MACELA
Achyroclines flos

A droga vegetal ¢ constituida pelas inflorescéncias secas de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. A
droga deve conter, no minimo, 3% de flavonoides totais calculados como quercetina; e, no minimo,
0,8 % de quercetina (C;5H;007, 302,24) e 0,6% de 3-O-metilquercetina (C;sH;,07, 316,26).

CARACTERISTICAS

A droga apresenta coloragdo amarelo-ouro e odor aromdtico caracteristico. A coloracdo das
inflorescéncias secas pode variar, ndo correspondendo a estagios de maturagao.

DESCRICAO MACROSCOPICA

A droga ¢ constituida pelas flores reunidas em capitulos agrupados em glomérulos, sendo estes por
sua vez organizados em cimas paniculiformes. Cada capitulo apresenta 4 a 8 flores dimorfas,
protegidas por um involucro subcilindrico, de 4,0 a 7,0 mm de altura, formado por 9 a 14 bracteas
involucrais escariosas, hialinas, naviculares, imbricadas, dispostas em 3 ou 4 séries, amarelas,
amareladas, amarelo-palha, amarelo-péalido a esverdeadas, ou ainda amarelo-douradas, amarelo-
pardo a amarelo-avermelhadas. Bracteas externas de 2,5 a 3,0 mm de comprimento; bracteas
medianas de 3,5 a 4,5 mm de comprimento, bracteas internas de 3,0 a 7,0 mm de comprimento,
todas com tricomas tectores simples, lanosos, de 2,0 a 3,0 mm de comprimento e/ou tricomas
glandulares apenas no seu terco inferior externo. Flores marginais 3 a 6, pistiladas, com corola
filiforme, de 3,0 a 4,5 mm de comprimento, dentada ou partida no apice, com tricomas glandulares
na porcao apical externa; estilete filiforme, bifido, glabro, dilatado préoximo a base, com ramos
estigmaticos geralmente exsertos na maturagdo, de dpice truncado, papiloso e com uma coroa de
tricomas na porg¢ao apical; ovario infero, bicarpelar e unilocular, monospérmico; papus unisseriado,
com cerca de 20 cerdas brancas, asperas, livres entre si na base, que alcangam quase a mesma altura
da corola, raramente mais. Flores do disco 1 a 3, hermafroditas, com corola tubulosa, estreita, de 3,0
a 4,5 mm de comprimento, tubo ligeiramente dilatado na base e limbo pentadentado, dentes com
tricomas glandulares na face externa; androceu com 5 estames, epipétalos, inseridos na metade
inferior da corola, com anteras sinanteras, de 1,5 a 2,0 mm de comprimento, com deiscéncia
longitudinal e introrsa, sagitadas na base, com cauda laciniada; conetivo prolongado em um
apéndice apical triangular, levemente obtuso, hialino; ovario, estilete e papus semelhantes aos das
flores pistiladas. Fruto aquénio, castanho-claro ou pardo, de 0,7 a 0,8 mm de comprimento,
elipsoidal a obovado, levemente comprimido, glabro, de superficie papilosa.

Para comprovar a identidade da espécie, verificar a presenga de ramos ndo alados junto as
inflorescéncias.

DESCRICAO MICROSCOPICA

A face abaxial das bréacteas apresenta epiderme formada por células alongadas, de contorno
retangular. No ter¢o inferior ocorrem tricomas tectores pluricelulares e unisseriados, e/ou
glandulares, formados por um pedicelo bi a trisseriado, com 3 ou 4 camadas de células e por duas
células terminais ovalado-alongadas, bem maiores do que as anteriores. Os tricomas glandulares das
bracteas medem 60 a 100 um de comprimento total e sua cabega possui diametro de 30 a 40 pm. O
papus ¢ constituido por cerdas longas, formadas por células alongadas, hialinas, de paredes finas,



muitas delas projetadas lateralmente. A face abaxial da corola apresenta epiderme formada por
células alongadas, de contorno poligonal. Cinco feixes vasculares percorrem longitudinalmente seu
tubo. As lacinias sdo cobertas abaxialmente por tricomas glandulares semelhantes aos das bracteas.
Os graos de pdlen apresentam exina espinhosa, sdo esferoidais e tricolpados, medindo de 17 a 35
um de diametro. O ovario ¢é recoberto por uma camada de células epidérmicas poligonais, seguido
por um tecido parenquimatico constituido por varias camadas de células, que ap6s o completo
desenvolvimento, reduzem-se a 3 ou 4. Internamente, encontra-se apenas um rudimento seminal
anatropo, preenchendo totalmente a cavidade ovariana. O estilete apresenta, proximo a base, uma
expansdo globosa, constituida por numerosas células arredondadas, de paredes finas. O fruto,
quando maduro, apresenta um pericarpo formado por 3 ou 4 camadas de células.

DESCRICAO MICROSCOPICA DO PO

O p¢ atende a todas as exigéncias estabelecidas para a espécie, menos 0s caracteres macroscopicos.
Sdo caracteristicos: coloragdo amarela ou uma variante de amarelo; bracteas involucrais ou seus
fragmentos como descrito acima; fragmentos de corola das flores liguladas; fragmentos de corola
das flores tubulosas; fragmentos do tubo da corola com células alongadas, de contorno poligonal,
com ou sem porcdes de feixes vasculares; fragmentos de lacinias da corola com tricomas
glandulares, como os descritos; tricomas glandulares esparsos; cerdas do papus ou seus fragmentos
com células projetadas lateralmente; estames ou partes destes com anteras sagitadas na base e cauda
laciniada; graos de polen como os descritos; estiletes bifidos de base dilatada, ou fragmentos destes;
aquénios como os descritos; fragmentos do pericarpo; fragmentos do tegumento da semente.

IDENTIFICACAO
A. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada.
Fase estacionaria - celulose.

Fase movel - cloroformio, acido acético e agua (50:45:5, v/v/v).

Solucdo amostra: Agitar 0,3 g da droga em 15 mL de metanol durante 20 minutos. Filtrar e secar o
filtrado em banho-maria. Ressuspender o residuo em 1 mL de metanol.

Solucéo de referéncia (1): Preparar solugdo com concentragao de 100 pg/mL de quercetina em
metanol.

Solucéo referéncia (2): Preparar uma solugdo com concentragdo de 100 ug/mL de luteolina em
metanol.

Solugdo referéncia (3): Preparar uma solugdo com concentragdio de 100 pg/mL de 3-O-
metilquercetina em metanol.

Revelador: solugo a 1% de difenilborato de aminoetanol em metanol (A),
solugdo de polietilenoglicol 400 5% (p/v) em metanol (B).

Procedimento: Aplicar, separadamente, a placa, em forma de banda, 10 pLL da Solu¢o amostra e 10
ulL das SolugGes referéncia (1, 2 e 3). Desenvolver o cromatograma. Remover a cromatoplaca e
deixar secar ao ar por 15 minutos. Nebulizar a placa com o revelador A e em seguida, com o
revelador B. Examinar sob luz ultravioleta (365 nm) ap6s, no minimo, 2 horas.



Resultados: O esquema abaixo apresenta a sequéncia de zonas presentes no cromatograma obtido
com a Solu¢do amostra e as Solugdes referéncia (1, 2 e 3). Outras zonas podem ocasionalmente

estar presentes.

Parte superior da placa

Luteolina: zona
fluorescente laranja

3-O-metilquercetina: zona
fluorescente amarela

Quercetina: zona
fluorescente laranja

Zona fluorescente laranja:
luteolina

Zona fluorescente amarela: 3-
O-metilquercetina

Zona fluorescente laranja:
quercetina

Solucéo referéncia

Solucéo amostra

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada.
Fase estaciondria: silica gel GF254.
Fase movel: acetato de etila, metanol, agua (100: 17:10 v/v/v).

Solucé@o amostra: Agitar 0,1 g da droga em 15 mL de metanol durante 20 minutos. Filtrar e secar o
filtrado em banho-maria. Ressuspender o residuo em 1 mL de metanol.

Solucgéo de referéncia: Preparar solugdo com concentragao de 200 ug/mL de acido clorogénico em
metanol.

Revelador: solugao de difenilborato de aminoetanol em metanol a 1% (p/v) (A),
solugdo de polietilenoglicol 400 em metanol a 5% (p/v) (B).

Procedimento: Aplicar, separadamente, a placa, em forma de banda, 10 pL da Solugdo amostra e 10
uL da Solucéo referéncia. Desenvolver o cromatograma. Remover a cromatoplaca e deixar secar ao
ar por 15 minutos. Nebulizar a placa com o revelador A e em seguida, com o revelador B. Examinar
sob luz ultravioleta (365 nm).

Resultados: O esquema abaixo apresenta a sequéncia de zonas presentes no cromatograma obtido
com a Solucdo amostra e a Solucéo referéncia. Outras zonas de fluorescencia amarela podem estar
presentes.



Parte superior da placa

Zona de coloragdo castanha
Zona de coloragdo amarela intensa
Zona de coloragio azul

Zona fluorescente amarela
Zona fluorescente amarela
Zona fluorescente amarela
Zona de coloragdo castanha

Ac. clorogéncico: zona fluorescente Zona fluorescente azulada
azulada Zona de colorag@o amarela

Zona fluorescente azulada

Solugéo referéncia Solugdo amostra

TESTES

Determinacio de matéria estranha. No maximo 2%. E permitida a presenca de pedinculos e
pedicelos das inflorescéncias, em um comprimento de até¢ 3 cm e correspondendo a um valor nao
maior do que 1% do peso seco do conjunto.

Determinacdo de perda por dessecacdo. Utilizar método gravimétrico. No maximo 12,5%.
Determinagéo de cinzas totais. No maximo 6%.

Determinagdo de microrganismos. Cumpre o teste.

Determinacéo de metais toxicos e arsénio. Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Flavonoides totais
A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢éo no visivel.

Solugdo estoque: pesar, exatamente, cerca de 0,1 g da droga pulverizada (800 um) em baldo de
fundo de redondo com boca esmerilhada de 100 mL. Acrescentar 15 mL de etanol 80% (v/v) e
aquecer em banho-maria (90 °C £ 2 °C), sob refluxo, durante 15 minutos. Apds resfriamento filtrar
através de pequeno pedaco de algodao para baldo volumétrico 25 mL. Retornar o residuo da droga e
algoddo ao mesmo baldo de fundo redondo, adicionar 10 mL de etanol 80% (v/v). Aquecer, sob
refluxo, durante 15 minutos. Filtrar para o0 mesmo baldo volumétrico de 25 mL. Apds resfriamento,
a temperatura ambiente, ajustar o volume para 25 mL com etanol 80% (v/v). Diluir aliquota de 10
mL a 25 mL com etanol 80% (v/v).



Solucé@o amostra: transferir 10 mL da Solugdo estoque para baldo volumétrico de 25 mL, adicionar
1 mL de solugao de cloreto de aluminio a 2% (p/v) em etanol 80% (v/v) e completar o volume com
0 mesmo solvente.

Solucéo branco: transferir 10 mL da Solugéo estoque para baldo volumétrico de 25 mL ¢ completar
o volume com etanol 80% (v/v).

Medir a absorvancia da Solu¢cdo amostra em 420 nm 30 minutos apos seu preparo, utilizando a
Solugdo branco para o ajuste do zero. Calcular o teor de flavonoides totais, expresso como
quercetina, segundo a expressao:

AxFD

1%
cm

TF =
m X

em que

TF= teor de flavonoides totais, expresso em gramas de quercetina por 100 g da droga seca;
A = absorvancia;

FD = fator de diluigao;

Al%

1lcm

= coeficiente de absor¢ao especifica.

Absorcdo especifica da quercetina: dissolver quantidade exatamente pesada de quercetina em
etanol 80% (v/v) para obter solucdo a 200 pg/mL. A aliquota de 1,1 mL da solugdo 200 pg/mL,
adicionar 2 mL de cloreto de aluminio 2% em etanol 80% (v/v), ajustar o volume para 25,0 mL com
o mesmo solvente. Ler a absor¢ao em 420 nm apo6s 30 minutos de complexagao. Utilizar para o
ajuste do zero a solucdo que segue: 1,1 mL de etanol 80% (v/v), adicionar 2 mL de cloreto de
aluminio 2% em etanol 80% (v/v), ajustar o volume para 25 mL com o mesmo solvente. Fazer
reacdo em triplicata. Calcular o coeficiente de absor¢do especifica da quercetina de acordo com a
formula abaixo:

>

1%
cm

Ol

em que

Al = coeficiente de absorgdo especifica;

C = concentragdo da amostra em g%;
A = absorvancia.

Quercetina e 3-O-metilquercetina

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia. Utilizar cromatografo
provido de detector ultravioleta a 357 nm para a 3-O-metilquercetina e 371 nm para a quercetina;
pré-coluna empacotada com silica octadecilsilanizada, coluna de 250 mm de comprimento e 4,6
mm de didmetro interno, empacotada com silica octadecilsilanizada (5 pm), mantida a
temperatura ambiente (22 °C); fluxo da fase mdvel de 0,6 mL/minuto.

Eluente A: agua : acido trifluoracético (100:0.006, v/v).

Eluente B: acetonitrila.



Gradiente de fase movel: adotar sistema de gradiente linear, conforme tabela a seguir.

(nT]fnTjﬁ’gs) Eluente A (%) | Eluente B (%) Eluicio
0 72 28 Isocratica
5 65 35 Isocratica
13 65 35 Isocratica
18 40 60 Isocratica
20 30 70 Isocratica
25 72 28 Isocratica

Solugdo amostra: pesar exatamente, cerca de 0,15 g da droga seca e moida (850) em balao de fundo
redondo de 100 mL. Adicionar 15 mL de etanol 80% (v/v), levar ao refluxo em banho-maria (90°C)
por 30 minutos. Deixar esfriar a temperatura ambiente. Filtrar o extrato através de algoddo, para
baldo volumétrico de 25 mL. Retornar o algodado e o residuo da droga para o mesmo baldo de fundo
redondo e extrair novamente sob refluxo com mais 10 mL de etanol 80% (v/v), durante 15 minutos.
Esfriar e filtrar para o mesmo baldo volumétrico de 25 mL. Completar o volume com etanol 80%

(V/v).

Solugdo de quercetina: dissolver quantidade exatamente pesada de quercetina em metanol, para
obter solucdo a 54 pg/mL.

Solugdo de 3-O-metilquercetina: dissolver quantidade exatamente pesada de 3-O-metilquercetina
em metanol, para obter solu¢do a 40 pg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 pL das Solugdes de quercetina e 3-O-metilquercetina e da
Solugdo amostra em triplicata, registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos. Os tempos
de retencdo para a quercetina e 3-O-metilquercetina sdo cerca de 18 e 19 minutos, respectivamente.
Calcular o teor de quercetina e 3-O-metilquercetina na amostra a partir das substancias referéncias.
O resultado ¢ expresso pela média das determinagdes em g% de droga vegetal, considerando a
perda por dessecacdo, segundo a expressao:

_ Cpx AA
Apxm

%

x25x100

em que

Cp= concentragdo do padrdo quercetina ou 3-O-metilquercetina em gramas/mL;

Ap= area correspondente a quercetina ou 3-O-metilquercetina no cromatograma obtido com a
Solucgéo de quercetina ou Solugédo de 3-O-metilquercetina;

AA= area correspondente a quercetina ou 3-O-metilquercetina no cromatograma obtido com a
Solugdo amostra;

m = peso da amostra em gramas, considerando a perda por dessecagao.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, ao abrigo da luz, do calor e da umidade.

ROTULAGEM



De acordo com a legislagdo vigente.
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Figura 1 — Aspectos macroscopicos e microscépicos em Achyrocline satureioides (Lam.) DC.

Complemento da legenda da Figura 1. As escalas correspondem em Aa S mm, B, C, D, E,F,He
lalmm,GalO0um,J, KeL a200um, M a300 um, Ne O a50 um.

A - aspecto geral de uma inflorescéncia. B - aspecto de um capitulo em vista lateral. C e D - flores
pistiladas em vista lateral. E - flor perfeita com cerdas do papus em vista lateral. F - aspecto da
bractea externa do capitulo. G - detalhe do parénquima da bractea, como indicado em F. H - aspecto
da bractea mediana do capitulo. | - aspecto da bractea interna do capitulo. J a L - por¢ao apical da
corola tubulosa, mostrando a variabilidade de niimero e tamanho dos tricomas glandulares. M -



aspecto geral da nervagdo da corola. N - detalhe da nervagdo na porcdo apical da corola, como
indicado em M. O - detalhe da nervagdo na por¢do basal da corola, como indicado em M.
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Figura 2 — Aspectos macroscépicos e microscopicos do p6 em Achyrocline satureioides (Lam.)
DC.

Complemento da legenda da Figura 2. As escalas correspondem em A a 10 um, B, C, D, I, Le M
al00 um, E,FeGa30um, Ha0,5mm,JeKa200 um, Na50 um.

A - detalhe da base do papus. B - base da cerda do papus. C - apice da cerda do papus. D - estame,
em vista lateral. E, F e G - graos de polen. H - aspecto do gineceu em vista lateral. | - detalhe do
gineceu, na regido dilatada indicada em H. J - detalhe do ovario, na regido indicada em H. K -



fruto, em vista lateral. L - detalhe de fragmento do tegumento da semente na por¢ao indicada em K.
M - detalhe de fragmento do pericarpo do fruto na por¢do indicada em K. N - aspecto de um
tricoma glandular com pedicelo trisseriado e duas células terminais.



