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Qualidade e autenticidade de folhas de chapéu-de-couro (Echinodorus grandiflorus)
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RESUMO: Echinodorus grandiflorus e Echinodorus macrophyllus, conhecidas como chapéu-
de-couro, sdo empregadas de forma indistinta como anti-inflamatorio. O objetivo deste
trabalho foi realizar analises fisico-quimicas de trés amostras (A, B e C) de folhas de chapéu-
de-couro (E. grandiflorus) provenientes de fornecedores de Sdo Paulo buscando avaliar a
qualidade e autenticidade destas amostras considerando a Farmacopéia Brasileira, 52 edi¢ao,
como referéncia. Verificou-se que as amostras estavam de acordo com as especificacdes
farmacopeicas em relagéo as caracteristicas organolépticas, material estranho, umidade,
cinzas totais, cinzas sulfatadas (exceto amostras A e B) e teores de derivados de acido
o-hidroxicindmico (exceto amostra A). Na descrigdo macro e microscopica foram identificadas
estruturas caracteristicas de E. grandiflorus. Apos analise dos perfis cromatograficos por
cromatografia em camada delgada de silica (CCDS) constatou-se a presenca de acido caféico,
isoorientina e swertiajaponina, conforme a monografia da espécie. A amostra C foi a Unica
droga vegetal aprovada segundo os critérios da Farmacopeia Brasileira, evidenciando-se a
necessidade da realiza¢ao do controle de qualidade de matérias-primas vegetais para garantir
a obtengao de fitoterapicos seguros e eficazes.

Palavras-chave: Echinodorus grandiflorus, autenticidade, perfil cromatografico, marcadores
morfologicos.

ABSTRACT: Quality and authenticity of leaves of “chapéu-de-couro” (Echinodorus
grandiflorus) from suppliers in Sdo Paulo. Echinodorus grandiflorus and Echinodorus
macrophyllus, known as “chapéu-de-couro”, have been differently used as anti-inflammatory agents.
The aim of the present study was to carry out physicochemical analyses of three leaf samples (A,
B and C) from “chapéu-de-couro” (E. grandiflorus) obtained from suppliers in S&o Paulo to assess
the quality and the authenticity of these samples according to the Brazilian Pharmacopoeia (BP) 5"
edition. All samples were in agreement with the specifications of the Pharmacopoeia considering
their organoleptic characteristics, foreign material, humidity, total ash and sulfated ash (except
for samples A and B), as well as the levels of o-hydroxycinnamic acid derivatives (except for
sample A). Macroscopic and microscopic analysis of the samples revealed structures typical of E.
grandiflorus. Analysis of chromatographic profiles by thin-layer chromatography (TLC) on silica gel
indicated the presence caffeic acid, isoorientin and swertiajaponin, which are in accordance with
the monography for this species. Sample C was the only plant drug approved according to the
criteria of the Brazilian Pharmacopoeia, evidencing the need of quality control of raw plant material
to ensure the production of safe and effective phytomedicines.

Key words: Echinodorus grandiflorus, authenticity, chromatographic profile, morphological markers

INTRODUGAO

Os fitoterapicos sempre representaram uma
parcela significativa no mercado de medicamentos.
Dados mais recentes estimam o mercado mundial
de fitoterapicos em cerca de US$ 44 bilhdes
anuais, segundo a consultoria Analize and Realize,
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que atende algumas das maiores industrias
farmacéuticas do mundo, estando este ainda em
expansao (Mioto, 2010). Segundo a Associagao
Brasileira de Empresas do Setor Fitoterapico
(ABIFISA), n&do existem dados oficiais sobre o
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tamanho desse mercado no Brasil, apesar das
estimativas variarem entre US$ 350 milhdes e US$
550 milhées. O ritmo de crescimento das vendas
de fitoterapicos no mercado brasileiro atinge taxa
de 15% ao ano, enquanto para medicamentos
sintéticos a taxa anual de crescimento é de 4%
(Febrafarma, 2007; Monte, 2007; Carvalho et al.,
2008).

O aumento no uso de fitoterapicos pela
populagao mundial também tem se traduzido em
preocupagdo com a qualidade de tais produtos,
devido aos problemas comumente encontrados
referentes a autenticidade, pureza e composig¢ao
quimica das matérias-primas vegetais que
contribuem para um fitoterapico de ma qualidade.
Pesquisas realizadas no Brasil tém mostrado que a
situacao dos produtos a base de plantas medicinais
& precaria em varios centros urbanos (Amaral et al.,
2003; Carvalho et al., 2004; Melo et al., 2004; Zaroni
et al., 2004; Zuin et al., 2004; Tobias et al., 2007).

Nesse contexto, o Ministério da Saude
do Brasil edita normas federais para disciplinar o
registro e a comercializagao de produtos fitoterapicos
no pais. Atualmente, esta em vigor a Resolugéo
RDC n°14 que estabelece regras para o registro de
medicamentos fitoterapicos, baseadas em rigidos
parametros de qualidade, seguranga e eficacia
terapéutica. Esta resolugdo contempla a matéria-
prima vegetal, os derivados de droga vegetal e o
medicamento fitoterapico (Carvalho et al., 2008;
Brasil, 2010). Espera-se assim que, o mercado de
produtos registrados corrija gradativamente suas
falhas e passe a ofertar fitoterapicos de maior
qualidade a populagéo (Ribeiro et al., 2005).

Brito & Brito (1993) apontaram diversos
estudos quimicos e/ou farmacolégicos realizados
com espécies da flora nativa, ressaltando as
potencialidades de utilizagdo de varias delas,
bem como a necessidade de maiores estudos da
riquissima flora tropical brasileira. No Brasil, varias
espécies nativas sédo largamente empregadas
pela populagdo com fins medicinais; entre estas
podem ser citadas a goiabeira (Psidium guajava
L.), a capeba (Pothomorphe umbellata (L.) Miq.)
e o chapéu de couro (Echinodorus grandiflorus
(Cham. & Schitdl.) Micheli) (Di Stasi et al., 2002),
sendo a ultima selecionada para estudo no presente
trabalho.

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl.)
Micheli e Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli
(Alismataceae) sao denominadas popularmente de
chapéu-de-couro (Panizza, 1997). As monografias
de “chapéu-de-couro” presentes na Farmacopeia
Brasileira 12 e 22 edi¢cdes (Pharmacopeia..., 1926,
Farmacopeia..., 1959) se referem apenas a espécie
E. macrophyllus. No entanto, a monografia de
Echinodorus grandiflorus foi recentemente publicada
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na quinta edicdao da Farmacopeia Brasileira
(Farmacopeia..., 2010).

Tradicionalmente as folhas destas espécies
sdo empregadas para o tratamento de processos
inflamatdrios (reumatismo, artrite) entre outros
usos (Panizza, 1997; Lorenzi & Matos, 2002), tanto
na forma de chas caseiros como em preparagdes
fitoterapicas (Stehmann & Brandao, 1995; Marodin
& Baptista, 2001; Di Stasi et al., 2002; Nunes et al.,
2003). Apesar do amplo emprego pela populagao,
nao ha atualmente nenhum medicamento fitoterapico
contendo chapéu de couro registrado no Brasil,
devido a falta de estudos que comprovem sua
eficacia e seguranga, conforme preconizado pela
legislacdo vigente. Todavia, as drogas vegetais
bem como alguns de seus derivados encontram-se
atualmente no mercado nacional, comercializados
por diferentes laboratérios.

As folhas de E. grandiflorus apresentam
em sua composigao diterpenos (do tipo clerodano e
cembrano), flavonoides (C-heterosideos de flavonas
como a isoorientina e a swertiajaponina), derivados
do acido o-hidroxicinamico (acidos chicérico e
caftarico), esterdides, acidos graxos, arilpropanoides
simples (acido cafeico, ferulico e isoferulico) e
acido trans-aconitico (Tanaka, 2000; Pimenta;
2002; Schnitzler et al., 2007). Para a espécie
E. macrophyllus foram isolados até o momento
diterpenos clerodanicos, cembranicos e labdanicos
(Kobayashi et al., 2000a, 2000b, 2000c; Shigemori et
al., 2002). Ressalta-se que diterpenos ocorrem em
ambas espécies, no entanto, os constituintes com
esqueletos clerodano e cembrano isolados das duas
espécies sao distintos e diterpenos labdanicos foram
encontrados apenas em E. macrophyllus.

As duas espécies sao utilizadas
popularmente de forma indistinta para as mesmas
finalidades medicinais em diversas regides do Brasil
(Panizza, 1997; Lorenzi & Matos, 2002); no entanto,
os dados da literatura indicam composigao quimica
diferenciada para as espécies, evidenciando-
se a necessidade de novos estudos quimicos e
farmacoldgicos buscando identificar as substancias
ativas.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de avaliar a qualidade e autenticidade de folhas de
chapéu-de-couro (E. grandiflorus), provenientes de
fornecedores do Estado de Sao Paulo, confrontando
com os parametros preconizados pela monografia
farmacopeica publicada em 2010.

MATERIAIS E METODOS

Amostras avaliadas
Trés amostras (A, B, C) de folhas rasuradas
de chapéu-de-couro (aprox. 500 g) foram adquiridas
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de trés fornecedores distintos de matéria prima
vegetal, situados em Sao Paulo - SP, no periodo
de marco a abril de 2011. As amostras de drogas
vegetais foram adquiridas pela industria mineira
“Belém Jardim Fitoterapicos” para fabricagdo de
produtos a base de chapéu-de-couro.

Amostragem
A amostragem das drogas vegetais A, B
e C foi efetuada por quarteamento como descrito
na Farmacopeia Brasileira para lotes menores de
10 Kg de folhas, obtendo—se, como amostra final,
250 g de folhas que foram empregadas nas analises
(Farmacopéia Brasileira, 2010).

Caracterizagao organoléptica

As amostras de drogas vegetais foram
analisadas quanto a cor, odor e aspecto, a partir dos
parametros descritos pela Farmacopeia Brasileira
(Farmacopéia Brasileira, 2010). Para melhor
visualizagado das caracteristicas, as drogas vegetais
foram transferidas para folhas de papel branco, e
observadas sob luz natural.

Descrig6es macro e microscopica

A determinagcdo macroscopica foi realizada
a olho nu e com auxilio de um microscopio
estereoscopio Olympus SZX9, avaliando-se os
aspectos morfolégicos externos comparando-os com
bibliografia de referéncia (Haynes & Holm-Nielsen,
1994; Oliveira, 1998; Farmacopéia Brasileira, 2010).
A caracterizagdo microscopica foi realizada por meio
de técnicas usuais de anatomia vegetal: diafanizagao,
dissociagado e coloragao (Kraus & Arduin, 1997;
Oliveira, 1998; Who, 1998; Farmacopéia Brasileira,
2010), utilizando microscépico Olympus CX31.
As fotomicrografias foram obtidas a partir da
camara fotografica Olympus QColor 5, acoplada ao
microscopio.

Determinagédo de material estranho

As amostras (250 g) foram submetidas a uma
tamisagao sequencial (MESH 10, 20, 32, 80 e fundo).
As fragdes retidas em cada tamis foram pesadas
e armazenadas separadamente. Os materiais
estranhos foram retirados manualmente, a olho nu,
sendo posteriormente transferidos para placas de
Petri e observados ao microscopio esterioscopio.
Os diferentes tipos de materiais estranhos foram
separados, pesados e os percentuais calculados
(Farmacopéia Brasileira, 2010).

Determinacgao de agua
Para a determinagao do teor de agua utilizou-
se 0 método gravimétrico descrito na Farmacopeia
Brasileira (Farmacopéia Brasileira, 2010). As analises
foram realizadas em triplicata para todas as amostras

e os resultados expressos em porcentagem de agua
em relagao a droga vegetal.

Determinacao de cinzas totais e sulfatadas

Na determinagéao do teor de cinzas totais
e sulfatadas utilizou-se o método descrito na
Farmacopeia Brasileira (Farmacopéia Brasileira,
2010). As andlises foram realizadas em triplicata e as
porcentagens de cinzas foram calculadas em relagéo
a droga vegetal.

Obtengéo dos perfis cromatograficos por
CccDh
Para as amostras de drogas vegetais,
fez-se extragdo prévia por turbolizagdo seguida de
particdo conforme monografia do chapéu-de-couro
(Farmacopéia Brasileira, 2010). Para a obtencao
dos perfis cromatograficos das drogas vegetais
utilizaram-se cromatoplacas de aluminio recobertas
por silica gel 60G F ., Merck, sendo empregado como
eluente acetato de etila, tolueno, acido férmico e agua
(100:10:10:1) e solugao metandlica de difenilborato
de aminoetanol a 1%, sob luz UV, ., como
revelador. A isoorientina e o acido cafeico (ambos
da Extrasynthése, Franga) foram utilizados como
padr&o. Os fatores de retengéo (R;) foram calculados
para as manchas fluorescentes observadas.

Doseamento de derivados do acido
o-hidroxicinadmico por UV
As amostras de drogas vegetais foram
extraidas, sob refluxo, com etanol a 50% (v/v) de
acordo com metodologia descrita pela Farmacopéia
Brasileira (2010), em triplicata. As andlises foram
realizadas em espectrofotdmetro Fento (modelo 482),
empregando-se o reagente de Arnow (nitrito de sédio
e molibdato de sddio), em meio acido. Mediu-se a
absorvancia da solugdo em 525 nm frente ao branco.
Os teores de derivados do acido o-hidroxicinamico,
expressos em porcentagem de verbascosideo, foram
calculados como descrito na monografia do chapéu de
couro (Farmacopeia..., 2010).

Analise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de
pureza e no doseamento foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), e posteriormente, ao teste
de Tukey para comparagao dos teores médios. As
analises estatisticas foram realizadas pelo programa
GraphPad Prism, versdo 5 (2007) da GraphPad
Software.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes fisico-quimicos e
do doseamento estdo apresentados na Tabela 1.
Em relagao as caracteristicas organolépticas todas
as amostras de drogas vegetais apresentaram
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sabor amargo e odor caracteristico, conforme
descrito na monografia da espécie. Nas analises
macro e microscopica as caracteristicas descritas
na farmacopéia foram observadas nas folhas e
peciolos da droga vegetal. Porém, detalhes das
folhas como formato da base e apice, comprimento
e largura, e detalhes das nervuras ndo puderam
ser avaliados, visto que as amostras adquiridas
encontravam-se rasuradas. Foram observados
pontos translucidos abundantes correspondentes
aos ductos secretores nas laminas foliares das
trés amostras. Estas estruturas sao caracteristicas
apenas da espécie E. grandiflorus e sao importantes
na sua diferenciagdo em relagdo a E. macrophyillus,
visto que as folhas destas espécies apresentam
caracteristicas anatémicas semelhantes (Haynes &
Holm-Nielsen, 1994). Constatou-se que a epiderme
em vista frontal, em ambas as faces da lamina,
é formada de células de paredes sinuosas, com
estdbmatos paralelociticos, com células-guarda
alongadas e com dois pares de células subsidiarias
adjacentes (Figura 1-l). Sobre as nervuras néao
ocorrem estdmatos, mas sdo observados tricomas
pluricelulares estrelados.

Cortes transversais da lamina foliar
revelaram a epiderme uniestratificada. O mesofilo
é composto por uma camada de parénquima
palicadico e pelo parénquima esponjoso, cujas
células apresentam pequenas expansdes
braciformes (Figura 1-I1). As nervuras principais sao

= o x :
FIGURA 1. Aspectos microscopicos das trés amostras de folhas de Echinodorus grandiflorus. (I) Epiderme
abaxial, em vista frontal, com estématos paralelociticos (200X); (ll) Feixe vascular de maior calibre circundado
por aerénquima formando amplas lacunas (400X); (lll) Espaco intercelular e ducto secretor (seta) nas trabéculas
do aerénquima (200X); (IV) Peciolo em secgéo transversal (100X).
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biconvexas circundadas por aerénquima formando
amplas lacunas. Nestas lacunas, ocorrem ductos
secretores (Figura 1-111) e trabéculas compostas por
células braciformes com reentrancias espessadas.
O peciolo, em secc¢ao transversal, é formado por
aerénquima com as mesmas caracteristicas da
nervura principal (Figura 1-1V).

Nas amostras A e C observou-se grande
quantidade de fragmentos de capitulos florais, o
que indica que a colheita foi realizada na época
de floracao da espécie. No entanto, vale ressaltar
que os capitulos florais ndo sédo preconizados pela
farmacopéia, caracterizando adulteragdo destas
amostras (Rocha, 2009; Farmacopeia..., 2010). Os
peciolos presentes nas trés amostras, com menor
predominancia em B, sdo contemplados e descritos
macro e microscopicamente na monografia
farmacopeica da espécie. Dentre os materiais
estranhos encontrados nas amostras avaliadas
destacam-se capitulos florais da propria espécie,
materiais plasticos, insetos vivos e fragmentos de
insetos mortos (Figura 2). Considerando-se os
limites preconizados na monografia do chapéu-de-
couro (Farmacopeia..., 2010) para os ensaios de
material estranho (max. 2%), umidade (max. 9%),
cinzas totais (max. 11%) e cinzas sulfatadas (max.
13%) (Tabela 1), constatou-se que as amostras
avaliadas apresentaram valores dentro dos limites
estabelecidos pela farmacopéia, excetuando-se
os teores de cinzas sulfatadas das amostras Ae B
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FIGURA 2. Materiais estrranhos encontrados nas t

rés amostras de chapéU-de-couro. (I) Capitulos florais da

propria espécie; (Il) Materiais plasticos; (lll) Insetos e fragmentos de insetos

Rf=0,72

Rf=0,17

FIGURA 3. Perfis cromatograficos das amostras A,
B e C, obtidos por CCDS. Padrdes: acido cafeico (1)
e isoorientina (2). Eluente: acetato de etila-tolueno-
acido férmico-agua (100:10:10:1). Revelador:
difenilborato de aminoetanol a 1%, em MeOH /
UV, (Farmacopeia..., 2010)

365m

(13,10£0,02% e 14,44 + 0,02%, respectivamente).
Ressalta-se que um teor elevado de cinzas
sulfatadas corresponde a um conteudo elevado de
impurezas inorganicas nestas amostras (Rocha,
2009).

Nos perfis cromatograficos por CCD, as
trés amostras apresentaram manchas referentes
aos marcadores da espécie: acido cafeico (Rf =
0,72), isoorientina (Rf = 0,17) e swertiajaponina
(Rf = 0,12) (Figura 3), conforme monografia do
chapéu-de-couro (Farmacopeia..., 2010).

No doseamento de derivados do acido
o-hidroxicinamico (DAH) (min. 2,8%), constatou-
se que as amostras B (3,89 + 0,13%) e C (2,82
+ 0,03%) apresentaram teores de acordo com
a monografia da espécie, enquanto a amostra
A (2,10 + 0,03%) exibiu teor inferior ao minimo
preconizado (Tabela 1). Teores de metabdlitos

secundarios abaixo do preconizado podem estar
associados a varios procedimentos inadequados,
tais como condi¢gbes de cultivo, colheita, pos-
colheita, secagem e armazenamento (Farias,
2004). De acordo com a literatura, os derivados do
acido o-hidroxicindmico como os acidos caftarico
e chicdrico, ja descritos em E. grandiflorus,
exibem atividade anti-inflamatéria (Facino et al.,
1993; Barrett, 2003; Pellatti et al., 2005), assim,
o baixo teor observado para a amostra A poderia
comprometer o efeito terapéutico esperado para
a espécie.

CONCLUSAO

Foi confirmada a autenticidade das
trés amostras avaliadas pela identificacao, na
analise microscoépica, dos pontos transliucidos
correspondentes aos ductos secretores, os quais
constituem caracteristica diagnéstica da espécie
E. grandiflorus.

A amostra C foi a Unica droga vegetal
aprovada segundo os critérios da Farmacopeia
Brasileira, podendo ser empregada como matéria-
prima na industria de fitoterapicos. As amostras
A e B apresentaram um ou mais dos parametros
avaliados fora dos valores preconizados pela
monografia farmacopeica. Os resultados obtidos
evidenciam a necessidade de realizagcao do
controle de qualidade de matérias-primas vegetais,
visando a obtengao de medicamentos fitoterapicos
padronizados, eficientes e seguros, segundo as
normas estabelecidas pela legislacéo brasileira.
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TABELA 1. Resultados dos ensaios de pureza e doseamento realizados para as amostras de folhas de chapéu-
de-couro (A, B e C) adquiridas de fornecedores situados em Sao Paulo — SP.

Amostra Caracteres Material Teor de Cinzas Cinzas Teor de
organolépticos estranho’ totais?® sulfatadas* DAH3
ganoep (%) (%) (%)
Folhas rasuradas de cor verde
A amarronzado com presenga de 1,77 8,08 + 0,632 10,42 £ 0,252 13,10 £ 0,02° 2,10 + 0,03¢
capitulos florais; sabor amargo e
odor fraco aromatico
Folhas rasuradas e poucos
B peciolos de cor marrom 0,01 8,49+0,24= 10,13+0,022 14,44 + 0,022 3,89+0,132
amarelada; sabor amargo e odor
fraco aromatico
Folhas rasuradas de cor verde,
com presenga de capitulos
1,92 6,82+0,13* 10,36 £ 0,232 11,77 £ 0,05¢ 2,82 +0,03°

florais; sabor amargo e odor fraco
aromatico

(1) max. 2% (2) max. 9%; (3) max. 11; (4) max. 13%; (5) DAH: derivados do acido o-hidroxicindmico (expressos em verbascosideo), min.
2,8% (Valores estabelecidos na monografia do chapéu-de-couro) (Farmacopéia..., 2010). *Letras minusculas distintas na coluna indicam
diferencas estatisticamente significativas entre as médias (ANOVA/teste de Tukey, p < 0,05).
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