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RESUMO: Produtos farmacéuticos a base de Ginkgo biloba L. constituem o medicamento fitoterapico de maior
comercializagdo no Brasil. Ensaios clinicos e farmacoldgicos com extrato EGb761 tem demonstrado que a sua
principal indicacao terapéutica é nos casos de insuficiéncia circulatdria periférica e insuficiéncia cerebrovascular.
Os compostos ativos séo flavondéides e lactonas terpénicas. Neste trabalho foi avaliada a qualidade de amostras
de extratos secos e de capsulas de Ginkgo. O método para a determinacdo de ginkgoflavondides foi CLAE e os
resultados demonstraram ser um método simples, rapido e adequado para a andlise destes produtos
farmacéuticos. Verificou-se que 33% e 91%, respectivamente, da matéria-prima e das capsulas estavam em
desacordo com as especificacdes declaradas pelos fabricantes nas analises de controle de qualidade, em relacao
ao seu teor de ginkgoflavonoides. Os dados obtidos mostraram ser fundamental a implementacdo do controle de
gualidade de plantas medicinais e de fitoterapicos.

PALAVRAS-CHAVE: Ginkgo biloba, controle de qualidade, fitoterapico, matéria-prima vegetal, cromatografia
liquida.

ABSTRACT: Pharmaceutical preparations containing Ginkgo biloba L. have large market. Pharmacological and
clinical survey on EGb761 extract have demonstrated application on peripheral circulatory and cerebrovascular
insufficiency. The Ginkgo extracts contain as active compounds flavonoids and terpene lactones. In this work the
quality of the standardization extracts and of the preparations containing Ginkgo was evaluated. The method for
guantification of Ginkgo flavonoids was liquid chromatography and data showed to be simple, rapid and adequate
to this analysis. The analytical results demonstrated that 33% and 92%, respectively, plant extract and capsule
were not in agreement with the specifications. This analysis showed valuable for herbal medicines and
phytomedicines quality control.
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INTRODUCAO

Os extratos de Ginkgo biloba L. contém flavondides como substancias ativas, com cerca de 21 ja isolados.
Dentre estes uma grande variedade de glicosideos de nucleo flavonol como quercetina, campferol e isoramnetina
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(Fig. 1). Ocorrem também nestes extratos lactonas terpénicas, como ginkgolideos e bilobalideos, porém devido as
baixas concentragdes na planta, as fracas caracteristicas de absor¢do na regido do UV e as dificuldades na etapa
de extracao, estes ndo tém sido usado na padronizacéo de extrato de Ginkgo (STICHER, 1993).
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Figura 1. Estrutura de algumas agliconas de flavonoides presentes nas folhas de Ginkgo biloba L.

Para quantificar os ginkgoflavonéides, tem sido usado o método CLAE (USP 25, 2002; STICHER, 1993),
gue preconizam inicialmente uma extracao e hidrélise dos glicosideos em meio contendo &cido. As agliconas
libertadas dos flavondides podem ser facilmente analisadas por CLAE em fase reversa usando um gradiente
metanol-agua com 0,3-0,5% v/v de acido fosférico e detector UV ajustado em 370 nm. O perfil cromatografico
caracteristico do extrato de ginkgo hidrolisado € mostrado no cromatograma (Fig 2). Observa-se a quercetina
como um dos principais componentes e isoramnetina € eluida aproximadamente 10 min apoés.
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Figura 2. Cromatograma obtido por CLAE de extrato de Ginkgo biloba ap6s hidrélise dos flavonéides (STICHER, 1993).

O desenvolvimento de metodologias por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) para andlise de extrato padronizado e cépsulas de Ginkgo constitui outro método analitico
descrito na literatura (DENG & ZITO, 2003). Também tém sido descritos métodos para determinacdo de
guercetina e campferol por CLAE (WANG, et al, 2003) ou por CG-EM (WATSON & PITT, 1998; WATSON &
OLIVEIRA, 1999) em urinas de humanos submetidos a tratamentos com comprimidos de Ginkgo, 0s quais séo
excretados na forma de glicuronideos.

O extrato padronizado de Ginkgo biloba EGb761, segundo a RDC 89/2004 (BRASIL, 2004), deve conter
no minimo 24,0 % de ginkgoflavondéides e 6% de terpendides. As capsulas de ginkgo disponiveis no mercado
freqUentemente s@o preparadas na concentracdo de 40, 80 ou 120 mg de flavondides. O uso de p6 das folhas
desta planta ndo é recomendado por apresentar acido gincoélico, substancia alergénica que é encontrada em
concentracfes menores que 5 ppm no extrato padronizado. Além disso, sua concentracdo em flavondides é
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aproximadamente de 0,8%. Ginkgo bhiloba constitui o fitoterapico mais comercializado no Brasil (SUZUKI, 2002),
sendo usado por ter um mecanismo de acdo polivalente: neuroprotecdo, vaso-regulacdo generalizada,
antioxidante, sequestrador de radicais livres (SIMOES & FARIAS, 2002). As reacfes adversas mais freqlientes
incluem nausea, azia, dor de cabeca, hematoma subdural e hemorragia subaracndide intracerebral (DESAI &
GROSSBERG, 2003).

Embora diversos estudos tenham procurado comprovar a eficacia e garantir seguranca aos produtos de
origem vegetal (BAUER & TITTEL, 1996; CHOI, et al, 2002; BAST, et al 2002), o desenvolvimento, aplicacéo e a
validacdo de métodos analiticos para matérias-primas e fitoterapicos ainda sdo escassos na literatura (STICHER,
1993; WATSON & PITT, 1998; VAN BEEK & WINTERMANS, 2001). Estudos também devem ser realizados
visando determinar pardmetros de dissolucdo e de biodisponibilidade dos componentes ativos vegetais, como
demonstrado para comprimidos e capsulas de Ginkgo biloba (KRESSMANN, et al, 2002).

Acredita-se que a aplicacdo de rigidas especificagbes de controle de qualidade pode acarretar um maior
desenvolvimento da industria farmacéutica de fitoterapicos e fitofarmacos no Brasil (YUNES, et al, 2001). O
mercado farmacéutico destes produtos é amplo, no entanto, monografias ainda sdo escassas na Farmacopéia
Brasileira. Deste modo, a necessidade de monitorar o teor de ginkgoflavonodides, tanto na matéria prima, como em
fitoterapicos motivou a avaliacao da qualidade de produtos & base de Ginkgo biloba.

MATERIAL E METODOS

Reagentes

Metanol grau UV/HPLC-espectroscépico (Vetec®) e acido fosférico 85% (Synth®) foram usados no preparo
da fase moével. A agua usada nas analises cromatogréficas foi submetida em sistema Milli-Q (Millipore). Metanol
grau analitico (Vetec®) foi usado no preparo das amostras. Quercetina dihidratada (Sigma”), numa solucéo
contendo 0,05 mg mI™ em metanol foi utilizada como padrédo externo.

Cromatoégrafo liquido e condi¢cGes experimentais

As analises foram realizadas em cromatografo liquido Varian, modelo ProStar, acoplado com detector UV,
modelo ProStar (Varian), software Varian Star Workstation versdo 5.0 foi usado para registrar os cromatogramas
e medir as areas dos picos. A separacao dos ginkgoflavondides foi executada usando uma coluna Microsorb-MV
100 Ci3 (250 mm x 4,6 mm x 5 pum). Os solventes foram previamente filtrados em membrana de 0,45 um
(Millipore) e entdo desgazeificados em banho ultrassénico (Ultrasonic Cleaner Unique). Cromatografia foi
realizada a temperatura de 25°C. A eluicdo foi realizada com metanol / agua-acido fosférico 0,3% (v/v) num fluxo
de 1 ml min™. O gradiente inicial foi 30% A — 70 % B; final foi 60% A; 40% B. Aliquotas de 20 ul das amostras
foram injetadas com seringa Hamilton de 50 ul e a deteccéo dos picos foi registrada a 370 nm. Tempo de corrida
foi de 40 min. Os célculos de teor de ginkgoflavondides foi baseado num fator de conversédo das agliconas em
glicosideos, que para a quercetina é de = 2,504, para campferol é de 2,64 e para a isorahmnetina é de 2,437.

2. (agliconas) x 2,51 = conteldo de ginkgoflavonéides
Produtos analisados

Foram analisados produtos de 05 fornecedores, compondo 10 lotes, totalizando 15 amostras de extratos
secos padronizados de Ginkgo biloba e capsulas de 11 empresas, compondo 11 lotes, cujo rétulo declarava
conter 80 mg de ginkgoflavondides.

Preparo da amostra

Foram pesados, exatamente, 200 mg dos extratos secos de Ginkgo hiloba que foram solubilizados em 50
mL de metanol 80% em agitador Wrist Action modelo 75 por 5 minutos. Uma aliquota de 10 ml desta solucéo foi
colocada em baldo de fundo chato de 125 mL e adicionada de 10 mL de uma solu¢cdo de metanol 80%
acrescentado de 5,5% de HCI. O material foi colocado em banho Maria 85°C por 2 horas para a hidrélise dos
glicosideos. Apos esfriar, filtrou-se em papel (Inlab tipo 30) e completou-se o volume para 25 mL com metanol
80%, em baldo volumétrico. Finalmente filtrou-se esta solugdo contendo os ginkgoflavondides em filtro Millex
(Milipore™) 0,45 pm e analisou-se por CLAE.

Para as capsulas, inicialmente calculou-se o peso médio (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988) e calculou-
se a quantidade correspondente a 200 mg de extrato seco.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do teor dos principais componentes biologicamente ativos em matérias primas de origem vegetal
elou de fitoterapicos € uma etapa essencial para a seguranca e eficacia de sua utilizagdo na elaboracédo de
produtos farmacéuticos. A quantificagdo de substancias ativas em fitoterdpicos ainda é realizada de forma
incipiente devido a presenca de um fitocomplexo ativo nas plantas e seus extratos (WILLIAMSON, 2001), o que
dificulta a sua andlise. Além disso, a disponibilidade de um numero reduzido de substancias quimicas de
referéncia para comparagdo com matérias primas vegetais, que raramente apresentam a substancia quimica
isolada contribui para esta situacao. Mediante este quadro, o uso de extratos padronizados centrados em
grupos especificos de principios ativos visa garantir a homogeneidade quimica do produto lote a lote, para
melhoria da qualidade (BAUER, 1998; CAPASSO, et al.,, 2000). Os principios ativos selecionados para esse
processo de ajuste de qualidade devem ser aqueles que sdo importantes para as ac6es biolégica e farmacolégica
do produto, se conhecidos (CALIXTO, 2000).

O extrato padronizado de Ginkgo biloba EGb761 disponivel no mercado apresenta segundo as
especificagdes do fabricante, um teor de 22,0 a 27,0% de flavondides, 5,0 a 7,0% de lactonas terpénicas e menos
de 5 ppm de acidos gincolicos. O p6 de ginkgo ndo tem equivaléncia farmacéutica com o extrato, sendo que 100
kg folha corresponderiam ao uso de 2,5 kg extrato (LOEW, 1997; SIMOES & FARIAS, 2002).

Os resultados obtidos neste estudo estdo apresentados na Tabela 1 e demonstraram a necessidade do
desenvolvimento e implementa¢éo do controle de qualidade de matérias primas vegetais e de fitotergpicos a base
de ginkgo. Conforme Tabela 1 e Figura 3, verificou-se que 33,0% e 91,0%, respectivamente, da matéria-prima e
das cépsulas analisadas ndo corresponderam aos valores declarados pelo fabricante em relacdo ao seu teor de
ginkgoflavonoides.
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Figura 3. Variacdo em percentual dos teores (método CLAE) de ginkgoflavonoides, comparados ao valor rotulado de matérias
primas e fitoterapicos a base de Ginkgo biloba.

O uso de extratos secos nas formulagBes farmacéuticas apresenta vantagens em relagdo ao uso da
planta em po, tais como uma maior concentracdo de principios ativos, a possibilidade de padronizacdo do
contedo de principios ativos, melhorar a farmacocinética e menor contaminacdo microbiana. Entretanto,
apresenta desvantagens de uso por serem muito higroscépicos e por possuirem custos maiores (CRIPPA, 1978;
PETROVICK, et al, 1997).

Os resultados encontrados neste trabalho permitem sugerir que as matérias primas analisadas e que
estavam em desacordo com as especificagcbes poderiam, provavelmente, estar com teor de umidade acima de
5%, recomendado pela FARMACOPEIA BRASILEIRA (1959). Para prevenir este problema sugere-se o uso de
dessecantes, na forma de silica, nas embalagens de armazenamento, no almoxarifado das farmacias ou
armazenamento em dessecadores e 0 uso em ambientes com umidade controlada. No caso das capsulas, além
desta interferéncia, devem ser revistos os protocolos de produ¢cédo das mesmas.
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Tabela 1. Determinacao de ginkgoflavondides em matérias primas e fitoterapicos

Amostra Fabricante * Teor de
ginkgoflavonsides ‘ou
Dosagem®
Extrato padronizado (no minimo 24,0%)
1 A 22,09
2 A 27,94
3 A 24,00
4 A 24,02
5 B 20,06
6 C 19,69
7 A 25,87
8 A 28,59
9 A 23,70
10 A 28,94
11 D 22,98
12 E 15,89
13 A 24,48
14 A 22,37
15 A 20,73
Cépsulas (concentracéo 80,0 mg)
1 Al1° 70,24
2 Al2 100,8
3 Al3 87,4
4 Al4 1145
5 Al5 88,4
6 E/6 75,94
7 Al7 102,6
8 D/8 80,15
9 Al9 109,02
10 A/10 -3
11 B/11 0,73

1. teor encontrado nas matérias primas analisadas

2. concentracdo (mg) nos produtos acabados analisados

3. em desacordo com as especificagdes farmacopéicas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988) para peso
médio

4. todas as amostras estavam dentro do prazo de validade; algumas matérias-primas pertenciam ao
mesmo lote de producao

5. fabricante da matéria prima / fabricante do produto acabado

CONCLUSOES

A técnica CLAE constitui um sistema eficiente para a separagdo de muitas misturas complexas. O método
reportado por STICHER (1993) e aplicada neste estudo, com algumas modificagdes, mostrou ser simples, rapido e
adequado para a andlise de matérias primas e de fitoterapicos a base de Ginkgo biloba.

Esta avaliacdo preliminar foi de grande importancia no sentido de indicar parametros de qualidade de
produtos farmacéuticos constituidos por Ginkgo. Um estudo complementar envolvendo desenvolvimento,
aplicacdo e validacdo de outras metodologias e outras formas farmacéuticas esta sendo realizado neste
laboratorio.
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