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Resumo

A espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.) € uma das principais espécies da fitoterapia brasileira, usada
no tratamento de gastrites e Ulceras gastricas. Sua inclusdo na norma do Ministério da Saude Portaria GM no 3237
de 2007, inaugurou a entrada da fitoterapia no Sistema Unico de Saude através de financiamento publico para
aquisicdo de produtos a base dessa espécie. No presente trabalho, buscou-se avaliar, a partir do fingerprint em
espectrometria de massas associada a analise multivariada, a autenticidade de produtos fitoterapicos contendo espi-
nheira santa comercializados em Sao Paulo, em comparacdo com a droga vegetal auténtica. O teor de umidade nas
amostras foi avaliado pela técnica de reflectancia no infravermelho para se confirmar se estavam dentro dos limites
estabelecidos, em caso contrério, a umidade excessiva poderia ser um fator importante na deterioracdo das amos-
tras. Apos a andlise por espectrometria de massas, foram selecionados os principais fons presentes nos espectros e
realizou-se uma andlise estatistica multivariada. Observou-se que algumas amostras sdo verdadeiras, em compara-
¢ao com a droga vegetal. Entretanto, algumas outras ndo podem ser consideradas como sendo espinheira santa. A
técnica de espectrometria de massas aliada a analise multivariada é uma ferramenta importante para a confirmacéo
da autenticidade de drogas vegetais existentes em fitoterapicos.

Abstract

Espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.) is one of the most important plant species used in Brazilian
phytotherapy for the treatment of gastric ulcers and gastritis. Its inclusion in the GM no 3237 norm edited by the
Ministry of Health in 2007 inaugurated the entry of phytotherapy in the Unique Health System by public funding
for the acquisition of these types of products. In the present study, using mass spectrometry fingerprinting allied to
multivariate analysis, the authenticity of phytotherapic products containing Espinheira santa, by comparison to an
authentic plant sample was confirmed. The humidity in the samples was evaluated by infrared reflectance to con-
firm if it was within the established limits, as excessive humidity could be a decisive factor in sample degradation.
After analysis by mass spectrometry, the main ions present in the spectra were selected and a multivariate analysis
processed. It was clearly shown that some samples were authenticated by their similarity to the plant sample, while
others could not be considered to be Espinheira-santa. The use of mass spectrometry allied to multivariate analysis
is an important tool for the confirmation of plant drugs used in phytotherapic products.
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Introducao

Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) é indicada para
varios males do aparelho digestivo e, no passado, era
muito utilizada pelos indios brasileiros com outra fina-
lidade: suas folhas eram empregadas no combate a
tumores (esse uso pode ter gerado um dos seus no-
mes populares - erva-cancerosa). A planta, pertencen-
te a familia Celastraceae, é originaria do Brasil e pode
ser encontrada na regidao que vai de Minas Gerais ao
Rio Grande do Sul, sendo mais abundante nas matas
do sul do Parana. Também é conhecida popularmente
como espinho-de-deus, salva-vidas, sombra-de-touro,
erva-cancerosa e espinheira-divina. A espinheira-santa
é uma planta perene, de porte arbéreo-arbustivo, que
atinge cerca de 2 a 3 metros de altura. Suas folhas sao
inteiricas e apresentam espinhos nos bordos, enquanto
que as flores, axilares, apresentam coloracao amarelo-
-esverdeada. A

planta produz frutos pequenos e vermelhos, sua pro-
pagacdo se da por meio de sementes e o cultivo da
bons resultados em regides de clima ameno (Cirio et
al., 2003).

Quanto aos metabolitos secundarios da M. ilicifolia,
cerca de 30 substancias ja& foram isoladas; entre os
constituintes majoritarios estao triterpenos, com es-
queletos variados, acido clorogénico, B-amirina, entre
outros (Simdes et al., 2003).

Espécies do género Maytenus apresentam como carac-
teristicas os compostos macrociclicos chamados maitan-
sindides, como a maitensina, maitenprina e maitenbu-
tina, que foram isolados de diversas partes da plantas,
como folhas, caule e raizes (Ahmed et al., 1991). Se-
gundo Itokawa e colaboradores (1990), dos extratos
metandlicos de M. ilicifolia foram isolados dois triter-
penos, cangoronina e ilicifolina, juntamente com sete
triterpenos: acido maitendico, D:Bfriedoolean- 5-en-
-3b,29-diol, D:A-friedoolean-29-ol-3-ona, pristimerina,
acido salasperimico, isopristimerina Ill e isotingenona
IIl. J& da casca das raizes foram isolados poliésteres ses-
quiterpénicos, denominados cangorinas A — J. Foram
isolados por Shirota e colaboradores em 1997, quatro
triterpenos dimeros, cangorosina A, atropcangorosina
A, diidroatropcangorosina A e cangorosina B.

Por meio da extracao por CO2 supercritico de marca-
dores de folhas de M. ilicifolia, Mossi e colaboradores
(2004), analisaram e identificaram componentes como
o esqualeno, vitamina E, estigmasterol, friedelan-3-ol,
friedelina, entre outros. De extratos hexanicos foram
isolados friedelina e friedelanol (Vilegas et al., 1994).
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Em folhas de M. ilicifolia foram isolados trés novos gli-
cosideos, ilicifolinosideos A-C (Zhu, Sharapin e Zhang,
1998).

A partir de infusdes aquosas de folhas M. ilicifolia fo-
ram isolados flavonoides di, tri e tetrassacarideos deri-
vados do canferol, junto com um trissacarideo da quer-
cetina (Leite et al., 2001). Quatro novos triterpendides
com varios esqueletos, maitefolinas A-C, e cafeato de
3-uvaol foram isolados de extratos metandlicos de fo-
lhas de Maytenus ilicifolia (Ohsaki et al., 2004).

Através de uma extracdo com solucao aquosa de hi-
dréxido de potassio 2% a quente e cromatografia de
troca-iénica, foi isolada uma arabinogalactana das fo-
lhas de M. ilicifolia (Cipriani et al, 2007).

Figura 1 - Estruturas quimicas da catequina e epi-
catequina encontradas em extratos de M. ilicifolia.
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Utilizando-se a técnica da cromatografia em fase liqui-
da de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a um detector
de massas (ESI-MS), Souza e colaboradores em 2008,
identificaram componentes presentes nas folhas de M.
ilicifolia, sendo caracterizados como afzelequina, epia-
fzelequina, catequina, epicatequina (Figura 1), galoca-
tequina e epigalocatequina, sendo estes compostos da
classe dos taninos condensados.

Soares e colaboradores (2004) desenvolveram e valida-
ram um método cromatografico utilizando fase reversa
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para a separacao e quantificacdo de catequina e epi-
catequina que sdo marcadores da planta, em extratos
aquosos de folhas de M. ilicifolia, sendo que o método
apresentou boa repetibilidade (DP < 1,5%), reproduti-
bilidade (DP < Epicatequina 5%) e uma boa precisao.
Lopes e colaboradores (2010) também desenvolve-
ram e validaram um método analitico em HPLC para
a quantificacdo de epicatequina em espinheira santa.

Em extratos aquosos de talos, ramos, folhas e raizes
foram identificados aminoéacidos, fendis, taninos, fito-
esteroides insollveis, leucoantocianidinas e saponinas
(Martins, 1998).

Mandich, Bittener e Barros (1984), dentre vérios ou-
tros autores (Xavier e D'angelo, 1996; Nakamura et al.,
1997; Zhu, Sharapin e Zhang, 1998; Leite et al., 2001;
Tiberti et al., 2007 e Negri, 2007) isolaram flavondéides
heterosideos de M. ilicifolia. Entre eles, destacam-se os
mostrados na figura 2.

Figura 2 - Estruturas quimicas de flavondides hete-
rosideos encontrados em extratos de M. ilicifolia.

Isoquercitrina
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Os taninos condensados, que sao formados por uni-
dades de catequina unidas entre si por ligacoes entre
o carbono 3 de uma unidade e o carbono 8 de outra
unidade, sdo apontados como constituintes quimicos
majoritarios em extratos aquosos de M. ilicifolia (Figura
3), sendo utilizados como marcadores no controle de
qualidade de extratos e medicamentos Rutina (querce-
tina-3-rutinosideo) fitoterapicos através de diferentes
técnicas de avaliacdo e desenvolvimento tecnolégico
(Pessuto et al., 2006). Apresentam estrutura complexa
e sao resistentes a hidrélise, mas podem ser sollveis
em solventes organicos aquosos, dependendo de sua
estrutura. Em razdo de suas estruturas quimicas, sem
a presenca de ligacdes éster e depsidica, as proanto-
cianidinas ndo sao susceptiveis a hidrolise pela tanase
(Battestin, 2007).

Figura 3 - Estrutura quimica de um tanino conden-
sado (proantocianidina) encontrado em extratos
de M. ilicifolia. Reproduzido (Vital et al., 2004).
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Foram identificados em espinheira santa, os seguintes
taninos condensados: epicatequina-(4B8)-catequina
(Procianidina B1) e epicatequina-(438)-epicatequina
(Procianidina B2). Alguns taninos condensados (figura
4) (Mandich et al., 1984; Radomski, 2006) apresen-
taram as atividades antitlcera gastrica (Carlini e Braz,
1988) e antimutagénica para o teste de AMES (Vargas,
Guidobono e Henriques, 1991).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estabeleceu,
em resolucao, o registro simplificado de fitoterapicos
(ANVISA, 2004, 2010). No Anexo | da RE 89 de 2004,
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substituida pela Instrucdo Normativa 5 (ANVISA, 2008),
é mencionada a presenca da espinheira santa como
planta medicinal para a elaboracao de fitoterapico. Em
complemento, o Ministério da Saude esta implantan-
do a prética da fitoterapia no Sistema Unico de Sau-
de (SUS) em todo o Brasil, padronizando inicialmente
o uso do guaco (Mikania glomerata) e da espinheira
santa (Maytenus ilicifolia) nas unidades basicas, o que
reforca a necessidade de parametros adequados para
o controle de qualidade de tais produtos (Ministério da
Saude, 2007).

Considerando a importancia da préatica da fitoterapia
no SUS comecando com a espinheira santa e relatos
da auséncia de controle de qualidade em muitas for-
mulacoes existentes no mercado contendo esta planta
(Vilegas, Lancas e Cervi, 1994), é que este trabalho foi
proposto e desenvolvido. Nesse contexto, avaliou-se a
qualidade de produtos a base de espinheira-santa exis-
tentes no mercado paulista, determinando-se alguns
parametros fisico-quimicos, em comparacdo com a
droga vegetal auténtica, cuja identidade botanica foi
confirmada. As amostras foram avaliadas por espectro-
metria de massas e analise estatistica multivariada com
a finalidade de se comprovar sua veracidade através
destas duas técnicas analiticas.

Materiais e métodos
Amostras comerciais de fitoterapicos

Foram obtidos produtos contendo Maytenus ilici-
folia em diversas formas farmacéuticas, tendo sido
adquiridos de farmacias comerciais e de manipulacdo
da cidade de Sao Paulo e de Campinas. Tais amostras,
apos preparo, foram direcionadas a espectrometria de
massas e analise estatistica multivariada. As informa-
¢bes sobre as amostras estdo na tabela 1.

Tabela 1 - Droga vegetal e amostras comerciais de
espinheira santa em formas diversas.

Amostra  Forma Farmacéutica

DVES1 Droga vegetal auténtica

ESC1 Capsulas de extrato seco 380mg ESC2
ESC3 Capsulas de extrato seco 380mg
ESC4 Capsulas de extrato seco 40mg

ESC5 Capsulas de extrato seco 300mg

ESC6 Extrato seco ESC7

ESC8 Droga vegetal pulverizada fina

ESC9 Droga vegetal pulverizada fina

ESC10 Extrato Flufdo Extrato Fluido
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A amostra comercial na forma de droga vegetal inteira
foi avaliada quando a sua identidade botanica (Farma-
copéia Brasileira, IV, 1998) triturada em liquidificador e
armazenada em embalagem de vidro, para a extragao
de ativos e andlise por espectrometria de massas.

Determinacao de dgua em drogas
vegetais

No presente trabalho, a determinagao de dgua foi
avaliada método da reflectancia de infravermelho (Far-
macopéia Brasileira, V, 2010). Este método é baseado
na espectrometria, onde uma amostra é irradiada com
luz em dois comprimentos de ondas diferentes na
regiao do infravermelho. Um comprimento de onda é
absorvido pela 4gua, enquanto o outro é usado como
referéncia e ¢ muito pouco absorvido. A porcentagem
de umidade é dada no monitor da balanca apés o
tempo de uma hora a 60°C.

O teor de umidade por infravermelho foi verificado em
todas as amostras comerciais em triplicata, excetuando-
-se a ESC9 e ESC10 por se tratarem de extratos fluidos.

Preparo da amostra

Todas as amostras sélidas foram pulverizadas ou tritu-
radas de forma a limitar a dimensao de seus compo-
nentes a, Nno maximo, 3 mm de espessura.

Preparo das solu¢oes-mae (SM)

Foram empregados 0,750 g do extrato seco, pd e
extrato fluido. O material foi transferido para um er-
lenmeyer com 150 ml de 4gua e deixado em agitacdo
por 30 minutos a 70°C em mesa agitadora. Apds este
periodo, resfriou-se em 4gua corrente sendo transfe-
rido seu contetdo para um baldo volumétrico de 250
ml, lavando-se e completando- se o volume com agua.
Tomou-se cerca de 80 ml do extrato e filtrou-se atra-
vés de papel filtro, sendo desprezados os primeiros 50
ml. O filtrado obtido foi denominado de solucdo-mae
(SM) (Farmacopéia Brasileira.V, 2010). Foram obtidas
solucdes-mae de droga vegetal auténtica (DVES1) e de
dez amostras comerciais (ESC1 a ESC10).

Analise das solu¢oes-mae por espectro-
metria de massas

As solucoes-mae da droga vegetal, extratos fluidos, ex-
tratos secos e capsulas foram diluidas em uma solucao
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metanolica a 70% (v/v) (metanol grau cromatogréfico
da Tedia, Fairfield, OH, USA), 4gua deionizada a 30%
(v/v) com 0,1% de hidroxido de amonio (Ecibra). Foram
analisadas em modo negativo por insercao direta, sob
um fluxo de 10 pl/min, no espectrdmetro de massas
com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS), obtendo-se
assim o perfil denominado de fingerprint. Os ESI-MS
fingerprints em modo negativo foram obtidos em um
equipamento de massa de alta resolucdo Micromass Q-
-TOF nas seguintes condicdes: os capilares e cones de
voltagem foram selecionados a -3000 V e -40 V, res-
pectivamente, com uma temperatura de de-solvatacdo
de 100°C.

Analise estatistica multivariada

Na andlise quimiométrica, os dados processados sdo
representados por uma matriz X. No presente estudo,
as linhas representam as solucdes mae de todas as for-
mulacdes comerciais de espinheira santa e da droga ve-
getal (Tabela 1) e cada coluna (p) representa as varidveis
(por exemplo, os fons identificados no fingerprint em
espectrometria de massas). As amostras sao represen-
tadas como pontos no espaco dimensional. Portanto,
um dos objetivos desta andlise é justamente reduzir o
espaco para duas ou trés dimensdes, que é a limita-
¢do humana para identificar, classificar e reconhecer
objetos. A matriz T chamada de “scores” representa a
posicdo de uma amostra nesse novo espaco. A matriz
V chamada de “loadings” representa uma matriz que
descreve o peso de cada variavel nesse novo eixo de
coordenadas (conhecido como coordenadas principais,
PCs). Foi empregada nesta andlise multivariada, o sof-
tware Pirouette, versao 2.6, da Infometrix, Woodinville,
WA, EUA.

Resultados e Discussao

A presenca de quantidade excessiva de dgua em dro-
gas vegetais propicia o desenvolvimento de micro-or-
ganismos, insetos e hidrélise de principios ativos, entre
outros e consequente deterioracao de constituintes da
droga, havendo a necessidade de manutencdo de seu
contetdo dentro de limites especificos, em geral, na
faixa de 8 a 14% (Farmacopéia Brasileira IV, 1988). Este
parametro foi avaliado no presente trabalho para se as-
segurar que todas as formas farmacéuticas soélidas e a
droga vegetal estavam de acordo com o parametro ofi-
cial. A Figura 4 mostra os resultados obtidos do teor de
umidade empregando-se a técnica de infravermelho.
Observa-se que todas as amostras apresentam valores
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de umidade dentro dos limites preconizados pela Far-
macopéia Brasileira que é de no maximo 12% (Farma-
copéia Brasileira, 2010).

O coeficiente de variacdo dos resultados obtidos na
analise de umidade empregando se a técnica de in-
fravermelho variou entre 0,12 e 16,70%. A flutuacao
grande no coeficiente de variacao da técnica de infra-
vermelho pode ser atribuida ao fato das amostras se-
rem de serem diferentes formas farmacéuticas, sendo
importante salientar que o maior valor obtido por infra-
vermelho ainda é bem menor do que o obtido na téc-
nica de gravimetria (28,51% - dados nao mostrados).
No caso da utilizacdo da técnica de infravermelho, uma
flutuacao grande no coeficiente de variacdo pode ser
atribuida ao fato mencionado anteriormente, havendo
a necessidade de se padronizar melhor a técnica. Mas
é importante salientar que o maior coeficiente de varia-
¢ao dos valores de umidade obtidos por infravermelho
ainda é bem menor do que o calculado para a obten-
cao do valor de umidade por gravimetria. Conclui-se,
portanto que a utilizacdo de balanca de infravermelho
apresenta menor variacdo nos dados obtidos, sendo
uma técnica com menor probabilidade de erros expe-
rimentais.

As amostras comerciais de espinheira santa foram ana-
lisadas por fingerprinting em espectrometria de massas
em comparacao com a auténtica da droga vegetal. A
Figura 5 mostra o fingerprinting de uma amostra co-
mercial analisada, em comparacdo com a droga vegetal
auténtica.

Figura 4 - Teor de umidade (%) da droga vegetal
(DVES1) e das amostras comerciais de espinheira
Para todas as amostras foram selecionados os fons com
valores de intensidade de massa mensuraveis (103,0;
105,0; 111,3; 115,0; 117,0; 119,0; 130,8; 133,0;
136,9; 139,0; 147,0; 151,0; 157,1; 165,0; 170,9;
175,2; 181,0; 197,0; 191,1; 192,9; 194,8; 197,0;
202,8; 207,1; 208,9; 209,3; 215,2; 217,0; 218,7;
220,9; 233,1; 260,8; 271,0; 276,9; 278,9; 285,0;
289,0; 295,1; 315,0; 317,1; 321,1; 327,0; 341,0;
343,1 e 396,7 M-). Estes dados foram colocados na
planilha de calculos da andlise quimiométrica. Os resul-
tados desta analise sdo mostrados na Figura 6.

A figura 6A mostra os scores (amostras de fitoterapicos
contendo Maytenus ilicifolia). Os graficos bidimensio-
nais (Figura 6A e B) dividem as amostras em grupos de
acordo com as semelhancas nas suas composicoes (jons
marcadores). A figura 6A (scores) apresenta as amostras
de fitoterdpicos (ESC1 a ESC10) em comparacdo com
a droga vegetal auténtica (DVES 1). A figura 6B mostra
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santa (ESC1 a ESC8), pelo método de reflectancia no infravermelho (identificacdo das amostras, vide
tabela 1). Onde: 1 (DVES1), 2 (ESC1), 3 (ESC2), 4 (ESC3), 5 (ESC4), 6 (ESC5), 7 (ESC6), 8 (ESC7) e 9 (ESCS8).

Figura 5 - Fingerprint em espectrometria de massas da amostra ESC8 (A) comparado com o da droga
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Figura 6 — Analise das componentes principais (PCA) das amostras da droga vegetal (DVES1) e das amos-
tras comerciais de espinheira santa (ESC1 a ESC10). A: Scores das amostras de fitoterapicos analisados,
onde: 1 (DVES1), 2 (ESC1), 3 (ESC2), 4 (ESC3), 5 (ESC4), 6 (ESC5), 7 (ESC6), 8 (ESC7), 9 (ESC8), 10 (ESCI), 11
(ESC10). As amostras foram designadas como nimeros para facilitar a visualizacao, vide tabela 1. B: Loa-
dings que agrupam as amostras, isto é, os ions presentes no perfil por espectrometria de massas.

os fons obtidos na fragmentacao por espectrometria de
massas (loadings) (figura 5). As amostras 4 (ESC3), 5
(ESC4) e 9 (ESC8) sao as mais similares, contendo va-
rios fons em comum, e mais préximas da amostra de
referéncia, que ¢ a droga vegetal auténtica, 1 (DVEST).
As amostras 2 (ESC1) e 6 (ESC5) séo as mais discrepan-
tes, isto é ndo contém nenhum dos fons presentes na
droga vegetal (DVES1). As amostras ESC2, ESC6, ESC7,
ESC9 e ESC10 estdo numa regido intermediaria no gra-
fico apresentando os ions 133,0; 151,0; 181,0; 209,3;
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218,7; 285,0 e 315,0 em comum (Figura 6). Conclui-
-se que as amostras ESC1 e ESC5 podem néo ser au-
ténticas. Com certeza as amostras ESC3, ESC4 e ESCS8
contém espinheira-santa, em comparacdo com a droga
vegetal auténtica de Maytenus ilicifolia. Ao se analisar
0s pesos moleculares dos compostos mostrados nas
figuras 1 e 2, observa-se que a catequina e a epicate-
guina possuem massa exata de 290,08 g/mol. Como
os espectros de massa foram obtidos em modo nega-
tivo (menos um H+) o valor de massa aproximada a se
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encontrar para estes compostos seria o de 289. A dro-
ga vegetal auténtica (DVES1) e os fitoterdpicos ESC2
e ESC10 possuem seguramente a catequina ou a epi-
catequina, pois no espectro (fingerprint) destas amos-
tras foi observado este jon. Leite e colabiradores (2001)
isolaram e caracterizaram o triglicosideo canferol-3-O-
-a-L-ramnopiranosil(186)-O-[a-L- ramnopiranosil(1682)]
O-b-D-galactopiranosideo (mauritianina), outro tri-gli-
cosideo, quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil(136)-O-[a-
-L-ramnopiranosil(1B2)]-O-b-D-galactopiranosideo e o
di-glicosideocanferol- 3-O-a-L-ramnopiranosil(132)-O-
-b-D- galactopiranosideo. Outros compostos que 0s
mesmos autores identificaram em Maytenus ilicifolia,
foram: o mono-glicosideo trifolina (canferol-3-O-b-D-
-galactopiranosideo), a hiperina (quercetina-3-O-b-D-
-galactopiranosideo), o triglicosideo flavonico mauritia-
nina, e a epi-catequina. O fracionamento de um extrato
aquoso liofilizado de folhas de Maytenus ilicifolia levou
a obtencao de cinco fracoes, fornecendo um derivado
tetraglicosilado de canferol, além do galactitol (Figura
7) (Leite et al., 2010).

Figura 7 - Estrutura quimica do galactitol isolado
de Maytenus ilicifolia por Leite e colaboradores
(2010) Formula quimica: C6H1406. Massa exata:
182,08 g/mol.

OH
H—T—H
H——OH

OH—1—H
OH—T1—H
H———OH
H—T1—H
OH

O galactitol é um composto de massa molecular exa-
ta de 182,08 g/mol. Como o espectro de massas das
amostras foi obtido em modo negativo, era de esperar
0 aparecimento de um pico de massa ao redor de 181.
As amostras da droga vegetal auténtica (DVEST), ESC1,
ESC2, ESC4, ESC5, ESC6, ESC9 e ESC10 apresentam o
galactitol, pois esta massa aparece no fingerprint des-
tas amostras.

de Fitoterapicos Contendo Maytenus ilicifolia.

Conclui-se, portanto, que a técnica de espectrometria
de massas aliada a anélise multivariada, é uma ferra-
menta importante para a confirmacdo da autenticidade
de drogas vegetais existentes em fitoterapicos.
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