que explica o baixo teor de IT encontrado.

Outro aspecto a ser discutido € a forma de se expressar o contetdo total de isoflavonas. Nos
casos em que ha presenca de heterosideos e agliconas, ¢ recomendado expressar o contetido de
isoflavonas por meio da normalizagdo dos resultados para massa das agliconas, ou apresentar as
quantidades molares das isoflavonas (Nurmi et al., 2002; Song et al., 1998). No presente trabalho as
isoflavonas foram quantificadas ¢ expressas na forma de aglicona, tendo em vista que esta constitui
a forma predominante na espécie (Tsao et al., 2006).
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Em relagdo as propor¢des das isoflavonas majoritarias presentes, ndo foram encontradas
definigdes sobre as concentragdes relativas dessas tampouco sobre a quantidade minima ou maxima
de cada uma das agliconas em extratos ou medicamentos derivados da espécie. Embora as isoflavonas
possuam semelhanga estrutural e efeitos relacionados entre si, Maito (2015) apresenta uma revisdo
da literatura que relata diversos estudos mostrando diferengas entre elas no que diz respeito a suas
atividades farmacologicas. Dessa forma, ingerir ndo apenas quantidades diferentes de IT mas também
proporgdes distintas das agliconas pode resultar em efeitos farmacologicos diversos. Os
medicamentos fitoterapicos industrializados apresentaram proporgdes semelhantes ao encontrado nas
partes aéreas da espécie vegetal, com predominancia de formononetina ¢ Biochanina A, enquanto que
para os fitoterapicos magistrais estas proporgdes foram diferentes, com predominincia das
isoflavonas genisteina ¢ daidzeina.

Uma questdo importante de salientar € que os medicamentos fitoterapicos industrializados
possuem registro na ANVISA o que permite a vigilancia sanitdria controlar, acompanhar e avaliar
estes produtos buscando garantir a reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. Para o registro é
necessario um dossié de documentos composto primordialmente pelo relatério de produgdo, de
controle de qualidade e de eficacia e seguranca. Para os fitoterapicos manipulados ndo hé registro de
produto, devendo as farmacias magistrais cumprir as normas da RDC 67/2007, que visa a garantir a
qualidade, seguranca e eficicia de suas preparagdes (Carvalho et al., 2012).

O conjunto de resultados obtido no presente trabalho evidencia aspectos criticos na preparagao
de fitomedicamentos derivados de Trifolium pratense, nas farmacias que forneceram as amostras
analisadas. O primeiro esta relacionado com a qualidade da matéria prima, em especial com a
heterogeneidade entre as proporgdes das diferentes agliconas presentes, demonstrando a necessidade
da qualificagdo dos fornecedores ¢ controle de qualidade dos insumos ativos vegetais. O segundo
aspecto evidencia a necessidade de revisdo dos procedimentos de aviamento de produtos magistrais

fitoterapicos pelas farmacias analisadas.

4. Conclusio

A extragio das isoflavonas, realizada com a mistura acetonitrila:dgua (1:1, v/v), apresentou-
se apropriada e o método analitico por CLAE para a quantifica¢do das isoflavonas da espécie
demonstrou ser preciso, exato, linear na faixa de concentragio avaliada (0,5 — 10 pg/mL), especifico
e com baixo efeito de matriz, sendo apropriado para a andlise das isoflavonas nos medicamentos
avaliados.

As especialidades farmacéuticas analisadas apresentaram teores de isoflavonas totais
coerentes com 0s declarados no rétulo, enquanto que, os medicamentos magistrais analisados
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apresentaram contelido total de isoflavonas em desacordo com o especificado no rotulo,
caracterizando um produto fora das especificagdes exigidas para comercializagdo. No que se refere
ao perfil qualitativo, as propor¢des das isoflavonas nos medicamentos industrializados analisados
apresentaram perfil correspondente ao relatado para a espécie, com predomindncia das isoflavonas
formononetina e biochanina A, enquanto que os medicamentos magistrais apresentaram
predomindncia de genisteina e daidzeina, perfil atipico para a espécie.

Em suma, os resultados obtidos indicam que ha necessidade de padronizagdo dos extratos
adquiridos como matéria prima, dos procedimentos de manipulagdo ¢ controle de qualidade dos
produtos magistrais € que os medicamentos industrializados analisados cumpriram os quesitos de

qualidade dispostos na legislagdo vigente.
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