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Resumo

Um dos insumos mais utilizados na manufatura de medicamentos homeopaticos é a tintura-
mie. Um método aparentemente ttil para o controle de qualidade das tinturas-mies ¢ a
anélise capilar. Este método analitico, tornado publico no inicio do século passado por Hugo
Platz, caiu em desuso apés o advento de técnicas cromatograficas mais modernas. Embora
empregue técnicas simples e de baixo custo, ndo hd estudos de validagdo da andlise capilar. O
presente ensaio teve por objetivo validar o método de anélise capilar utilizado no controle de
qualidade de tinturas-mie. Para tanto foram obtidos os espectros capilares das tinturas-mie
de Aconitum napellus L., Strychnos nux vomica L. e Anemone pulsatilla L. provenientes de
fornecedores nacionais qualificados pela Associagio Brasileira de Farmacéuticos Homeopatas.
Os atributos avaliados foram precisido, reprodutibilidade e seletividade. Os resultados
alcangados recomendam a utilizagdo do método de analise capilar, conforme proposto por
Platz, nas andlises qualitativas de tinturas-mde.
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Validation of Hugo Platz’s method of capillary analysis for quality control of mother
tinctures

Abstract

Mother tinctures are one of the most common starting materials used in the elaboration of
homeopathic medicines. Capillary analysis seems a useful method for quality control of
mother tinctures. This method was publicized in the beginning of the 20t century by Hugo
Platz to fell into disuse following the development of the modern chromatographic
techniques. Despite the simple techniques involved, and the low cost of the overall method,
no studies of validation have yet been performed of Platz’s capillary analysis. The present
study sought to validate capillary analysis for quality control of mother tinctures. The
capillary spectra of mother tinctures of Aconitum napellus L., Strychos nux vomica L. e Anemone
pulsatilla L. provided by Brazilian suppliers certified by the Brazilian Association of
Homeopathic Pharmacists were obtained. The attributes evaluated were accuracy,
reproducibility and selectivity. The results allow recommending the use of capillary analysis
as formulated by Platz for qualitative analysis of mother tinctures.
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Introducio

A maioria dos medicamentos homeopdticos é preparada a partir de tinturas
homeopdticas conhecidas como tinturas-mde. Dos métodos usados ao longo do tempo no
controle de qualidade das tinturas-mie, um deles chama a atengdo por sua simplicidade e
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praticidade. Esse método qualitativo, desenvolvido em 1864 por Christian Friedrich
Schoenbein, aprimorado em seguida por seu aluno Friedrich Goppelsroeder [17, e divulgado
com pequenas alteragdes por Hugo Platz [27, recebe o nome de andlise capilar ou
capilograma. Durante muitos anos foi utilizado como o principal método de comprovacio da
legitimidade das tinturas-mde [37]. Contudo, caiu em desuso apés o advento de técnicas
cromatograficas mais modernas.

Na andlise capilar, a tintura-mée a ser analisada movimenta-se por capilaridade e
ascende ao longo de um papel de filtro cromatografico, evaporando-se em seguida. As
substincias ndo volateis constituintes da tintura fixam-se sobre o papel de filtro
cromatografico a uma altura que depende do estado de umedecimento do papel, o qual varia
com as condi¢des higrométricas combinadas com a temperatura do ambiente. As diversas
substancias sdo depositadas em diferentes alturas, segundo sua natureza, formando bandas
coloridas por afinidade. Desse modo, cada tintura apresenta seu espectro capilar especifico,
como as impressoes digitais, ndo havendo um espectro igual ao outro [47]. O método de
anélise capilar foi aperfeicoado por Neugebauer, com a identificagdo dos principios ativos
retidos no papel de filtro cromatogréfico por meio de reagentes gotejados diretamente nesse
suporte inerte, obtendo-se assim reagdes coradas locais [5].

O método de analise capilar difere da cromatografia em papel, j4 que nenhum solvente
é utilizado. Porém, apresenta o inconveniente de formar bandas muitas vezes sobrepostas [67].
Todavia, este método pode ser util no controle analitico qualitativo das tinturas-mie, uma vez
que a imagem Unica que um extrato hidroalcodlico deixa sobre uma tira de papel de filtro ao
ascender por capilaridade permite sua identificagdo ao ser comparada com uma imagem
padrdo.

O presente estudo teve por objetivo fundamental a validacdo do método de Platz,
descrito na farmacopeia homeopatica de Willmar Schwabe [87, para ser utilizado como uma
alternativa segura no controle de tinturas homeopdticas a ser realizado nas farmécias.

As principais caracteristicas a ser levadas em consideragdo durante a validagdo de
procedimentos analiticos devem demonstrar que o método avaliado é apropriado a finalidade
pretendida. Por meio da Resolugdo — RE n°® 899, de 29 de maio de 2003, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) apresenta as normas orientadoras para a validagdo de
metodologias que podem ser utilizadas no controle de qualidade de fitoterapicos e de extratos
vegetais [7], de acordo com as orientagdes da Geréncia de Medicamentos Isentos,
Especificos, Fitoterdpicos e Homeopéticos (GMEFH) [87]. Segundo esse documento
normativo, no caso de metodologia analitica ndo descrita em farmacopeias ou formuldrios
oficiais devidamente reconhecidos pela ANVISA (caso da andlise capilar), a metodologia serd
considerada validada desde que sejam avaliados os seguintes parametros: especificidade e
seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de detecgdo, limite de quantificagdo,
exatidio e robustez, de acordo com a finalidade a que se destina o teste. Apenas o primeiro
parametro citado se refere a analise qualitativa, que é realizada por meio de testes de
identificagdo. Todavia, apenas esse pardmetro ndo é suficiente para qualificar uma tintura-
mée, uma vez que ndo basta demonstrar a capacidade de selegdo do método entre compostos
com estruturas relacionadas.

A qualidade de uma tintura-mae requer a andlise de um conjunto de substincias
presentes na tintura e nfo apenas a quantificagdo de um composto isolado, pois é o conjunto
de todas as substancias que ird reproduzir a patogenesia do medicamento, ou seja, o conjunto
de sintomas objetivos e subjetivos que um organismo sadio apresenta ao experimentar
determinada droga [97. Assim, um método que possa evidenciar o conjunto de substéncias de
uma tintura de uma maneira precisa e reprodutivel e apresente praticidade e facilidade de ser
realizado em uma farmdicia magistral homeopdtica torna-se relevante para o controle de



qualidade de uma tintura homeopética. Dessa forma, no presente trabalho optou-se por
avaliar a aplicabilidade do método de anélise capilar de Platz para diferentes tinturas-mée e
explorar os pardmetros precisio, reprodutibilidade e seletividade, adaptando seus conceitos de
acordo com os métodos qualitativos e com as especificidades da homeopatia.

Material e métodos

Para a escolha das tinturas-méae foram utilizadas as seguintes premissas: 1) devem
servir de ponto de partida para a produgio de medicamentos homeopaticos policrestos e/ou
semipolicrestos (medicamentos mais utilizados na clinica didria); 2) devem apresentar grupos
quimicos bem definidos, que desenvolvam reagdes coloridas relativamente estaveis diante de
reagentes gotejados diretamente nas fitas do capilograma; 3) devem apresentar teores de
residuo seco superiores ou iguais a 1%; 4) devem ser disponibilizadas por laboratérios
qualificados pela Associagdo Brasileira de Farmacéuticos Homeopatas (ABFH); 5) devem
constar das monografias da Farmacopeia Homeopdtica Brasileira ou, na auséncia destas, das
publicagdes cientificas estrangeiras admitidas por este compéndio [107]; 6) devem ser
aprovadas de acordo com os testes minimos preconizados pela ANVISA para o controle de
qualidade de extratos hidroalcoélicos: pH, solubilidade relativa, densidade relativa, caracteres
organolépticos e avaliagdo dos certificados de analise [117.

Com base nas premissas acima, foram escolhidas as tinturas-maes de Aconitum napellus
L., Strychnos nux vomica L. e Anemone pulsatilla L., de cada um dos trés laboratérios industriais
homeopiticos qualificados pela ABFH, totalizando nove tinturas-mde. Os ensaios para a
selecdo das tinturas foram realizados na Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP) e
os resultados obtidos foram satisfatérios.

Para a obtengdo dos capilogramas foram realizadas cinco analises capilares para cada
tintura-méde. Uma vez que foram utilizadas trés tinturas-mées distintas (Aconitum napellus L.,
Strychnos nux vomica L. e Anemone pulsatilla L.), fornecidas por trés empresas diferentes (A, B e
C), foram preparados 45 capilogramas. Essas anélises foram feitas em dois laboratérios
distintos por dois analistas diferentes (Laboratério Interdisciplinar de Pesquisa, no Campus
Taquaral da UNIMEP, e Laboratério de Farmacotécnica Homeopatica da Farmaécia Escola,
no Campus Centro da UNIMEP). Portanto, foram obtidos 90 capilogramas no total. Foram
anotadas as temperaturas e umidades ambientes (maxima e minima).

Para a realizagdo das andlises capilares foram vertidos 5 mL da tintura-méie a ser
analisada em tubos de vidro cilindricos especiais de 5 cm de altura por 3 cm de didmetro. A
seguir, foram fixadas em um suporte (formato de trave), o mais verticalmente possivel, com
grampos, tiras de papel de filtro (Whatmann n° 1), de 2 cm de largura por 25 cm de altura, de
modo que submergiram em 8 mm da tintura-mée contida no tubo, sem entrar em contato com
suas paredes. O suporte foi colocado em uma camara parcialmente vedada (camara de anélise
capilar) por 24 horas. Ao término desse periodo, as fitas foram retiradas e as extremidades que
estavam imersas nas tinturas foram cortadas. A seguir as tiras foram mantidas em
temperatura ambiente para secarem [ 3, 4, 5. Por tltimo, as fitas foram fotogratadas por meio
de camera fotografica da marca Sony® (modelo Cyber-shot 10.1 mega pixels) e digitalizadas
para arquivo e andlise futura.

Para a verificagio da precisdo foram desenvolvidos cinco capilogramas para cada uma
das amostras, por meio de um mesmo operador, em um mesmo local, a fim de verificar o grau
de concordancia entre os resultados de cada teste realizado (precisdo intercorrida).

Para a verificagdo da reprodutibilidade foram desenvolvidos cinco capilogramas para
cada uma das amostras, realizados em laboratérios distintos citados anteriormente (precisdo
interlaboratorial).



Seletividade é a capacidade de medir exata e especificamente um farmaco na presenca
de outros constituintes da amostra [127]. Considerando que a andlise capilar é um método
tisico-quimico qualitativo, ndo quantitativo, foram realizados testes de identificagdo dos
principais grupos quimicos retidos nos capilogramas para a verificagio da seletividade do
método. As reagdes para a identificagdo dos principios ativos foram realizadas por meio de
reagentes, aspergidos diretamente nas tiras, para a obtencio de reagdes coradas locais [137.
Os reagentes utilizados nos ensaios de identificagdo dos principais grupos quimicos foram
preparados nas concentragoes adequadas para o uso, segundo a descri¢io da Farmacopeia
Brasileira [147]. Foram utilizados os seguintes reagentes reveladores: NaOH 1M, para as
reagdes de identificagdo de Aconitum napellus L. e Anemone pulsatilla L. (principio ativo
anemonina, coloracdo amarela), e HNO; concentrado, para a reagdo de identificagdo da
tintura-mée de Strychnos nux vomica L. (principio ativo brucina — coloragdo vermelha). Apés a
realizagdo das reagdes de identificagdo e anotagido dos resultados encontrados, as fitas foram
fotografadas e digitalizadas para arquivo.

Para a descri¢do dos espectros capilares (capilogramas) foi utilizada a metodologia
proposta por Carvalho e colaboradores [157], com algumas modificagdes. Os aspectos
considerados foram os seguintes: 1) Altura da corrida: foi medida com uma régua, em cm, da
parte inferior do papel de filtro até ao final da corrida. As alturas das corridas foram
classificadas em alta (acima de 8 cm), média (entre 5 e 8 cm) e baixa (menos do que 5 cm); 2)
Descrigdo das bandas: as bandas sdo regides geralmente coloridas gracas a presenga de
principios ativos agrupados por afinidade quimica. Foram descritas as bandas visiveis, suas
cores e larguras. A intensidade de cor das bandas foi avaliada como vivamente colorido
(+++); pouco colorido (++); muito pouco colorido (+). A largura das bandas fol medida com
uma régua, em cm, de sua parte superior a parte inferior. As bandas foram caracterizadas por
largas (acima de 1 cm) ou finas (abaixo de 1 cm). A franja, representada pelo limite superior da
banda, foi considerada regular ou irregular; 3) Iluorescéncia: os capilogramas foram
examinados sob a agdo de luz ultravioleta (luz UV 865 nm) para registrar a existéncia ou ndo
de zonas com fluorescéncias; 4) Reagdes de identificacdo: foram borrifados reagentes
especificos diretamente sobre as fitas com os capilogramas desenvolvidos, para verificar a
presenga ou ndo de reagdes especificas (positivo ou negativo). Os dados obtidos foram
comparados e analisados quanto a sua coeréncia, j4 que em tese, os espectros capilares obtidos
a partir das tinturas-maes oriundas de uma mesma matéria-prima devem ser semelhantes.

Resultados e discussio

As figuras 1, 2 e 3, representativas dos capilogramas das tinturas-mie de Aconitum
napellus L., Strychnos nux vomica L. e Anemone pulsatilla L. exemplificam o comportamento das
90 corridas realizadas durante o trabalho, que foi semelhante. Os capilogramas apresentados
nessas figuras apresentam valores de alturas de corrida classificadas como altas. Embora
dentro dos critérios estabelecidos para a defini¢do desses valores, ou seja, alta (para medidas
acima de 8 cm), média (entre 5 e 8 cm) e baixa (menos do que 5 cm), foram encontrados
valores de alturas de corrida diferentes para um mesmo critério. Isso pode ter ocorrido em
fung¢do da variagdo da umidade relativa do ar e da temperatura ao longo das 24 horas
disponibilizadas para a corrida, bem como da combinagio desses dois fatores.



Figura 1. Capilogramas da
tintura-mée de Aconitum napellus L.
de um mesmo fornecedor, sem as
reagdes locais de identificagdo,
sendo os 5 primeiros realizados
pelo Analista 1 e os 5 ultimos pelo
Analista 2.

U= umidade relativa do ar (%),
méxima e minima; TA= temperatura
ambiente (°C), mixima e minima; A=
altura da corrida; TH = teor
hidroetanélico da tintura mae (%).

Figura 2. Capilogramas da
tintura-mie de Strychnos nux
vomica L., de um mesmo
fornecedor, sem as reagdes locais
de identificagio, sendo os 5
primeiros realizados pelo Analista
1 e os 5 ultimos pelo Analista 2.

U= umidade relativa do ar (%),
méaxima e minima; TA= temperatura
ambiente (°C), maxima e minima; A=
altura da corrida; TH = teor
hidroetanélico da tintura mae (%).

Figura 3. Capilogramas da
tintura-méie de Anemone pulsatilla
L., de um mesmo fornecedor, sem
as reagdes locais de identificagio,
sendo  os  cinco  primeiros
realizados pelo Analista 1 e os
cinco ultimos pelo Analista 2.

U= umidade relativa do ar (%),
méaxima e minima; TA= temperatura
ambiente (°C), maxima e minima; A=
altura da corrida; TH = teor
hidroetanélico da tintura mae (%).

CAPILOGRAMA U TA A |
‘, 7873 | 216199 | Ata | 65
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64/56 | 24.6/22.8 | Alla | 65
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’ 58/44 | 21,8/202 | Alta | 65
’ 60/51 | 22,8218 | Alla | 65
’ 65/58 | 233224 | Ala | 65
‘ 64/56 | 24.6/228 | Alla | 65




Considerando os teores hidroetandlicos das tinturas-mie e as condi¢des ambientais de
umidade e temperatura, o método de andlise capilar mostrou-se coerente quanto aos valores
das alturas alcangadas pelas corridas no papel de filtro. Cabe salientar que os principios ativos
nio volateis fixam-se no papel a uma altura que depende do estado de umedecimento do papel,
o qual varia com as condi¢des higrométricas combinadas a temperatura do ambiente e ao teor
hidroetanélico da tintura-mie. Quanto mais elevadas forem as temperaturas e a umidade
ambiental, maiores serdo as alturas dos capilogramas. Quanto maiores os teores
hidroetanoélicos, as menos as tinturas-mie penetrario no papel de filtro e, por consequéncia, as
alturas das corridas serdo mais baixas [4,5].

A precisdo pode ser verificada a partir da descri¢do semelhante das imagens obtidas
nos 5 capilogramas desenvolvidos em um mesmo laboratério, por um mesmo analista (Tabela
1). Levando-se em consideragdo que a precisdo é o grau de concordancia entre os resultados
de cada teste quando aplicado de forma repetida a vérias amostragens de uma mesma tintura-

mie, pode-se inferir que o método é preciso.

Tabela 1. Descrigdo dos capilogramas obtidos para as 3 diferentes tinturas-mée analisadas

™ Descri¢do das bandas Fluor. Observagoes

Aco. Franja imegular. Banda superior larga, de | Presente | As bandas apresentaram descrigdes
coloragdo castanha média (++). Presenca de semelhantes nos 5 testes realizados
bandas finas no meio da tira, de coloragdo para uma mesma tintura-mae, tanto
marrom claro (++). para o analista 1 quanto para o

analista 2.

Aco. Franja imegular. Banda superior larga, de | Presente | As bandas apresentaram descrigbes
coloragdo castanha meédia (++). Presenga de semelhantes nos 5 testes realizados
bandas finas no meio da tira, de coloragdo para uma mesma tintura-mae, tanto
marrom claro (+). para o analista 1 quanto para o

analista 2.

Aco. Franja imregular. Banda superior larga, de | Presente | As bandas apresentaram descri¢cbes
coloragdo castanha escura (+++). Presenga de semelhantes nos 5 testes realizados
bandas finas de coloragdo marrom claro no para uma mesma tintura-mée, tanto
meio da tira (+). para o analista 1 quanto para o

analista 2.

Nux. Franja imegular. Banda superior fina, de | Presente | As bandas apresentaram descrigoes
coloragdo castanha clara (++). Presenca de semelhantes nos 5 testes realizados
banda de largura indefinida, no meio da tira, de para uma mesma tintura-mae, tanto
coloragdo marrom claro (+). para o analista 1 quanto para o

analista 2.

Nux. Franja imegular. Banda superior fina, de | Presente | As bandas apresentaram descrigbes
coloragdo castanha clara (+). Presenca de semelhantes nos 5 testes realizados
banda fina, também de coloragdo castanha para uma mesma tintura-mae, tanto
clara (+), proxima da banda superior. Presenca para o analista 1 quanto para o
de banda fina, no meio da tira, de coloragdo analista 2.
marmrom claro (+).

Nux. Franja imegular. Banda superior fina, de | Presente | As bandas apresentaram descrigbes
coloragdo castanha clara (+). Presenca de semelhantes nos 5 testes realizados
banda de largura indefinida, no meio da tira, de para uma mesma tintura-mae, tanto
coloragdo marrom claro (+). para o analista 1 quanto para o

analista 2.

Puls. Franja imegular. Banda superior larga, de | Presente | As bandas apresentaram descrigdes
coloragdo castanha escura (+++). Presenga de semelhantes nos 5 testes realizados
banda de largura indefinida, no meio da tira, de para uma mesma tintura-mae, tanto
coloragéo esverdeada (+) para o analista 1 quanto para o

analista 2.

Puls. Franja imegular. Banda superior larga, de | Presente | As bandas apresentaram descri¢cbes
coloragdo castanha escura (+++). Presenga de semelhantes nos 5 testes realizados
banda de largura indefinida, no meio da tira, de para uma mesma tintura-mae, tanto
coloragdo esverdeada (++) para o analista 1 quanto para o

analista 2.

Puls. Franja imegular. Banda superior larga, de | Presente | As bandas apresentaram descrigbes
coloragdo castanha escura (+++). Presenca de semelhantes nos 5 testes realizados
banda de largura indefinida, no meio da tira, de para uma mesma tintura-mae, tanto
coloragdo esverdeada (++) para o analista 1 quanto para o

analista 2.

TM = tintura-mde; I = fornecedor. Aco. = Aconitum napellus L.; Nux. = Strychnos nux vomica L.; Puls. =

Anemone pulsatilla L.; Fluor. = presenga ou auséncia de fluorescéncia sob a a¢do da luz ultravioleta



De modo semelhante, a reprodutibilidade também pode ser verificada a partir da
descricdo das imagens obtidas por diferentes analistas, em dias e laboratérios distintos
(Tabela 1). Uma vez que os capilogramas apresentaram descrigdes semelhantes, pode-se
concluir que o método é reprodutivel.

Considerando que os resultados das reagoes de identificagdo dos principais grupos
quimicos retidos nos capilogramas foram positivos, pode-se afirmar, com base nesses
procedimentos, que o método de Platz é seletivo (Tabela 2).

Os parametros descritivos utilizados permitem uma comparacdo entre amostras, o
que auxilia a aplicagido do método de Platz de forma padronizada.

Tabela 2. Relagido das tinturas-mies e principio ativos estudados, reveladores aplicados sobre os
respectivos capilogramas e resultados obtidos.

™ F | Principio ativo | Reagente Coloragao Resultado
Aco. A | Anemonina NaOH 1M Amarela Positivo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Aco. B | Anemonina NaOH 1M Amarela Positivo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Aco. C | Anemonina NaOH 1M Amarela Positivo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Nux. A | Brucina HNOQO; Concentrado Vermelha Positvo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Nux. B | Brucina HNOj3; Concentrado Vermelha Positivo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Nux. C | Brucina HNOj3; Concentrado Vermelha Positivo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Puls. A | Anemonina NaOH 1M Amarela Positivo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Puls. B | Anemonina NaOH 1M Amarela Positivo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Puls. C | Anemonina NaOH 1M Amarela Positivo para todos os
capilogramas desenvolvidos
Aco. = Aconitum napellus 1L.; Nux. = Strychnos nux vomica L.; Puls. = Anemone pulsatilla L. F =
fornecedor

Consideracdes finais

Tendo em vista as estratégias metodolégicas adotadas no presente trabalho para a
validagdo do método de analise capilar, pode-se afirmar que este procedimento analitico é
preciso, reprodutivel e seletivo. A coeréncia dos aspectos dos capilogramas observada entre
todas as amostras sugere a aplicabilidade do método como ferramenta (til para o controle de
qualidade de tinturas. Além disso, é simples, de baixo custo e ndo poluente, comparado a
cromatografia em camada delgada, por exemplo. Embora néo possa ser utilizado isoladamente
como fator definidor da qualidade de uma tintura-mée, os resultados obtidos afiangam a
utilizagdo da anélise capilar nas andlises preliminares das tinturas homeopaticas.
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