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Resumo

As formulacdes a base de plantas, muito utilizadas nas medicinas tradicionais de
diversos paises, sdo produzidas recorrendo a diferentes partes de plantas com
propriedades medicinais. A complexidade quimica das plantas utilizadas é
transposta para o produto acabado, havendo possibilidade de interaccdo com outras
formulagcdes ou com medicamentos. Um estudo da composicdo quimica dos
produtos acabados é uma necessidade, de modo a prevenir esta interacgdo,
particularmente quando se fala em tratamentos médicos. O objectivo deste trabalho
foi o estudo de uma formulacdo a base de plantas recomendada na medicina
tradicional chinesa para sono inquieto, estados de ansiedade e nervosismo. Para esse
efeito, procedeu-se a extraccdo e andlise dos componentes da formulagcao por HPLC-
DAD assim como ao isolamento de alguns desses componentes por TLC preparativa
para posterior identificagdio por RMN H e infravermelho. Os resultados destes

procedimentos e as conclusdes que se retiraram sdo o alvo da presente dissertagao.

Abstract

Herbal formulations, commonly used in traditional medicine in various countries,
are produced resorting to different parts of plants with medicinal properties. The
chemical complexity of the plants is reflected in the finished product, which may
interact with other formulations or medicines. A study on the chemical composition
of the finished products is a necessity in order to prevent these interactions,
particularly concerning medical treatments. The objective of this work was the study
of an herbal formulation recommended in traditional Chinese medicine for sleep
disorders, anxiety and nervousness. Thus, the formulation’s constituents were
extracted and analysed by HPLC-DAD, and some of those constituents were isolated
by preparative TLC for identification through TH NMR and infrared spectroscopy.

The results and conclusions of this work are described in this dissertation.
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Abreviaturas

2D - Bidimensional

d - Desvio quimico

A - Comprimento de onda
u - Micra

7 - Numero de onda

Al-A, Al-B, Al-C - Fraccdes obtidas por cromatografia preparativa utilizando eluentes

caracteristicos para alcaldides

Ala - Alanina

BBR - Berberina (padrao)

BC - Férmula An Shen Wan adquirida na Ben Cao Lda

BH - Férmula An Shen Wan adquirida na Botica Homeopatica
DAD - Diode array detector, detector de fotodiodos

DMSO - Dimetilsulféxido

Fen - Fenilalanina

Glic - Glicose

HPLC - High performance liquid chromatography - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
IV - Infravermelho

LPS - Lipopolissacarideo de Escherichia coli

MT - Medicina Tradicional

MTC - Medicina Tradicional Chinesa

MTT - Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
OMS - Organizagao Mundial de Satde

ppm - Partes por milhao

PS - Polygala senega
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Qct - Quercetina

RMN - Ressonancia magnética nuclear

RMN 1H - Ressonédncia magnética nuclear protonica

Rf - Factor de retencao

S1 - Sistema de eluentes 1, propanol-acido formico-agua (90:1:9)

S2 - Sistema de eluentes 2, butanol-acetona-acido acético glaciar-agua (35:35:10:20)

S3 - Sistema de eluentes 3, acetato de etilo-dcido férmico-acido acético glaciar-dgua

(100:11:11:27)

TAC - Tomografia axial computorizada

TLC - Thin layer chromatography - Cromatografia em camada fina
TMS - Tetrametilsilano, Si(CHz)4

Tr - Tempo de retencao

UV - Ultravioleta
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Capitulo 1. Introdugao



1.1. Geral

Desde tempos imemoriais que o Homem procura solugdes para os seus problemas
diarios. Fome, doenca, frio, abrigo e seguranca foram os primeiros problemas a
requerer atencdo. Cedo se apercebeu de que alguns produtos tinham efeitos no
organismo, uns nocivos, outros agradaveis, outros ainda benéficos. Plantas, partes de
animais e minerais foram desde cedo utilizados para tentar melhorar a qualidade de
vida das pessoas. Entre eles, as plantas ocuparam desde sempre uma posicao de
destaque. A Medicina Ocidental ha muito que identificou plantas que nos ajudam a
combater doengas e no ultimo século conseguiu identificar, dentro dessas plantas, os
compostos que realmente actuam no organismo. A evolugdo da Quimica permitiu
que muitos desses compostos fossem sintetizados em laboratério, ao invés de
extraidos das plantas de origem, a partir de outros mais comuns ou mais econémicos.
No entanto, em regides do globo com menor acesso a estes medicamentos como o
Oriente (China, Tailandia, Japao), Africa Negra (Africa do Sul, Angola, Kalahari) ou
América Central e América do Sul, entre outras, é comum o uso de extractos de
plantas ou misturas de extractos para tratar desde as mais simples dores de cabeca a
infeccdes renais ou problemas cardiacos. Parece nao haver nada que estes
medicamentos naturais a base de plantas ndo curem, desde males fisicos a males da
alma. Usados por curandeiros tribais e por médicos e farmacéuticos, as virtudes

destes “remédios” sdo inegaveis.

Hoje em dia, com o acesso global a varios produtos, tem-se verificado uma mistura
cada vez maior do consumo de varios tipos de medicamentos, incluindo formulagdes
que sdo administradas em Medicina Tradicional Chinesa. Atendendo a que muitas
dessas formulacoes contém extractos de plantas com graus de toxicidade apreciavel e
que sdo vendidas no Ocidente sem controlo efectivo, importa que se fagam ensaios

de pesquisa de moléculas activas que possam colocar em risco a Satide Puablica.



1.2. A Medicina Tradicional no Mundo

Durante as ultimas décadas, a Medicina Tradicional (MT) comecou a ganhar relevo
em todo o Mundo. Usada como principal sistema de satide dos pobres nos paises em
desenvolvimento, passou a ser usada como um complemento ao sistema de satide

em vigor nos paises mais desenvolvidos, ou mesmo como um seu substituto.

Um estudo realizado pela Organizacao Mundial de Satide (OMS)!!l indica que 70-
80% da populacdo mundial utiliza estes medicamentos ndo convencionais a base de

extractos de plantas.

A MT é vasta e possui uma longa historia, sendo dificil de definir. Segundo a OMS
trata-se do somatoério do conhecimento, competéncias e praticas baseados nas teorias,
crencas e experiéncias que sdo intrinsecos de diferentes culturas, quer sejam ou ndo
explicaveis, usados para a manutencdo da saude, assim como na prevengao,

diagnostico, melhoria ou tratamento de patologias fisicas e psiquicaslll.

As praticas relacionadas com a MT variam grandemente de pais para pais uma vez
que sdo influenciadas por factores como a cultura, as crengas, a histéria, acgdes
pessoais e filosofia desse povolll. No entanto, a sua utilizagdo nos dias actuais ndo é
assim tdo simples de explicar. Em muitos paises em desenvolvimento, o acesso a
medicamentos e a servigos médicos certificados é dificil, quer pela sua falta quer pela

escassez de recursos econdémicos da populacéo.

As préticas curativas evoluiram ao longo dos séculos, dando origem a Medicina e
préticas medicinais actuais, assim como ao fabrico de produtos para curar. A partir
de observacoes empiricas e da prética da tentativa-e-erro, surgiram ideias e teorias
sobre as doengas e o que as poderia combater. Com o nascer do método cientifico e o
aparecimento da Quimica como ciéncia, os primeiros medicamentos foram sendo
criados e aperfeicoados até chegar aos medicamentos actuais, tal como os

conhecemos hoje.

A China é uma referéncia a nivel mundial no que se refere a Medicina ndo Ocidental.

A sua MT, cujos conhecimentos foram passados de geracdo em geracdo desde ha
3



milénios, foi uma das primeiras a surgir e é uma das poucas que se mantém ainda em
utilizacdo e com cada vez mais seguidores. Desde a acupunctura as massagens
Shiatsu, da quiropratica aos preparados de plantas medicinais, a medida que o
tempo passa mais paises aderem aos tratamentos da Medicina Tradicional Chinesa
(MTC)2l. A desconfianga gradualmente maior dos povos ocidentais face a Medicina
Ocidental deve-se a falta de resultados ou ao facto de ndo os induzir de forma
suficientemente rapida. Outros ainda receiam os efeitos secundarios dos
medicamentos farmacéuticos que a Medicina convencional prescreve, alguns dos
quais tdo poderosos quanto a doenga que os tornou necessarios ou ainda, tendo-os
tomado, desenvolveram resisténcia aos seus efeitos, o que os torna intteis. De notar
que os efeitos nocivos de muitos destes medicamentos sdo cumulativos e podem
actuar sobre o sistema nervoso central, o figado ou os rins, todos partes importantes

do corpo humano.

Estes factores tornam os medicamentos a base de plantas existentes na Medicina
Tradicional cada vez mais apelativos, pois, no imaginario das pessoas, o que é
natural ndo pode causar tanto dano como o que é sintético. Esta ideia, tantas vezes
incorrecta demonstra com pequena margem para davidas que ha na populacao geral
uma declarada falta de conhecimentos nesta area cientifica. Esta falha leva a tomada
de decisdes tao importantes e frequentemente vitais baseadas apenas no diz-que-
disse. Graves consequéncias podem advir da aplicagdo de técnicas e/ou produtos
inadequados para a doenca de que sofrem, pior por vezes do que nada fazer. Outro
motivo que leva ao aumento da popularidade e utilizagdo das medicinas tradicionais
noutros paises que ndo os de origem é mais prosaico e estd relacionado com as vagas

de migracdo que se verificam entre paiseslll.

1.3.Seguranca em Medicina Tradicional

Em geral, a populacdo preocupa-se com a sua satide e com as consequéncias que 0s
medicamentos ingeridos podem trazer. E esse um dos motivos para o aumento da

popularidade dos produtos da medicina tradicional nos paises desenvolvidos: como

4



referido atras, "o que é natural é bom” é a ideia generalizada. O que a maioria ndo
sabe é que o controlo de qualidade nestes produtos é reduzido em grande parte dos
casos. Os medicamentos tradicionais continuam a ser produzidos segundo as
mesmas técnicas milenares, com poucas concessdes mesmo as mais bdsicas técnicas
de saneamento na sua produgdo. O profissionalismo por parte dos prestadores destes
servicos nem sempre é o desejavel e a contaminacdo dos produtos naturais é sempre
uma possibilidade real. A eficicia e seguranca dos medicamentos nem sempre estdo
comprovadas, sendo esta uma das preocupagdes de organizacdes de satde publica e
de governos. Juntando a estes o facto de varios desses produtos serem
comercializados internacionalmente, torna-se importante um apertado controlo de
qualidade sobre todas as fases de produgdo e distribui¢cdo. Devido a globalizacao da
utilizacdo da MT, cuidados em termos de seguranca impdem-se. Alguns sao simples
e poderiam evitar muitos problemas, como reaccdes alérgicas a alguns dos
componentes presentes nos preparados. Trata-se da verificacdo botanica: uma lista
completa e correcta das plantas presentes na mistura. Alguns produtos
comercializados em diversos paises possuem esta informacdo, mas sdo poucas as
empresas exportadoras que realmente fazem a identificacdo de forma inequivoca. Em
muitos casos, em que a identificacdo das plantas existe, apenas o nome chinés esta
presente. Uma sugestdo da OMS e de outros organismos é a de que os rétulos
contenham as designagdes das plantas de acordo com a taxonomia latina, sinénimos

e nomes comuns, assim como as partes das plantas que foram utilizadasl!l.

Tal como acontece em tantas outras regides do Mundo, a Unido Europeia instituiu,
no seu territério, todo um conjunto de regras com vista a uniformizar procedimentos
em todos os Estados-Membros e a proteger os seus cidaddos. Como tal, existem
regras para a comercializacdo de produtos medicinais, constantes na Directiva
2001/83/ECBI entre outras. Segundo esta norma europeia, “Produto Medicinal” é
todo o produto que se destina ao diagndstico, tratamento ou modificacdo de

sintomas.

Tanto os medicamentos prescritos pela MTC como os produtos homeopaticos sdo

regulados por esta norma, tal como os farmacos com ou sem receita médica que a



Medicina Ocidental prescreve. No entanto, a Directiva s6 é seguida até certo ponto.
Muito embora os estudos da eficacia sejam requeridos; apesar de ser necessario
apresentar relatérios contendo procedimentos e controlos de qualidade, listas de
matérias-primas e excipientes; independentemente de ser necessario indicar no
rétulo a composicdo e a dosagem; ndo obstante todas estas normas e regulamentos
(que podem ser consultadas em maior detalhe na Directiva 2001/83/EC), é possivel
ocorrerem erros e enganos, acidentes e atalhos na producao dos produtos utilizados
na MTC. H4 vérias formas de tais passos serem dados, percorrendo um caminho que

conduz a ineficacia no melhor dos casos ou a morte no piorl4l:

- utilizagdo de matérias-primas alternativas - embora especialistas ndo concordem
e a Quimica corrobore essa posicdo, responsaveis pela colheita/recolha das plantas e
outros materiais necessarios para a producdo de um medicamento podem optar por
outro pertencente a mesma Familia (mas cuja composicdo quimica pode ser

radicalmente diferente);

- utilizacdo de matérias-primas mal-identificadas - erros no acto de identificagao
das plantas colhidas podem conduzir a problemas devido a diferentes composicoes

quimicas das plantas, tal como na situagdo anterior;

- utilizacdo de matérias-primas contaminadas - ocorrem situagdes em que os
campos sdo contaminados pela utilizacio de pesticidas nocivos absorvidos pela

planta ou por metais pesados de diversas fontes;

- mé preparacdo dos materiais - diversas plantas devem ser pré-preparadas antes
de poderem ser utilizadas nos medicamentos, de modo a eliminar toxicidade ou a
potenciar os efeitos benéficos pretendidos. A falha neste passo pode significar a

existéncia da toxicidade no medicamento.

O estabelecimento de regras e de padrdes de qualidade nas Medicinas Tradicionais e
nos seus produtos é assim um desafio que os governos e investigadores estdo a tentar
ultrapassar. A OMS desenvolveu e emitiu uma série de linhas orientadoras técnicas
para ajudar a estabelecer padrdes de pesquisa e avaliacdo dos produtos da medicina

tradicional, como resultado de um esforco iniciado em 1997. O principal foco destas



orientaces é a seguranga e eficicia dos produtos!t.

Os registos historicos de utilizagdo da MT atestam, em certa medida, a sua eficacia.
Uma prolongada histéria de utilizacdo sem efeitos secundarios adversos é, para
muitos, prova suficiente da eficicia e seguranca dos produtos. De notar no entanto
que a relacdo entre MT e reac¢des adversas pode ndo ser completamente conhecida,
pois muitas vezes os consumidores ndo associam uma coisa com a outra por
desconhecerem que determinado produto possa ser toxico. Outras tantas vezes nao
denunciam o aparecimento dessas reaccbes por falta de tempo,falta de
conhecimentos, falta de vontade ou falta de disponibilidade financeira. Esta é uma
falha grave, uma vez que é a partir da informacgao sobre casos adversos que se pode

concluir sobre a validade e seguranca de um tratamento.

Um estudo histérico da utilizagdo da Fitoterapia demonstra que, excepto em casos de
sobredosagem ou de preparacdo inadequada dos materiais, estes produtos sdo
geralmente seguros - com a ressalva expressa atrasl®. No entanto, em muitos paises a
sua utilizacdo ndo é ainda reconhecida. Existem, na literatura e em execucao,
diversos estudos cientificos, em vdarios paises, que visam caracterizar os
medicamentos utilizados na medicina tradicional, em termos de eficacia e de
seguranca. Destes estudos ja surgiu que alguns dos compostos presentes nos
preparados sdo cancerigenos, outros toxicos e outros ainda teratogénicos. Apesar
disso, mais estudos sdo necessarios e a qualidade da pesquisa precisa de ser
melhorada. Por exemplo, devido a abordagem holistica com que a MTC encara o ser
humano e o seu estado de satide (fisica e mental), a avaliacdo da eficicia da MTC
pode ser bastante diferente da que se faz para a Medicina Ocidental - os métodos

usados nesta podem nao ser adequados para aquela.



1.4. Produtos a base de plantas na MTC

A MTC continua a fazer um extenso uso da Fitoterapia na sua pratica normal dado
que até ha poucas décadas era a fonte de moléculas activas usadas nos tratamentos e
que deram origem a varios medicamentos. A sua popularidade aumentou de tal
forma nas dltimas décadas que se torna urgente analisar melhor o que consta dos
produtos usados. A Fitoterapia engloba os tratamentos varias patologias do ser
humano, incluindo a restauragdo da satide assim como a prevencdo das doengas.
Para esse efeito, faz uso das diversas partes das plantas, aéreas ou subterraneas, quer
no seu estado natural ou preparadas de alguma forma. Podem ser usadas ainda

outras partes derivadas da planta, como resinas, gomas, sumos ou 6leos.

A MT em algumas culturas aborda a satide humana de uma forma holistica, ou seja,
globalizante. Ao contrario da Medicina Ocidental, a MTC pode ndo se limitar a tratar
sintomas. Um traco comum as varias Medicinas Tradicionais, como a Chinesa ou a
Ayurvédica, consiste na procura das causas dos desequilibrios que assolam o
individuo, tratando todo o corpo e ndo apenas a parte afectada. Uma consequéncia
desta abordagem é uma maior complexidade dos preparados utilizados, pois serdao
compostos de diferentes plantas destinadas a tratar diferentes problemas. Mas a
complexidade destes preparados ndo se fica por aqui. Em alguns casos, como
algumas farmécias, o medicamento é preparado especificamente para a pessoa que o
pede, de acordo com as suas necessidades - ou seja, um medicamento destinado a
tratar um mesmo mal pode ter n formas de preparagao, com diferentes concentracdes
dos diversos componentes. Pode ocorrer também alteracio da férmula de base,
quando uma das plantas a utilizar é demasiado dispendiosa ou estd em falta,
fazendo-se uso de uma outra andloga. Comeca entdo a ficar clara a raiz da
complexidade do estudo dos produtos a base de plantas. No entanto, em paises em
que este tipo de prescricdo é frequente, a manipulacdo nas farmacias e/ou nas

ervandrias é pratica corrente, como, por exemplo, na China e na India.

Outra caracteristica curiosa da Fitoterapia em MTC é a forma como as plantas
medicinais sdo conjugadas de modo a interagirem. E um facto pouco conhecido que,
na MT em geral, e na MTC em particular, se utilizam plantas e outros compostos que,
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por si sos, sdo toxicos em maior ou menor escala. Nos milhares de anos em que a
MTC tem sido colocada ao servico da sadde, esses compostos foram organizados
como sendo de Toxicidade Elevada, Toxicidade Alta, Toxicidade Moderada e
Toxicidade Baixa ou inexistente. Apesar da reconhecida toxicidade das plantas a sua
utilizacdo no tratamento de doencas é possivel uma vez que os mesmos compostos
que em certas doses (especificas para cada um) sdo tdéxicos, em pequenas
quantidades tém propriedades benéficasl®l. Tudo tem dois lados: ganhos e perdas,
vantagens e desvantagens, beneficios e riscos. As plantas ndo sao excepgdo. Nas
diversas actividades humanas, desde a Agricultura a Medicina, o Homem sempre fez
uso das plantas toéxicas. Um exemplo disso é a utilizacdo das plantas como
insecticidas nas plantagdes agricolas ou a sua utilizacdo como microbicida. No
entanto, diversos estudos clinicos determinaram que as mesmas substancias que

tornam a planta téxica também tém actividade terapéutical®l.

Estudos realizados em diversos paises (Estados Unidos da América, Alemanha,
Italia, China, etc.) referem que existem centenas de plantas téxicas no mundo.
Divididas em mais de cem Familias, a sua distribuicdo pelo mundo ndo é uniforme
mas existem em todo o planeta. A medida que a utilizagdo de produtos a base de
plantas se foi alastrando, os estudos das mesmas deixou de ser uma conveniéncia
para se tratar de uma necessidade, com profundidade cientifica. Tendo-se estendido
para 14 da simples Botanica, grandes avangos foram feitos em termos de quimica,
farmacologia, clinica e cultivo das plantasl®l. No entanto, estes estudos estdo longe de

estar terminados ou de ser conclusivos.

Os preparados a base de plantas podem ser de dois tipos: simples (produzidos a
partir de uma tnica planta) ou complexos (produzidos a partir de uma mistura de
plantas), sendo que na sua maioria sdo complexos, constituidos, em média, por 8 ou
mais plantas diferentes, como acontece na MTC. O objectivo destas misturas é a
potenciacdo dos efeitos benéficos daquela que é a planta principal (que contém o
composto activo) e a minimizagdo ou anulagdo dos seus efeitos toxicos. A forma de
preparacdo altera também os compostos presentes na planta fresca, diminuindo, em

principio, a sua toxicidade: por exemplo, a planta Acénito sé pode ser utilizada se for



primeiro sujeita a tratamento. O extracto receberd um nome consoante o tratamento
que recebe, sendo possivel encontrar-se a forma ndo tratada (shengfuzi), a forma
fervida (nifuzi), ou outros que se obtém a partir desta por alternancia entre
tratamento com cloreto de sédio, secagem, fervuras e mesmo aplicacdo de vapores de
enxofre, dependendo do objectivo a atingir. No minimo, as raizes de Aco6nito

necessitam de 30 minutos de fervura antes de poderem ser utilizadasl’l.

1.5. Objectivo do Trabalho

De tudo o exposto anteriormente, surge uma preocupagdo no que se refere a
seguranca dos consumidores. O estudo do risco e da toxicidade dos produtos a base
de plantas da MTC é uma necessidade e estd a ser realizado ja em diversos paises.
Em Portugal ndo h4, a data, qualquer trabalho publicado nesse sentido, o que cria um

vazio que deve ser preenchido com a maior brevidade.

Para este efeito salientam-se diferentes formulacdes a base de plantas, referenciadas
pelo nimero de férmula ou pelo seu nome chinés, e que possuem na sua constituigao
plantas que sdo téxicas - ou pelo menos plantas que contém constituintes téxicos.
Com o objectivo de acalmar o espirito, tonificar e harmonizar, estimular ou limpar,
cada uma delas tem efeito especificamente sobre um 6rgao ou conjunto de oérgéos,
actuando sobre os respectivos meridianos de acordo com a ideologia da MTCI8I.
Numa primeira abordagem as formula¢des da MTC, achou-se conveniente estudar
formulas que pudessem ser de alguma forma utilizadas no tratamento da
toxicodependéncia. Diversos estudos demonstram que, entre outros, ha alteracdes
nos processos neurolégicos do toxicodependente, que se traduzem em alteragdes
comportamentais e emocionais®lll0l. De entre as diversas férmulas disponiveis, foi
seleccionada uma que possui uma planta de toxicidade reconhecida. Trata-se da
férmula F137 - An Shen Wan cuja constituigdo é apresentada na Tabela 1, doravante

referida como F137.
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1.6. A formulacao em estudo

Tal como qualquer outra estrutura existente na Natureza, sdo muitos os compostos
que constituem o material vegetal utilizado nas formulacées a base de plantas e/ou
outros produtos naturais. Varios estudos referem que, para se obter o maximo
proveito de uma planta aquando do processo de extraccdo, é necessario atender a
altura em que a planta é colhidalll. O ciclo vital das plantas faz com que, em
diferentes alturas do ano, certos compostos estejam presentes em maior ou menor
quantidade. Também diferentes partes da planta possuem diferentes constituintes ou
diferentes percentagens do mesmo constituinte, dependendo da sua fungdo. A
tradicdo, em muitos casos corroborada pela ciéncia, estabeleceu alturas préprias para
a colheita das plantas usadas na MT!2l. Excluindo os tipicos compostos existentes em
todos os organismos vivos em maior ou menor percentagem (material genético,
proteinas, hidratos de carbono), entre os constituintes mais comuns encontramos 0s
compostos fenodlicos (que se dividem em &cidos fendlicos, compostos cumarinicos,
flavondides, taninos e compostos quindnicos), os alcaldéides, os saponodides e os

terpendides, entre outros(3l.
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1.6.1. Amostra F137 - An Shen Wan

A férmula F137 é composta por 10-12* extractos diferentes (Tabela 1), segundo informacado recolhida junto da Universidade de

Medicina Tradicional Chinesall4

Tabela 1 - Composicdo da F137 segundo a literatura e presente nas amostras adquiridas **

) Nome Comum Percentagem
. . Origem Parte
Nome Latino do Foarmaco  Nome Chinés Portugués Amostras  Amostra
(Nome Latino da Planta) LGIPALER  Recomendada
(quando aplicavel) BH1,2e3 BC
Rizhoma Coptidis Huang Lian Coptis chinensis Franch. - Raiz 6,8% 8,32 71
Tartaruga de agua
Plastrum geoclemys reev. Gui Ban Chinemys reevesii q Carapaca 11,4% - -
oce

Radix Rehmanniae recens Sheng di huang  Rehmannia glutinosa Libosch - Raiz 11,4% 13,93 11,9

Radix Salvia miltiorrhizae Dan Shen Salvia miltiorrhiza Salvia Raiz 9,1% 11,12 9,5
Camada

Sclerotium Poriae Pararadicis Fu Shen Poria cocos Tipo de cogumelo 6,8% - -

exterior

Radix Ginseng Ren Shen Panax ginseng ou Panax quinquifolium Ginseng Raiz 3,4% 4,16 3,5
Medula

Medulla Junci Deng Xian Cao  Juncus effuses L. Junco 6,8% 8,32 7,1
do caule

Semen Nelumbinis Lian Zi Nelumbo nucifera Gaertn. Lotus Semente 6,8% 8,32 7,1

Radix Polygalae Yuan Zhi Polygala tenuifolia Willd. Poligala Raiz 3,4% 4,16 3,5

Ziziphus jujuba Mill. Var spinosa (Bunge Hu
Semen Ziziphi spinosae Suan Zao Ren Tamara chinesa Semente 9,1% 11,12 9,5
ex H.F. Chou)
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Semen Biotae orientalis Bai Zi Ren Thuja orientalis ou Biota orientalis (L.) Endl - Semente 9,1% 11,12 9,5

Os Draconis Long Gu - Osso fossilizado Todo 15,9% - -

Ostrea gigas Thunberg,
Concha Ostrae Mu Li Ostrea talienwahnensis Crosse ou Ostra Todo - 19,43 16,7

Ostrea rivularis Gould

* A diferenga entre valores refere-se ao ntimero de extractos recomendados pela Universidade de Medicina Tradicional Chinesa (12)
e os presentes nas formula¢des adquiridas para estudo (10). Trata-se de outro exemplo da necessidade de se fazer cumprir a
regulamentacdo referente aos produtos a base de plantas prescritos pelas medicinas tradicionais.

** A ordem pela qual os extractos foram apresentados é a constante no rétulo das amostras BH.
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Este preparado é utilizado quando se pretende uma férmula Harmonizante, tratando
especificamente casos de sono perturbado por sonhos constantes, estados de
ansiedade e inquietacao, stress, nervosismo, palpitacdes, e tendo especial actividade

sobre o coracao.

Conforme se pode verificar pela andlise da Tabela 1, nem todos os extractos que se
combinam para preparar a férmula sdo derivados de plantas. Gui Ban, Concha Ostrae
e Os Draconis sdo derivados animais, respectivamente da carapaca da tartaruga de
agua doce, da concha de ostra e de ossos fossilizados. Pouca informagéo foi possivel
encontrar sobre estes extractos e os seus constituintes, o que teria sido interessante do
ponto de vista de perceber de que forma podem contribuir para o tratamento. De
acordo com algumas pesquisas informais realizadas, o objectivo destes constituintes
é o de fornecerem calcio ao preparado, e nenhum deles é, tanto quanto se sabe,
toxico, pelo que ndo sdo objecto deste projecto e a troca destes componentes torna-se
irrelevante para a investigagdo. O mesmo é valido para o Fu Shen, que é preparado a
partir de um cogumelo, sendo constituido principalmente por polissacarideos e

proteinas.

De notar ainda que as percentagens de cada planta utilizada para a producdo da
férmula F137 (amostras adquiridas no mercado em 2011/2012) sado ligeiramente
diferentes das recomendadas(!4], e diferentes entre si, sendo a variacdo maior a de
Rehmannia recens, com 2,53% a mais em relagdo ao recomendado pela Universidade

de MTC em Portugal.

Das plantas que compdem esta férmula, apenas a Coptis chinensis tem toxicidade
reconhecida. A Salvia miltiorrhiza ndo tem toxicidade conhecida mas a sua parente
Salvia officinalis sim. No ambito deste estudo do controlo de qualidade das férmulas
utilizadas em MTC, foi decidido prosseguir com a anélise das amostras de modo a
procurar os constituintes tipicos daquela planta ou seus derivados, assim como a

identificar outros compostos presentes no produto acabado.
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Rizhoma Coptidis - Huang Lian - Raiz de Coptis chinensis

Sendo uma das plantas mais utilizadas na MTC
apesar da sua toxicidade, o Huang lian consiste no
extracto retirado da raiz de uma planta de folha
perene, sem caule, com uma altura que varia entre os
20 e 0s 50 cm (Figura 1). A raiz, parte da planta mais
utilizada, tem cerca de 5 a 6 cm de comprimento, cor
amarela acastanhada no exterior e amarela alaranjada
no interior, sendo a parte central do corte transversal
mais escura (Figura 2). O Huang lian tem um odor
ténue, quando mastigado tinge a saliva de amarelo e

o seu sabor é muito amargo, devido a forte presenca

de alcaldides na sua composigao quimica.

huang lian herb
Photo by: Joe H. Chu

Figura 2 - Raiz de Huang Lian

Figura 1 - Coptis chinensis. 1. Planta
completa com flores; 2. Sépala; 3. Pétala;
4. Frutolsl
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Na Tabela 2 podem encontrar-se alguns dos constituintes principais do Huang lian

assim como as suas estruturas(15116][17]:

Tabela 2 - Constituintes principais da Coptis chinensis

Nome e Nome e Nome e
Estrutura Molecular Estrutura Molecular Estrutura Molecular
Acido clorogénico Acido fertlico Berberina
Q @]
HO.__O OJ\/\CEOH
OH o OH
OH HO
OH
OH OCHg

Coptisina Jatrorrizina Palmatina

Os constituintes mais abundantes, de estruturas moleculares semelhantes, pertencem

a familia dos alcaléides, possuindo diferentes graus de toxicidade.

A berberina, constituinte principal do Huang lian, esta presente em diversas espécies
vegetais e tem uma cor amarela e forte natureza fluorescente na gama de radiacdes

ultravioleta (UV), podendo surgir em qualquer parte da plantal'8l.

Dentro das quantidades recomendadas, considera-se o Huang lian perfeitamente
seguro, mas pode tornar-se toxico se essa dosagem for excedida. Existem estudos
realizados!!?ll20] para a toxicidade da berberina, quer através de administragdo oral,
intravenosa ou intraperitonial. Alguns envolvem testes animais (ratos e ratazanas),
outros recorrem a células humanas - a berberina esta a despertar o interesse da
comunidade cientifica devido aos seus efeitos biologicos. Apesar da sua toxicidade, e

precisamente devido aos efeitos que exerce no organismo, novos estudos comegam a
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/b3251?lang=pt&region=PT
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/361615?lang=pt&region=PT

surgir para possiveis aplicacbes em praticas anti-tumorais ou no tratamento da
doenca de Parkinson. Por exemplo, no que se refere esta tltima, a Fundacao Michael
J. Fox atribuiu recentemente uma bolsa a investigadores da Universidade de Coimbra
de modo a aprofundar estudos relativos a actividade mitocondrial exibida pela

berberinal21],

Alguns dos sintomas devidos a reacgdes toxicas incluem irritacdo cutanea, choque
anafilactico, tonturas, nduseas, ansiedade, dificuldade de respiracdo, arritmia, danos
hepéticos, entre outros. Entre as patologias para as quais é tradicionalmente
recomendado encontram-se a diarreia, gastroenterite, conjuntivite e outras. Foi
também estudado para o tratamento da malarial?l. Estes estudos também apontam
para a possibilidade de interac¢des medicamentosas devido aos seus diversos efeitos

biol6gicos.
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Radix Rehmannia recens - Sheng di Huang - Raizes de Rehmannia

glutinosa L. recentes

Trata-se de uma planta perene com cerca de 10 a 40 cm de
altura, com raiz tuberosa alaranjada com didmetro entre 3 e 6
cm, a qual pode ser utilizada fresca, seca ou com tratamento

adequado, dependendo do fim a que se destina (Figura 3).

Tendo uma estrutura iridéide, os principais constituintes da
raiz de Rehmannia glutinosa L. (Tabela 3[7122) sao,
provavelmente, os responsdveis pela coloragdo amarela
tipica da raiz tuberosa - isto porque o verbascosideo,
também parte integrante da raiz, como derivado de acido
fendlico, ndo deverd apresentar coloragdo, sendo o mesmo

valido para os polissacarideos.
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Figura 3 - Rehmannia glutinosa
Libosch. 1. Planta inteira; 2. RaizI8].



Tabela 3 - Constituintes principais da Relimannia glutinosa L.

Nome e Nome e Nome e
Estrutura quimica Estrutura quimica Estrutura quimica
Aucubina Catalpol
HO H
=
0]
HO H o]
HO_ A Ao
OH
Melitosideo Rehmanniosideos* Rehmanniosideo D*
(R=H) (R = Glic) (R = Glic)

Verbascosideo

o~ OH
oy I
HO._~ QQ" ™" o . . P
) G %T_) Diversos polissacarideos
HOT SN0 \ ow
K o‘\
CHa

OH OH

*Existem outros rehmanniosideos, de estrutura base similar a estas mas possuindo

outros radicais em locais diversos.
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Radix Salvia miltiorrhizae - Dan Shen - Raiz de Salvia miltiorrhiza

O Dan shen é preparado a partir da raiz e rizomas de uma planta de folha perene que

pode atingir uma altura entre 20 e 50 cm (Figura 4).

Figura 4 - Salvia miltiorrhiza: flor
(esquerda) e raiz (direita)[23

Tem sido amplamente utilizada em MTC, sozinha ou em misturas com outras
plantas, para o tratamento de doencas relacionadas com o coragdo, pois apresenta
poucos efeitos secundarios. Outras indicagdes terapéuticas incluem cancro, hepatite e
doenga renal crénica. Os seus constituintes bioactivos (Tabela 4), embora ndo sejam
os tnicos presentes na planta, podem ser divididos em duas categorias principais: as

tanshinonas lipofilicas e os acidos fendlicos hidrofilicos!12171.

20



Tabela 4 - Constituintes principais da Salvia miltiorrhiza

Nome e

Estrutura Molecular

Nome e

Estrutura Molecular

Nome e

Estrutura Molecular

Acido cafeico

HO
OH

Acido carnésico

o)
HO—/
OH"

Acido clorogénico
0

OH
OH
OH OH

Acido p-coumadrico

)

X-"S0H

HO

Acido fertlico

HO
OCHj

Acido isoferdlico

o)
X 0H
HyCO
OH

Acido oleandlico

Acido rosmarinico

Acido salvianélico A

OO

o Os OH o~ _OH

HOJ *ﬁfl[ OIOH§§1 ..“.lLO,lv.;bl on
Rasn
Acido salvianélico B Acido sindpico Apigenina
o Oy OH OH 0 OH O
O N OI/@OH HacO N OH
= OH
HO O
OH OH HO
OCHs
Betulina Borneol Canfeno
H 30 CH3
CHo
CHsj
HiC 4y H3C
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/456055?lang=pt&region=PT

Criptotanshinona Dihidrotanshinona Luteolina

O CHs

e
0

CH3
H3C CHj
o e B-pineno Tanshinona I Tanshinona ITA
H3C Q  CHs
© N
H3C | 0
CHs HeC CHg

o-terpineol
CHj
H3C
H3zC OH

O Dan shen é uma das plantas mais utilizadas na MTC, sendo a sua producdo com
qualidade um motivo de preocupacado. As espécies S. officinalis e S. przewalskii M.,
pela sua semelhanca em termos quimicos, podem ser utilizadas como substitutas mas
alguns constituintes sdo diferentes assim como a sua concentracdol4l?]. Estas
diferencas podem parecer pequenas mas quando ocorre sobredosagem ou interacgao

com outras plantas ou com medicamentos, as consequéncias podem ser graves.
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Radix Ginseng - Ren Shen - Panax ginseng

O Ren shen, obtido a partir da secagem da raiz da planta Panax ginseng (Figura 5), foi
utilizado na MTC como remédio universal durante centenas de anos, sendo as suas
propriedades curativas quase miticas de acordo com antigos textos. O préprio termo

“panaceia” deriva do nome desta planta.

Figura 5 - Panax ginseng: flor (esquerda) e raiz
(direita)[2l

Embora a experiéncia da MTC derive principalmente da observagdo empirica de
resultados e na utilizacdo de costumes tradicionais, estudos mais recentes
confirmaram que sdo varios os compostos quimicos presentes na constituicao do Ren
shen que possuem actividade biolégica. Esta actividade faz-se sentir tanto no sistema
nervoso central como nos sistemas enddcrino, cardiovascular e imunitariol®li26l. Os
principais responsdveis pela bioactividade do Ren shen sdo os denominados
ginsenosideos, conhecendo-se mais de 30, saponinas de estrutura-base muito
semelhante constituida por quatro aneis fundidos com radicais oses em diversas
posicdes. Na Tabela 5 podem consultar-se alguns dos compostos principais do Ren

shenl171[25],
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Nome e

Estrutura Molecular

Acido vanilico
o)
OH

HO
OCHjg

Nome e

Estrutura Molecular

Ginsenoside Rbp

HO:

Tabela 5 - Consituintes principais do Panax ginseng

Nome e

Estrutura Molecular

Ginsenoside Re

HO

Ginsenoside Rf

HO. o]

OH
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Medulla Junci - Deng Xian Cao - Medula de Juncus effuses L.

Deng xian cao refere-se a medula do caule da planta Juncus effuses (Figura 6), uma
planta que cresce principalmente em ambientes himidos e que pode alcancar uma
altura de 1,5 m. E utilizada no tratamento de inquietacdo insénia, dificuldade em

urinar acompanhada de dor e em casos de ulceragdo da boca ou lingua.

Figura 6 - Juncus effuses: flor (esquerda) e medula do caule (direita) [23]

Pouca informacdo fidedigna se conseguiu encontrar a respeito da constituicao
quimica desta planta. Estudos envolvendo diversas espécies da mesma familia
referem a presenca de flavonodides e fenantrenos [7l. Sobre esta espécie vegetal, foi
possivel encontrar um artigo em chinés, cujo abstract refere a presenca dos
flavonoéides luteolina, eriodictiol, 2', 5, 5, 7 - tetrahidroxiflavona e glucoluteolina,
dos compostos aromaticos p-hidroxibenzoato de metilo e acido vanilico, do acido
hexadecandico e do alcano n-tetradecanol?8l. No entanto, sem ter acesso ao estudo ou
a outros, e nao podendo confirmar esta informacgao, entendeu-se nao colocar a tabela

indicativa dos constituintes deste farmaco.
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Semen Nelumbinis - Lian Zi - Nelumbo nucifera

O Lian zi é preparado a partir da semente da planta
Nelumbo nucifera (Figura 7), uma planta aquatica utilizada
em diversos paises do Oriente pelas suas propriedades
medicinais mas também como fonte de alimentagdo ja que
quase todas as suas partes sdo comestiveis®l. E
recomendado como  diurético, antipirético, anti-
inflamatorio, entre outros. Os seus principais constituintes
quimicos bioactivos sdo alcaldides, cuja estrutura pode ser

consultada na Tabela 6[1711291[30]:
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Figura 7 - Nelumbo nucifera. 1. Flor;
2. Corte da raiz; 3. Sementel8]



Tabela 6 - Constituintes principais da Nelumbo nucifera

Nome e Nome e

Estrutura Molecular Estrutura Molecular

Liensinina Nuciferina
R.=H
R.=CHj3
Isoliensinina
R;=CH;
Ro=H
Neferina
Ri=CH3
Ro=CH3
HaC CHjg
Dauricina

HiC.o_

H4CO O
D:/\l O -

N OCH,

HyCO " CH, N

\@U
'OH

Os compostos liensinina, isoliensinina e neferina possuem estruturas-base
semelhantes, diferindo apenas nos dois radicais indicados. Também a dauricina

possui uma estrutura muito semelhante a estes compostos.
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Radix Polygalae - Yuan Zhi - Raiz de Polygala tenuifolia Willd.

O Yuan zhi é preparado a partir das raizes da planta
Polygala tenuifolia Willd. (Figura 8), perene, que cresce até
aos 25 a 40 cm de altura. Possui um cheiro caracteristico
que lhe é conferido pelo composto salicilato de metilo,
presente numa concentracdo que varia entre os 0,1 e os
0,3% (Tabela 7). Os restantes compostos principais
possuidores de bioactividade pertencem a familia das

saponinas, contendo uma estrutura base semelhante

caracteristica dos compostos desta planta, tendo recebido

Figura 8 - Polygala tenuifolia Willd.
1. Planta completa; 2. Raiz; 3. Vista
lateral da florf8l (adaptado)

o nome geral de seneginas/3!.

E utilizada para o tratamento de insénias ou sono

inquieto, esquecimento, palpitacdes, como expectorante, sedativo ou laxantel23[32],
Devido aos efeitos sedativos e anti-psicéticos que apresenta, foi estudada a sua
influéncia sobre o comportamento de individuos dependentes de cocainallol.
Também é uma das plantas mais utilizadas na MTC para o tratamento de doengas
relacionadas com a memoria: problemas de memoria simples ou a doenca de
Alzheimer[®]. Em termos da sua composi¢ao quimica, como referido, predominam as
saponinas, embora também se encontrem alguns acidos fendlicos e outros

compostos17131[34]:
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Tabela 7 - Constituintes principais da Polygala tenuifolia Willd.

Nome e

Estrutura Molecular

Acido oleandlico

Nome e

Estrutura Molecular

Acido poligalico

Nome e

Estrutura Molecular
Acido sindpico
HzCO

HO
OCHs

Metilsalicilato Rutina Saponinas triterpénicas
O~_0OCHjs (Seneginas)
OH o
Tenuifolina Tetrahidro-
columbamina
MeO °
HsCO ;
OH I )
HO S
H
@ OCH;
I % I
(0 By “ T OCH;
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Semen Zizyphy spinosae - Suan Zao Ren - Semente de Ziziphus jujubae

Mill. var spinosa (Bunge) Hu ex H.F. Chou

O Suan zao ren obtém-se a partir da secagem da semente do fruto da planta Ziziphus
jujubae Mill. var spinosa (Bunge) Hu ex H.F. Chou (Figura 9), uma planta espinhosa
comum na China.

2 @ e
@ © e‘
S0 ®¢

oy
‘m -
Figura 9 - Ziziphus jujubae: ramo

com fruto (esquerda) e fruto seco
(direita)[23] (adaptado)

2

A sua utilizacdo é recomendada em situagdes de sono perturbado, ansiedade ou
excesso de transpiragdo devido a debilidadel2?1l3] embora haja registos da utilizagao
das diferentes partes da planta no tratamento de doengas como disttrbios digestivos,
problemas hepéticos, infecgdes cutaneas, cancro e imunitarios, entre outrasBll37l. O
fruto foi, inclusivamente, utilizado para atenuar os efeitos toxicos de plantas da

Familia Euphorbial®]. Na sua constitui¢do quimica predominam os triterpenos e as

saponinas triterpénicas (Tabela 8) [171221[35](36](37] ;
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Tabela 8 - Constituintes principais da semente de Ziziphus jujubae

Nome e

Estrutura Molecular

Acido alfitélico

Nome e

Estrutura Molecular

Acido betulinico

Nome e

Estrutura Molecular

Acido heptadecanéico

0
CH3(CH2)14CHQAOH

Acido laurico
@]
CHs3(CHs)gCH»5 OH

Acido palmitoleico

CHa{CH?JJCH,ﬂ/._\‘C Hz(CHz)sCHZ

o]
OH

Acido ursélico

S

Acido ziziberanélico

OHC.

Jujubosideo A e B
|

AR="T L

B:R=H

H

: Ny
K A

L_o
HO" *]/ [
U\/J\OI \H

oH 0
HO. o /J OH
. \’/ ~ o
o o-R
HO" (TSNP

T

OH

Spinosina

Ziziberanona

Zizifusina
HO.

N+—CH

N
HO CHa

MeO.

MeO
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Semen Biotae orientalis - Bai Zi Ren - Semente de Biota orientalis

O Buai zi ren é obtido a partir da semente o arbusto Platycladus
orientalis (L.) Franch. (Figura 10), também conhecida como
Biota orientalisi ou Thuja orientalis (L). E frequentemente
utilizada no tratamento de disttirbios do sono e da memoria,

no tratamento da obstipacao ou como anti-inflamatdériol231(381,

Sendo a maior parte dos estudos realizada no ambito das

propriedades dos constituintes das folhas, sobre a

constituicdo da semente s6 foi possivel determinar que os

X » >

principais compostos presentes pertencem aos terpenos. Figura 10 - Platycladus orientalis

(L.) Franch. 1. Ramo com fruto; 2.
Folha; 3. Fruto; 4. Semente. [8]
(adaptado)

Assumindo que alguns dos compostos possam ser comuns a
folhas e sementes, os principais constituintes possuidores de

bioactividade podem ser consultados na Tabela 91391401,

Tabela 9 - Constituintes principais da folha de Platycladus orientalis (L.)

Nome e Nome e

Estrutura Molecular Estrutura Molecular

Quercetrina Quercetina

Rutina Amentoflavona
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1.7. Generalidades sobre os compostos

encontrados nas plantas em estudo

Como foi possivel verificar atrds, os constituintes bioactivos que prevalecem nas
plantas utilizadas na producao da féormula em estudo sdo essencialmente alcaléides,

compostos fenodlicos e polifendlicos.

Tanto uns como outros podem servir de marcadores quimicos das plantas, sendo que

0s primeiros sao normalmente os mais activos e também, por isso, os mais toxicos.

1.7.1. Alcaloides

Dos compostos presentes no reino vegetal hoje reconhecidos como tendo bio-
actividade, os alcal6ides ocupam uma posigdo privilegiada entre os constituintes das
plantas. Com estruturas variadas, sdo actualmente conhecidos mais de 5000
alcaléides diferentes, podendo ser definidos como sendo compostos orgéanicos
heterociclicos naturais contendo um ou mais atomos de azotol*ll. O par de electrdes
nao-ligantes do(s) azoto(s) confere propriedades alcalinas a molécula e,
conjuntamente com a sua estrutura tridimensional, é responsavel pela sua bio-
actividadel®2l. Em regra, os alcal6ides tém efeitos nefastos no organismo, ou seja, sdo

dotados de toxicidade média a elevada, podendo vérios deles ser reconhecidos pelo

seu sabor amargo quando provados.

Como referido, os alcaldides tém propriedades alcalinas, com um caracter
hidrofébico acentuado, pelo que sdo soltveis em solventes organicos apolares
(acetato de etilo, éter, benzeno, etc.) mas ndo em &gua ou solugdes aquosasl’3l.
Usando uma solugdo acida ou uma solugdo aquosa acidificada, promove-se a
formacdo de sais que sdo soltveis em dgua ou em solugdes aquosas mas que sao
insoltiveis nos solventes organicos. Como tal, a sua extracgao e purificacdo a partir do
material vegetal tem estas caracteristicas bem presentes: usando solventes organicos
obtém-se os alcaldides naturais, usando solugdes aquosas acidificadas obtém-se os
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sais dos alcaldides. Quando se acrescenta uma base a solucdo contendo os sais de
alcaléides, é possivel reverté-los a forma natural, solivel em solventes apolares

(Figura 11).

Extracto acido
contendo sal de
alcaldide (ex.: Extracto aquoso Alcaldide
cloreto de de sal de alcaldide
alcalbide) + +base Regenerado
solvente polar
(ex.: agua)

Extracto organico
contendo
alcaldides + dcido
(ex.: HC)

Material Vegetal +
solvente orgdnico

Figura 11 - Exemplo de esquema geral para extracgdo e purificagdo de alcaléides

O conhecimento deste comportamento permite elaborar um processo de extraccao e
purificacdo dos alcaldides, através da acidificagdo ou alcalinizagdo da solucao
contendo o constituinte a extrair/isolar. Quando se parte do material vegetal original
(fresco ou seco), é comum realizar a extraccdo a partir do material vegetal usando um
solvente acido (ou solugdo aquosa acidificada) em primeiro lugar pois, na sua
origem, os alcaléides tendem a ser encontrados nos vactolos das células, sendo
portanto necessario romper a parede celular vegetal, tarefa que o acido facilita.
Proceder a aquecimento durante o processo extractivo também ajuda a aumentar o

rendimento e rapidez da extracgao.

Os alcaltdides podem ser identificados recorrendo a reagentes gerais, com os quais

tém reacgdes de precipitacao:

- Reagentes iodados - ex.: R. Mayer (tetraiodomercurato de potassio); R.

Bouchardat (iodo em solucdo de iodeto de potassio); R. Dragendorff (iodeto de

potdssio e bismuto); etc.

- Reagentes com polidcidos minerais complexos - ex.: dcido cloroplatinico, dcido

fosfomolibdico, 4cido silicotingstico, etc.

- Reagentes nitrados - ex.: acido picrico, acido picrondlico, etc.

Apesar de a caracterizacdo dos alcaldéides ser bastante diversificada, no caso da

formulagdo em estudo existem duas estruturas base, os que possuem ntcleos
34



isoquinoleina e os que tém ntcleos terpénicos (alcaldides diterpénicos, triterpénicos e

ester6ides) [131.

Nas plantas Coptis chinensis e Nelumbo nucifera encontram-se alcaléides derivados da
isoquinoleina (Figura 12), considerados os mais abundantes na natureza, podendo a

sua estrutura sofrer grandes variacdes no esqueleto basico.

T

N
Figura 12 - Estrutura base dos alcal6ides
berberina, coptisina, dauricina, neferina, etc.
De acordo com estas variagdes, este grupo de alcaldides é dividido em diversos
subgrupos, sendo o que mais interessa no ambito da presente dissertacdo o subgrupo
com estrutura protoberberina, ao qual pertence a berberina, composto de toxicidade

reconhecida.

1.7.2. Compostos fendlicos

Muitos compostos quimicos podem ser classificados como compostos fendlicos
quando se atenta apenas a existéncia de um anel benzénico e um ou mais hidroxilos.
Para se poder distinguir os compostos fendlicos dos restantes que se classificam
dentro de outros grupos (por exemplo, alcaléides), foi proposto que compostos
fendlicos sdo todos aqueles que, ndo sendo azotados, possuem um ou mais ciclos
aromaticos e que se podem obter principalmente pela via do acido siquimico ou pela

via do acetatol13].

- via do 4cido siquimico - partindo do acido siquimico (Figura 13), num primeiro
passo originam-se acidos aromaticos (fenilalanina e tirosina), de seguida obtém-se

acidos cinamicos por desaminagao e mais tarde os seus derivados mais complexos.

- via do acetato - inicialmente formam-se 4cidos policetometilénicos de comprimento
variavel que, por ciclizacdo (reaccdo de Claisen ou condensac¢do aldénica), originam
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compostos fendlicos.

HO___O

HO™ OH OH
OH

Figura 13 - Da esquerda para a direita: 4cido siquimico, dcido cindmico, dcido benzéico.

Alguns compostos fendlicos sdo corados, podendo ser detectados a luz natural. Para
a deteccdo e identificacdo de outros é necessario recorrer a luz ultravioleta ou a
reveladores especificos. Entre estes encontram-se os reagentes contendo cloreto de

ferro, a vanilina e o NP/PEG (4cido difenilbérico/polietilenoglicol).

Do ponto de vista farmacolégico, os compostos fendlicos de maior interesse sdao os
acidos fendlicos, as cumarinas, os flavonoéides, os taninos e os compostos quinénicos.
Considerando os compostos presentes nas plantas mencionadas, os mais relevantes

sao os acidos fendlicos, as cumarinas e os flavonoides.

Os acidos fendlicos provenientes das plantas sdo, geralmente, derivados do acido
benzoéico e do 4cido cindmico, eles préprios também normalmente presentes na
constituicdo das plantas. Por exemplo, na Salvia miltiorrhiza pode-se encontrar o &cido
ferdlico e o isoferdlico, na Polygala tenuifolia encontra-se o acido sinapico e na Coptis

chinensis encontra-se o acido clorogénico.

Cumarinas é o nome genérico dado ao grupo de compostos fendlicos derivados do
5,6-benzo-2-pirona (a-cromona) por substituicbes no anel benzénico. Estas
substituicdes podem ser simples (Ri, Rz e R3 substituidos por OH, OCHs, CHs) ou
envolvendo radicais mais complexos, como é o caso das furanocumarinas ou das

piranocumarinas (Figura 14).
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Figura 14 - da esquerda para a direita: 5,6 - benzo-2-pirona,
piranocumarina e psoraleno (exemplo de furanocumarina linear)

Os flavondides tém por base a estrutura da 2-fenil-benzopirona (flavona), podendo
apresentar-se na forma genina (aglicona), glicosidica ou na forma de derivado

metilado.

OH
0 OH
0 | ¢
O | HO 0
O UL,
0 OH

Figura 15 - Diferentes estruturas de flavonéides. da esquerda para a direita: flavona, isoflavona e catequina

Os flavonoéides sdo divididos em diferentes grupos dependendo da apresentagdo do
anel do meio: a posicdo do substituinte benzénico origina os flavonoéides (posi¢do 2)
ou os isoflavondides (posicdo 3) e a auséncia do grupo carboxilo origina as

catequinas (Figura 15).

1.8. Técnicas de analise usuais para os

constituintes em estudo

O avango da Quimica e da instrumentagdo por ela utilizada permitiu o
desenvolvimento de diversas técnicas analiticas. A escolha é grande, sendo
imperativa a necessidade de critérios para a seleccdo da técnica mais adequada,
alguns dos quais dependentes do tipo de amostra (volatil ou ndo volatil, peso
molecular baixo ou elevado, orgéanica ou inorganica, por exemplo), outros do tipo de

técnica que se pretende (destrutiva ou ndo destrutiva, qualitativa ou quantitativa, por
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exemplo). Todos estes critérios, entre outros, sdo imprescindiveis para a seleccdo de
uma técnica de analise adequada. Estas vao depender ndo s6 do tipo de situagdo mas

também da amostra a analisar: raizes, folhas, flores, sementes, caules ou cascas.

Com base na literatura consultada, para as plantas que se pretende estudar, as
técnicas cromatogréaficas sdo as mais utilizadas, acopladas a equipamentos de
diferentes técnicas consoante o dmbito do estudo. Na grande maioria dos casos, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) é a técnica de eleicdo, conduzindo a resultados fidveis e
reprodutiveis, variando no entanto os detectores consoante tipo de constituintes que
existem nas amostras, que, no caso das plantas que se encontram presentes na
formulacdo em estudo ndo sdo maioritariamente volateis. Caso contrario, a

cromatografia em fase gasosa seria a técnica seleccionada.

Para se obterem dados complementares, foram seleccionadas vdrias técnicas
espectroscopicas, j4 que sdo uma ajuda inestimavel no estudo de compostos
organicos: espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN), espectroscopia
de infravermelhos (IV) e espectroscopia de ultravioleta (UV). De um modo geral, a
espectroscopia estuda a interaccdo entre a matéria e radiacdo incidente, quer seja
medindo a radiacdo absorvida ou a emitida em condi¢des controladas. Aspectos
como frequéncia ou intensidade da radiagdo absorvida/emitida fornecem dados
potencialmente importantes no que se refere a estrutura tridimensional do composto
estudado, presenca de grupos funcionais especificos ou elementos que estdo

presentes.

1.8.1. Cromatografia

A cromatografia é uma técnica muito versatil que pode ser usada para separar ou
para identificar os componentes de misturas homogéneas, inicialmente utilizada com
compostos corados, de onde lhe vem o nome (Chromos = cor). Como técnica de

analise de amostras de interesse, a cromatografia teve o seu desenvolvimento em
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meados da década de 60 do século XX, muito embora ja fosse conhecida desde o virar

desse século.

A cromatografia pode ser definida como um processo de separagdo de dois ou mais
componentes através da sua distribuicdo entre duas fases, uma fase estacionaria e
uma fase moével. Esta distribuicdo acontece a medida que a mistura é forcada a passar
através da fase estaciondria, ficando os seus constituintes nela adsorvidos. A
adsorcao ocorre devido a interacgdes entre as moléculas da mistura e as particulas da
fase estaciondria, que podem ser de natureza polar, devidas a campos eléctricos

permanentes ou induzidos ou devidas a forgas de van der Waals[#4l.

Existem diversas técnicas cromatogréficas, desde as mais econémicas e simples as
mais dispendiosas que requerem instrumentos sofisticados, embora todas se apoiem
nos principios expostos atrds. As técnicas cromatograficas sao classificadas de acordo
com os tipos de fase movel e de fase estaciondria utilizados assim como da forma

como se apresentam(#4.

1.8.1.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma das vertentes da cromatografia em
que a fase estaciondria é um sélido polar, geralmente silica ou alumina, e a fase
movel é liquida. O sistema pode ser visualizado na Figura 16, onde a amostra é
injectada a alta pressdo no aparelho juntamente com a fase moével. Dentro do
aparelho, o conjunto amostra+fase moével atravessa uma coluna de dimensdes
seleccionadas cuidadosamente cujo enchimento também é escolhido pelo utilizador
(material e dimensdes das suas particulas). A medida que atravessa a coluna, ocorre
a separagdo dos constituintes da amostra, sendo que cada um dos constituintes
origina um sinal no detector que o envia para um computador provido de software

adequado, que o traduz num cromatograma. Os residuos da amostra e da fase mével

saem normalmente do detector para um recipiente apropriado.
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Colector de amostras

—
=
Eluentes
Computador
% para analise
Bombas e registo de
injectoras sinais
(i g
Coluna = Detector DAD
cromatogréafica : =
Reservatorio =
para residuos

Figura 16 - Aparelho de HPLC-DAD do laboratério de Farmacognosia da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra

Uma grande vantagem do HPLC em relacdo a outras técnicas é o facto de aceitar
analitos de qualquer peso molecular ou qualquer polaridade. Ao funcionar sob
pressdo, é possivel analisar moléculas até 200 vezes mais pequenas do que na
cromatografia liquida classica. Outra grande vantagem do HPLC reside no facto de
ser econdmico: usam-se quantidades de eluente muito mais pequenas, o que permite
a utilizacao de solventes téxicos, raros ou dispendiosos, assim como a utilizacao de

fases estacionarias dispendiosas.

A afinidade verificada entre os componentes de uma amostra as fases moével e
estaciondria relacionam-se com as polaridades relativas dos compostos. E entdo de se
prever que, quanto maior a afinidade entre moléculas, mais interagem, e mais tempo
demoram a atravessar a coluna cromatografica, separando-se dos compostos que,
tendo menos afinidade, menos interagem com a fase estaciondria, saindo mais
rapidamente da coluna. A medida que a amostra atravessa a coluna, esta separacéo
torna-se mais visivel ja que os efeitos da interaccdo sdo cumulativos. Em condicoes
optimizadas, a separagdo dos componentes da amostra é eficiente e cada um
abandona a coluna isolado dos demais, em diferentes tempos que sdo registados pelo

detector. Surge assim o conceito de tempo de retencdo de um composto, medido

desde o momento em que a amostra é injectada na coluna até que o composto é
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detectado no detector. Sendo a separacdo dos compostos de uma amostra resultado
da sua interac¢do com a fase estacionaria, e podendo-se alterar diversas condigdes do

sistema, os tempos de retencdo serdo condicionados a alguns factores, entre os quais:

- Fluxo do eluente - a pressdo regulada no sistema é funcdo do fluxo do eluente,

forcando a amostra a atravessar a coluna mais depressa ou mais lentamente.

- A natureza da fase estaciondria - tanto em termos do material utilizado como em
termos do tamanho das suas particulas, estes dois factores influenciam a
probabilidade e grau de interaccdo entre os compostos a analisar e a fase estacionaria
(particulas mais pequenas implicam uma area de superficie maior, ou seja, maior

area para interaccao).

- A composicdo exacta do eluente - o eluente também interage com a fase
estaciondria, podendo interferir nos resultados. A uma cromatografia em que o
eluente (geralmente uma mistura de dois solventes) se mantém sempre constante dé-
se o nome de isocratica. No entanto, é comum fazer variar as percentagens de cada
um dos eluentes ao longo da eluicdo, para que a separacdo de compostos mais ou

menos polares se torne mais eficiente, tomando o nome de eluicdo por gradiente.

- A composigao exacta do solvente - também o solvente usado na extracgdo ou
dissolugdo da amostra a analisar interage com a fase estacionaria, podendo originar
sinais que se confundem com os dos analitos. Na generalidade dos casos, costuma
preparar-se a amostra a analisar na mistura eluente, embora nem sempre assim

aconteca.

- A temperatura da coluna - a temperatura influencia o estado de agitacdo das
particulas, potenciando ou inibindo a sua interac¢do; pode inclusivamente ocorrer

degradacdo dos compostos.

Para cada conjunto de condicdes estabelecidas para a andlise (pressdo, fluxo,
temperatura, fase estaciondria, solvente), o tempo de retencdo de cada composto é
uma constante e independente da quantidade presente na amostra. Obviamente que,

para se determinar este tempo, é necessdria a utilizacdo de uma solucdo-padrao,

tratada da mesma forma que a amostra mas contendo apenas o composto puro.
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O detector é uma parte importante da técnica de HPLC uma vez que permite
verificar que diferentes compostos sairam da coluna em diferentes momentos em vez

de uma tnica substancia ou de uma mistura ndo separada.

2

E comum acoplar outro instrumento de andlise ao HPLC de modo a maximizar
resultados. Espectrometria de massa, espectroscopia de ultravioleta/visivel
(UV/Visivel), Diode Array (DAD, detector de diodos), espectroscopia de
fluorescéncia, entre outros, sdo os mais utilizados. Com estas técnicas hifenadas, é
possivel recolher mais dados para além do mero tempo de retencdo (por exemplo,
informacdes sobre a sua estrutura, grupos funcionais ou peso molecular) que
contribuem para a identificagdo do composto detectado. Uma vez que uma boa parte
dos compostos organicos absorve radiacdo na gama ultravioleta e visivel em
comprimentos de onda especificos e bem conhecidos, técnicas que fazem uso desta
gama de radiacbes sdo uma boa escolha. Podendo-se medir a quantidade de luz
absorvida num dado comprimento de onda ao atravessar a amostra, esta informacao
permite nao s6 ajudar a identificar o composto presente como também calcular a sua

concentracao.

Quando se utilizam técnicas hifenadas, as técnicas devem ser trabalhadas em
conjunto, uma em fungdo da outra. O solvente utilizado para dissolver a amostra, em
geral, também absorve na gama UV /Visivel, pelo que um dos cuidados a ter é o de
escolher um solvente que absorva em comprimentos de onda diferentes daqueles em
que os componentes da amostra absorvem. Assim, o solvente seleccionado para uma

dada analise deve obedecer a algumas condigdes, as mais importantes das quais:
- Deve dissolver completamente a amostra;
- Nao deve reagir com os componentes da amostra;

- Deve ter um elevado grau de pureza para a realizacdo de andlises de alta

sensibilidade, de modo a minimizar a possibilidade de interferentes;
- Deve ser compativel com o detector escolhido (estado fisico e peso molecular).

Estes factores podem complicar a escolha do solvente ja que por vezes é dificil
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encontrar um que cumpra todas as condi¢des para uma dada andlise. Também o
eluente é importante na andlise de uma amostra por técnicas cromatograficas. A
seleccdo do eluente depende da polaridade dos componentes da amostra, devendo-se
utilizar eluentes que tenham polaridade semelhante a dos componentes. Uma vez
que também existe interaccdo entre a fase estaciondria e a fase movel, é
contraproducente utilizar eluentes mais polares que a amostra, na medida em que,
neste caso, ndo haverd separacdao. Por outro lado, numa mistura nem sempre a
polaridade é uma constante entre os seus constituintes, podendo estar presentes
compostos pouco polares ou mesmo apolares. Deste modo, é costume proceder-se a

uma mistura de eluentes, sendo os mais comuns a dgua, o metanol e o acetonitrilo,

com diferentes gradientes consoante a amostra a analisar.

O cromatograma é a representacdo gréfica da cromatografia. Dele podem ser
retiradas varias informagdes preliminares relativamente a amostra inicial. Entre elas,

encontram-se:
- Complexidade da amostra - verifica-se pelo namero de picos visiveis no gréfico;

- Informacgdo qualitativa - a composicdo da amostra pode ser inferida a partir da

posicao relativa dos picos através da comparacao com padrdes;

- Quantidades relativas dos componentes - através da comparacdo da area de cada

pico.

A leitura de um cromatograma pode fornecer .|

W
M
identificacdo dos constituintes da amostra analisada. “ L

|

1000 1500 2000

informagdes mais precisas, necessdrias para a -, W

Por exemplo, o tempo de retencdo de cada um ¢ lida

no eixo horizontal do cromatograma (Figura 17), Minutos
Figura 17 - Exemplo de um cromatograma

onde se encontra o tempo decorrido.

A forma como os picos se apresentam é um factor que pode dificultar a identificacao
dos compostos quimicos detectados. Alterando varias condigdes (gradiente dos
eluentes, pH, comprimento da coluna, ...) é possivel melhorar a separacdo destes

compostos e aumentar a definicdo de cada pico (Figura 18).
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Figura 18 - Separacdo de picos melhorada devido a alteracdo na razdo
metanol/agua (3% para situagdo A e 7% para situacdo B) [4¢]

No ambito das anélises desenvolvidas neste trabalho, foi decidido aliar a
cromatografia liquida de alta eficiéncia a espectroscopia de ultravioleta/visivel,
utilizando um detector DAD, conjugando a boa capacidade de separagdo do HPLC
com a versatilidade do detector de diodos. Este procedimento permite obter mais
informacdes do que as fornecidas apenas pelo HPLC pois ambos os aparelhos sao
colocados em série, primeiro o HPLC onde a separacdo dos compostos quimicos é
efectuada e a seguir o DAD, onde cada um dos compostos separados é analisado

para se obter o respectivo espectro UV / Visivel.

Uma parte significativa dos constituintes das plantas que integram a formulacdo em
estudo tém caracteristicas que, teoricamente, fazem prever a possibilidade de, numa

forma transversal, serem detectados por UV, o que levou a seleccao deste sistema.

1.8.1.2. Cromatografia em camada fina, TLC

Tal como acontece no HPLC, a cromatografia em camada fina (TLC, Thin Layer
Chromatography) consiste de uma fase movel liquida e de uma fase estacionaria
solida, que pode ser gel de silica, alumina ou celulose. Esta fase estacionaria é
aplicada numa camada fina homogénea sobre uma base sélida (vidro ou aluminio,
geralmente), de espessura entre 0,5 e 2 mm, podendo ser adquiridas comercialmente

ou preparadas manualmente. As placas com base de aluminio (comerciais) sdo mais
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praticas pois sdo mais leves, e portanto mais manejiveis, além de poderem ser
cortadas para permitir rentabilizar a sua utilizacdo. A amostra a analisar é aplicada
no estado liquido usando pipetas, micropipetas ou capilares, em tracos ou em pontos
a cerca de 2 cm de uma das extremidades da placa, sendo o excesso de solvente
evaporado antes da eluicdo. E igualmente recomendado deixar uma margem de 1 a 2
cm das extremidades laterais para se minimizarem os riscos de eluicdo desigual. A
aplicacao de 5 a 10 p de amostra é geralmente suficiente. Quando é necessario utilizar
uma maior quantidade de amostra, aplicam-se camadas sucessivas no mesmo local,
com secagem entre cada aplicacdo de modo a limitar a 4rea de aplicacdo: quanto mais
pequena esta for, melhor seré a separagdo. E comum o uso de um secador de cabelo
para esta secagem, embora existam equipamentos proprios para permitir a aplicagdo
de amostras em série, que incluem suporte para as placas e aplicador assim como
sistema de secageml*l. No entanto, para a utilizagdo mais corriqueira da técnica,
estes equipamentos sdo desnecessarios. A quantidade de amostra aplicada também
pode ser aumentada utilizando placas de maior espessura, ja que aquela aumenta

aproximadamente com a raiz quadrada da espessura da placal4’l.

Uma das vantagens desta técnica é a possibilidade de se analisarem diversas
amostras a0 mesmo tempo, no intervalo necesséario para se analisar apenas uma. Tal
procedimento implica apenas o cuidado de se separarem as amostras aplicadas cerca
de Imm e de se escolher um eluente que seja adequado para todas. Outra vantagem é
a possibilidade de se escolherem diferentes métodos de deteccdo simultaneos ou
sucessivos depois de terminada a eluigdo, utilizados no mesmo local ou em locais
alternativos (mobilidade do cromatograma). A desvantagem é a necessidade de
vigilancia, para que a placa seja retirada da camara antes o eluente atingir o topo da

placa, de modo a se poderem determinar correctamente as posicdes de cada

composto na placa.

Esta técnica é adequada especialmente para a separacdo e isolamento de compostos
de baixa volatilidade. A placa contendo a amostra a eluir é colocada verticalmente
dentro de uma camara na qual foi adicionado o eluente. A cdmara deve ser hermética
depois de fechada ja que frequentemente se utilizam eluentes volateis e, quando se

tem uma mistura de eluentes de diferentes volatilidades, a proporgao relativa em que
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estes se encontram pode ser determinante na separagao. Quando colocada a placa na
camara, o ponto de aplicacio da amostra deve estar acima do nivel do eluente. A
medida que este atravessa a placa, vai arrastando os componentes da mistura com
diferentes velocidades, separando-os. Quando o eluente tiver subido até uma
distancia maxima de 0,5 cm do topo da placa, retira-se a placa da cdmara e marca-se
o local, chamado de frente do solvente. Deixa-se evaporar o eluente com a placa na
horizontal e observa-se o cromatograma obtido. Alguns compostos sdo corados e
visiveis a luz natural, pelo que a sua deteccdo é facil, mas a maioria necessita de
técnicas de deteccdo diferentes. Diversos compostos possuem fluorescéncia no UV
pelo que os laboratérios estdo frequentemente equipados com lampadas de UV sob
as quais se observa a placa e se marcam as posi¢des dos compostos. Outros reagem
de forma especifica com reagentes seleccionados, sendo necessario impregnar a placa

com esses reagentes de modo a revelar a sua presencgal4el.

A TLC é geralmente utilizada como técnica qualitativa com um de dois objectivos:
verificar a pureza de uma amostra ou identificar compostos presentes numa amostra.
Relativamente ao primeiro, utilizando um eluente adequado é possivel observar a
separacao da amostra em vérias manchas diferentes - 1 mancha geralmente significa
pureza, 2 ou mais significa mistura de substancias. Para identificagdo de compostos
aplica-se na mesma placa um padrdo - manchas na mesma posicdo relativa

corresponderdo provavelmente ao mesmo composto.

Alternativamente, pode-se medir as distancias percorridas pelo composto e pelo
eluente, obtendo-se o factor de retengdo, R, do composto, valor constante para o

mesmo sistema eluente/fase estacionaria.

Convém referir que estes dados ndo sdo conclusivos j4 que diversos compostos
podem apresentar idénticos valores de Rf, pelo que se pode considerar que a TLC
sugere a identificacdo de compostos, ndo a fornece em definitivo. Para isso, sdo

necessarias outras técnicas mais adequadas.

No entanto, a TLC também pode ser utilizada quantitativamente. Existem diversas
formas de discernir a quantidade de composto isolado de uma amostra através da
analise da placa depois de eluida. A cromatografia preparativa pretende exactamente
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isolar compostos presentes em amostras para o seu posterior estudo e quantificacao.
Para tal, sdo necessarias quantidades maiores do que para efeitos unicamente
qualitativos, pelo que se aplicam maiores quantidades de amostra, num traco a toda
a largura da placa (excluindo as margens de seguranca laterais). Terminada a eluicao
e seco o eluente, marcam-se as bandas correspondentes aos componentes isolados,
sendo a fase estaciondria raspada nos locais marcados. Os compostos isolados sao
assim separados dos restantes e recuperados recorrendo a solventes adequados, com
agitacdo ou usando um banho de ultra-sons. Etanol ou acetona sdo geralmente os
mais utilizados, ndo se devendo utilizar metanol ou dgua caso se tenha recorrido a
placas de silica, pois esta é soltvel nestes dois solventes. De seguida, filtra-se a
solucdo para retirar a fase estaciondria e evapora-se o solvente para recuperar o

composto isolado.

1.8.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear, RMN

No inicio do século XX, as experiéncias de Stern e Gerlach e de Pauli mostraram a
existéncia de uma relacdo entre o comportamento dos nucleos atémicos e campos
magnéticos, permitindo a posterior determinacdo de momentos magnéticos
nucleares. A aplicacdo de campos magnéticos a feixes de moléculas de hidrogénio
gasoso, Ha, em simultdneo com radiacdo na gama das radiofrequéncias resultou na
absorcdo de energia em frequéncias bem definidas, originando um desvio do feixe. A
este fendémeno deu-se o nome de ressonancia magnética, tendo sido testado ao longo
dos anos seguintes com diferentes materiais e nos estados liquido e sélido. Em
meados do século XX, utilizando etanol como amostra, Packard e os seus colegas
obtiveram trés sinais em vez de apenas um, como habitual. Estes sinais, de diferentes
intensidades na proporc¢ao 3:2:1 (Figura 19), foram correctamente atribuidos a cada
grupo de dtomos de hidrogénio presentes na molécula de etanol (CH3CH2OH), tendo
esta descoberta aberto novas perspectivas no que se referia ao estudo das estruturas

moleculares e técnicas de identificacdo de substancias/8l,
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Figura 19 - Espectro RMN *H do etanol
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Ao desvio registado deu-se o nome de desvio quimico. Os avangos na técnica
conduziram a andlise de amostras mais diluidas ou mais complexas assim como ao
estudo de outros ntcleos que nao o hidrogénio. Mais tarde, surgiu o seu
desenvolvimento para aplicagio noutras 4areas, incluindo a determinagdo de
propriedades de radicais e de complexos dos metais de transicao d 9 e o estudo e
visualizagdo do interior do corpo humano sem necessidade de cirurgia (tal como a
tomografia axial computorizada, TAC, mas aplicando radiacdo muito menos nociva

que os raios X desta).

A ressondncia magnética nuclear é, pois, uma técnica de analise ndo destrutiva que se
apoia na absorcao selectiva de energia na zona de radiofrequéncias por amostras
inseridas num campo magnético de modo a investigar a estrutura molecular ao redor
de ntcleos individuais. Para que a técnica possa ser utilizada, é necessério que a
amostra contenha ntcleos possuidores de momentos magnéticos, o que ndo acontece
em todos os elementos quimicos. Os mais utilizados em RMN, tanto devido a sua
abundéncia como aos seus ntcleos, sdao o hidrogénio, 'H, o fltor, 1°F, o azoto, 14N, e
o foésforo, 31P. O carbono-12, tdo abundante nos compostos organicos, ndo possui um
nicleo magnético, pelo que o estudo destes compostos nao é perturbado por sinais
concorrentes. No entanto, o seu isétopo carbono-13 (13C) ja possui as caracteristicas
necessdrias, o que abre todo um leque de possibilidades no que se refere a cinética de
reac¢des ou processos de metabolismo utilizando-o como marcador. Geralmente, o
comportamento magnético necessario para a aplicacdo da ressondncia é observado
em nucleos compostos por um namero impar de protdes ou um ntimero impar de

neutrdesl42].

Os nacleos atémicos no seu estado natural ndo tém qualquer orientagdo definida

preferencial mas, quando sujeitos a um campo magnético exterior Ho, tendem a
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orientar-se segundo a direccdo deste, como acontece com imans imersos em campos
magnéticos (Figura 20). Esta orientacdo pode ter o mesmo sentido que o campo
(estado energético mais baixo e favoravel, designado estado a) ou o sentido oposto
(estado de energia mais elevada, designado de B). A transicdo entre o estado a e o
estado B requer energia, que é especifica de cada tipo de ntcleo (H, P, F) ja que cada

um tem um momento magnético diferente.

| Pélo Magnético |

122> MR
PSS IMIFIF

| Pélo Magnético |

Figura 20 - Orientacdo dos nucleos de hidrogénio na auséncia (esquerda) e na presenca
(direita) de um campo magnético exterior, Ho [42 (adaptado)

A espectroscopia de RMN que utiliza os nticleos de hidrogénio tem o nome comum
de RMN proténico. Protdes em ambientes quimicos diferentes na molécula
(diferentes vizinhancas) comportam-se de maneira diferente perante a aplicacdo do
mesmo campo magnético ja& que os nucleos vizinhos e a distribuicdo electrénica
influenciam o campo magnético total envolvendo o protdo em questdo (campo local).
Isto leva a que tenham que absorver mais ou menos energia para efectuar a
reorientacdo, consoante a sua vizinhanga. Surge deste modo o conceito de
“blindagem” ou “proteccdo” magnética (ou o seu oposto, “desblindagem” ou
“desproteccdo”). Atomos electronegativos (oxigénio, halogenetos) e grupos
aromaticos tendem a desproteger os protdes vizinhos, o que faz com que originem
sinais para desvios quimicos maiores, enquanto que ntcleos mais protegidos,

afastados destes grupos, originam sinais em desvios quimicos menores!48l.

A existéncia de ntcleos da mesma espécie quimica colocados em ambientes
quimicos iguais traduz-se num aumento da intensidade da radia¢do absorvida, que é
proporcional ao numero de nucleos a absorver. Outro aspecto importante da

espectroscopia de RMN consiste na multiplicidade dos sinais obtidos. Estes podem
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ser simples (singuletos) ou aparecer desdobrados em dois (dubletos), 3 (tripletos), 4
(quadrupletos/quartetos) ou mais (multipletos) picos. Este desdobramento deve-se a
interaccdo entre os nucleos adjacentes quimicamente diferentes e o que origina o
sinal, sendo o ndmero de picos igual ao ntimero de ntcleos no grupo vizinho
acrescido de 1 (Regra n+1) 8. A intensidade relativa dos picos num sinal pode ser

determinada com base no tridngulo de Pascal (Figura 21):

Triangulo de Pascal

‘ 1 — Singuleto
niizgz ‘ | ‘ 1 1 — Dubleto
‘ ‘ .‘ . 1 2 1 — Tripleto

) | _|. W 1 3 3 1 — Quarteto

——'—l—l -—|— T - ...- _'_I_._ _._I_I_
1 4 6 4 1 — Quinteto
Hidrogénios ) ) — Seguintes
vizinhos 0 1 2 3 6 o multipletos

Multiplicidade Singuleto Dubleto Tripleto Quarteto Hepteto

Figura 21 - Desdobramento dos picos e tridngulo de Pascal

As posicoes dos sinais sdo medidas em relacdo a um sinal de referéncia, geralmente o
tetrametilsilano (TMS), Si(CHs)4, e expressas em partes por milhdo (ppm) ou desvio
(8). O TMS é utilizado como padrao de referéncia por ser quimicamente inerte,
miscivel com a maior parte das amostras estudadas, apresentar um tunico sinal
estreito e absorver em frequéncias geralmente afastadas daquelas em que a maior

parte das amostras apresentam sinais.

Em resumo, o niumero de sinais obtidos indica o nimero de 4tomos em ambientes
diferentes e a area de cada sinal indica o namero relativo de atomos em situacao

idéntica.

No que se refere a instrumentagdo necessdria para se proceder a uma andlise por
espectroscopia de RMN, um espectrometro de RMN necessita de uma fonte de
radiacdo electromagnética, um iman ou sistema equivalente para aplicagdo de um
campo magnético intenso e uniforme a amostra e um sistema de detecgdo e registo
dos resultados, sendo possivel observar um esquema de funcionamento na Figura 22.
Independentemente de outros componentes que se possam introduzir de modo a

melhorar, tornar mais sensivel ou mais rdpido o espectro obtido, estes sdo os
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essenciais de um espectrémetro de RMN. Por exemplo, a radiofrequéncia aplicada
pode ser de variacdo continua (variagdo suave e continua das frequéncias emitidas)
ou pulsada (impulsos de radiacdo de frequéncia bem definida), ou a introducao de

técnicas de andlise matematica de dados baseadas em transformadas de Fourier.

Emissor de Amplificador de
radiofrequéncia radiofrequéncia

Detector

audio
amplifier [m

Osciloscopio
e/ou registo

Gerador

Figura 22 - Representacdo esquemadtica de um espectroscépio de RMN 5] (adaptado)

1.8.3. Espectroscopia de Infravermelho, IV

A Espectroscopia de Infravermelho estuda a relacao entre a absor¢ao de radiagdo em
frequéncias bem definidas e a estrutura molecular. Neste caso, o que se estuda sao
conjuntos de 4tomos dentro da molécula, ou seja, grupos funcionais. Mais
concretamente, a espectroscopia de infravermelho baseia-se na absorcao de radiacdo
na regido do infravermelho, a qual é utilizada pela molécula para a excitagdo dos
seus diferentes modos vibracionais das ligacdes intramoleculares (Figura 23). Um
espectro de infravermelho pode vir tracado em funcdo do comprimento de onda, A,
da radiacdo absorvida ou do seu complementar, o nimero de onda, ¥, (com ¥ = 1/1)

expresso em cm-.
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O que permite o estudo de uma amostra é o facto de os diferentes grupos funcionais
absorverem radiacdo em frequéncias de onda caracteristicos, podendo a totalidade
do espectro obtido ser utilizada como uma impressdo digital de um composto. De

facto, a regido localizada a ¥ menores que 1000 cm! é geralmente denominada de

A

Elongamento

simétrico

Y

Elongamento
assimétrico

Figura

23

N
/

Deformacao no plano
simétrica

o

Deformagao no
plano assimétrica

Modos vibracionais

molecularesl*] (adaptado)

Deformacao fora do
plano simétrica

>

)\

Deformagao fora do
plano assimétrica

das liga¢Ges

zona de impressao digital, tinica para cada composto.
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Capitulo 2. Resultados e Discussido



2.1. Estudo da formulacao por HPLC-DAD

A formulagdo em estudo contém varias plantas as quais, por sua vez, possuem
diversos constituintes principais cada uma. Na bibliografia consultada ndo estava
claro qual deles seria o maioritirio em cada uma, de modo a poder ser utilizado
como marcador. Também a auséncia do conhecimento dos processos extractivos que

foram utilizados na produgao da formulagao condicionou a previsao de resultados.

Estes produtos da MTC aparecem no mercado ocidental sem dossier de introdugao

no mercado, o que torna muito dificil a pesquisa dos constituintes activos.

Neste caso, e embora o screening inicial por TLC dos diferentes tipos de estruturas
(fendis e flavonoides, alcaldides e dcidos aminados) tenha sido feito apds as primeiras
analises por HPLC-DAD, pretendia-se no inicio, perceber se existiam alguns
compostos marcadores a partir do seu espectro UV. No entanto, dado o
desconhecimento das concentragdes relativas de cada um deles no composto geral,

nao foi possivel prever quais seriam os componentes principais a procurar.

Assim, iniciou-se o estudo da amostra BH1 por HPLC-DAD seguido por TLC. Os
resultados preliminares obtidos com esta amostra podem ver-se nos perfis
cromatograficos apresentados na Figura 24. Esta amostra, preparada em meio
hidroalcoélico e sujeita a ultra-sons, desenvolveu a formagao de mucilagem, pelo que

a fase analisada corresponde ao sobrenadante obtido por decantacdo.
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Figura 24 - Anélise preliminar da amostra BH1: extraccdo com etanol 80% do contetido de 10 capsulas
(5,03307g). A - Perfil cromatografico completo, obtido com o sobrenadante, centrifugado e
microfiltrado. B - Ampliagdo para AU 0,2

A analise dos espectros UV obtidos nesta andlise por DAD ndo permitiu tirar
qualquer conclusdo sobre a identificacdo dos compostos soltveis em etanol que

fazem parte da formulacdo, ja que varios deles ndo apresentaram absor¢do no UV.

Procedeu-se também a hidrolise da mucilagem para posterior andlise. Para isso,
adicionou-se a esta uma solugcdo de HCl 10%, seguida de aquecimento em banho-
maria durante 1 horal5ll(daptado) tendo-se verificado a solubilizacdo da mucilagem,.

Na Figura 25 pode ver-se o perfil cromatografico obtido com a solucao 4cida.
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Figura 25 - Anadlise preliminar da BH1: hidrélise da mucilagem da amostra. A - Perfil cromatogréfico completo,
obtido com a solugao centrifugada e microfiltrada. B - Ampliacao para AU 0,15

Embora os sinais gerados tenham uma intensidade reduzida, os espectros UV
mostraram-se mais promissores no que se refere a interpretacdo e identificagdo. Na
Figura 26 apresentam-se os espectros UV obtidos, que, maioritariamente podem
pertencer a compostos fendlicos devido a sua localizagdo (polaridade) no
cromatograma e a zona de absor¢do no UV. No entanto, os alcaléides, assim como
alguns aminoacidos, também absorvem entre Amax 250 e 280 nm, pelo que os extractos
inteiros das amostras foram sujeitos a uma andlise de screening para vérios destes
constituintes, usando varios sistemas de TLC e correspondentes reveladores (dados

apresentados mais a frente).
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Espectro UV pico 1 - Tr = 4,54 minutos; Amax = 244,6 nm; Espectro UV pico 2 - Tr = 5,25 minutos; Amax = 272,3 nm;
Ash = 274,1 nm Ash=293,6 nm

b

Espectro UV pico 3 - Tr = 6,34 minutos; Amax = 266,6 nm Espectro UV pico 4 - T = 7,16 minutos; Amax = 262,4 nm

3 +

Espectro UV pico 5 - Tr = 10,87 minutos; Amax = 258,6 nm Espectro UV pico 6 - Tg = 11,49 minutos; Amax = 280,6 nm;
Ash = 229,1 nm

Espectro UV pico 7 - Tr = 12,56 minutos; Amax = 279,4 nm; Espectro UV pico 8 - Tr = 14,02 minutos; Amax = 268,7 nm
Ash = 253,6 nm

Espectro UV pico 9 - Tr 15,77 minutos; Amax = 276 nm Espectro UV pico 10 - Tr = 16,96 minutos; Amax = 255,3 nm;
Ash = 284,2 nm

1) i -

Py =
b

Espectro UV pico 11 - Tr = 18,91 minutos; Amax = 276,4nm; Espectro UV pico 12 - Tr = 39,27 minutos; Amax = 253,6 nm
231,2 nm

Figura 26 - Espectros UV obtidos por DAD da hidrélise da mucilagem da amostra BH1
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De modo a reduzir a interferéncia da mucilagem na solucado extractiva, adicionou-se
uma solucdo de acetato de chumbo a 9% a amostra. Porém, em vez de precipitagdo
da mucilagem, houve uma dissolu¢do da mesma. O extracto assim obtido foi filtrado

e a andlise por HPLC-DAD est4 representada na Figura 27.

hfinutes

Figura 1 - Perfil cromatografico da amostra BH1 em solugdo 9% de acetato de chumbo obtido por HPLC-DAD

De modo a simplificar o processo de andlise, tendo em consideracdo os resultados
obtidos, decidiu-se ndo separar as fases alcodlica e &cida no processo de

solubilizacdo/extraccao da amostra.

A preocupagdo com a possibilidade de degradacdo do extracto levou a que este fosse
novamente analisado alguns meses depois, de modo a comparar o novo
cromatograma obtido com o inicial. Verificou-se que, apesar de haver algumas
diferencas, principalmente no que se refere a intensidade dos sinais apresentados, os
tempos de retencdo dos picos observados e os respectivos espectros UV ndo
mostraram alteragdes em relacdo a analise preliminar. Deste modo, assume-se que o
extracto obtido é estavel durante um periodo minimo de 6 meses desde que mantido

a uma temperatura constante.

A formulacao F137 também estava disponivel em gotas e a andlise por HPLC-DAD
desta amostra (BH3), realizada por injeccdo directa sem diluicdo ou concentragdo

pode ser vista na Figura 28.
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Figura 28 - Perfil cromatografico da amostra BH3 obtido por HPLC-DAD

Os espectros UV dos picos mais relevantes apresentam-se na Figura 29. Sdo muito
similares entre si, com absorcdes dentro da mesma gama de Amax verificada com a

andlise do contetdo das capsulas.

T 1
0 « 1

Espectro UV pico 1 - Tr = 6,38 minutos; Amax = 260 nm

Espectro UV pico 2 - Tr = 9,08 minutos; Amax = 282 nm

wo T
A »

Espectro UV pico 3 - Tr = 12,75 minutos; Amax = 260 nm  Espectro UV pico 4 - Tr = 31,44 minutos; Amax = 279 nm

Espectro UV pico 5 - Tr = 35,48 minutos; Amax = 283 nm

Figura 29 - Espectros UV obtidos por DAD da amostra BH3

No entanto, o perfil cromatografico revelou uma concentragdo muito inferior, o que

condicionou mais uma vez a interpretagao dos resultados.

Foi também analisada a berberina padrao e os resultados obtidos encontram-se na
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Figura 30, ndo tendo sido possivel identificar nada que se assemelhasse nos perfis

cromatograficos apresentados anteriormente.

W _—
02~ '\ji ' / \ )

00

20 ’ @0

Figura 30 - Espectro UV da berberina padrao obtido por DAD. Em cima apresenta-se a representagdo 2D do perfil
cromatografico obtido por HPLC-DAD.

Conforme foi indicado na Introducdo, as diversas plantas que integram esta
formulacdo possuem compostos fendlicos e polifendlicos na sua constituicdo. Porém,
estes ndo foram encontrados com o método que foi desenvolvido para os detectar e
identificarl>2l. O facto de nao haver informacao sobre as percentagens relativas destes
constituintes nas partes das plantas usadas na preparacao também limita a hipdtese
tedrica do que previsivelmente se poderia esperar dos resultados. Outra limitagao
transversal a todo o trabalho desenvolvido foi o facto de nao se dispdr das matérias
primas originais nem mesmo a possibilidade de fazer uma comparagdo com outras
que, ndo sendo provenientes dos ingredientes que deram origem ao produto
acabado, fossem da mesma espécie. Isto porque a aquisicio das mesmas nao foi
possivel dado que nao existem fornecedores locais e alguns dos internacionais nao

fornecerem para Portugal.

Dada a impossibilidade de cruzar a informacdo dos possiveis marcadores da amostra
com os dados obtidos por HPLC-DAD, tal como tinha sido previsto inicialmente,
apo6s andlise cuidada das plantas abordadas na Tabela 1 e respectivos constituintes,
procedeu-se a um screening de aminoacidos, alcal6ides, acidos fenoélicos e flavonoides
por TLC analitica, recorrendo a reagentes especificos para a familia de compostos em

causa.

60



2.2. TLC de screening

O screening por TLC seguiu a metodologia preconizada por Wagner®3], tendo-se
testado alguns eluentes, nomeadamente o Sistema 1 (S1), composto por propanol -
acido férmico - dgua (90:1:9) indicado para a separacdo de alcaldides, o Sistema 2
(52), composto por butanol - acetona - acido acético glaciar - d4gua (35:35:10:20), para
a separacdo de aminoacidos em amostras contendo extractos vegetais, e o Sistema 3
(S3), composto por acetato de etilo - &cido formico - acido acético glacial - agua

(100:11:11:27), para a separacdao de compostos fenodlicos e flavondides.

Numa primeira abordagem, utilizaram-se placas de TLC com 10 cm de altura e
largura suficiente para a analise da amostra e do(s) padrao(des) correspondente(s) a

cada um dos grupos quimicos em estudo.

Utilizando S1, com a aplicagdo da amostra (BH1) num traco de 1 cm de lado, assim
como um trago de padrdo de berberina semelhante (BBR), observaram-se claramente
3 bandas em tons de amarelo sob a ldmpada de UV a 366 nm e uma outra banda
detectavel tanto a 366 nm (azul) como a 254 nm (preto) (Figura 31 A/B). Por
comparacdo de Rfs, verificou-se que a banda correspondente ao composto (dos que
se separaram da linha de aplicacdo) mais polar da amostra podera ser derivado da
berberina. Por observagdo da linha de aplicacdo da amostra foi possivel verificar que
existem componentes da amostra que ndo foram arrastados pelo eluente ja que esta

continuou a apresentar fluorescéncia no ultravioleta e no visivel.

61



Figura 31 - TLC para pesquisa de alcaléides sem revelador. A - sob a luz UV de 254 nm; B - sob a luz
UV de 366 nm; C - com reagente de Dragendorff a luz natural.

O reagente de Dragendorff, ndo sendo especifico para alcaldides, é frequentemente
utilizado em testes de deteccdo destes, embora também reaja com compostos
azotados heterociclicos e aminas quaterndriasl®3l. A aplicacdo deste reagente na placa,
embora reagisse com o padrao de berberina, visualizado em castanho alaranjado, nao
resultou em nenhuma mancha na zona de desenvolvimento da amostra, mas sim na

linha de aplicacdo (Figura 31 C).

Utilizando ainda o S1, procedeu-se a eluicdo das amostras BH1 e BC, juntamente com
o padrao de berberina. Aplicou-se também na mesma placa de teste uma amostra de
Polygala senega, espécie vegetal similar a Polygala tenuifolia que faz parte da
constituicdo de ambas as formulacdes em estudo e tnica planta disponivel para
analise. O eluente utilizado, embora nao seja especifico para os sapondsidos, é muito
proximol!l e a adaptacao feita permite, numa TLC unica, pesquisar alcaldides e
saponodsidos. O cromatograma resultante pode ser observado na Figura 32, onde é
possivel verificar a diferenca de concentracdo dos constituintes nas duas amostras.
Apesar da amostra BHI, teoricamente, se encontrar mais concentrada, foi a BC que
apresentou maior intensidade de fluorescéncia correspondente a uma maior

quantidade de compostos. Mesmo ndo sendo técnica de eleicao para quantificar, nao

deixa de apresentar um resultado relevante.
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BBR PS BH1 Bc A BBR PS BH1 BC d

Figura 32 - TLC comparativa das amostras BH1 e BC, juntamente com extracto de Polygala senega (PS) e padrao de
berberina (BBR). Eluigdo com eluente S1. A. Visualiza¢do a 366 nm. B. Visualizagdo a 254 nm; C. Visualizag¢do a
luz natural.

A auséncia de controlo sobre estes produtos leva a que este tipo de situagdes possa

ocorrer e condiciona o uso seguro das mesmas.

Utilizando o S2, aplicou-se numa placa de teste a amostra num traco com 1 cm de
lado, assim como os padrdes de 6 aminoacidos seleccionados (Tabela 10) com base
na informagdo disponivel na literatura, indicando que estes aminoécidos estariam
presentes na constituicdo de algumas das plantas utilizadas na elaboracdao da

formulacao em estudo.

Tabela 10 - Padroes de aminoacidos analisados por TLC usando S2 como eluente

Mancha Aminoacido aplicado
1 L-Metionina
2 DL-Alanina
3 L- Prolina
4 L-Citrulina
5 L-Hidroxiprolina
6 L-Fenilalanina
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Ap6s aplicagdo uniforme do revelador ninidrinal®], procedeu-se ao aquecimento da
placa. Verificou-se que os aminoécidos padrdo apareciam em tons avermelhados
excepto a prolina, que ficou amarelada, o que é consistente com o teste de
identificagdo destes compostos!?l. Foi também possivel constatar a presenca de 2
manchas na amostra, uma alaranjada e outra avermelhada nas posi¢des aproximadas

dos padrdes de DL-alanina e de L-fenilalanina (Figura 33).

Figura 33 - TLC para pesquisa de aminoécidos, obtido apoés aplicacdo do revelador ninidrina e
de aquecimento. 1. L-Metionina; 2. DL-Alanina; 3. L-Prolina; 4. L-Citrulina; 5. L-Hidroxiprolina;
6. L-Fenilalanina

Estas observacdes foram feitas a luz natural. Utilizando luz UV, quer no
comprimento de onda de 254 nm quer no de 366 nm, ndo foi possivel visualizar as
manchas mencionadas atras, o que aponta para compostos sem fluorescéncia no UV
e, portanto, compostos diferentes dos que tinham sido detectados utilizando o

sistema de eluentes S1 (para alcal6ides).

Numa tentativa de poder utilizar esta metodologia, que serviu para a deteccdo de
aminoacidos, de forma a isolar as substancias encontradas, aplicou-se a amostra
numa placa de TLC (20x20 c¢m) juntamente com os padrdes de DL-alanina e L-
fenilalanina, procedendo-se a sua elui¢do. Apds secagem do eluente, revelou-se a
placa desenvolvida, deixando apenas exposta uma parte, correspondente a zona de
aplicacdo dos padrdes e a uma extremidade da zona de aplicacdo da amostra, e

aqueceu-se tal como na placa de teste, ap6s o que se verificou que as posi¢des

relativas dos compostos revelados ndo eram exactamente concordantes com as dos
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padrdes (Figura 34), ou seja, os Rfs estavam ligeiramente diferentes.

Figura 34 - TLC preparativa da BHI1 utilizando o eluente S2 para separagdo de aminoécidos, com aplicagdo de
revelador ninidrina do lado esquerdo. Aplicada amostra BH1 e padrdes de alanina (Ala) e de fenilalanina (Fen).
Atendendo a pequena quantidade de composto isolado em cada placa e ao tempo
necessdario para a eluicdo de cada uma (5 a 7 horas, dependendo da temperatura
ambiente), o dispéndio de tempo e recursos foi considerado como ndo
compensatério, uma vez que o objectivo do trabalho era pesquisar constituintes
toxicos e estas substdncias ndo integram este grupo, assumindo que estas manchas

corresponderiam a aminoacidos ou seus derivados.

O TLC de screening de flavonoéides, utilizando S3, foi efectuado de forma semelhante
aos anteriores, ou seja, aplicacdo da amostra BH1 num trago com cerca de 1 cm de
lado e um padrao flavondide, neste caso quercetina. O cromatograma obtido pode
ser observado na Figura 35. E possivel observar-se a mancha obtida pelo padrao de
quercetina (preta quando visualizada a 254 nm e amarelo-esverdeado a 366 nm) e
trés manchas separadas da amostra. Tanto no que se refere a coloracdo apresentada

a 366 nm como no que se refere as posicdes relativas ocupadas, parece tratar-se dos
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mesmos constituintes que se observaram com o sistema de eluentes S1.

Figura 35 - TLC para pesquisa de flavonodides da amostra BH1 e do padrdo de
quercetina (Qct). A - visualizagdo a 254 nm; B - Visualizacdo a 366 nm

2.3. Cromatografia (TLC) Preparativa

Os principais constituintes da planta em maior quantidade na formulagao, Rehmannia
glutinosa L., pertencem a familia dos iridéides. No entanto, atendendo a que, do
conjunto de constituintes mencionados anteriormente do qual estes fazem parte,
apenas os alcaldides teriam uma componente téxica mais problematica, procedeu-se

a separacdo por cromatografia preparativa apenas de alcaldides.

Para esse efeito, testaram-se diversos sistemas de eluentes, com diferentes graus de
polaridade (Tabela 11), de onde se concluiu que o mais eficiente na separagdo era o

sistema etanol - amoniaco (20:1).
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Eluente

Tabela 11 - Estudo de eluentes para TLC preparativa

Resultado

Eluente

Resultado

Tolueno - acetato de

1 mancha isolada das

Acetato de etilo -

Mancha arrastada, sem

etilo - dietilamina restantes, arrastadas ao metanol isolamento de compostos
70:20:10 longo da placa 90:10
Ciclo-hexano - Sem qualquer separagdo Diclorometano - Mancha arrastada, sem
clorof6rmio - acido metanol isolamento de compostos
acético glacial
leo glact 90:10

45:45:10

Etanol - clorof6rmio

1:1

Mancha arrastada ao longo
da placa, com um

composto quase isolado

Acetonitrilo - metanol

4:1

Mancha arrastada, na qual

se distinguem 2 compostos

Metanol - amoniaco

20:1

1 mancha isolada perto da

linha de solvente e 1
mancha perto da linha de

aplicacdo da amostra

Etanol - amoniaco

20:1

2 manchas isoladas das

restantes

Eter - trietilamina

80:2

Nao hé separacao

Acetonitrilo - etanol

4:1

1 mancha isolada das

restantes

Utilizando este sistema de eluentes, realizaram-se algumas elui¢cdes com placas de

TLC preparadas manualmente. Dos resultados obtidos com as primeiras placas,

concluiu-se que a secagem no ponto de aplicacdo tinha que ser mais extensa que o

esperado, devido ao elevado contetido de dgua da amostra em estudo - Figura 36.
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Figura 36 - TLC preparativa de BH1: elui¢do com etanol-amoniaco (20:1), observada sob lampada UV com A= 254
nm (A) e A = 366 nm (B)

A insuficiente secagem do ponto de aplicacdo da amostra originou o arrastamento
dos compostos, dificultando a sua separacdo, havendo em alguns pontos

sobreposicao de bandas.

Ao proceder a eluicdo do extracto de BHI, usando o sistema de eluentes Sl1,
verificou-se que a mancha perto do topo desaparece (Figura 31A/B), talvez
obscurecida pela mancha que o eluente deixa na placa (Figura 37). As restantes foram
identificadas como AL-A, AL-B e AL-C sob a lampada UV de 366 nm, tendo-se
marcado as zonas correspondentes a cada banda e retiradas da placa para

erlenmeyers separados.

AL-A

AL-B

AL-C

Figura 37 - TLC preparativa da amostra BH1 e do padrao de berberina (BBR) usando o sistema de eluentes
S1. (Visualizagdo a A = 366 nm)
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Os compostos foram retirados da silica com etanol 50%, sendo o erlenmeyer colocado
num banho de ultra-sons durante 1 hora. De seguida, cada extracto alcodlico foi
tiltrado com funil de placa porosa e o solvente foi evaporado. Verificou-se que, por
ser utilizado etanol 50%, o residuo continha ainda muita silica misturada. A adicao
de cloroférmio ao baldo contendo o residuo permitiu a separacdo da silica por

filtracao.

Com a posterior evaporagdo do solvente, foi possivel obter extractos puros para se
analisarem por RMN H, IV e HPLC-DAD, depois de confirmada a solubilidade em
metanol e dimetilsulf6xido (DMSO).

Os trés compostos isolados foram ainda analisados por HPLC-DAD, néao originando
qualquer sinal no cromatograma. Tal pode ter sucedido por haver muito pouca
quantidade (menos de 5 mg de cada constituinte isolado) ou por se tratar de
compostos  cujas  propriedades ndo lhes permitem ser separados
cromatograficamente segundo a metodologia utilizada ou ainda ter ficado alguma

quantidade adsorvida na silica.

2.4. Resultados obtidos por RMN H

Os extractos AL-A, AL-B e AL-C obtidos por TLC preparativa foram analisados por
RMN 'H em cloroférmio deuterado, tendo-se obtido os espectros constantes nas

Figuras 38 e 39.
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AL-A em cloroférmio deuterado
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Figura 38 - Espectros de RMN 'H dos extractos AL-A e AL-B em cloroférmio deuterado
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AL-C em Cloroférmio deuterade
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Figura 39 - Espectro RMN *H do extracto AL-C obtido em cloroférmio deuterado

Através da comparacdo dos trés espectros em cloroférmio, verifica-se que possuem
perfis idénticos, sem diferencas significativas entre si. A maioria dos sinais com
intensidades e areas consideraveis surge entre & = 0,8 ppm e 6 = 2,5 ppm, o que
corresponde geralmente a sinais gerados por protdes alquilicos. Na regido entre
d=3ppm e § = 4 ppm surgem também alguns sinais, geralmente atribuidos a protdes

vinilicos ou junto a um heteroatomo (por exemplo, numa estrutura CHz - N).

A regido geralmente associada a protdes aromaticos, com & > 7 ppm, também
apresenta alguns sinais. No entanto, a sua intensidade/area ¢é tao reduzida que pode

ser atribuida a contaminantes nas frac¢oes isoladas.

Por uma questdo de confirmagao de resultados, foi decidido analisar novamente o
extracto AL-B em metanol deuterado, para se salvaguardar o caso de a solubilizagao
dos compostos em cloroférmio nao ser total. A seleccdo do extracto AL-B prendeu-se
exclusivamente com o facto de ser o que se encontrava em maior quantidade. O

espectro obtido pode ser analisado na Figura 40, de onde, por comparacdo com a
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Figura 38, se pode afirmar que os resultados sdo idénticos, sem diferencas

significativas.
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Figura 40 - Espectro de RMN 'H do extracto AL-B em metanol deuterado

A tnica diferenga que se observa entre espectros diz respeito a um ligeiro desvio dos

sinais para campo mais baixo no espectro, devendo-se isto a mudanga de solvente.

Para efeitos comparativos, procedeu-se também a analise do padrao de berberina. Os
espectros obtidos para o padrdo, em metanol deuterado e em DMSO deuterado,
corresponderam ao esperado, apresentando-se de acordo com o que consta numa

base de dados de referéncial>! (Figura 41).
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Figura 41 - Espectro RMN 'H do padrdo de berberina em metanol deuterado, ampliacdo entre 5 3,1 e 5,1 ppm. Em
sobreposicao, a esquerda, o mesmo espectro segundo base de dados de referéncial>4.

A informacao obtida por RMN 'H, comparativamente ao espectro de referéncia da
berberina, ndo permite, portanto, proceder a identificagdo de qualquer dos
compostos isolados AL-A, AL-B e AL-C, sendo possivel apenas dizer que se trata de
compostos semelhantes em estrutura, ndo permitindo a garantia se sdo ou nao

alcaldides.

2.5. Resultados obtidos por Infravermelho

De modo a completar o estudo dos constituintes isolados da formulacao BHI,
procedeu-se a analises por IV. Por uma questdo de comparagdo, iniciou-se o
procedimento pela andlise do padrao de berberina, preparando uma pastilha de KBr
com uma pequena amostra de padrao. O espectro obtido, visivel na Figura 42, ndo

mostra diferencas relativamente ao constante em bases de dados/>4l.
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Figura 42 - Perfil IV do padrado de cloreto de berberina

Os constituintes isolados correspondentes as frac¢des AL-A, AL-B e AL-C foram
também analisados por IV. Para tal, preparou-se uma pastilha de KBr para cada um
deles, na qual se colocou uma gota da solugdo cloroférmica onde o composto se
encontrava dissolvido. Depois de evaporado o solvente, tragou-se o espectro IV de

cada composto, sendo possivel a sua analise nas Figuras 43 e 44.
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Figura 43 - Perfis IV das frac¢des AL-A (em cima) e AL-B (em baixo)
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Figura 44 - Perfil IV da fraccdo AL-C

Por anélise destes espectros, mais uma vez se tornou evidente que os trés compostos
isolados sdo estruturalmente semelhantes. Também se torna patente que, apesar de
isolados utilizando um solvente apropriado para moléculas da familia dos alcal6ides,
estes compostos ndo sdo alcaléides. Em nenhum dos trés estd presente vibracdo
correspondente a ligacgdo C = N caracteristica dos alcaldides, que se costuma

observar a cerca de 1500-1600 cm-! como um pico estreito de grande intensidade.

Os compostos isolados apresentavam uma ligeira tonalidade amarelada a luz visivel
e de diferentes tons de amarelo no UV, o que levou a pensar, numa primeira fase,
que seriam derivados da berberina. As evidéncias obtidas por RMN H e IV
mostraram o contrario, porém a coloracdo levou a que se colocasse a hipotese de
possuirem estruturas similares as dos constituintes iridéides da planta Rehmannia
glutinosa L. (Tabela 3), os quais também sdo extraiveis com etanol. Devido as
quantidades diminutas que foi possivel isolar, ndo se proporcionou a confirmagao

pelas metodologias que foram desenvolvidas.
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2.6. Outros testes de pesquisa de toxicidade

2.6.1. Pesquisa geral de alcaldides e especifica de

berberina

As amostras também foram sujeitas a testes especificos de identificacdo de
substancias, nomeadamente os testes de deteccdo de alcaldides em geral e o de

identificacdo da berberina em particular.

Os testes gerais de deteccdo de alcaldéides foram realizados com os reagentes de
Bertrand, de Mayer e de Bouchardat. As amostras a testar foram aquecidas e
tiltradas, tendo-se adicionado trés gotas de reagente de forma pausada. Para cada um
dos testes e cada uma das amostras o resultado foi negativo, ndo se verificando a
formacdo de precipitado ou de turvacdo da solucdo que indicia a presenca de
alcaldidesl®ll. Tal pode significar auséncia de alcaldides na amostra, presenca em
quantidades muito pequenas ou o precipitado pode ter solubilizado imediatamente

apos a sua formacao, nao tendo sido detectado.

Para a detecgdo especifica de berberina, seguiu-se o procedimento recomendado na
literatural®l, dissolvendo-se o conteddo de uma capsula das amostras BH1 e BC
numa solucdo diluida de acido cloridrico com agitacao. Ap6s filtragdao, adicionaram-
se algumas gotas de acido cloridrico concentrado a solugdo resultante, seguidas de
algumas gotas de solucdo aquosa de clorato de potassio (KClOs) 0,1 mol/dm3. No
caso da amostra BH3, adicionou-se apenas o 4cido cloridrico concentrado e a solugao
de KClOs. Nédo se observando quaisquer alteragdes significativas, repetiram-se os
testes aumentando as concentragdes das solugdes de F137 para 5 capsulas num dos
ensaios e de KCIO3 para 0,5 mol/dm3 noutro. Segundo a literatura, na presenca de
berberina, a solu¢do assume um tom avermelhado, que ndo se verificou em nenhuma
das amostras. Ao realizar o mesmo teste numa solu¢do metandlica de padrdo de
cloreto de berberina, observou-se a alteracdo da cor da solucdo do amarelo
caracteristico da berberina para uma cor acobreada, como podera ser visualizado na
Figura 45. De notar que esta é uma reaccdo relativamente lenta, s6 se tendo
observado a mudanca de cor ao fim de aproximadamente 2 horas.
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Figura 45 - Teste de deteccdo da berberina. A. Solugdo padrdo; B. Solugdo padrao
acidificada com HCI concentrado e com 5 gotas de solucado 0,1 mol/dm?3 de KCIOs.

E necessario referir que, tendo em conta que as amostras em estudo formam solugdes
coradas, de cor castanha, tanto mais escura quanto mais concentrada for a solucdo,
testes de deteccdo que impliquem mudangas de cor sao extremamente dificeis de
interpretar. As solugdes foram observadas em contra-luz e comparadas com solugdes
de idéntica concentracdo sem adicdo de KClOs de modo a melhor se verificar a

possibilidade de mudanga de cor.

2.6.2. Testes de Viabilidade Celular

Testes screening de viabilidade celular foram realizados com o intuito de perceber se,
mesmo ndo tendo encontrado na formulagdo em estudo os constituintes téxicos que
estavam descritos na bibliografia, estes poderiam ou ndo estar nos extractos e induzir
toxicidade. Isto porque as quantidades relativas de cada um dos constituintes nos
diversos farmacos ndo vem detalhada na literatura. Essa foi mais uma das razdes que
limitou bastante a determinacdo dos niveis de deteccdo para as variadas estruturas e

as possiveis metodologias a aplicar.

Este teste de citotoxicidade aplicado ao contetido total da amostra, uma vez que
foram usadas as gotas e ndo o farmaco em pé que vinha nas capsulas, permitiu uma
analise global de todos os constituintes, uma vez que ndo se procedeu a nenhuma

extracgao ou filtracao.

Os testes foram divididos em duas partes - a primeira consistiu na verificagdo de
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citotoxicidade da formulagdo em estudo e a segunda na verificagdo de actividade
anti-inflamatoéria - e realizados em macréfagos mantidos e cultivados a 37° C em

ambiente htmido (95%) com teor de CO2 de 5%.

A amostra utilizada foi a BH3, a qual, segundo a posologia recomendada no rétulo,
deve ser diluida em agua, 50 gotas para um copo de dgua, duas vezes ao dia. Tendo-
se estabelecido que 50 gotas equivalem a 1,3 mL, e assumindo que um copo de dgua
seriam 100 mL (valor arbitrario, ja que depende do consumidor e que normalmente
corresponde a meio copo), prepararam-se duas solugdes de teste. A primeira, Ei,
corresponde a 1 dose de BH3 segundo os parametros indicados, e a segunda, E>,

corresponde a 2 doses de BH3, ou seja, a quantidade ingerida num dia.

O meio celular foi preparado de antecedéncia em substrato préprio utilizando placas
de cultura adequadas. Reservando as duas primeiras para controlo, contendo 600 pL
de substrato, aplicaram-se 570 pL de substrato e 30 pL de E;1 e de E2 nos pogos

contendo as células a testar, de acordo com o esquema apresentado na Figura 46.

1 2 3 4 5 &

Figura 2 - Esquema representativo de distribuicdo da amostra para testes de viabilidade celular. 1 e 2 - Pogos
de controlo, macréfagos em substrato puro; 3 e 4 - Aplicacdo de 30 pL de Ej, solugdo correspondente a 1 dose
didria de BH3; 5 e 6 - Aplicacdo de 30 puL de Ey, solucado correspondente a 2 doses diarias de BH3.

Cada ensaio foi duplicado para prevenir erros que pudessem ocorrer.

Ap0s 24 horas, a placa foi retirada da camara de incubacéo e cada poco foi observado
ao microscopio. Foi possivel verificar a ocorréncia de morte celular nos pogos 3 a 6,
contendo BH3. Depois desta confirmacdo visual, retiraram-se 170 pL de
sobrenadante de cada poco para outra placa de cultura que se reservou para
posterior utilizagdo. Adicionaram-se 43 pL de MTT (5 mg/mL) a cada poco e,
colocando a placa de cultura a incubadora, aguardaram-se 15 minutos. A formagao

2, .

de cristais azuis de formazan é proporcional a capacidade de metabolizacdo das

79



células, sendo esta diminuida em casos de citotoxicidade.

Retirou-se o sobrenadante e adicionaram-se 300 pL de isopropanol acido (0,04 N) a

cada poco de modo a solubilizar os cristais e homogeneizar-se o seu contetdo.

Figura 47 - Resultado do teste de citotoxicidade da formulacdo BH3 em macréfagos.

Na Figura 47 é possivel visualizar-se as solugdes obtidas por solubilizacdo dos
cristais. Por comparacdo com as células de controlo (pogos 1 e 2), verificou-se que
existe muito menos formacgao de cristais por parte das células colocadas em contacto
com a amostras BH3, o que significa uma diminuicdo da sua capacidade de
metabolizacdo. Foi ainda possivel verificar-se que nos pogos onde foi aplicada a
solucdo E> (pocos 5 e 6) houve menor producdo de cristais que naqueles onde se

aplicou E1 (pocos 3 e 4).

Analisando por espectrometria os pocos, obtiveram-se os valores de absorvancia de

cada pogo, medidos a 570 nm, os quais comprovaram as observagdes visuais.

Uma conclusao que se pode retirar destes ensaios é que a formulagdo pode tornar-se
perigosa se a dose recomendada for excedida. No entanto, como referido
anteriormente, estes resultados sdo apenas preliminares. Nao ha confirmacao de
resultados por repeti¢do de ensaios nem estudos de como a concentra¢do da solucao
podera influenciar, ou ndo, a viabilidade celular. Também convém mencionar que a
amostra testada apresenta-se na forma de gotas que devem ser diluidas em 4gua e
ingeridas. No estdmago, a accdo do suco gastrico pode influenciar o efeito dos

constituintes da formulacdo, algo que nao foi testado.
A segunda parte dos testes de viabilidade, a actividade anti-inflamatoéria, foi
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realizada em simultaneo, nos mesmos moldes que a de citotoxicidade, medindo a
quantidade de nitritos produzida no sobrenadante reservado. A cada pogo foram
adicionados 170 pL de reagente de Griess e deixou-se a reagir durante 30 minutos ao
abrigo da luz. Apés este tempo, observou-se a placa e mediram-se as absorvancias. O

resultado pode ser observado na Figura 48.

Figura 48 - Ensaios preliminares de actividade anti-inflamatéria. A1-A4 - Células de
controlo; B1-B4 - Controlo de reagente; C1 e C2 - Teste da solugdo Ei; C3 e C4 - Teste da
solugdo Es.

Tendo em consideragdo apenas os resultados obtidos por este teste, a conclusdo que
se poderia retirar é que a formulagdo apresenta actividade anti-inflamatéria, o que é
consistente com a informagdo obtida na literatura para algumas das plantas
utilizadas na sua producdo. No entanto, trata-se de um falso positivo, ja que o teste
de citotoxicidade indicou que as células se encontravam comprometidas, assim como

a observacao inicial das células ao microscopio revelou a ocorréncia de morte celular.

Face aos resultados obtidos, e embora estes ndo sejam conclusivos, a formulagdo em

gotas podera apresentar bastante bioactividade mas também toxicidade.
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Capitulo 3. Conclusoes



As plantas incluidas na formulacdo em estudo sdo organismos complexos que tém,
na sua composicdo quimica, moléculas de diferentes estruturas e tamanhos,
abrangendo as lineares, ramificadas, ciclicas e heterociclicas, com diferentes
propriedades fisico-quimicas, algumas das quais apresentando bioactividade
comprovada, outras ndo. Nas formulacdes a base de plantas, entre as quais se
incluem as da MTC, o grau de complexidade é reforcado pelo facto de serem
utilizadas diversas plantas diferentes, além de partes animais, minerais e fungos.
Mesmo considerando a possibilidade de se encontrarem constituintes comuns em
algumas destas, esta multiplicidade de moléculas torna-as dificeis estudar por uma

Unica técnica, como se pdde verificar ao longo desta investigacao.

Estas formulag¢des sdao apresentadas ao consumidor como possuindo propriedades
curativas que, na maior parte dos casos ndo estd comprovada cientificamente. O que
é indiscutivel é que alguns dos constituintes de algumas das plantas apresentam
bioactividade, de onde também pode decorrer toxicidade. No entanto, dependendo
do processo de producdo da formulagdo, podem ocorrer transformagdes que alteram
as propriedades das moléculas, influenciando a eficacia da formulagdo. Também de
referir que, havendo bioactividade, a possibilidade de interferéncia com outras
formulacdes é uma realidade, tanto mais grave quando ocorre por uso concomitante
com medicamentos alopaticos. Sem estudos mais completos da composi¢do quimica
destas formulagdes, e sem se informar o médico de tudo o que se estd a tomar, o
doente pode contrariar um tratamento, tornando-o ineficaz ou potenciando os seus

efeitos secundaérios.

Do estudo feito sobre a formulagdo An Shen Wan concluiu-se que, embora os
principais constituintes bioactivos das plantas envolvidas na sua producdo fossem
maioritariamente alcaldides, flavondides e compostos fendlicos, a sua presenca nao
foi definitivamente detectada pelos testes gerais de deteccdao gerais para esses grupos
de compostos. O isolamento de trés constituintes por TLC preparativa e o seu estudo
por HPLC-DAD, RMN 'H e IV ndo permitiu a sua identificagdo inequivoca,
permitindo apenas exclui-los das familias de compostos supracitadas. De igual modo
foi impossivel aferir a presenca de um alcaldide especifico dotado de toxicidade

reconhecida, a berberina, quer pelas técnicas mencionadas quer por testes de
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deteccdo apropriados, assim como de outros alcal6ides que poderiam estar presentes

na formulac3o.

Tal pode ter sucedido por estes constituintes se encontrarem em percentagens muito
pequenas na amostra, sendo necessario aumentar bastante as quantidades analisadas
de modo a se poder detectar a sua presenca ou mesmo quantifica-la. Como
mencionado anteriormente, podem também ter ocorrido alteracdes estruturais
durante o processo de produgdo do extracto e o produto acabado ndo corresponder

correctamente as matérias-primas originais.

Constituintes como vérios 4cidos fendlicos e flavondides que vém citados na
literatura em varios dos farmacos incluidos na formulacdao nao foram encontrados, o

que limitou o seu uso como marcadores.

De tudo o que foi possivel encontrar salientam-se os trés compostos amarelos
isolados que teoricamente, numa primeira fase, se pensou serem derivados da
berberina, o que nado se veio a confirmar. Nao sendo constituintes da Rizhoma
Coptidis, uma outra hipotese poderia ser tratar-se de constituintes da Radix
Rehmanniae, dado que é amarela e, sendo o principal farmaco da formulacao, os seus
irid6éides tinham probabilidade de estar na mesma proporcao no produto final. A

falta de dados relativos a sua andlise ndo permitiu a confirmacado desta suspeita.

No que concerne ao ensaio de citotoxicidade positiva, veio alertar que os varios
constituintes que integram estes farmacos, e que também tém potencial tdxico,
podem ter uma acgdo sinérgica neste sentido e ndo ser detectados em quantidades

baixas.

N

No que respeita a questdo do controlo de qualidade, verificou-se a alteracdo das
percentagens de cada planta na formulacdo dependendo do fornecedor. Tendo em
consideracdo o caracter holistico da MTC e a forma como esta encara a relagdo entre
plantas medicinais no processo de cura, assim como a possibilidade de interac¢des
com medicamentos, a variacdo das percentagens de cada planta na formulacdo
pressupde uma alteracdo na concentracdo de constituintes, podendo conduzir a

diferentes efeitos no organismo. Como tal, um controlo mais apertado no que se
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refere ao cumprimento da legislacdo que regula estas formulacoes seria desejavel, no

interesse da satude publica.
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Capitulo 4. Experimental



4.1. Materiais

4.1.1. Amostras e preparacao dos extractos

A férmula F137, An Shen Wan, foi adquirida por 2 fornecedores diferentes:

e Loja Botica Homeopdtica de Coimbra, amostras BH1, BH2 e BH3
apresentando-se as duas primeiras na forma de capsulas (60 cdpsulas por frasco) de
500 mg cada, ambas pertencendo ao mesmo lote, 201003-1 com validade Mar/2013, e
a ultima na forma de gotas, pertencendo ao lote 11L06/B410231219 com validade
11/2013;

e Empresa BenCao, Lda (Cascais), amostra BC (adquirida online) apresentava-se
sob a forma de capsulas (125 capsulas por frasco) de 300 mg cada, pertencendo ao

lote 120207 e com validade 11/11/2014 .

Os extractos das capsulas (amostras BH1, BH2 e BC) foram preparados da mesma
forma, a qual consistiu na juncao, num baldo de erlenmeyer, de 5 mL de etanol 80%
ao conteido de uma capsula apds a sua pesagem, seguida de banho de ultra-sons
durante 15 minutos. Ao fim desse tempo, foram adicionados 15 mL de &cido
cloridrico 10% a mistura etandlica e o erlenmeyer foi colocado em banho-maria
durante um periodo de 1 hora a temperatura de 65° C. Depois de arrefecida, a

mistura foi colocada num balao volumétrico e o volume final foi aferido em 20 mL.

A amostra BH3 foi utilizada sem tratamento uma vez que se tratava de uma

formulacdo liquida.

4.1.2. Reagentes

O padréao de berberina (cloreto de berberina) foi adquirido através da Sigma-Aldrich,

pertencendo ao lote 011M1364V;
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O acetonitrilo de grau HPLC foi adquirido através da Merck;

Os diferentes solventes utilizados na preparagdo e andlise das solugdes estudadas,
etanol, metanol, propanol, acido férmico, acido acético glaciar, acido cloridrico,
amonia, acetato de etilo, acetonitrilo, de grau analitico, foram adquiridos a diversas

empresas,

Os solventes deuterados cloroférmio, DMSO e metanol foram adquiridos a empresa

Euriso-top;

Os padrdes de aminoacidos e flavonodides utilizados foram adquiridos a diversas
empresas, assim como as matérias-primas necessdrias para a preparagdo dos

reveladores utilizados em TLC (vanilina, Dragendorff e NP/PEG).

4.1.3. Equipamentos

As balancas utilizadas para a pesagem do contetido das capsulas foram uma Precisa
Gravimetrics AG 320 XR 405A no Departamento de Quimica e uma Mettler AE240 na

Faculdade de Farmécia.

As analises por HPLC-DAD foram realizadas num sistema Gilson com detector de
fotodiodos DAD 170 varidvel em varrimentos entre os comprimentos de onda 200 e
800 nm, munido de duas bombas e um auto-injector; separacdo realizada em coluna
Jones Chromatography Model 7956 C18 ODS2 (diametro de 5pm, 250 x 4,5 mm),
estando este sistema ligado a um computador equipado com software Unipoint LC

versdo 5.11 da Gilson, Inc para a leitura e interpretacdo dos dados obtidos.

A centrifuga utilizada antes da microfiltracdo dos extractos foi uma Sigma

Laborzenfugen 3K10.

Foram utilizados trés evaporadores rotativos: um Heidolph VV 2002 com bomba de
vacuo KNF Neuberger Laboport e um Butchi Rotavapor r-210 com bomba de véacuo

Butchi Vacuum pump V700 no Departamento de Quimica e um Butchi Waterbath
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B480 com bomba de vacuo Butchi vacuum pump V700 e Butchi vacuum controler V-

850 na Faculdade de Farméacia.

A visualizacdo a luz UV dos diversos TLCs realizados foi efectuada recorrendo a

uma lampada UV LAMAG com A = 254 nm e A = 366 nm.

Os banhos de ultra-sons realizaram-se utilizando o modelo Bandelin Sonorex RK
100H no Departamento de Quimica e o modelo Bandelin Sonorex digitec na

Faculdade de Farmacia.

Os espectros de RMN 1H foram obtidos através do Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear do Centro de Quimica de Coimbra utilizando um espectrémetro

de RMN 9.4 Tesla Bruker Avance I1I de 400 MHz.

Os espectros de IV foram obtidos no Departamento de Quimica utilizando um
espectrometro de infravermelho Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR ligado a um

computador com software de recolha e analise de dados Omnic 8.

4.1.4. Material

O material utilizado para as diversas operagdes e testes efectuados incluiu:

e Aparelho de microfiltragem (com filtros Millipore de 0,22 um)
e Secador de cabelo

e Placas de aquecimento

e Banho-maria

e Copos de vidro e erlenmeyers de diversos tamanhos

e Baldes volumétricos de diversos tamanhos

e Baldes de fundo redondo

e Espatulas

e Pipetas graduadas
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e Camaras de cromatografia

e Placas de aluminio para TLC de silica gel 60 F254 da Merck
e Silica gel 60 HF254 para placa preparativa da Merck, dimensdes 90% < 55um
e Placas de vidro para TLC preparativa de 20x20 cm

e Suportes universais, garras, argolas e nozes

e Vidros de rel6gio

e Pipetas de pasteur

e Micropipetas

e Capilares e microcapilares

e Tubos de RMN

e Frascos de amostras

e Vaporizadores

4.2. Metodologias

HPLC-DAD (para pesquisa e identificacdo de 4acidos fenolicos e polifendlicos)

Solucao de F137 capsulas ou gotas

Preparacdo da amostra: apds o processo de extraccdo geral das amostras (4.1) foi
necessdrio tratar a solucdo em estudo de modo a que pudesse ser analisada por
HPLC-DAD. Para tal, transferiu-se 1 mL de solugdo-mae para um Eppendorf® e
centrifugou-se durante 5 minutos a 4500 rpm. Retiraram-se 200 uL de sobrenadante
que foram microfiltrados, sendo a solucdo filtrada transferida para um vial. Este foi
selado e identificado e inserido no tabuleiro de amostras do aparelho de HPLC-DAD

para a andlise.

Condicoes de anélise:

e Temperatura: 25°C
e Fluxo: 0,8 mL/min
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e Volume de Injeccao: 100puL

e Comprimentos de onda DAD: 200 a 400 nm

e FEluentes: A = Acetonitrilo; B = Agua acidificada com acido orto-fosfério, pH
2,3, microfiltrada e desgaseificada

e Gradiente de eluicdo: Inicio com 100% de eluente A, diminuindo até 91%
durante os primeiros 12 minutos, até 87% nos oito minutos seguintes e até 67% nos
dez minutos seguintes. Concentracdo de A constante a 67% durante dois minutos e
reduzida para 57% nos dez minutos subsequentes, a qual é mantida até final da
eluicdo, perfazendo um total de 60 minutos.

e No intervalo entre amostras, a coluna é lavada com 100% de eluente B e

retomado o equilibrio a 100% do solvente A.

TLC preparativa

Preparou-se de antemdo o sistema de eluentes para a cromatografia, constituido pela
mistura propanol - acido férmico - agua (90:1:9), sendo colocada na camara
cromatografica a quantidade suficiente para atingir uma profundidade de cerca de
1,5 cm. Para melhores resultados, deve-se deixar a camara a estabilizar algumas

horas, preferencialmente durante 1 dia.

Utilizando um capilar adequado, aplicou-se a amostra numa linha recta na base da
placa de silica para TLC, a cerca de 2 cm de distancia do fundo da placa, aplicando
aquecimento suave constante. A aplicacdo de amostra foi repetida tantas vezes
quantas possivel (até ter sido usada, pelo menos, cerca de 0,5 mL de solugdo), tendo a

placa sido bem seca entre repeticoes.

Ap6s a aplicagdo da amostra, a placa foi minuciosamente seca e colocada na camara
de cromatografia. Deixou-se eluir cada placa até cerca de 2 cm do topo, retirando-se

de seguida e secando-se o eluente.

N

Cada placa foi observada a luz natural e sob lampada de ultravioleta no

comprimento de onda de 366 nm, de modo a marcar as bandas detectaveis a este
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comprimento de onda, correspondentes a constituintes separados.

A silica correspondente a cada banda separada foi raspada para diferentes suportes

(erlenmeyer ou copo de vidro).

Devem eluir-se tantas placas quantas as necessdrias para se obter uma quantidade

suficiente de cada extracto isolado, sendo aconselhado um minimo de 10 placas.

Adicionaram-se pequenos volumes de etanol 50% a silica retirada das placas e

colocaram-se os erlnemeyers no banho de ultra-sons durante 1 hora.

Para a filtragdo do extracto, utilizou-se um filtro de placa porosa munido de um
pouco de celite para evitar problemas com as reduzidas dimensdes da silica. Para
minimizar as perdas de composto na placa e na celite, fizeram-se varias passagens de

solvente, sendo este recolhido e acrescentado a solucao filtrada.

A solugao resultante de cada fraccao isolada foi transferida para um baldo de fundo
redondo diferente e, por intermédio de um evaporador rotativo, evaporou-se o

solvente com aquecimento suave, tendo-se obtido um residuo sélido em cada balao.

A cada extracto obtido, adicionou-se cloroférmio de modo a excluir quaisquer
vestigios de silica dissolvidos durante o processo de extracgdo. A solucao obtida foi
novamente filtrada, procedendo como anteriormente e evaporando-se o solvente no

evaporador rotativo.

Os extractos assim isolados e purificados foram reservados para as diferentes

analises espectroscopicas.

RMN

Para cada extracto isolado seguiu-se o0 mesmo procedimento, o qual consistiu na
secagem cuidadosa do residuo sélido, incluindo a aplicacdo de um sopro de azoto,
N3, para assegurar a secagem total e a evaporacdo de qualquer d4gua que possa estar

presente.
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Adicionou-se cloroférmio deuterado ao residuo e, ap6s alguns segundos no banho de
ultra-sons para garantir a total dissolugdo do mesmo, transferiu-se a solugdo para um
tubo de RMN utilizando uma pipeta de Pasteur nova de cada vez. O tubo, depois de
selado e identificado, foi entregue no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear

para analise por RMN proténico.

Para se obterem os espectros em metanol e DMSO deuterados, transferiu-se a fraccao
cloroférmica para um baldo de fundo redondo e, apds evaporacdo do solvente,

repetiram-se os passos anteriores para cada solvente deuterado.

IV

Foi preparada uma pastilha de KBr para cada uma das amostras a analisar, pesando-
se cerca de 200 mg de KBr armazenado numa estufa a 100° C. Este foi pulverizado em

almofariz de dgata conservado permanentemente num excicador com silica anidra.

Para os extractos isolados, adicionou-se uma gota de solucdo de extracto dissolvido
em cloroférmio a pastilha de KBr e deixou-se secar o solvente. Para o padrao, foi
adicionada uma pequena quantidade de amostra ao KBr ao preparar a pastilha. A
quantidade de amostra s6lida colocada em cada pastilha foi na ordem dos poucos
miligramas (menos de 5) pois, tratando-se de compostos corados, corre-se o risco de
se obterem bandas de absorcao sem definigdo - a pastilha deve ficar transparente ou

translucida.

Cada pastilha foi colocada no espectrémetro de IV apdés a recolha de amostra

atmosférica e analisada.

Viabilidade Celular

Os testes de viabilidade cellular foram realizados em macréfagos, mantidos em
placas de cultura em estufas a temperatura de 37°C em atmosfera rica em humidade

(95%) e em diéxido de carbono (5%). Reservaram-se dois pogos de células aderentes
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para controlo e aplicaram-se 0,6 uL de LPS para cada pogo da placa.

Prepararam-se duas solucdes de teste da amostra BH3 dissolvendo 1,3 mL (solugao

El) e 2,6 mL (solugao E2) em 100 mL de 4dgua.

Adicionaram-se 30 uL. de cada solucdo de teste as células e deixou-se a estabilizar
durante 24h. Apo6s este periodo, retiraram-se 170 pL de sobrenadante para uma placa
ELISA e adicionaram-se 170 pL de reagente de Griess a cada pogo, deixando-se reagir
durante 30 minutos ao abrigo da luz. Finalmente, observou-se a placa a luz natural e

mediram-se as absorvancias a 550 nm.

Aos restantes 430 pL de sobrenadante na placa original adicionaram-se 43 uL. de MTT
(6 mg/mL) preparado em PBS, deixando-se reagir durante 15 minutos na estufa.
Observou-se a produgdo de cristais azuis de formazan. Recolheu-se o sobrenadante e
adicionaram-se 300pL de isopropanol acido (0,04 N) de modo a solubilizar os cristais

e obter uma melhor leitura de absorvancias a 570 nm.
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