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RESUMO

A ipeca (Carapichea ipecacuanha) (Brot.) L. Andersson ¢ uma planta medicinal de
pequeno porte e grande interesse a industria farmacéutica, isso se deve a atividade
biologica apresentada por seus metabolitos majoritarios: emetina e cefalina.
Considerando que esses alcaloides sdo encontrados em maiores quantidades nas raizes e
sua colheita ¢ basicamente extrativista, a ipeca entrou na lista de espécies ameagadas de
erosdo genética e extingdo. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo analisar
a distribuicdo dos alcaloides cefalina e emetina em diferentes 6rgdos de C. ipecacuanha,
como alternativa para minimizar o extrativismo predatorio da raiz dessa espécie. Foram
analisadas amostras coletadas que compdem o Banco Ativo de Germoplasma de C.
ipecacuanha da Embrapa Amazoénia Oriental, constituida de raiz, caule, folha e fruto.
Essas amostras foram submetidas ao processo de extragdo dos alcaloides emetina e
cefalina, utilizando-se um banho de ultrassom ou agitador vortex e, posteriormente
foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (HPLC-DAD). Foi possivel quantificar os marcadores quimicos em todos os
orgios analisados, com excecdo do fruto, onde a identificagdo de cefalina ndo foi
possivel. Com base nos resultados obtidos, constatou-se que a folha seria uma opcao
como matéria prima ao processo de extracdo dos alcaloides na planta em questdo, com
teor de cefalina e emetina consideraveis ¢ sem causar maiores prejuizos a C.
ipecacuanha, em comparagdo ao método tradicional de retirada das raizes. Entretanto,

maiores estudos ampliando o tamanho da amostra sdo necessarios para a confirmagao.

Palavras-chave: Planta medicinal, ipeca, emetina, cefalina, cromatografia liquida.



ABSTRACT

The ipeca (Carapichea ipecacuanha) (Brot.) L. Andersson is a small medicinal plant of
great interest to the pharmaceutical industry. This is due to the biological activity
presented by its major metabolites: emetin and cephalin. Considering that these
alkaloids are found in larger quantities in the roots and their harvest is basically
extractivist, ipeca has entered the list of species threatened with genetic erosion and
extinction. Thus, the present work aimed to analyze the distribution of cephalin and
emetine alkaloids in different organs of C. ipecacuanha, as an alternative to minimize
predatory root extraction of this species. Samples collected from the Embrapa Eastern
Amazonian C. ipecacuanha Active Germplasm Bank, composed of root, stem, leaf and
fruit, were analyzed. These samples were submitted to the extraction process of the
emetine and cephalin alkaloids, using an ultrasonic bath or vortex shaker, and were
subsequently quantified by high performance liquid chromatography with diode array
detector (HPLC-DAD). It was possible to quantify the chemical markers in all analyzed
organs, except the fruit, where the identification of cephalin was not possible. Based on
the results obtained, it was found that the leaf would be an option as a raw material for
the alkaloid extraction process in the plant in question, with considerable cephalin and
emetine content and without causing greater damage to C. ipecacuanha, compared to the
method. traditional root removal. However, further studies expanding the sample size

are needed for confirmation.

Keywords: Medicinal plant, ipeca, emetine, cephaeline, liquid chromatography.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo de suma importancia para os seres humanos, pois
apresentam caracteristicas que ajudam no tratamento de doengas ou que melhoram as
condicdes de satide das pessoas. Atualmente, varias plantas medicinais se encontram
ameagadas de extin¢do, devido ao extrativismo predatério das mesmas. Esse impasse
ocorre desde o muito tempo atras, pois o extrativismo irracional e¢ incontrolavel vem
sido feito por mateiros, pela propria populagdo interiorana, pessoas sem conhecimento
técnico, sem expectativa de preservacdo e cultivo sustentavel, colocando em risco de
extingdo varias espécies nativas (DUARTE, 2016). Um grande exemplo de planta
medicinal que sofre de extingdo ¢ a espécie Carapichea ipecacuanha (Brot.) L.
Andersson, da familia Rubiaceae, conhecida popularmente como ipeca, poaia ou planta-
de-doente-de-estrada. Esta planta ¢ um subarbusto de pequeno porte, rasteira, que pode
atingir até 30 cm de altura. A ipeca distribui-se geograficamente nas florestas tropicais

da América, em Costa Rica, Nicaragua, Panama, Colombia e Brasil (SILVA, 2014).

A Ipeca ¢ uma planta medicinal que possui atividade farmacolédgica devido a
presenga de dois alcaloides isoquinilinicos: a emetina (C9H4oN2O4) e a cefalina
(Co3H3304N5), dando a planta um poder emético e amebicida, seu uso principal ¢ como
emético, essa propriedade deve-se mais a cefalina que a emetina, provocando vémito
em ocasides de intoxicagdo, com o objetivo de impossibilitar ou diminuir a absor¢ao do
agente toxico ingerido e que ainda estd no estomago (SILVA, 2014). Em concentragdes
menores, aplica-se como expectorante nas bronquites e asmas, com o intuito de facilitar
a climinacdo das mucosidades dos bronquios, purgativo e tonico. Ja a emetina,

desempenha uma ac¢do toxica para varios micro-organismos (SOUSA et al. 1991).

Para a obtencdo da emetina e cefalina, demandadas pela indistria farmacéutica,
faz-se a retirada da raiz da planta, pois ¢ a parte que possui maior concentracdo desses
alcaloides. Entretanto, arrancando-se a raiz, a espécie ndo se regenera ¢ por essa razao a
ipeca ¢ uma espécie ameagada de erosdo genética ou em vias de extingdo, pelo fato de
ter sofrido intenso processo extrativo por mais de dois séculos (ROCHA & LAMEIRA,
2011). Atualmente, essa exploracdo predatdria estd acabando com os estoques naturais,

mesmo sendo proibida por lei.

Diante do exposto e a importancia economica da ipeca, torna-se evidente a

necessidade de alternativas para continuar obtendo-se os alcaloides sem que haja
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maiores prejuizos a espécie Carapichea ipecacuanha. Uma alternativa para tal impasse
¢ fazer o processo de extracao dos alcaloides em outro 6rgdo, evitando o extrativismo da

raiz da ipeca.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar o teor e a distribuicdo de alcaloides em Carapichea ipecacuanha.

2.2. Objetivos especificos
e Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
quantificagdo simultanea de cefalina e emetina em Carapichea ipecacuanha.
e Comparar os teores de emetina ¢ cefalina em raiz, caule, folha e¢ fruto da

Carapichea ipecacuanha.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Ocorréncia geografica de Carapichea ipecacuanha

A Carapichea ipecacuanha (Brot.) L. Andersson (TAYLOR; GEREAU, 2013),
de origem nativa i-pe-kaa-guéne, que tem como significado planta de doente de estrada,
¢ considerada uma planta medicinal e conhecida por ipeca, poaia, ipecacuanha, dentre
outras. Essa espécie ¢ encontrada em regidoes imidas das florestas tropicais da América,
como no Brasil, Colémbia, Venezuela, Guianas, América Central e outros. O Brasil ¢é
considerado como seu centro de origem, sendo encontrada no Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Mato Grosso, Rondonia, Goids, Pernambuco, Espirito Santo, Bahia e Sao Paulo.
Entretanto, a 4area de maior ocorréncia ¢ no Municipio de Caceres, no Estado de Mato
Grosso. (LAMEIRA, 2002). Na Figura 1, pode-se observar a distribuicao geografica da

ipeca no pais.
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Figura 1 — Distribuicao geografica de Carapichea ipecacuanha.

Fonte: Flora do Brasil 2020. Disponivel em:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB13851. Acesso em: 22 de novembro de 2019.

3.2. Aspectos ecoldgicos

A Carapichea ipecacuanha ocorre na América do Sul e América Central, em
locais com altitudes desde o nivel do mar até 1500 a 1600 metros. Essa espécie possui
melhor desenvolvimento em regides sombreadas ¢ umidas, contendo solos ricos em
himus e parcialmente acidos (DUARTE, 2016). A associacdo vegetativa com arvores
imensas e elevada umidade relativa do ar s@o requisi¢oes da ipeca de acordo com Pinto
(1976).

A ipeca ocorre em formagdes reboleiras (SILVA et al., 2015) formadas por
individuos oriundos de crescimento vegetativo da planta ou por passaros que
disseminaram sementes na mata, chamados de poaieiros. Sao baixas as possibilidades
de defrontarem-se enfermidades e pragas na ipeca. Entretanto, quando encontradas, as
pragas mais comuns sdo grilo, nematoides, formigas sauva e quenquém, € como
doengas, ataque de fumagina, necrose do tecido foliar e apodrecimento das raizes

(PINTO, 1976).

3.3. Morfologia
A ipeca ¢ um subarbusto que possui de 20 a 30 cm de altura, constituida por
folhas simples e opostas, lanceoladas ou ovais. Apresenta flores brancas (Figura 3),

contém fruto carnoso com duas sementes de cor escura e seu caule € fino, ereto ou
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prostrado. As raizes da ipecacuanha variam de 10 a 25 cm de comprimento e, sdo
delgadas, cilindricas, de cor acinzentada, com anéis destacados e proximos uns aos
outros (GARCIA, 2001). Essas raizes crescem de forma torcida e ramificam-se com o
passar do tempo, a parte inferior € carnosa e fibrosa, apresenta cheiro fraco quando
frescas e um sabor amargo que causa nauseas (LAMEIRA, 2002). Na Figura 2, é

possivel verificar a estrutura morfologica de Carapichea ipecacuanha.

Figura 2 — Ilustracdo das folhas, raizes, flores e frutos de Carapichea ipecacuanha.
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Fonte: Flora Brasiliensis Online, 2005.

Figura 3 — Flor da ipeca.

Fonte: Lameira, 2002.

A espécie Carapichea ipecacuanha ¢ uma planta que se dissemina, sobretudo de
forma vegetativa, ou seja, o crescimento e desenvolvimento sdo por meios assexuados,
sob especifica condi¢do ecofisiologica de umidade e temperatura elevada e isenta de

intensa radiagao solar (LAMEIRA, 2002).
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3.4. Cultivo e extrativismo

O comeco da exploragdo da ipeca no Brasil foi ha muitos anos atras, na época da
colonizag@o, os colonizadores utilizaram a mao-de-obra indigena para a exploragio,
devido ao conhecimento que os indios possuiam sobre os locais de ocorréncia dessa
planta e de seus usos terapéuticos (TEXEIRA et al., 2012). Consequentemente, a
espécie integrou a pauta de produtos tropicais exportados pelo Brasil desde o periodo
colonial (GARCIA, 2001).

No Brasil, o Mato Grosso, ¢ considerado o estado pioneiro da industria extrativa
de ipeca, por ter atingido a producdo de aproximadamente 440 toneladas, no século
XIX, a partir de 1835. Por volta de 1960 a 1970, a producdo alcangou 80 toneladas/ano,
decresceu nos anos 80 ¢ em 1993 ficou em torno de 7,5 toneladas/ano (SKORUPA e
ASSIS, 1998). O decréscimo que ocorre desde os anos 80 deve-se a forma de
exploragcdo dessa espécie, ja que no Brasil, limita-se a coleta de espécies silvestres, e
ndo ha o replantio de forma correta na mata. Além disso, a destruicao das florestas, com
sua exploracdo extrativista, tornou hoje a ipeca quase extinta (LAMEIRA, 2002).

A Carapichea ipecacuanha requer condigdes ambientais caracteristicas para o
seu desenvolvimento e produtividade (NETO, 2007). Para obter éxito em sua cultura, ¢
preciso que seja realizada em seu local de ocorréncia ou em outra regido que possua
aspectos ecologicos idénticos (CHATTERIJEE, 1993).

A reprodutividade da Carapichea ipecacuanha pode ser feita a partir de
sementes, como também, a partir de folhas e fragmentos do caule (COELHO et al.,
2013). Foi feito um plantio de folhas e fragmentos de caules de individuos de ipeca
produzidos na India, proporcionando um aumento da espécie naquela regido, e
atualmente, esse plantio € responsavel por em torno de 7 a 10% da produg@o mundial de
ipeca (ASSIS, 1992). No entanto, alguns problemas no cultivo foram gerados devido a
perda de viabilidade das sementes apos estocagem, producdo maxima de raizes apds
quatro anos e conteido maximo de alcaloides durante o terceiro e o quarto ano
(CHATTERIEE, 1993).

Além do plantio da ipeca, outras alternativas t€ém sido desenvolvidas na tentativa
de obter-se uma concentracdo elevada de alcaloides emetinicos, como o cultivo in vitro
(PAIVA, 2011). Todavia, até o presente momento, ndo se obteve uma eficiéncia na
aplicabilidade desse método, pois a producdo dos alcaloides por técnicas de

micropropagacao tem resultado em teores de emetina menores do que os obtidos em
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plantas coletadas em areas florestais ou produzidas por cultivo agronémico, ou seja,
pelo método convencional (OLIVEIRA et al., 2010). Além disso, vale ressaltar que sua
realizacdo requer muitos reagentes ¢ recursos, ndao sendo uma alternativa

economicamente viavel, em termos comerciais.

3.5. Propriedades farmacologicas

As propriedades farmacologicas relacionadas a ipeca, estdo ligadas a presenca de
dois alcaloides: a emetina e a cefalina. Dentre as mencionadas em diversas
farmacopeias, as principais propriedades sdo a sua agdo emética, em ocorréncias de
envenenamento ¢ intoxicagdes, expectorante (DUARTE, 2016) e amebicida, por sua
acdo toxica sobre a Entamoeba histolytica (BRUNETON, 1995).

A emetina possui principalmente a¢do expectorante e amebicida, entretanto, vale
ressaltar que em altas doses, pode causar émese (FCFRP/USP, 2012). Contudo, a
cefalina ¢ a mais responsavel pela atividade emética da poaia, porém, pelo fato da
emetina ser menos emética que a cefalina, além de ser utilizada no tratamento de
disenteria amebiana e possuir também agdo inibidora da sintese de proteinas ¢ de DNA,

ela ¢ usualmente requerida na medicina (SILVA, 2014).

3.6. Mercado

A Carapichea ipecacuanha é comercializada para laboratérios através da venda
de suas raizes secas ou extrato fluido a partir das raizes. No Brasil esse comércio se
destaca no estado de Sdo Paulo e também em outros paises como os Estados Unidos,
Inglaterra e Canada e, ¢ estimado com U$$ 5 milhdes em um mercado potencial. Dentre
os paises que exportam a ipeca, o Brasil fica em primeiro lugar, seguido do Panama ¢
Costa Rica. Entretanto, essa exportacdo vem declinando devido a progressiva
devastagdo das florestas nas zonas produtoras dos Estados de Mato Grosso ¢ Rondonia
(LAMEIRA, 2002).

A raiz da ipeca possui um valor médio no mercado nacional de até R$ 35,00/kg
e até US$S 150 o litro do extrato fluido. Apesar dessa espécie possuir um elevado
potencial econdomico, ha poucas ocorréncias de cultivo dela no Brasil. O maior nimero
de trabalhos elaborados sobre a espécie em questdo, estdo relacionados com estudos

quimicos e farmacologicos (LAMEIRA, 2002).
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Em relac@o a industria brasileira, a ipeca € utilizada para fabricacdo de tintura e
expectorante em combinagdo com prometazina e guaiacol (Fenergan® Expectorante)

(VIDOTTI e HOEFLER, 2005).

3.7. Composicao quimica

A ipeca desde os primoérdios da civilizagdo até os dias atuais ¢ muito utilizada
devido as suas propriedades terapéuticas vindas de sua composi¢ao alcaloidica, sendo os
dominantes a emetina, cefalina, psicotrina e emetamina (YOSHIMATSU, 1991). Além
desses, podem ser encontrados outros alcaloides como o-metilpsicotrina, protoemetina,
ipecosideo, 6-o-metilipecosideo, neoipecosideo, dimetilalangisideo, 7-ometilipecosideo
e 3,4-dehidroneoipecosideo, neocefelina, 7-o-dimetilcefalina, ¢ outras substancias como
amido, aglcares redutores, resinas, tanino, acido malico, 4cido citrico e acido

ipecacudnico (GARCIA, 2001; LAMEIRA, 2002).

3.8. Alcaloides

Alcaloide foi definido por Pelletier (1983) como “uma substincia ciclica
contendo um nitrogénio em estado de oxidag@o negativo e cuja distribuicdo ¢ limitada
entre organismos vivos” (SIMOES, 2002). Sio um grupo extenso e variado de
metabolitos secundarios. Desde a origem da civilizacdo, os alcaloides sdo
abundantemente utilizados na fabricacdo de venenos e medicamentos, por exemplo. Os
alcaloides podem ser encontrados em todas as partes de um vegetal, porém estdo
concentrados em tecidos com crescimento ativo, cé¢lulas epidérmicas e hipodérmicas,
bainhas vasculares e vasos lactiferos. Sendo assim, a probabilidade de encontrar
alcaloides em células jovens, sdo remotas, ja que sdo armazenadas nos vacuolos. A
principal fung¢d@o dos alcaloides nas plantas ¢ de defesa contra invasdo de
microrganismos, além de protecdo contra raios UV (HENRIQUES, 1999).

E possivel realizar a extracdo e o isolamento destes metabélitos devido as suas
propriedades de base fraca que promovem sua conversdo em sal, quando estdo em
contato com solugdes de acidos e, em solugdes alcalinas, o nitrogénio libera um ion
hidrogénio originando uma amina livre. Através da extragc@o, os alcaloides podem ser
quantificados por técnicas gravimétricas, volumétricas, método espectrofotométrico,

cromatografico e outras técnicas hifenadas (DUARTE, 2016).
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Por conta de sua variedade estrutural, os alcaloides apresentam um amplo
espectro em suas atividades bioldgicas, como por exemplo, algumas espécies sao
repelentes de herbivoros, enquanto outras sdo utilizadas na sintese de feromonios. Os
variados tipos de atividades bioldgicas dos alcaloides proporcionam propriedades
amebicidas, eméticas, anti-hipertensivos, antimalaricos, antitussigenos, antitumorais,
antivirais, estimulantes do sistema nervoso central, entre outros (DUARTE, 2016).

A Carapichea ipecacuanha ¢ abundante em alcaloides, sendo os principais:
emetina e cefalina, aos quais sdo atribuidas as propriedades terapéuticas dessa planta.
Os alcaloides presentes na ipeca podem ser encontrados em toda a planta, porém as
maiores concentragoes estdo em suas raizes, em niveis entre 2,0 ¢ 2,7%. Todavia, ha
variacdo na porcentagem dos alcaloides (ASSIS, 1992) em fun¢@o da temperatura e da
idade das raizes (ASSIS e GIULIETTI, 1999). Segundo Jha et alli (1988), os alcaloides
encontram-se em maior taxa quando a planta esta na fase adulta, por volta de seus 3 a 4
anos, na época de sua floragdo

A emetina ¢ sintetizada a partir da descarboxilagdo do aminodcido tirosina
(COSTA, 2000) e também pode ser feita sinteticamente por meio da metilacdo da
cefalina, entretanto, o produto obtido sinteticamente ndo apresenta os mesmos efeitos
terapéuticos que possuem os extratos da planta (TORRES, 1972).

As formulas estruturais da emetina e cefalina estdo representadas na figura 4.

Figura 4 — Estrutura da emetina e cefalina, respectivamente.

CH; CH;0.

CH;0 CH;0

H H
OCH; OCH
OCH3 OH
Emetina Cefalina

Fonte: Garcia, 2001.
3.9. Cromatografia
O termo cromatografia, juncdo de chrom que significa cor e graphie que

significa grafia, foi criado pelo botanico russo Mikhail Tswett no ano de 1903, quando



21

estava separando os componentes presentes em um extrato de folhas em fases coloridas,
utilizando o éter de petréleo para passar através de uma coluna de vidro que era
recheada com carbonato de calcio. (DEGANI e CASS, 2001) Com isso, criou-se a
cromatografia em coluna que ¢ a técnica cromatografica mais antiga, consiste na
separagdo de componentes entre duas fases, solida e liquida, baseada na capacidade de
adsorcdo e solubilidade.

De modo geral, a cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacdo e
identificacdo de componentes de uma mistura, baseada na migragdo dos compostos da
mistura, os quais apresentam diferentes interagdes através de duas fases, a fase movel,
onde os componentes a serem isolados eluem por um solvente fluido liquido ou gasoso
¢ a fase estacionaria, uma fase que ndo se locomove, no qual o componente requerido

ira ficar retido na superficie de outro material liquido ou sélido.

3.10. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na década de 60 com os pesquisadores Horvath, Kirkland e Huber, houve o
desenvolvimento da cromatografia liquida, no qual fizeram o uso de colunas com
particulas pequenas sendo necessario o uso de bombas de alta pressdo, em vista disso,
surgiu equipamentos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High
Performance Liquid Chromatography - HPLC) no inicio da década de 80, tornando-se
indispensavel no controle de qualidade industrial por conta de sua versatilidade e
precisdo. A técnica de HPLC tem o mesmo principio geral da cromatografia, e destaca-
se por fazer a separagdo de incontaveis substancias de peso molecular que possuem
volatilidade muito baixa, sendo assim, o método por cromatografia gasosa ndo se aplica.
(DUARTE, 2016)

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, o analito ¢ dissolvido em um
solvente e injetado na coluna cromatografica. Logo apdés a injegdo, um solvente é
bombeado com vazdo constante, com isso os constituintes da mistura analitica se
locomovem pela coluna. A velocidade do deslocamento dos compostos na coluna ¢
inversamente proporcional a afinidade dos mesmos pela fase estacionaria, sendo assim,
quanto maior a afinidade, mais lento ¢ o deslocamento e quanto menor a afinidade, mais
rapido ¢ o deslocamento. O analito passa por um detector, ao sair da coluna, emitindo

um cromatograma. (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007)



22

As colunas cromatograficas podem ser classificadas em normal ou reversa, ¢ de
fase normal quando a coluna ¢ constituida por grupos mais polares ligados e a fase
movel menos polar, enquanto que a fase reversa da fase estaciondria ¢ constituida de
grupos menos polares ligados e a fase movel utilizada ¢ mais polar (SNYDER e
DOLAN, 2007). Com o surgimento da fase reversa, elevou-se as aplicagdes da
cromatografia, passando a ser utilizada em diversas areas, como: toxicologia,
cosméticos, farmacos, pesticidas, proteinas e corantes. Além disso, a fase reversa
possibilitou a ndo influéncia da dgua na reprodutibilidade, equilibrio mais rapido da

coluna e entre outras vantagens (SILVA e COLLINS, 2011).

3.11. Quantificacdo de emetina e cefalina

Em 1981, Hatfield e colaboradores descreveram uma metodologia para
determinar os alcaloides da ipeca utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em amostras do Panama, no qual foram misturadas com hidréxido de amoénio
(23%) e extraidas com éter etilico, em seguida uma aliquota foi evaporada até secura e
no residuo foi acrescentado diclorometano-metanol (25:1). A fase movel foi composta
por diclorometano-metanol-hidréxido de aménio (250:10:1). A vazdo do solvente foi de
1 a 4 mL/minuto, usou-se um detector ultravioleta a 280 nm com um tempo de 10
minutos. A emetina teve uma variagdo de 0,42% a 1,60% enquanto que a cefalina
variou de 0,76% a 1,82% (HATFIELD, 1981).

Em 1984, foi quantificada a emetina e cefalina de amostras de ipecacuanha da
América do Sul e do Japdo, encontrando uma concentragdo que variava de 0,6 a 1,43%

de emetina ¢ 0,72 a 3,33% de cefalina (TESHIMA, 1984).

3.12. Validacao do método

A validagdo do método tem como designagdo demonstrar que o método analitico
fornece resultados aceitaveis, confiaveis e que estdo de acordo com a finalidade a que se
destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos. Alguns parametros
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) sdo a
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detecgdo, limite de quantificagdo
e robustez (ANVISA 2017).

A seletividade ¢ comprovada por meio da sua capacidade de identificar ou

quantificar o analito de interesse, na presenca de componentes que podem estar
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presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz e a
linearidade deve ser demonstrada através da sua capacidade de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra (ANVISA
2017).

A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado
e deve ser expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermedidria ou da
reprodutibilidade e a exatiddo ¢ obtida por meio do grau de concordancia entre os
resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor aceito como
verdadeiro (ANVISA 2017).

O limite de detecgdo deve ser demonstrado pela obtengdo da menor quantidade
do analito presente em uma amostra que pode ser detectado e o limite de quantificagdo ¢
a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao
e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas. A robustez ¢ um
parametro realizado no desenvolvimento do método analitico que indica a sua

capacidade em resistir a pequenas variacdes das condi¢des analiticas (ANVISA 2017).

4. METODOLOGIA
4.1. Material e equipamentos utilizados nos procedimentos experimentais
e Estufa com circulagédo de ar (FANEM, modelo 315 SE);
e Balanga analitica (SHIMADZU, modelo AY?220);
e Banho de ultrassom (UltraCleaner, modelo USC-1400A);
e Agitador Vortex (Fisatom, modelo 771);
o Centrifuga (FANEM, modelo: EXCELSA BABY II 206-R);
e Banho-maria (QUIMIS, modelo Q218-1);
e Triturador (IKA, modelo A11BS32);
e pHmetro (TECNAL, modelo TEC-3 MP);
e Sistema de filtracdo a vacuo (ADVANTEC);
e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Direct);
e Cromatdgrafo liquido com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) Finnigan
SURVEYOR (Thermo Scientific);
e Acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker, lote: 9012-03);
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e Hidrdoxido de amonio PA (NEON, lote: 45079);

e Eter etilico PA (Dindmica, lote: 103586);

e Acetato de sodio (SIGMA-ALDRICH, lote: BCBZ7333);

e Acido acético glacial PA (Dinamica, lote: 90219);

e Unidade filtrante descartavel para seringa MILLEX-GV de 0,22 pm;
e Padriao de Emetina (European Pharmacopoeia Reference Standard);

e Padrio de Cefalina (European Pharmacopoeia Reference Standard).

4.2. Coleta e identificacao do botinico

O material botanico utilizado no experimento (Figura 5) foi coletado em julho de
2019 no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Para.
Foram coletadas amostras de raiz, caule, folha e fruto de um mesmo espécime adulto
cultivada no Horto, proveniente de cultivo in vitro e codificada como LAB; e raiz de
amostra codificada como 577 (procedéncia: Barra do Bugre, MT). Ambas compdem
Banco Ativo de Germoplasma. Exsicata dessa espécie encontra-se depositada no

Herbario IAN da Embrapa Amazonia Oriental sob registro N° 194095 (Figura 6).

Figura 5 — Carapichea ipecacuanha. a) espécime adulto; b) folha; c¢) fruto; d) caule; e) raiz.

Foto: Nadia Paracampo.
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Figura 6 — Exsicata de Carapichea ipecacuanha IAN N° 194095.

Fonte: Imagem cedida pelo Laboratoério de Botanica da Embrapa Amazonia Oriental.

4.3. Processamento do material botinico e extracao de emetina e cefalina

A extrag@o dos alcaloides foi realizada a partir de adaptagdes das metodologias
utilizadas por Garcia et al. (2005), Silva (2014) e Nesmarak et al. (2018). As amostras
inicialmente foram lavadas com 4gua corrente e secas em estufa a 50 °C por 48 horas.
Em seguida foram moidas com auxilio de um triturador, até atingirem a estrutura de pé
fino e armazenadas em frascos de polietileno de alta densidade (PEAD) (Figura 7), sob

refrigeragdo.

Figura 7 — Amostras de Carapichea ipecacuanha secas e trituradas. a) folha; b) fruto; c) raiz; d) caule.

Foto: Jéssica Almeida.

Aproximadamente, 100 mg de amostra foram pesadas e transferidas para tubos
de centrifugacdo tipo Falcon, em triplicata. Em seguida, foi acrescentado 2 mL de
hidroxido de aménio 0,1 M e agitou-se em agitador vortex por 1 minuto. Acrescentou-
se 10 mL de éter etilico. Amostras foram submetidas a agitacdo em banho de ultrassom

por 10 minutos (Figura 8a) ou agitador vortex por 5 minutos, para comparacdao de
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eficiéncia de ambos os meios de agitacdo. Em seguida, os tubos foram colocados para
centrifugacdo por 5 minutos (Figura 8b) com velocidade fixa de 3261 RPM a
temperatura ambiente. Logo depois, transferiu-se a fase etérea contendo os alcaloides
para um tubo de ensaio e deixou-se evaporar até a secura (Figura 8c ¢ 9) em banho
maria com temperatura entre 45°C e 55°C. Os extratos de alcaloides foram
redissolvidos com 10 mL de acetonitrila grau HPLC, filtrados em membrana de 0,22

pm e armazenados em vials de vidro (Figura 10) para analise por HPLC-DAD.

Figura 8 — Etapas da extragdo. a) agitacdo; b) centrifugacdo; c) separagdo do extrato etérea.

Foto: Jéssica Almeida.

Figura 9 — Extratos apds evaporagao.

Foto: Jéssica Almeida.

Figura 10 — Armazenamento dos extratos em vials para HPLC.

Foto: Jéssica Almeida.
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4.4. Preparo das solucoes-padrio de emetina e cefalina
5,4 mg de padrido auténtico de emetina e 5,8 mg de cefalina foram transferidos
para baldo volumétrico de 5 mL, solubilizados e aferidos com de acetonitrila grau HPLC.
A partir desta solucdo contendo os dois analitos de interesse, cinco solugdes com
concentracdes de emetina entre 0,04 e 0,27 mg/mL e cefalina entre 0,04 ¢ 0,29 mg/mL,
em duplicata, foram analisadas em HPLC-DAD e os dados dos cromatogramas foram

utilizados para a construgdo da curva de calibragdo externa para cada analito.

4.5. Preparo da solucio tampio da fase movel

Para o preparo solugdo tampao de acetato de sodio 0,25 M (pH=5) da fase
movel, foram transferidos 20,715 g de acetato de sodio para béquer de 1 L e
solubilizou-se com agua ultrapura. Em seguida, ajustou-se o pH em 5 com acido acético
glacial, utilizando pHmetro e agitador magnético, transferiu-se para baldo volumétrico
de 1000 mL e aferiu-se a solugdo. Filtrou-se o tampao em membrana de 0,45 pum,

utilizando sistema de filtracdo a vacuo.

4.6. Analise por HPLC-DAD

As quantificacdes de emetina e cefalina nos extratos foram realizadas,
simultaneamente, em um sistema de cromatografia liquida utilizando coluna
LiChroCART® 250-4,6 Purospher® STAR RP-18E e pré-coluna LiChroCART® 250-
4,6 Purospher® STAR RP-18E Merck. A fase movel foi composta de acetonitrila e
tampao de acetato de sodio (pH = 5) com eluicdo em gradiente (Figura 11). O volume
de injegdo foi de 10 puL e a vazdo de 0,8 mL/min, com temperatura mantida em 21°C £
2. Tempo de analise de 20 min. Usou-se detector de arranjo de diodos (do inglés, Diode
Array Detector - DAD) com comprimento de onda na faixa de 200 a 600 nm e aquisi¢@o
cromatografica em 280 nm. O software utilizado foi o Xcalibur 2.0. Emetina e cefalina
foram detectados por comparagdo de seus tempos de retencdo com os dos padrdes
auténticos, analisados sob as mesmas condi¢des. A concentracdo de cada alcaloide foi

estimada com base na curva analitica.
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Figura 11 — Grafico do gradiente da fase mdovel. Composi¢do (%) x Tempo (min).
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Fonte: Elaboragio do autor.

4.7. Determinacgao do teor de agua em drogas vegetais (umidade)

A andlise de umidade, segundo Farmacopeia Brasileira (6° edi¢do), foi realizada
para efeito de calculo dos teores de alcaloides em base seca.

Transferiu-se, aproximadamente, 1 g de amostra seca e triturada, em duplicata,
para cadinho. Posteriormente, foram colocadas em estufa com circulagdo de ar a 105°C
durante 5 horas e verificou-se até massa constante. Foram feitos os calculos para

obtencdo do teor de umidade (h%):

__ (Pu—Ps)

Ofy =~~~ 7
h% -— x 100 (1)
Onde Pm ¢ o peso da amostra, Pu ¢ o peso do recipiente que contém a amostra

antes da secagem ¢ Ps ¢ o peso do recipiente que contém a amostra depois da secagem.

4.8. Validacao do método

O método de quantificacdo dos alcaloides (emetina e cefalina) foi validado de
acordo com a resolucdo 166 da ANVISA, publicada em julho de 2017. Os pardmetros
avaliados foram seletividade, linearidade, precisao, limite de detecg@o. A seletividade se
baseou na comparacdo dos cromatogramas e dos espectros no ultravioleta (UV) do
padrio e da amostra, analisando as bandas de absor¢do e o tempo de retengdo. A
linearidade foi determinada pela curva analitica, usando o coeficiente de correlacdo
(R?).

A precisdo do método foi avaliada em relacdo aos niveis de repetibilidade e

precisdo intermediaria. Para avaliar a repetibilidade analitica, prepararam-se 6 amostras
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que foram injetadas no mesmo dia, nas mesmas condi¢des cromatograficas e pelo
mesmo analista e os resultados foram expressos em desvio padrao relativo (DPR). Para
a determinagdo da precisdo intermedidria foram preparadas para cada dia 1 amostra em
triplicata, que foram avaliadas em 2 dias diferentes por 2 analistas diferentes. As
amostras foram injetadas em triplicata e os resultados expressos em DPR. Esse
parametro foi expresso como o desvio padrao relativo, segundo a féormula a seguir:
DPR = —— X 100 )
Onde DP ¢ o desvio padrdo e CMD a concentragdo média determinada.

O limite de deteccdo (Ld) é determinado pela relacdo do desvio padrido e da

inclinagdo da curva de calibragdo. Entretanto, neste estudo os limites de detec¢do foram

encontrados utilizando o software estatistico Action Stat.

4.9. Tratamento de residuos
Os residuos toxicos gerados nas analises foram descartados conforme as normas
para gestdo de residuos quimicos nos laboratérios da Embrapa Amazoénia Oriental

(SILVEIRA-NETA e PARACAMPO, 2012).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Selecao do método de extracao

Segundo a literatura, a extracdo assistida por ultrassom ¢ uma técnica de preparo
de amostra que apresenta como vantagens: simplicidade, baixo custo, rapidez, baixo
consumo de solvente e pequena quantidade de amostra (CARDOSO, 2018). Entretanto,
verificou-se que os resultados obtidos a partir dessa técnica ndo foram precisos nos
ensaios realizados, com desvio padrdo relativo de até 51,86 %. Portanto, selecionou-se
como técnica de extracdo a agitacdo em vortex, para a qual se observou valores de
desvios padrdes relativos para a repetibilidade dentro do preconizado pela RE N° 899,

isto ¢, inferior a 5% (ANVISA, 2003).

5.3. Identificacao de emetina e cefalina
Para a identificagdo dos alcaloides, foram realizadas analises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodos. A partir destas

analises, por meio da comparagdo de seus tempos de retencao e espectros no UV com os
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dos padroes auténticos de emetina e cefalina, foi possivel fazer a quantificacdo dos
teores dos marcadores quimicos nos extratos dos orgdos da ipeca. Os tempos de
retengdo encontrados para os padrdes de emetina e cefalina foram 11,13 e 10,73 min,

respectivamente (Figura 12).

Figura 12 — Cromatograma do padrido de emetina e cefalina. Coluna: LiChroCART® 250-4,6
Purospher® STAR RP-18E; temperatura da coluna: 21°C + 2; fase movel: (A) tampao acetato 0,25 M
(pH = 5) e (B) acetonitrila; elui¢do em gradiente; vazao: 0,8 mL/min; volume de injegdo: 10 puL; tempo de
analise: 20 min; detecgdo: 280 nm.
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As Figuras 13, 14 e 15 apresentam os cromatogramas da raiz, do caule e da folha
da ipeca, respectivamente, sendo possivel observar a presenca dos marcadores quimicos
nesses 6rgdos. Ja no cromatograma do extrato do fruto (Figura 16), s6 foi possivel a

identificacdo da emetina.

Figura 13 — Cromatograma do extrato da raiz obtido por agitagdo em vortex. Coluna: LiChroCART®
250-4,6 Purospher® STAR RP-18E; temperatura da coluna: 21°C + 2; fase mdvel: (A) tampao acetato
0,25 M (pH = 5) e (B) acetonitrila; eluicdo em gradiente; vazdo: 0,8 mL/min; volume de inje¢do: 10 pL;
tempo de analise: 20 min; detec¢do: 280 nm.
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Figura 14 — Cromatograma do extrato do caule obtido por agitagdo em vortex. Coluna: LiChroCART®
250-4,6 Purospher® STAR RP-18E; temperatura da coluna: 21°C £ 2; fase modvel: (A) tampao acetato
0,25 M (pH = 5) e (B) acetonitrila; eluicdo em gradiente; vazao: 0,8 mL/min; volume de inje¢do: 10 pL;
tempo de analise: 20 min; detec¢do: 280 nm.

10.89

3.05 344 588 6.28 707 854

Time (min)

Figura 15 — Cromatograma do extrato da folha obtido por agitacdo em vortex. Coluna: LiChroCART®
250-4,6 Purospher® STAR RP-18E; temperatura da coluna: 21°C £ 2; fase movel: (A) tampao acetato
0,25 M (pH = 5) e (B) acetonitrila; eluicdo em gradiente; vazao: 0,8 mL/min; volume de inje¢do: 10 pL;
tempo de analise: 20 min; detecgdo: 280 nm.
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Figura 16 — Cromatograma do extrato do fruto obtido por agitagdo em banho de ultrassom. Coluna:
LiChroCART® 250-4,6 Purospher® STAR RP-18E; temperatura da coluna: 21°C + 2; fase movel: (A)
tampao acetato 0,25 M (pH = 5) e (B) acetonitrila; eluicdo em gradiente; vazao: 0,8 mL/min; volume de
injecdo: 10 pL; tempo de analise: 20 min; detec¢@o: 280 nm.

463 9.49

10.79
1121

582 6.22 6.65 844

14.55
1586 1554 17.43 19.83

O—rerry T T T T LAAAA ML LAAAL WAL AR RARRI LAAAM ARRI LhkbAd AL MAAAY MR LA |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2(
Time (min)

Por este resultado observado para o fruto, sugere-se que o teor de cefalina esteja
abaixo do nivel de deteccdo estimado para o método utilizado (Tabela 1). Além disso,
ressalta-se que a coleta da amostra foi realizada durante o més de julho, més com baixa
incidéncia de chuvas (Figura 17), o que pode influenciar na producdo dos metabolitos

secundarios. Segundo Lameira (2002), recomenda-se a coleta em periodos menos secos.

Tabela 1 — Valores de limite de detecg@o estimados para emetina e cefalina utilizando-se o software
Action Stat a partir dos dados das curvas de calibragao externa.

PADRAO LIMITE DE DETECCAO (mg/mL)
Emetina 0,0248
Cefalina 0,0214

Fonte: Elaboracao do autor.
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Figura 17 — indice pluviométrico na cidade de Belém em 2019.
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Fonte: https://www.climatempo.com.br/climatologia/232/belem-pa.

5.4. Quantificacio de emetina e cefalina

Para a quantificacdo da emetina e cefalina utilizaram-se as curvas de calibragdo
externa, cujas equagdes estdo apresentadas na Tabela 2 e correlacionam, diretamente,

com o teor desses alcaloides.

Tabela 2 — Equagdes da reta para os padroes de emetina e cefalina, onde y é a area sob o sinal e x é a
concentragdo do marcador quimico, expressa em mg/mL.

Padrao R Equacio da reta
Emetina 0,9944 y =4E+06x - 3546,4
Cefalina 0,9964 y = 3E+06x — 39803

Fonte: Elaborac¢do do autor.

As amostras foram coletadas na época de sua floracdo e segundo Pio-Corréa
(1984), o maior acamulo dos alcaloides ocorre quando a planta estd na época da
floragdo, quando a planta esta adulta, com aproximadamente 3 a 4 anos de idade. Vale
ressaltar, que fatores como diversidade genética, temperatura do solo, disponibilidade

de agua, nutrientes, radiagdo UV e interacdo entre eles também podem afetar a
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concentracdo de metabdlitos secundarios em plantas medicinais (GOBBO NETO,
2007).

Os teores de emetina e cefalina encontrados no extrato da raiz (Figura 18) sdo de
1,46% e 0,67%, respectivamente, calculados em base seca, 0 mesmo foi observado por
Skorupa e Assis (1998) no qual descreveram, que os teores de emetina e cefalina a partir
de raizes coletadas no Brasil sdo de 1,5-1,7% e 0,6-0,7%, respectivamente. Porém, esses
valores podem variar em funcdo da procedéncia, temperatura ambiente ¢ idade da

espécie (ASSIS e GIULIETTI, 1999).

Figura 18 — Teor de emetina e cefalina em diferentes 6rgdos de Carapichea ipecacuanha. Extratos obtidos
por agitagdo em vortex, com excec¢do do fruto, e analisados por HPLC-DAD.
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Fonte: Elaboracao do autor.

Observa-se também que foi possivel quantificar os marcadores quimicos no
caule, com 0,66% de emetina ¢ 1,48% de cefalina, e na folha com 0,83% de emetina e
0,54% de cefalina. No fruto s6 foi possivel a quantificagdo da emetina, com o teor de
0,29%. Contudo, ndo foi encontrado na literatura o teor dos alcaloides no caule, folha e
fruto para a comparacao de resultados.

De acordo com Chamerjee (1982), a emetina ¢ a cefalina sdo encontradas em
todas as partes da planta, mas em maiores concentragdes em suas raizes, pois a parte
aérea e o sistema radicular estdo em constante competi¢ao pelas substancias assimiladas

ou sintetizadas, sendo que o sistema radicular ¢ considerado um forte dreno,

principalmente quando as plantas estio em deficiéncia nutricional (SALISBURY e
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ROSS, 1992). Isso pode ser observado neste trabalho, no qual o extrato da raiz obteve o
maior teor dos alcaloides analisados, evidenciando a busca pela raiz, o que acarretou no
extrativismo predatorio na raiz da Carapichea ipecacuanha.

Verifica-se (Figura 18) que o caule possui quantidades consideraveis de emetina
(0,66%) e cefalina (1,48%). Entretanto, ndo se pode considerar como boa op¢ao para a
extragdo dos alcaloides, pois o caule ¢ o responsavel por transportar os nutrientes ao
restante da planta (TAIZ e ZEIGER, 2013) e a ipeca ¢ uma planta de pequeno porte, ndo
possuindo muitos caules, 0 que consequentemente resultaria na morte da planta. Outra
possibilidade seria a extra¢do a partir do fruto, contudo ndo foi possivel quantificar a
cefalina e a emetina encontra-se em concentra¢cdo menor que os demais o6rgaos (0,29%).

Em relagdo aos teores dos metabolitos secundarios na folha, foram encontrados
teores consideraveis de emetina e cefalina, com 0,83 % e 0,54%, respectivamente, o que
representa uma otima opcao como matéria prima fonte desses alcaloides. Considerando-
se que ao arrancar as folhas, os prejuizos a planta seriam menores, uma vez que as
folhas sdo renovadas frequentemente (TAIZ e ZEIGER, 2013). Entretanto, s@o
necessarios maiores estudos para a utilizacdo da folha, ampliando o nlimero de amostras
¢ utilizando um nimero maior de plantas de Carapichea ipecacuanha, pois nesse
trabalho a quantificagdo foi realizada em o6rgdos de uma planta ou individuo apenas.
Além disso, necessitam-se também estudos relacionados aos fatores que alteram a
quantidade dos marcadores quimicos nas folhas, visto que na literatura se encontram

somente discussdes sobre a raiz.

5.2. Validacao do método
Os parametros de mérito foram determinados com base nos extratos da amostra

577 (raiz), obtido por agitacdo em vortex.

No parametro seletividade, compararam-se os tempos de retengdo (Figura 19) e
os espectros no UV (Figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27) da amostra com os dos padrdes de
emetina e cefalina (Figuras 12, 20 e 21), e utilizou-se isso como indicagdo da presenca

dos compostos puros.
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Figura 19 — Cromatograma do extrato da amostra 577 obtido por agitagdo em vortex. Coluna:
LiChroCART® 250-4,6 Purospher® STAR RP-18E; temperatura da coluna: 21°C + 2; fase movel: (A)
tampao acetato 0,25 M (pH = 5) e (B) acetonitrila; elui¢do em gradiente; vazdo: 0,8 mL/min; volume de
injecdo: 10 pL; tempo de analise: 20 min; detecg¢@o: 280 nm.
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Figura 20 — Espectro no UV-Vis do padrio de cefalina.
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Figura 21 — Espectro no UV-Vis do padrdo de emetina.
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Figura 22 — Espectro no UV-Vis da cefalina do extrato da amostra 577 tomado no inicio do pico.
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Figura 23 — Espectro no UV-Vis da cefalina do extrato da amostra 577 tomado no meio do pico.
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Figura 24 — Espectro no UV-Vis da cefalina do extrato da amostra 577 tomado no final do pico.
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Figura 25 — Espectro no UV-Vis da emetina do extrato da amostra 577 tomado no inicio do pico.
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Figura 26 — Espectro no UV-Vis da emetina do extrato da amostra 577 tomado no meio do pico.
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Figura 27 — Espectro no UV-Vis da emetina do extrato da amostra 577 tomado no final do pico.
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A linearidade foi avaliada por meio da curva de calibracdo externa do padrdo de
emetina e cefalina, para as quais se obteve R*=0,9944 para a emetina (Figura 28) e R’

= 0,964 para a cefalina (Figura 29). Sendo ambas satisfatoria, pois obteve-se R* > 0,99.

Figura 28 — Curva analitica para emetina.
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Figura 29 — Curva analitica para cefalina.
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A precisdo do método (Tabelas 3 e 4) foi avaliada em termos de repetibilidade a
partir de seis determinacdes realizadas em um unico dia com as mesmas condigdes de
analise e pelo mesmo analista. Assim como em termos de precisdo intermedidria, as
determinagdes foram realizadas em dois dias diferentes e por analistas diferentes.

Os valores dos desvios padrdes relativos obtidos estdo de acordo com os
critérios de aceitagdo das agéncias reguladoras para métodos analiticos (RSD < 5%)
(ANVISA, 2003), o que indica que método analitico para quantificacdo simultanea de
emetina e cefalina estd sendo satisfatoriamente validado.

O parametro exatiddo devera ser avaliado para a conclusdo do processo de
validacdo.

Tabela 3 — Valores das concentragdes médias, desvios padrdes e desvios padrdes relativos para avaliagao
de repetibilidade e precisdo intermediaria do método para quantificagdo de emetina.

Repetibilidade Precisdo intermediaria
Média (mg/mL) 0,189 0,88
Desvio padrao 0,008 0,005
Desvio padrao relativo 3,97 2,70

Fonte: Elaboracdo do autor.

Tabela 4 — Valores das concentragdes médias, desvios padrdes e desvios padrdes relativos para avaliagao
de repetibilidade e precisdo intermediaria do método para quantificagdo de cefalina.

Repetibilidade Precisdo intermediaria
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Média (mg/mL) 0,072 0,071
Desvio padrao 0,002 0,002
Desvio padrao relativo 2,356 2,849

Fonte: Elaboragao do autor.

O LD calculado pelo software Action Stat para o método demonstrou que o
mesmo se mostra bastante sensivel a deteccdo dos compostos de interesse, sendo

estabelecido em 0,0248 mg/mL para emetina e 0,0214 mg/mL para cefalina.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho, constatou-se a presenga dos principios ativos em outros 6rgaos
da planta como caule, folha e frutos. Observou-se também que a folha contém
quantidades apreciaveis de emetina e cefalina, e que poderia servir de fonte alternativa
para a extragdo desses alcaloides, minimizando os prejuizos causados a planta no
momento da colheita. Contudo, ¢ necessario maiores estudos ampliando o tamanho da
amostra, com a utilizacdo de um numero maior de espécimes de C. ipecacuanha.
Portanto é coerente afirmar que os objetivos foram alcangados, pois foi possivel analisar
e comparar os teores de emetina e cefalina em raiz, caule, folha e fruto da Carapichea
ipecacuanha e também a validag@o parcial do método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para quantificagdo simultanea de cefalina e emetina em Carapichea

ipecacuanha, atendeu o preconizado pela legislagao.
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