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RESUMO

Thuja occidentalis € largamente utilizada na forma de
tinturas, sendo os flavonoides metabdlitos de interesse
da espécie, visto as distintas atividades farmacologicas
citadas na literatura. Contudo, nao ha descrito método
paraaquantificaciodesses,sendoobjetivodessetrabalho
desenvolver um método colorimétrico direto utilizando
cloreto de aluminio (AICL) por espectrofotometria UV, a
fim de proporciona a quantificacio de flavonoides totais,
expresso em rutina. Para tal, avaliaram-se os seguintes
parametros: concentracdo da solucdo hidroalcodlica
(SH) (20, 40 e 70%); interferentes lipofilicos; volume
da solucdo de AICI, 2,5% (1, 2 e 3 mL) e proporcéo de
droga vegetal (0,5, 1, 1,5 g). Adicionalmente, procedeu-
se a validacfo. A partir da avaliacio dos interferentes
lipofilicos, selecionou-se a SH 40% utilizando 1 g da
droga vegetal. A cinética de complexacdo, demonstrou
que a formac¢ido do complexo flavonoides-Al" é lenta,
sendo o tempo de leitura ideal de 30 min no A=403
nm, apos a adi¢do de 2 mL de AICI, 2,5%. A rutina
foi utilizada a conversio de absorviancia em teor de
flavonoides totais, uma vez que a espécie possui a
presenca majoritaria de derivados quercetinicos do
grupo flavonol na sua forma glicosilada. O método
atendeu a todos os requisitos indicados para validacio
de uma matriz vegetal, consideracio os fatores inerentes
da espécie, possibilitando sua utilizacdo na pratica
laboratorial.
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INTRODUCAO

Thuja occidentalis Linn., conhecida como arvore
da vida, ¢ uma planta endémica do leste da América
do Norte e cultivada no norte da Europa e Brasil como
arvore ornamental (Chang et al., 2000). Para fins
medicinais, ¢ largamente utilizada na forma de tinturas
e preparagdes homeopaticas como agente expectorante,
diurético, anti-helmintico, no tratamento do reumatismo,
bronquite, carcinoma do utero, entre outras aplicagdes
(Alves et al., 2014). A tintura de T. occidentalis destaca-
se pela utilizagdo em verrugas, papilomas, condilomas,
excrescéncias de diversos tipos, principalmente
relacionadas ao Papilomavirus humano (HPV) no trato
genital inferior (Figueirédo et al., 2013; Tsiri et al., 2009;
Fetrow & Avila, 2000; Bergo et al., 2000). Seu efeito ¢é
atribuido principalmente a atividade imunoestimulante
e antiviral, através da proliferacdo de linfocitos T e a
produgdo de interleucina-2 (Naser et al., 2005).

A composi¢do quimica evidencia a presenca de
uma série de compostos, dentre eles saponinas, fendis,
taninos, mucilagens, compostos lactonicos, carotenos,
triterpenos, esteroides (Castellon et al., 2000), agticares
redutores, cumarinas (acido p-cumarico e umbelliferona),
acido tanico e proteinas (Naser ef al., 2005); destacando-
se os Oleos essenciais, caracteristicos do género Thuja,
cujos estudos frequentemente avaliam a sua composi¢do
quimica, principalmente para analise de variedades e
ecotipos (Svajdlenka et al., 1999; Tsiri et al., 2009).

Contudo, os flavonoides também constituem um
grupo de metabolitos representativo da espécie (Castellon
et al., 2000; Naser et al., 2005), sendo este representados
por (+/-)-catequina, miricetina, quercetina, quercitrina,
canferol, canferol-3-O-a-ramnosideo (Naser et al., 2005),
além dos biflavonoides bilobetina e amentoflavona
(Alves et al., 2014). Esse importante grupo quimico
foi identificado na fragdo etandlica das partes aéreas
de T occidentalis em varios estudos farmacologicos
relacionados com as atividades hepatoprotetora (Dubey
& Batra, 2008a), antidiabética (Dubey & Batra, 2008b),
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anti-tumoral (Ojeswi, 2010; Madhuri & Pandey, 2009),
anti-ulcerativa (Dubay & Batra, 2009a), antioxidante
(Dubey & Batra, 2009b) e hipolipidémica (Dubey &
Batra, 2009c¢).

A constatacdo desse grupo de metabolitos
como substancias fenolicas majoritarias na espécie, foi
confirmada através de analises prévias realizadas por
cromatografia de camada delgada (CCD) (Figueirédo,
2014), indicando a necessidade de um método que permita
a quantificacdo desses metabolitos, visto a sua correlagdo
com distintas propriedades farmacologicas de interesse.

A determinacdo de flavonoides totais ¢
amplamente utilizada como controle para drogas
vegetais, extratos e produtos acabados para diversas
espécies, tais como de Passiflora incarnata L. (Ziliotto
et al., 2012); Phyllanthus niruri L (Soares et al., 2003);
e Bauhinia cheilantha S. (Peixoto-Sobrinho ef al., 2010),
entre outras; sendo estes detectados e/ou doseados pelas
técnicas espectroscopicas ¢ cromatograficas (Petry et al.,
2001).

Apesar da analise por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) ser mais eficiente para o controle
de qualidade de matrizes vegetais, faz-se necessaria a
introdugdo inicial de alternativas mais acessiveis, rapidas e
menos onerosas para o doseamento de certos constituintes
das drogas vegetais na rotina laboratorial. Dentre as
técnicas que se enquadram nesse contexto, destaca-se
a espectrofotometria UV-Vis (Peixoto-Sobrinho et al.,
2010; Alves et al., 2010), Contudo, a pouca seletividade
tem sido um dos maiores desafios dessa técnica para
analise de extratos vegetais, pois a espectrofotometria
direta pode ocasionar sobreposi¢ao das bandas, impedindo
a absor¢do do componente de interesse (Marques et al.,
2012). Embora a espectrofotometria UV ndo substitua
outras técnicas de doseamento, pode ser utilizada como
uma técnica auxiliar de relevancia nesse contexto.

Uma das estratégias utilizadas na quantificacdo
de flavonoides por espectrofotometria UV ¢ método
colorimétrico com cloreto de aluminio (AICI,), comumente
utilizado na pratica. Neste, o cation A13+ forma complexos
estaveis com os flavonoides, deslocando a absorg¢do destes
para faixas de comprimentos de onda maiores, especificos
para cada classe de flavonoides, evitando a interferéncia de
outras substancias fenolicas (Petry et al., 2001; Fernandes
et al., 2012). Contudo, sabe-se também que fatores como
tempo e do tipo e concentragdo de flavondides podem
influenciar os resultados e, portanto, fazem-se necessarios
cuidados com a padronizacdo da técnica (Soares, et al.,
2003).

Diante do interesse teraputico dos compostos
flavonoidicos presente nessa espécie, associada a
necessidade de quantificagdo destes e a auséncia de
métodos analiticos descritos na literatura para o seu
doseamento, este trabalho tem por objetivo desenvolver
e validar um método para quantificagdo dos flavonoides
totais, expressos em rutina, por diluigdo direta com AICI,
para as partes aéreas de T. occidentalis.
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MATERIAL E METODOS

Material

Foram utilizadas amostras das partes aéreas de T
occidentalis coletadas no municipio do Cabo de Santo
Augustinho - PE (8°29°86,07”S e 35°06°45,29”W), nos
meses de maio e junho de 2011. Dentre os parametros
para a coleta do material, foram selecionadas partes aéreas
em igual estagio de desenvolvimento e com auséncia de
depredacdo. A identificagdo foi realizada pela pesquisadora
e curadora Dra. Rita de Cassia Araujo Pereira e a
exsicata depositada no Herbario Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA), sob o n® 87.752.

O material vegetal fresco foi lavado com agua
purificada e aspergido com alcool a 70% (v/v). Em seguida,
foi colocado em estufa de ar circulante (Fabbe-Primar®)
por 120 h a40 °C. Apds secagem, o material foi pulverizado
em moinho de facas (Adamo® modelo 340) com tamis de
20 mesh (0,84 mm) e acondicionado em recipiente de vidro,
devidamente vedado e mantido em auséncia de luz. O
tamanho médio das particulas foi de 484 pm, determinado
por tamisacdo. Todos os reagentes utilizados foram de grau
analitico.

Método

Selecdo do comprimento de onda e diluigdo das
amostras

Foram preparadas amostras a partir de um volume
pré-definido (3,5 mL) da solugdo extrativa (SE) adicionada
de 2 mL de solugdo metanolica de AICI, (2,5%, m/v) e
diluida para quantidade suficiente para 25 mL com etanol
a 40% (v/v). Apos 30 min da adigdo do AICI,, foram
obtidos espectros das amostras na faixa de 200 a 500 nm
quando submetidas a varredura em espectrofotometro
(UV/Vis-mini 1240, Shimadzu®), sendo determinado
o comprimento de onda a partir da avaliagdo dos picos
maximos observados no espectro obtido. Utilizou-se como
branco uma solug¢@o de compensagao preparada da mesma
forma que as amostras, sem adigdo da solugdo de AICI,.

Desenvolvimento do método analitico

No desenvolvimento do método analitico foram
avaliados os seguintes pardmetros: avaliagdo da cinética de
complexagdo (15, 30, 45 ¢ 60 min), volume da solugdo de
cloreto de aluminio a2,5% (m/v) (1,2 e 3 mL), concentragdo
da solugdo hidroalcodlica extrativa (20%, 40% e 70% v/v),
interferentes lipofilicos e quantidade de droga vegetal (0,5;
1,0; 1,5 g), conforme descrito a seguir.

Avaliagao da cinética de complexacdo e volume da
solu¢do de cloreto de aluminio

Para a determinag@o do tempo adequado de leitura,
avaliou-se a cinética de complexagao nos intervalos de 15,
30, 45 e 60 min, ap6s adi¢do dos volumes (1 mL, 2 mL e
3 mL) da solugdo de AICI, 2,5% (m/v), na faixa de 200 a
500 nm.

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2015;36(4):509-516



Doseamento de flavonoides totais de Thuja occidentalis

A definigdo do volume da solugdo de AICI, a
2,5% (m/v), pré-determinados de acordo com os estudos
realizados por Petry et al., (2001) e Marques et al.
(2012), foi realizada ap6s a definicdo do tempo 6timo de
complexagdo. Os resultados foram expressos a partir da
média de trés determinagdes. Para essas analises utilizou-
se a SE de 40%.

Avaliacao da concentragdo da solugao hidroalcoolica
Realizou-se a extragdo de 1 g da droga vegetal
com etanol a 20%, 40% ou 70% (v/v), de acordo com o
procedimento geral para quantificagdo de flavonoides.
As solugdes hidroalcodlicas preparadas foram verificadas
em relacdo a graduacdo em graus Gay-Lussac (°GL). As
absorvancias foram determinadas na faixa de 200 a 500 nm
ap6s 60 min da adi¢do de 2 mL de AICI, a 2,5% (m/v).
Utilizou-se como pardmetro adicional a avaliagdo dos
interferentes lipofilicos, conforme Petry et al. (1998).
Os resultados foram expressos a partir da média de trés
determinagdes.

Avaliacdo dos interferentes lipofilicos

Avaliou-se a interferéncia das substancias
lipofilicas (clorofila ¢ 6leos volateis, por exemplo) sobre
as absorvancias apresentadas nas amostras obtidas a partir
da SE em 403 nm, previamente definido na sele¢do do
comprimento de onda. Na obteng@o da SE foram fixados
os parametros de concentracdo da droga vegetal (1 g) ¢ de
AlCl, a 2,5% (m/v).

Inicialmente, uma aliquota de 5 mL de uma solugao
de ativacdo etanol:agua (1:1, v/v) foi transferida para uma
coluna de extragdo em fase so6lida Strata Phenomenex®
(C18E 100 mg/mL). Apos eluicdo, a vacuo, a solugdo
coletada foi desprezada. Apds ativagdo, foram aplicadas
sobre a coluna aliquotas de 1,4 mL da SE, seguida de 5 mL
da solu¢do hidroalcoodlica utilizada na extragdo. A solugdo
foi coletada (frag@o A) e transferida para baldo volumétrico
de 10 mL, correspondendo a concentragdo final de 1,4
mg/mL. Neste baldo, foram adicionados 2 mL de AICI, a
2,5% (m/v) e seu volume foi completado com a respectiva
solugdo hidroalcoolica. Recolhida a fragdo A, passaram-se
na coluna 5 mL de éter de petroleo, sendo a amostra eluida
(fracdo B) recolhida e transferida para um segundo baldo
volumétrico de 10 mL. A este também foram adicionados
2 mL de AICI, (2,5%, m/v) e completado o volume com
éter de petroleo. O mesmo procedimento foi repetido para
a obtencdo das solugdes de compensagdo de ambas as
fragdes, sem adigdo da solugdo de AICI,. Os espectros de
absor¢ao da fracdo A e B, compreendidos na faixa de 200
a 500 nm, foram obtidos 60 min apos a adigdo de AICI,.
Paralelamente, foram preparadas as solugdes-controle
(Petry et al., 1998).

Avaliacdo da quantidade de droga vegetal

Foram avaliadas 0,5; 1 e 1,5 g da droga vegetal, que
foram submetidos ao procedimento geral de quantificag@o
utilizando etanol a40% (v/v). A absorvancia foi determinada

Rev Ciénc Farm Bésica Apl., 2015;36(4):509-516

por espectrofotometria a 403 nm apds 30 min utilizando 2
mL de AICI, 2,5% (m/v).

Procedimento  geral para quantificagdo de
flavonoides totais

Pesou-se a droga vegetal (1 g) que foi transferida
para um baldo de fundo redondo de 250 mL e adicionado
de 30 mL da solug@o hidroalcoolica. Apds mistura, o baldo
foi acoplado em condensador e submetido a refluxo por 30
min. Apo6s resfriado por 10 min a temperatura ambiente,
o extrato foi filtrado com uma pequena quantidade de
algoddo para baldo volumétrico de 100 mL. O residuo da
droga ¢ o algodao foram resubmetido ao refluxo com mais
30 mL do mesmo solvente por 10 min. O procedimento foi
repetido mais uma vez. O volume foi completado para 100
mL com a solugdo hidroalcodlica, originando a SE (Petry et
al., 1998; Marques et al., 2012).

Aliquota de 3,5 mL da SE foi transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL, adicionou-se os volumes pré-
determinados (1 mL, 2 mL e 3mL) da solugdo de AICI,
a 2,5% (m/v), em seguida, o volume foi ajustado com
solugdo hidroalcodlica. Apos adi¢do da solugdo de AICI, e
o tempo estabelecido para a complexagao, as absorvancias
foram determinadas no espectrofotometro previamente
determinado na sele¢do do comprimento de onda (403 nm).
Utilizou-se como branco uma solugdo de compensagio
preparada da mesma forma que as amostras, sem adig¢do da
solugdo de AICI,.

O teor de flavonoides totais (TFT) foi expresso em
percentagem total (% m/m) do conteudo de flavonoides,
calculado em rutina, conforme equagio abaixo:

TFT = AXFD
mxXEq . (1)

onde: TFT = teor de flavonoides totais; A =
absorvancia lida; FD = fator de diluicdo; m = massa da
droga seca (g); Fim = 171,65 (absorgdo especifica do
complexo rutina com cloreto de aluminio).

Posteriormente, o TFT foi convertido para mg de
rutina por 100 g de droga seca. Para obten¢do da massa
da droga vegetal seca utilizou-se o resultado da perda
por dessecacgdo, previamente realizada de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 5 ed. (2010).

Validagdo dos procedimentos analiticos

Para validagdo do procedimento analitico de
diluicdo direta foram avaliados os pardmetros de
especificidade, robustez, linearidade, intervalo, limite de
detecgdo (LD), limite de quantificagdo (LQ) e precisdo
(repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade).
A confiabilidade dos parametros avaliados foi observada
pelo coeficiente de variagdo (CV%). Para cada pardmetro
avaliado, foi determinado um CV% menor que 5% (Brasil,
2003) e tratados estatisticamente por Analise de Varidncia
(ANOVA) One-Way ou Two-Way, quando aplicavel, com
um nivel de significancia de 95%.
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Especificidade

Esse parametro foi verificado através da
sobreposi¢ao dos espectros das amostras obtidas a partir
da SE com e sem adigdo de AICI, (2,5% m/v) e do padrdo
de rutina, obtidos no intervalo de comprimento de onda
compreendido de 200 a 500 nm.

Linearidade, limites de detec¢do e quantificagdo

A linearidade foi verificada a partir da analise
de trés curvas construidas com a solugdo extrativa, em
cinco niveis de concentragdo: 1,0; 1,2; 1,4; 1,6 ¢ 1,8 mg/
mL, correspondendo a um intervalo de aproximadamente
70 a 150%. As curvas foram construidas empregando-
se os valores médios das absorvancias obtidas a partir
das triplicatas em cada nivel de concentragdo testada,
em fungdo da concentragdo. Os resultados obtidos foram
tratados estatisticamente através do calculo de regressdo
linear pelo método dos minimos quadrados, a fim de
definir o coeficiente de determinacdo (R2), adotando
R2 > 0,98 como valor minimo para aceitacdo (Anvisa,
2012). Adicionalmente, realizou-se a analise de residuo na
regressdo da curva analitica.

Os limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ)
foram estimados de acordo com as equagdes LD = DPa x
3/IC e LQ = DPa x 10/IC, onde DPa ¢ o desvio padrdo
do intercepto com o eixo Y, obtido das trés curvas de
linearidade e IC ¢ a média dos coeficientes angulares
(inclinag@o da reta) das respectivas curvas (Brasil, 2003).

Robustez

O ensaio para determinagdo da robustez foi realizado
a partir da variagdo dos seguintes parametros: fabricante do
alcool etilico absoluto (Vetec® e Dinamica®), estabilidade
da SE na presenca de luz a temperatura ambiente apos
24 h, estabilidade da solugdo de AICI, no periodo de 24
h. Os resultados foram expressos a partir da média de trés
determinagdes.

Precisao

A precisdo do método foi avaliada nos niveis de
repetitividade (precisdo intracorrida), precisdo intermediaria
e reprodutibilidade. A repetitividade foi verificada por seis
determinagdes individuais a 100% da concentragdo teste
(1,4 mg/mL). Para o pardmetro precisdo intermediaria
(precisdo intercorridas) trés réplicas foram analisadas a
variagdo entre dois analistas em dois dias diferentes, ambas
também na concentragdo de 100%. A reprodutibilidade foi
realizada em espectrofotometro UV distintos, utilizando
triplicata de amostras.

RESULTADOS
Desenvolvimento do método analitico

Selecdo do comprimento de onda, avaliagdo da
cinética e do volume de cloreto de aluminio
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Figura 1 - Avaliagdo da cinética de complexa¢do com
diferentes volumes de AICI3.

Absorvéncia (UA)

;
200 250 300 350 400 450 500
A{em™)

Figura 2 - Espectros de absor¢do da fracdo hidroalcoodlica
a 70% (fracdo A), fragdo de éter de petrdleo (fracdo B) e
controle na faixa de 200 a 500 nm.

Observou-se que a cinética de complexagdo do
AICl, com os flavonoides apresenta um perfil lento
com comprimento de onda maximo de 403 nm (Figura
1), independente do volume utilizado, sendo este o
comprimento de onda selecionado para as leituras das
amostras. Adicionalmente, através da analise das curvas
e dos dados brutos, observou-se que as absorvancias ndo
sofrem alteragdes significativas apds 30 min.

A avaliagdo do volume da solugdo de AICI,, por sua
vez, esta apresentada na Tabela 1:

O maximo de absorvancia foi observado no
volume de 2 mL, havendo um decréscimo dessa com o
aumento do volume para 3 mL, indicando que o volume
de 2 mL proporciona o maximo de complexagdo. A analise
estatistica realizada pela ANOVA One-Way, confirma que
ha diferenga estatistica entre os volumes testados (F
=5571;F =5,14).

calculado

volume tabelado

Avaliagao da concentrago da solugdo hidroalcoolica

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2015;36(4):509-516
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Figura 3 - Espectros de varreduras da analise de
especificidade.
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Figura 4 — Graficos de linearidade e analise de residuo das
médias das curvas.

Tabela 1 — Resultado da avaliagdo dos volumes testados da
solucdo de AICI3.

Exp.  AICI3(% m/v) Volume (mL)  Abs (U.A.) % dp*
1 2,5 1 0,490 + 0,004
2 2,5 2 0,520 + 0,003
3 2,5 3 0,506 % 0,006

Tabela 2 - Resultados obtidos na analise da precisdo
intermediaria e  reprodutibilidade, expressos em
concentragdo de rutina.

Precisao Intermediaria

Dia 1 Dia 2

(mg/100 g) (mg/100 g) Analista Dia

F calculado= F calculado=

Analista 1 27,19+£0,14 26,21 +0,07 159 498

. F tabelado=  F tabelado=

Analista 2 27,14+£0,21 26,78 +0,48 161,45 161,45

Reprodutibilidade

. Média
Equipamentos  Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 (mg/100 g)
1 26,50 26,69 26,23 26,47 +0,23
2 26,37 26,55 25,55 26,49 +0,11
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Oincrementonaconcentra¢aodoetanol proporcionou
um aumentou da absorvancias proporcionalmente,
obtendo-se um coeficiente de correlagdo linear de 0,98.
A partir da andlise dos interferentes lipofilicos, a amostra
obtida com etanol a 70% (v/v) apresentou na fragdo A um
pico maximo de absorvédncia no mesmo comprimento de
onda da solugdo-controle (403 nm) (Figura 2). A fracdo B,
por sua vez, apresentou absorvancia de 0,09 U.A. em 403
nm, indicando a presenga de interferentes lipofilicos. Para a
SE obtida com etanol a 40%, ndo foi verificada absorvancia
na fracdo B indicando a auséncia de interferentes. Dessa
forma, a absorvancia apresentada na fragdo B da SE a 70%,
pode ser considerada significativa (Petry et al., 2001),
considerando que a diferenca entre as médias obtidas com
as solugdes hidroalcoolicas de 70% e 40% em 403 nm ¢ de
0,0951 U.A. O espectro da SE a 40% nao foi ilustrado, por
apresentar o mesmo comportamento da solugao-controle.

Avaliacdo da quantidade de droga vegetal

A influéncia da propor¢ao de droga vegetal sobre a
resposta do método analitico foi avaliada na faixa de 0,5 a
1,5 g. A partir do tratamento estatistico realizado, observou-
se o comportamento linear (R2 = 0,99) nas absorvancias
verificadas nessa faixa e uma diferenca estatisticamente
significativa entre essas quantidades da droga vegetal
(Founnae = 4490,44; F = 5,14). As absorvancias médias
obtidas das amostras foram de 0,335 (+ 0,005) U.A. (0,5 g);
0,575 (x0,004) U.A. (1,0 g); € 0,824 U.A. (£ 0,009) (1,5 g),
a partir da mesma diluigao.

Validagdo dos procedimentos analiticos

Para o parametro especificidade, os espectros de
absorc¢ao das amostras analisadas encontram-se ilustrados
na Figura 3.

Para as amostras analisadas, o comprimento
de onda maximo determinado para a leitura (403 nm)
¢ distinto do comprimento de onda maximo da rutina
isolada (412 nm), demonstrando que o método mostrou-
se especifico para as amostras ora analisadas, mesmo
diante da pequena diferenga dos comprimentos de ondas
observados.

A partir da andlise de linearidade pelo método
dos minimos quadrados, obteve-se um coeficiente de
determinag@o (R2) de 0,97757 e a equag@o proposta Abs
=0,3747x + 0,0589, ndo havendo falta de ajuste de acordo
com ANOVA. A adequagdo do ajuste linear a curva de
calibracao foi confirmada através do grafico de residuo,
que apresenta erros com distribui¢ao uniforme, média zero
e variancia constante (Figura 4). Ainda como resultado da
avaliacdo da linearidade, calculou-se os limites de detecgao
e quantificagdo. Os resultados encontrados foram de 0,15
mg/mL para LD e 0,23 mg/mL para LQ.

Os resultados obtidos com o pardmetro precisdo,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade, estdo dispostos
na Tabela 2. Para o pardmetro repetitividade os resultados
apresentaram uma média de 25,80 mg/100 g e CV de
0,73%.
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Tabela 3 - Resultados obtidos para os parametros de
robustez.

Média

Parametros  Variaveis (mg/100g) CV% Fatores
+dp

Fabricante Vetec® 26,76 £ 0,23 0,84 F calculado: 2,96
de alcool
etilico Dindmica® 26,44 +0,23 0,87 F tabelado: 7,71
Estabilidade Oh 26,44+0,23 0,87  F calculado= 1,32
da SE 24h  2624+0,19 0,72  F tabelado=7,71
Estabilidade 0h 2599+0,15 0,57 F calzct:)lgdo =
da solugdo »
de AICI3 24h 2574+026 1,01  Ftabelado=7,71

Os resultados da robustez estdo sumarizados na
Tabela 3, em relagdo aos parametros avaliados.

DISCUSSAO

Conforme observado nos espectros da Figura 1,
selecionou-se o comprimento de onda de 403 nm para a
medida de absorvancia dos flavonoides totais, levando
em consideracdo a absorvancia maxima observada dos
flavonoides ap6s complexagdo com Al3+.

Na avaliagdo da complexagdo do AICI, com os
flavonoides presentes em 7. occidentalis, visando obter o
tempo otimo de leitura, observou-se um perfil cinético de
complexagdo lenta, devido ao fato da absorvancia maxima
permanecer estavel apds transcorridos 30 min da adigdo
da solugdo de AICI,. O incremento de 0,003 U.A./5 min
observado apos esse tempo ¢ irrelevante do ponto de
vista das exigéncias analiticas incidentes no caso de uma
matriz vegetal complexa (Petry et al., 1998). Nesse caso, a
cinética possibilita a determinacao do tempo de leitura das
amostras, o qual foi selecionado 30 min, menor tempo de
leitura que proporcionou a maxima absorvancia.

Para a avaliagdo da concentragdo da solugdo
hidroalcodlica utilizada para a preparagdo da SE,
observou-se que quanto maior a concentragdo da solugdo
hidroalcodlica maior o processo de extragdo, inclusive
sendo verificada uma diferenga entre as coloragdes da
SE, apresentando um verde mais intenso a medida que
aumentava o grau alcoolico. Contudo, segundo Petry
et al. (2001) concentra¢des proximas de 70% extraem
um elevado teor de flavonoides, além de interferentes
lipofilicos, como clorofila e 6leos volateis, que podem,
por sua vez, superestimar os resultados encontrados. Dessa
forma, a avaliag@o dos interferentes lipofilicos se fez de
extrema relevancia para avaliar a real influéncia da soluggo
hidroalcodlica no processo extrativo.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se a
presenga significativa de interferentes lipofilicos na SE
com etanol a 70% (v/v) e ausente na de 40% (v/v), sendo
esta ultima selecionada para a continuidade os demais
ensaios. Pois o0 aumento na extragéo observada para a SE a
70% se deve aos interferentes lipofilicos, e ndo ao aumento
da extrag@o de flavonoides. Devido aos resultados obtidos
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com a SE a 40%, ndo foi necessaria a avaliagdo com a
solu¢do hidroalcodlica a 20%.

Para a avaliagdo do volume da solugdo de
AICL, a 2,5% (m/v), verificou-se que as absorvancias
das amostras sdo sensiveis as varia¢cdes de volume,
conforme a analise estatistica realizada. O volume de 1
mL proporcionou a absorvancia mais baixa, indicando
uma quantidade insuficiente de AICI, para a complexagao
com os flavonoides presentes na amostra, desfavorecendo
a formagdo do complexo. A complexagdo maxima foi
atingida com o volume de 2 mL. E para o volume de 3 mL
da solu¢do foi observada uma diminui¢do da absorvancia,
em relagdo a 2 mL. Essa diminui¢@o pode estar relacionada
ao deslocamento no sentido da descomplexagdo, devido
a maior presenga de moles de AICI,. De acordo com a
literatura, dentre os fatores que exercem influencia na
formagdo do complexo flavondide-Al3+, tem-se a razdo
entre estes (Marques et al., 2012). Além disso, também ha
a dependéncia com as misturas de flavonoides presentes,
sendo dessa forma especifico e intrinseco para cada droga
vegetal (Petry ef al., 2001). Dessa forma a quantidade de
AICI, ¢ um fator de extrema importancia a ser avaliado,
inclusive para a espécie em estudo, em que ndo ha estudos
descritos na literatura. Logo, de acordo com os dados
apresentados, selecionou-se o volume de 2 mL da solugdo
de AICI, a 2,5% (m/v) para o preparo das amostras, a fim
de proporcionar a absorvancia maxima para a quantificacao
dos flavonoides.

Em relacdo a quantidade de droga vegetal, optou-
se pela utilizacdo de 1,0 g, que apresentou absorvancia
média de 0,575, levando-se também em considerag¢do a
possibilidade de uma maior quantidade de droga vegetal
(1,5 g) poder levar a saturag@o do solvente.

Para valida¢do deste método, foram realizados os
parametros indicados para métodos testes de finalidade da
categoria | (Testes quantitativos para a determinagdo do
principio ativo em produtos farmacéuticos ou matérias—
primas), de acordo com a RE 899/2003 da ANVISA
(Brasil, 2003). Adicionalmente foram calculados os limites
de deteccdo e quantificacdo, visando uma analise mais
detalhada do método proposto.

Na validag@o, foi utilizada a rutina como flavonoide
para a conversdo de absorvancia em teor de flavonoides
totais, baseado em trabalhos descritos na literatura
(Castellon et al., 2000; Naser et al., 2005) e na analise
fitoquimica realizada pelo nosso grupo de pesquisa, que
indicam a presenga majoritaria de derivados quercetinicos
do grupo flavonol, na sua forma glicosilada (Figueiredo et
al., 2014). Dentro flavonoides presentes em abundéncia
nessa espécie destaca-se a quercitrina (quercetina-3-O-
rhamnosideo). Nesse contexto, a quercitrina e a rutina
(quercetina-3-O-rutinosideo) sdo flavonois que sofreram
glicosilagdio do mesmo grupo hidroxila, possuindo em
comum a aglicona quercetina (Garrett, 2014).

Essa aglicona sofre desvio batocrémico, ou seja, um
deslocamento dos seus maximos de absor¢do para regides
de maior comprimento de onda através da formagdo de

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2015;36(4):509-516



Doseamento de flavonoides totais de Thuja occidentalis

complexos estaveis com o Al que se da pela ligagdo com
grupos hidroxilas livres nas posigdes 3-,5- ¢ 3’4’-OH,
possibilitando a sua quantificagdo. Logo, a utilizacdo da
rutina para determinagdo de flavonoides totais nessa espécie,
utilizando o valor de absor¢do especifica do complexo
rutina- Al” permite uma maior precisdo do que tange a
determinagdo total de flavonoides por espectrofotometria
no UV para T occidentalis. (Marques et al., 2012; Peixoto-
Sobrinho et al., 2012).

Dentre os parametros analisados na validagdo,
no pardmetro seletividade observou-se que os espectros
das amostras analisadas apresentaram absorvancias
numa faixa semelhante quando complexado com AICI,,
caracteristica dos derivados quercetinicos, mas distinto ao
da rutina isolada, visto a presenca de outros flavonoides
que influenciam no comprimento de absor¢do maxima da
amostra obtida através da SE.

Na linearidade, o grafico obtido a partir da média
das trés curvas auténticas comprova a relagdo linear
entre 0 aumento da concentragcdo do analito e a resposta
espectrofotométrica na faixa de intervalo analisado, visto
que para drogas vegetais o valor minimo do coeficiente
de determinacdo ¢ de 0,98; sendo 99,2% da variabilidade
experimental explicada satisfatoriamente pela equag@o
obtida.

O método desenvolvido demonstrou ser preciso nos
trés niveis avaliados: repetitividade, precisdo intermediaria
e reprodutibilidade. Na precisdo intermediaria foi
demonstrado que o método ¢é preciso para analises
realizadas por analistas diferentes em um mesmo dia e
em dias diferentes, estando a variagdo encontrada dentro
dos limites especificados, uma vez que os dados ndo
apresentaram diferengas estatisticas significativas (p <0,05),
de acordo com a ANOVA Two-Way. Para a reprodutividade
foi atendida, quando avaliados equipamentos distintos, de
acordo com a ANOVA One-Way (F_, . ..=0,01; F =
7,71). Para o pardmetro repetitividade os resultados
apresentaram um CV de 0,81%, abaixo do valor maximo
especificado pela legislacao.

O método mostrou ser robusto quanto a variagdo
dos fabricantes de alcool etilico P.A, estabilidade da SE
e de AICI, 2,5% (v/v) na presenca de luz e nos tempos 0
€ 24 h. Os resultados apresentaram F_, . inferiores aos
F oo conforme ANOVA One-Way, demonstrando que
ndo ha diferenca entre as variaveis analisadas.

Visto a complexidade da composi¢do das drogas
vegetais, os procedimentos analiticos determinados no
presente trabalho possibilitaram a obtengdo de um método
de doseamento de flavonoides totais para as partes aéreas
de T occidentalis, levando em consideracdo os fatores
inerentes da espécie, em especial os flavonoides presentes
na espécie. Ao final, o método desenvolvido possibilita sua
utilizagdo como um método de dilui¢do direta na pratica
laboratorial, considerado de maior simplicidade em virtude
do menor numero de etapas experimentais. Contudo, deve-
se ressaltar que essa analise ¢ uma das etapas iniciais a
serem atendidas e utilizadas no controle de qualidade da
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presente espécie. Mas deve-se considerar a relevancia
desse estudo, visto a auséncia de métodos de doseamento
de flavonoides para T occidentalis na literatura cientifica.
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