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Introducéo

A Plantago ovata, também conhecida como psilium, € uma planta da familia
Plantaginaceae, amplamente reconhecida por suas sementes e cascas ricas em fibras sollveis.
Essa planta tem sido utilizada tradicionalmente em diversas culturas devido as suas
propriedades terapéuticas, principalmente como agente laxativo e regulador intestinal. O
psilium, também tem ganhado destaque em estudos cientificos recentes por seu papel no
controle dos niveis de colesterol e glicose no sangue, sendo cada vez mais empregado em
formulacGes farmacéuticas e nutracéuticas (MEHTA et al., 2017).

Contudo, para que o psilium, seja eficaz e seguro para o consumo humano, é essencial
garantir um controle de qualidade rigoroso em todas as etapas de sua producéo, desde o cultivo
até o processamento final. A complexidade da cadeia produtiva do Plantago ovata e o crescente
interesse na sua comercializacdo em larga escala exigem a implementacdo de normas de
qualidade que assegurem a pureza, poténcia e seguranca do produto (SINGH et al., 2018).

A familia Plantaginaceae tem sido alvo de diversos estudos norteados pela relagdo entre
a composicao fitoquimica de suas espécies e atividades farmacoldgicas, sejam elas in vitro ou
in vivo. No género Plantago, mais especificamente, 0s extratos n-hexano e etil-acetato de P.
asiatica L. foram testados quanto a sua atividade antioxidante pelo método de capacidade de
absorbancia de radicais oxigenados. Os resultados demonstraram que a forma etil-acetato do
extrato exerceu notavel capacidade sequestrante de radicais livres (AMAKURA et al., 2012).

Grande problema que concerne as plantas medicinais é a biopirataria. Conforme
Galdino (2012) nédo existe uma definicdo clara para a biopirataria, mas o termo esta associado
a empresas e instituicdes de pesquisas que exploram ilegalmente plantas e animais e 0s
conhecimentos de comunidades tradicionais.

Adicionalmente, os medicamentos fitoterapicos apresentam diferencas importantes
guando comparados com 0s sintéticos. A primeira, € que ao contrario dos medicamentos
sintéticos, os principios ativos dos fitoterapicos raramente sdo conhecidos. Outra diferenca
fundamental é que o controle de qualidade e a padronizagdo dos fitoterdpicos sdo tarefas bem
mais complexas do que no caso dos medicamentos sintéticos (CALIXTO, 2001).

Quando a analise morfoldgica ndo é possivel de ser realizada ou impossibilita a
identificacdo das espécies vegetais, pode-se utilizar marcadores moleculares caracteristicos
(fingerprints) para este objetivo. O estabelecimento de um fingerprint caracteristico, geralmente
cromatografico, e sua utilizacdo para identificacdo de uma espécie ou variedade vegetal é
consistente, independente do tecido e da idade da planta (SHAW; BUT, 1995).

Assim, a analise quimica através do fingerprint constitui uma maneira racional e
estratégica para assegurar a autenticidade, consistente qualidade e estabilidade das plantas
medicinais e suas preparagoes.
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Pesquisas cientificas tém apontado a presenca de diversas irregularidades que
comprometem a eficacia e colocam em risco a saude do consumidor. Uma das causas para esse
panorama tem sido o fato de as industrias responsaveis pela fabricagdo desses produtos serem
basicamente constituidas por empresas de pequeno porte que funcionam precariamente
(ZUCCOLOTTO et al., 1999). Veiga-Junior e Pinto (2005) enfatizam que as pesquisas para
avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo escassas,
comprometendo a fiscalizacdo do comércio por parte dos 6rgaos competentes.

Visto que a ma qualidade de um produto pode interferir na acdo farmacologica
preconizada para a espécie, potencializando efeitos indesejaveis, e que muitas plantas
medicinais nativas sofrem ameacas que podem leva-las a extingdo, pesquisas avaliando a
qualidade de produtos a base de plantas medicinais e estabelecendo prioridades de conservagao
para especies vegetais medicinais sao essenciais.

Diante dos muitos problemas encontrados neste tipo de matéria-prima vegetal tais como
excesso de umidade, presenca de contaminantes entre outros, € necessario um controle de
qualidade dos mesmaos, para assegurar 0 consumo seguro desses produtos. Assim concretiza-se
o0 desenvolvimento de um método de controle de qualidade quimico

Material e Métodos
Material boténico

Para a realizacdo deste trabalho foram selecionadas dez cidades onde ocorre a venda de
plantas medicinais e maior frequéncia de consumidores, localizados em pontos distintos do
estado da Bahia.

Padrdes Quimicos

Os solventes e os padrdes para HPLC foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A dgua
ultrapura foi produzida por um sistema de purificacdo de dgua UV Sartorius Arium® 611
(Gottingen, Alemanha). Os padrdes de referéncia de plantago utilizados foram: L-arabinose, D-
xilose, ranmose, acido ursélico, écido oleandlico e aucubina certificados internacionalmente
pela USP (United Stated Pharmacopeia) e FDA (Food and Drug Administration).

Nesse experimento, foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia, modelo de
sistema Dionex UltiMate 3000 - sistema de HPLC com amostrador automatico, detector de
DAD gerenciado por um software Chromeleon®. Os cromatogramas foram obtidos usando a
coluna de HPLC analitica COLUNA HPLC NUCLEODUR C18 5um 150x4,6mm.

Para avaliacdo de P. ovata a fase mdvel consistiu huma mistura (v/v) de Metanol
(componente A) e agua/MeCN pH 2,5 ajustado com TFA 0,1% (componente B), em modo
gradiente, a uma taxa de fluxo de 0,5 ml.min %, por 80 minutos, temperatura do forno a 30 °C,
volume de injecdo de 10 pL.

Os espectros foram salvos no formato Comma Delimited (CSV) e exportados para o

software OriginPro® 8. Na sequéncia os espectros foram exportados para 0 Matlab® 6.1.
Para analise dos dados, foram utilizadas as médias das absorbancias obtidas para cada solugdo
(UV-Vis) e a area do Pico (HPLC), no comprimento de onda de cada padrdo. Os dados foram
tratados no software Microsoft Office Excel® 2016, construida a curva de concentracdo e
determinacdo da equacéo da reta.
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Preparo das amostras

As amostras foram secas em estufa com circulagédo de ar a 40 °C por 48 horas. Logo
apos, foram fragmentadas em moinho de facas. Cerca de 100 gramas do material vegetal foi
submetido ao processo de maceracdo, utilizando mistura binaria de alcool/agua 70% como
solvente extrator. Os extratos permaneceram em maceracao por sete dias, com agitacao diria.
Finalizando o periodo de extracdo, foram filtrados através de gaze e papel filtro e concentrados
em rotaevapor (Laborota 4000 eco) para reducdo de volume (MATOS, 1997). Os extratos foram
transferidos para recipientes limpos e identificados.

Os extratos de cada planta foram pesados com preciséo e redissolvidos em solugéo
EtOH-H.0 (3:7) a concentragdo final de 10 mg/ml e submetidos a sonicagao durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Logo apds, as solucBes das amostras foram filtradas atraves de
membrana Millipore de 0,45 e 0,22 pm antes da injecao.

Preparo dos marcadores quimicos

As amostras dos marcadores quimicos foram preparadas a partir de aproximadamente
10 mg de cada padrédo e diluidos com &gua em bal&o volumétrico de 10,00 mL. Em seguida,
colocou-se em ultrassom até a total solubilizacdo da amostra. Aliquotas de 1,00 mL foram
retiradas e avolumadas para 10,00 mL com &gua e homogeneizado, obtendo-se uma
concentracéo final de 0,1 mg.mL™.

Validacado

O método foi validado de acordo com as diretrizes contidas na Resolu¢do-RE n 899, ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (2003). As analises estatisticas foram realizadas
usando o pacote de software Statistica. Um nivel de probabilidade inferior a 5% (p <0,05) foi
considerado significativo.

Resultados e Discussao
O cromatograma da Figura 1, mostra a separagdo de todos os compostos padroes em

tempo de analise menor que 60 min.
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Figura 1: Espectro dos padrées combinados de padrdes de P. ovata: Aucubina,
ramnose, &cido ursolico, &cido oleandlico, acido galacturdnico e arabinose, respectivamente.

Os fatores de reten¢do demonstraram que os picos dos farmacos estdo resolvidos, devido
a adequada forca de eluicao da fase movel. O valor de resolugdo calculado foi acima de 2,0, o
que mostra a total separacao entre os picos. Os valores de fator de cauda, proximos da unidade,
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sdo ideais, pois indicam a simetria dos picos. Picos simétricos minimizam erros na
quantificagdo dos farmacos (SILVA et al., 2006). A eficiéncia de uma coluna aumenta com o
nimero de pratos tedricos, que devem ser acima de 2000 para apresentar eficiencia adequada,
o que foi verificado em relagdo aos seis marcadores.

A adicao de marcadores na amostra de P. ovata foi realizada para corroborar a presenga
dos picos e o tempo de eluicao de cada marcador. A Figura 2 apresenta a comparacao entre a
analise da amostra certificada (identificada) de P ovata com o cromatograma em que houve
adi¢ao dos padrdes
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Figura 2: Cromatograma de Plantago ovata juntamente com a adi¢do dos marcadores quimicos
padrdes.

A determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo foi baseada em parametros da
curva analitica elaborada na concentragdo de 0,2 pug mL™ pois esta foi a menor concentragio
possivel para se determinar a integracdo da area do pico. Com os dados obtidos da equacédo da
reta, calcularam-se o LD e o LQ, representados na Tabela 1.

Tabela 1: Limite de detecgdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) em pg.mL? para
marcadores quimicos de P. ovata.

Padrio Sm/Rm LD LO
Aucubina 0,7407 0,81 2,70
Ramnose 0,3352 1,79 5,97
Acido ursélico 2,4000 0,25 0,83
Acido oleandlico 1,8750 0,32 1,07
Acido galacturonico 1,3333 0,45 1,50
Arabinose 0,7143 0,84 2,80

Os LD variaram entre 0,25 e 1,79 pug mL™. O valor de LD mais baixo foi obtido para o
Ramnose (0,25 pg mL™). O valor de LQ mais alto foi obtido para Ramnose, com valor igual a
5,97 ug mL™,

As curvas analiticas obtidas para os marcadores quimicos utilizados para a espécie P.
ovata foi construida, numa faixa compreendida entre 0,2-100 pg/mL e os dados referentes as
médias das triplicatas das curvas padréo estdo dispostos na Tabels 3.
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Tabela 2: Dados obtidos das curvas padréo para os marcadores quimicos utilizados em
P. ovata. Os valores referem-se a média da analise em triplicata.

Concentragio . Acido Acido Acido Arabinos
Aucubina Ramnose i - .

(ng/mL) ursolico  oleandlico  galacturbnico e

0,2 21649 3388 2734 2651 3842 2556

2 154891 39546 33902 32873 47654 31697

10 618338 155764 133536 159481 187701 114851

25 1690916 350714 366678 355544 515411 319829

50 2865483 646855 755971 699394 767432 600463

100 5450755 1308202 1556103 1487462 1576429 1248574

Os dados obtidos das curvas de calibracdo estdo na Tabela 3.

Tabela 3: Coeficiente angular, coeficiente linear e correlacdo obtidos atraves da
regressao de minimos quadrados para as curvas padrdo dos marcadores quimicos de P. ovata.

Padréo m b r2

Aucubina 113381 218935 0,9968
Ramnose 29694 58734 0,9967
Acido ursolico 30424 18168 0,9994
Acido oleandlico 30192 30707 0,9979
Acido galacturdnico 31347 69281 0,9933
Arabinose 20617 44179 0,9950

Observa-se pela Tabela 4 que o coeficiente de correlacdo de todos os marcadores
utilizados foi préximo a 1,0. Dessa forma, observa-se alta correlacdo entre a concentracdo e o
pico determinado por CLAE, uma vez que o intervalo estudado se mostrou linear sob a
investigacdo do grafico de residuos

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos para as analises de P. ovata comercializados
em feiras livres do estado da Bahia.
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Figura 3: Cromatograma das amostras de P ovata coletadas no estado da Bahia. Em preto,
amostra identificada (padrdo), 1- Salvador, 2 — Ilhéus, 3 — Porto Seguro, 4 — Jequié, 5 —
Guanambi, 6 — Barreiras, 7 — Irecé, 8 — Euclides da Cunha, 9 — Juazeiro, 10 — Paulo Afonso.

A partir da andlise da Figura 3, observa-se que ha alta correlacdo entre 0s
cromatogramas analisados. A analise visual revela que os cromatogramas apresentam-se
conservados. Todavia, é perceptivel que as amostras Po 3 e Po4 apresentam picos diferentes
quando comparados ao padrdo. De acordo com ANVISA (2014), as espécies Plantago psyllium
e Plantago indica (Plantago arenaria), sementes de outras espécies de Plantago podem ser
detectadas, como P. major L. e P. media L., 0 que foi corroborado por Shahat et al. (2012) e
Bisset e Wichtl (2011).

Outra discrepancia encontrada na Figura 3 diz respeito as amostras Po 5 e Po 6. Tais
amostras apresentam concentragdes e areas dos compostos aucubina na amostra Po 5, aucubina,
acido ursolico e oleandlico na amostra Po 6.

Os cromatogramas obtidos na Figura 3 foram utilizados para a determinacdo da
concentracdo dos marcadores quimicos utilizados (Tabela 4). As amostras foram analisadas
com um rigor de qualidade, conforme boas préticas de laboratdrio e seguindo as recomendacfes
de coleta e armazenamento das amostras, citadas anteriormente (STANDARD METHODS,
1997).

Figura 4: Concentracdo, em mg/g, dos marcadores quimicos presentes em amostras de P. ovata
coletadas no estado da Bahia. Po (padrdo), 1- Salvador, 2 — Ilhéus, 3 — Porto Seguro, 4 — Jequié,
5 — Guanambi, 6 — Barreiras, 7 — Irecé, 8 — Euclides da Cunha, 9 — Juazeiro, 10 — Paulo Afonso,
e das amostras de fitoterapicos analisados. Po = Plantago ovata
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Observa-se que a concentracdo dos metabdlitos se mostrou praticamente sem diferencas
significativas entre as amostras analisadas, todavia, algumas amostras apresentaram
concentracdo mais elevada comparada a amostra padrdo. As amostras dos fitoterapicos
analisadas, mostram-se correlatas com o padrao.

Tamura e Nishibe (2002) avaliaram a quantidade de &cido ursolico e acido oleandlico
de Plantago da Nova Zelancia e verificaram que a quantidade desses metabolicos variavam de
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acordo com a sazonalidade da colheita. Ademais, corroboraram que o bioma exerce forte
impacto na concentracdo dos metabolicos com variacao de 2,5 — 9,8 %.

No dendrograma HCA, a menor distancia entre duas amostras indicou sua maior
similaridade e as amostras agrupadas no mesmo grupo foram as mais similares. O grupo 1
composto pelas amostras: padrdo, Po 1, Po2, Po 3,. Po 4, Po 7 e Po 8, com maior similaridade
foram classificados em um aglomerado, da mesma forma que o grupo G2, composto por Po 9
e Po 10. As outras amostras, Po 5 e Po 6, formaram grupos a parte: grupo 3. Dessa forma,
podemos inferir que os resultados de agrupamento poderiam ser causados pelas diferencas de
origem vegetal, efeito do ambiente, estacdo de coleta, condi¢cbes de armazenamento, etc. das
amostras.

As variaveis responsaveis pela separacdo das analises na PC1 sdo aucubina, acido
ursolico, &cido oleandlico e arabinose que apresentam valores positivos. Através da
componente principal 2, é possivel separar os analitos acido oleandlico, acido galacturdnico,
ramnose e arabinose dos demais. Confrontando as informacdes do grafico de pesos e de escores,
notase a formacéo de trés grandes grupos. Um primeiro grupo deslocado a esquerda, composto
pela amostra amostras: padréo, Po 1, Po2, Po 3,. Po 4, Po 7 e Po 8, um segundo grupo, central
acima, composto pelas amostras Po 9 e Po 10 e um terceiro grupo, a direita, formado pelas
amostras Po 5 e Po 6.

Os resultados do Teste t de Student, presumindo variéncias equivalentes e p<0,05,
demonstraram ndo haver diferenca significativa entre a metodologia proposta em comparacao
ametodologia por espectrofotometria UV-Vis. O coeficiente de correlacdo (P-valor) de 0,33885
estd de acordo com as especificacbes e indica adequada correlacdo. De fato, o valor de F
calculado (0,029468) é menor que o valor de F critico (3,890867). A analise de variancia
(ANOVA) dos resultados obtidos demonstrou que ndo haver diferencas significativas entre as
metodologias (p =0,05).

A anélise da PCA para avaliacdo das duas metodologias evidenciam que ndo ha
diferengas entre as metologias, uma vez que amostras semelhantes se agruparam juntamente.
Dessa forma, pode-se verificar que a metologia proposta é de grande valia para a determinagéo
dos marcadores quimicos em P. ovata, bem como avaliar a qualidade das amostras.

Conclus6es

Os resultados do estudo geografico demostraram que existe uma variacdo quali e
quantitatita significativa nas classes de metabdlitos secundarios investigadas. Tais resultados
sdo evidenciados pela diferenca de biomas bem como da época de colheita das espécies
vegetais. Dessa forma, esse tipo de analise € de suma importancia, uma vez que 0s espécimes
estudados estdo na lista de plantas medicinais oferecidas pelo SUS e, dessa forma, diferencas
nas concentracdes dos metabdlicos ocasionam alteracBes na terapia.

Na PCA obtida com os espectros de absor¢cdo no UV-VIS das amostras de plantas
medicinais e fitoterapicos, foi possivel observar que com apenas 4 componentes principais foi
plausivel agrupar amostras com base nas caracteristicas de variedade e/ou regido de producao.
Também foi possivel identificar através dos loadings os comprimentos de onda responsaveis
por esse agrupamento bem como os metabolitos responsaveis por tais agrupamentos.

Através da analise do coeficiente de correlacdo, do R-quadrado e do coeficiente angular
verificou-se que os modelos construidos foram eficientes para realizar as predi¢cGes das
concentracdes a partir dos espectros de absor¢do e cromatogramas, principalmente para as
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amostras que apresentaram semelhancas identificadas na PCA com aquelas utilizadas na
construcdo dos modelos.

As dificuldades encontradas na predicdo do teor dos marcadores quimicos em algumas
das amostras analisadas se devem pelas diferencas observadas entre essas amostras e as
matrizes empregadas na construcdo dos modelos de calibracdo, o que representa a principal
limitacdo do método. Entretanto, essas dificuldades podem ser resolvidas pela construcao dos
modelos de calibracdo com base nas semelhancas observadas pelos grupos de amostras na PCA.
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