UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
~ FACULDADE DE FARMACIA )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ANA BARBARA DIAS PEREIRA

CONTRIBUIGAO PARA A PADRONIZAGAO QUIMICA DE Hancornia speciosa
Gomes: DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS PARA
A QUANTIFICAGAO DE MARCADORES QUIMICOS

Belo Horizonte — MG
2012



ANA BARBARA DIAS PEREIRA

CONTRIBUIGAO PARA A PADRONIZAGAO QUIMICA DE Hancornia speciosa
Gomes: DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS PARA
QUANTIFICAGAO DE MARCADORES QUIMICOS

Dissertacdo, como requisito parcial, para obter o
grau de mestre em Ciéncias Farmacéuticas,
submetida ao Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Orientador Prof. Dr. Ferndo Castro Braga - UFMG

Belo Horizonte — MG
2012



U F m G Universidade Federal de Minas Gerais
Faculdade de Farmacia
Jo: ey

Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias Farmacéuticas

FOLHA DE APROVACAO

ANA BARBARA DIAS PEREIRA

“Contribuicdo para a padronizacdo quimica de
Hancornia speciosa Gomes: desenvolvimento e
validacao de métodos analiticos para quantificacdo de
marcadores quimicos”

Dissertagéo, como requisito parcial para obter o grau de
mestre em Ciéncias Farmacéuticas, submetida ao
Programa  de Pos-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais e aprovada em
05 de fevereiro de 2012.

COMISSAO EXAMINADORA

(s R

Profa. Dra. Mawiet Bealriz de Abréd Glaria - UFMG

Profa. Dra. Eliana de Faria Garcia -%emﬂn Paiva

Feo -

Prof, Dr, Ferndo Eysiro Braga - UFMG

Av. Presidente Antbnio Canos, 8627 - Campus Pamputha - CEP. 31270-901 - Fone 31 3409 6752 - Fax 31 3408 6753
Endereco eletrénico: colposfan@farmacia utmg.br Pagina: www.farmacia.ufmg.br



Aos meus amados pais, Lessandra e José Dias,
e a querida Lurdinha.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Ferndo Castro Braga, meu querido orientador, agradeco especialmente pela confianga
depositada, por despertar em mim o amor pela fitoquimica, por tantos ensinamentos ao longo desses anos de
convivéncia. Exemplo de profissional, de ética e dedicagdo a pesquisa, mas, acima de tudo, um ser humano

admirdvel! Obrigada, chefinho!

Aos meus Pais, Lessandra e José Dias, agradego especialmente pelos valores morais ensinados, pelo apoio
incondicional, pelo amor, por tornar minha caminhada mais leve e por acreditarem em meu potencial. Meu

pai, exemplo de ser humano e, minha mde, a amiga mais leal, sempre ao meu lado.

A Suzan, minha ‘mde’ da fitoquimica, por todos os ensinamentos durante a iniciagdo cientifica, por me
apresentar d fitoquimica, paixdo irremedidvel em minha vida, pelos principios morais e éticos apresentados.

Pelo apoio para o meu crescimento como pesquisadora, pelos conselhos e por todo o carinho.

Ao Talisson e a Mariana, pelo trabalho desenvolvido, pela dedicacdo e pelos momentos de descontragdo.
Ao Professor Steyner de Franga Cortes, pela colaboragdo com os ensaios bioldgicos.

A Grazi, pela realizagio dos ensaios bioldgicos.

Ao Antdnio, pelo suporte técnico e disponibilidade.

A Bubu, pelo companheirismo, por me escutar em tantos momentos, por me apoiar, pela especial amizade e

por tornar esses iiltimos anos mais leves e felizes.

As amigas da fitoquimica, Bruna, Prica, Lili Mariana, Raquel pelos momentos agraddveis e de

descontragdo, pelo apoio e pela amizade.

Ao Celinho, grande ‘Dones’, por estar comigo desde a iniciagdo cientifica e por me ensinar tanto ao longo

desses anos. Exemplo de dedicagdo e amor a profissdo.

Ao Professor Ricardo José Alves, pela contribuicdo imprescindivel ao desenvolvimento deste trabalho, pelo

exemplo de dedicacdo a docéncia e pelos ensinamentos de espectrometria.

Aos amigos do Laboratério de Quimica Farmacéutica, Marcela, Saulo, Tiago, Estefdnia, Bruno, pelos

materiais e reagentes compartilhados e pelos espectros de IV.



Ao Professor José Dias Alves, pelos espectros de RMN.

A todos os amigos da fitoquimica, Juliana, Renata, Maria Fernanda, Sarah, Marina, Marininha,
Guilherme, Graga, Prof. Rachel, Prof. Alaide, Tais, Patricia, Hermine, pelo convivio de cada dia, pela

paciéncia e troca de experiéncias.

Aos amigos do Laboratdrio de Controle de Qualidade, pelo compartilhamento de materiais e reagentes.
Ao Rodrigo, exemplo de profissional e de pessoa, pelas conversas e pela colaboragdo neste trabalho.
Aos meus irmdos, Jinior e Tarcisio, pelo companheirismo de cada dia, pelo amor e paciéncia.

Ao Pedro, por todo amor e pelas alegrias proporcionadas na etapa de conclusio deste trabalho,

tranformando momentos de tensdo em gargalhadas, ansiedade em carinho e descrenca em fé.

A Claudinha, companheira de todas as horas, pela paciéncia, compreensio e pelos momentos de

descontragdo.
A Lurdinha, minka mde de coragdo, pelo amor, carinko e apoio.

As minhas queridas amigas Mariana, Carla Amaral, Aline Liicia, Aline Fortunato e Carla Elvira, pelos

momentos de descontragdo, companheirismo e pela amizade.

As minhas amigas Paula, Ohana, Fernanda, Bdrbara, Raquel e Arianne, pela amizade.



RESUMO

Hancornia speciosa Gomes, popularmente conhecida como mangaba, tem uso
etnomédico para o tratamento de hipertensdo e diabetes, entre outros. A potencial
atividade anti-hipertensiva da espécie foi relatada em trabalhos anteriores de nosso
grupo em modelos in vitro, ex vivo e in vivo, sendo rutina, L-(+)-bornesitol e &cido
quinico identificados como constituintes bioativos. O presente trabalho teve como
objetivo quantificar os principais constituintes quimicos em extratos de folhas da
espécie, visando contribuir para sua padronizacdo. Para tanto, foram desenvolvidos
e validados métodos analiticos. Foram definidos como marcadores quimicos o acido
clorogénico, rutina, L-(+)-bornesitol, flavonoides totais e FlavHS, um triglicosideo de
guercetina identificado por analises de CLAE-EM, empregando-se analises de
impresséo digital quimica de extratos etanodlicos de folhas da espécie, obtidas de
diferentes acessos genéticos. Os teores de flavonoides totais foram determinados
por espectrofotometria no UV/Vis ap0s reacao com cloreto de aluminio. O método foi
validado e apresentou linearidade (r* > 0,99), seletividade, preciséo (DPR < 3,09%),
exatiddo (recuperacdo entre 94,03% e 96,24%) e robustez adequadas. Um método
por CLAE-DAD foi desenvolvido e validado para a quantificacdo de rutina, acido
clorogénico e FlavHS, o qual apresentou parametros adequados de linearidade (r? >
0,9968), seletividade, precisdo (DPR < 2,65%), exatiddo (recuperacédo entre 97,09%
e 102,97) e robustez. CLAE com detector de indice de refracdo foi avaliada para
guantificacdo de L-(+)-bornesitol em matrizes de H. speciosa; porém, ndo se obteve
seletividade adequada nas condicdbes cromatograficas estabelecidas. Como
alternativa, desenvolveu-se um método por CLAE-DAD para a guantificacdo deste
ciclitol com derivatizacdo prévia da amostra com cloreto de p-toluenossulfonila,
utilizando-se pentaeritritol como padréo interno. A validagcdo do método indicou
parametros analiticos adequados de linearidade (r* > 0,9942), seletividade, precisdo
(DPR < 3,17%), exatidao (recuperagao entre 92,31% e 99,13%) e robustez. Os
meétodos desenvolvidos foram aplicados na analise de extratos etandlicos
provenientes de oito acessos distintos de H. speciosa, que apresentaram diferengas
marcantes nos teores dos marcadores quimicos. L-(+)-bornesitol foi o constituinte
majoritario (teores de 5,77+0,09% a 8,78+0,14%), seguido por flavonoides totais
(teores de 1,83+£0,09% a 4,84+0,12%), rutina (teores de 1,05+0,00% a 2,00+0,03%),
acido clorogénico (teores de 0,80+0,01% a 1,52 + 0,02%) e FlavHS (teores de



0,32+0,00% a 0,84+0,00). Os constituintes quantificados poderdo ser utilizados para

a padronizacéo de derivados da droga vegetal folhas de H. speciosa.

Palavras-chaves: Hancornia speciosa, L-(+)-bornesitol, quantificacdo, derivatizagéo,

rutina, acido clorogénico



ABSTRACT

Hancornia speciosa Gomes, a plant species popularly named “mangaba”, has
ethnomedical uses to treat hypertension and diabetes, among others. The potential
antihypertensive activity of the species has been previously described by our group
employing in vitro, ex vivo and in vivo assays, rutin, L-(+)-bornesitol and quinic acid
being regarded as the bioactive compounds. The goal of this work was to quantify
the main constituents in extracts from H. speciosa leaves, aiming to contribute to
their standardization. Analytical methods were developed and validated for this
purpose. Definition of chemical markers for quantification was based on chemical
fingerprint analyses of plant materials collected from different specimens.
Chlorogenic acid, rutin, L-(+)-bornesitol, total flavonoids and FlavHS, a quercetin
triglycoside identified by HPLC-MS analysis, were selected for quantitation. The
contents of total flavonoids were assayed by spectrophotometry on UV-Vis, after
chemical reaction with aluminum chloride. The method showed adequate linearity (r*
> 0.99), selectivity, precision (RSD < 3.09%), accuracy (recovery between 94.03% -
96.24%) and robustness. An HPLC-DAD method was developed and validated to
quantify rutin, chlorogenic acid and FlavHS, which was shown to be linear (r* >
0.9968), selective, precise (RSD < 2.65%), accurate (recovery between 97.09% -
102.97) and robust in the established conditions. HPLC with refractive index detector
was evaluated to quantify L-(+)-bornesitol in matrices of H. speciosa; however, the
established chromatographic conditions were not selective for quantitative analysis.
As alternative, an HPLC-DAD method was developed to quantify this cyclitol in H.
speciosa employing a derivatization step with p-toluenosulfonyl chloride and
pentaerytritol as internal standard. The method presented adequate linearity (r* >
0.9942), selectivity, precision (RSD < 3.17%), accuracy (recovery between 92.31% -
99.13%) and robustness. The developed methods were employed for the analysis of
ethanol extracts from leaves of eight specimens, which showed significant
differences in the contents of chemical markers. L-(+)-bornesitol was the major
compound (5.77+0.09% to 8.78+0.14%), followed by total flavonoids (1.83+0.09% to
4.84+0.12%), rutin (1.05+0.00% to 2.00+0.03%), chlorogenic acid (0.80+0.01% to
1.52+0.02%) and FlavHS (0.32+0.001% to 0.84+0.00). The quantified compounds

may be employed for standardization of derivatives from H. speciosa leaves.



Keywords: Hancornia speciosa, L-(+)-bornesitol, quantification, derivatization, rutin,

chlorogenic acid
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte rica de substancias bioativas que os homens tém utilizado
ao longo da evolucdo com finalidades medicinais ou como drogas de abuso, muitas
vezes sem conhecer seus constituintes quimicos e mecanismos de acdo (MACIAS et
al., 2007).

A evolucao nos estudos de produtos naturais de plantas culminou no isolamento da
primeira substancia pura, morfina, comercializada pela Merck em 1826, e na
obtencdo do primeiro farmaco semi-sintético derivado de produtos naturais, 0 acido
acetilsalicilico (“aspirina”), pela Bayer, em 1899. Apesar da evolugéo no isolamento
de produtos naturais bioativos de plantas e na otimizacdo de protétipos moleculares,
resultando na obtencdo de novos farmacos, dados da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estimam que aproximadamente 80% da populacdo mundial utilizam
plantas medicinais para o cuidado primario de saude (NEWMAN et al., 2000).

A contribuicdo dos produtos naturais para o desenvolvimento de novos farmacos é
inquestionavel e pode ser evidenciada pelos dados compilados por Newman e
Cragg (2007): das 974 novas entidades quimicas introduzidas no mercado
americano no periodo entre 1981 e 2006, cerca da metade (51%) sdo produtos
naturais, analogos semi-sintéticos de produtos naturais ou produtos sintéticos
baseados em grupos farmacoféricos de produtos naturais. Apesar disso, o potencial
nao explorado de plantas como fonte de substancias bioativas é enorme (BASSO et
al.,, 2005). Dessa forma, a pesquisa de produtos naturais apresenta elevado
potencial para a identificacdo de novas substancias bioativas a partir de plantas
ocorrentes no Brasil, com potencial para o desenvolvimento de farmacos e, portanto,

gue possam contribuir para consolidar e inovar o setor farmacéutico nacional.

A enorme biodiversidade do territério brasileiro insere o pais em uma posicéo
estratégica para o desenvolvimento e exploracao racional e sustentada de produtos
naturais bioativos, uma vez que o Brasil tem a flora mais rica do mundo, com mais
de 56.000 espécies de plantas superiores — quase 19% da flora mundial (BASSO et
al., 2005; GIULIETTI et al., 2005). A extensdo do pais abrange uma grande
variedade de climas, tipos de solo e altitudes, fornecendo um conjunto de pressdes

seletivas para a adaptagdo das plantas nestes cenarios, resultando em grande
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diversidade de metabdlitos secundéarios (BASSO et al., 2005). Apesar desse grande
potencial, as plantas medicinais brasileiras ainda s&o pouco estudadas do ponto de
vista quimico e farmacologico (SIMOES & SCHENKEL, 2002). Dessa forma,
justifica-se o estudo fitoquimico e de atividades biolégicas de plantas brasileiras,
especialmente de plantas medicinais, com potencial para o desenvolvimento de

farmacos.

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de incapacidade e de
morte prematura em todo o mundo, contribuindo substancialmente para o aumento
dos custos com saude. Modificagbes nos fatores de risco para DCV, tais como
reducdo de peso, dieta saudavel, cessacdo do tabagismo, pratica de exercicios
fisicos, reducdo da pressao arterial e controle dos niveis de colesterol, reduzem a
mortalidade e morbidade relacionadas a essas doencas. Pressdo arterial elevada é
considerada um dos principais fatores de risco para DCV, causando cerca de sete
milhdes de mortes prematuras em todo o mundo (VI DIRETRIZES..., 2010; WHO,
2003; WHO, 2007). No Brasil, as DCV tém sido a principal causa de morte e
inquéritos populacionais em cidades brasileiras nos ultimos 20 anos apontaram uma
prevaléncia de hipertensdo arterial sistémica (HAS) acima de 30% (VI
DIRETRIZES..., 2010).

Apesar dos beneficios do controle da pressao arterial elevada na reducédo de DCV
como o infarto, a hipertensdo € tratada de maneira inadequada em grande numero
de casos. Estima-se que menos de 1/3 dos individuos com pressao arterial superior
a 140/90 mmHg séo tratados de forma adequada. Além disso, efeitos adversos sédo
frequentemente relatados com os farmacos atualmente utilizados no tratamento
(CHOBANIAN et al., 2003; KAPLAN & OPIE, 2006; WHO, 2003).

O uso terapéutico de produtos naturais para o tratamento de doencas
cardiovasculares, incluindo hipertenséo, insuficiéncia cardiaca congestiva, doencas
coronarianas, angina, hiperlipidemia e arritmias, é demonstrado por espécies de
Crataegus, extensamente estudadas e utilizadas em paises como Alemanha e
Estados Unidos da América (FLATTERY, 2008; RIGELSKI & SWEET, 2002).
Monografias de espécies de Crataegus constam da Farmacopéia Alema e da
Comisséo E deste mesmo pais, com indicacdo para o tratamento de insuficiéncia

cardiaca no estagio I, segundo classificacdo da New York Heart Association
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(NYHA). Os efeitos cardiovasculares dessas espécies estdo relacionados a
presenca de flavonoides e proantocianidinas sendo as doses definidas em termos do
conteudo desses constituintes nos extratos (BLUMENTHAL, 1998). O efeito
hipotensor e vasodilatador dependente de endotélio de extratos de Crataegus ja
foram relatados; porém, alguns autores consideram necessario realizar estudos
adicionais para assegurar embasamento cientifico consistente no uso das espécies
(ANSELM et al., 2009; CHEN et al., 1998; KIM et al., 2000; KOCYILDIZ et al., 2006;
WALKER et al., 2002).

A espécie selecionada para estudo, Hancornia speciosa Gomes, apresenta potencial
atividade anti-hipertensiva demonstrada em ensaios in vitro de inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) para o extrato etandlico de folhas (BRAGA et al.,
2000; SERRA et al., 2005) e atividade vasodilatadora dependente do endotélio, via
oxido nitrico, em preparacdes in vitro de anéis de aorta, também para o extrato
etandlico de folhas da espécie (FERREIRA et al.,2007a; FERREIRA et al., 2007b).
Em outro trabalho de nosso grupo, Endringer (2007) obteve uma fracdo enriquecida
em flavonoides e ciclitéis com pronunciada atividade inibitoria da ECA (IECA) (Clsp =
61,1 + 23,8 ug/mL) e atividade inibitoria do fator de transcricdo nuclear kapa B (NF-
kB) (Clsp = 1,1 + 0,0 pg/mL). L-(+)-bornesitol e rutina foram isolados e identificados
como 0s principais constituintes bioativos da espécie, além do acido quinico
(BRAGA et al, 2009). Recentemente, a atividade hipotensora de uma fragao
padronizada de H. speciosa, enriquecida em flavonoides e ciclitéis, foi demonstrada
por nosso grupo em animais normotensos (SILVA, 2010; SILVA et al., 2011) e
hipertensos (resultados ainda néo publicados). Esses dados evidenciam de maneira
inequivoca o potencial anti-hipertensivo da espécie. Além disso, o efeito sinérgico
observado nos experimentos in vitro e in vivo indicam o potencial da espécie para o

desenvolvimento de um fitoterapico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Quantificar os principais constituintes quimicos presentes em derivados da droga

vegetal folhas de Hancornia speciosa.

2.2 Objetivos especificos

1- Validar um método analitico por espectrofotometria de absorcéo no ultravioleta e
visivel (UV-Vis) para a quantificacdo de flavonoides totais em extratos e fracbes de

folhas de H. speciosa.

2- Desenvolver e validar um método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificar rutina, FlavHS (um triglicosideo da quercetina) e

acido clorogénico nas matrizes supracitadas.

3- Desenvolver e validar um método analitico por CLAE para quantificar bornesitol

nas matrizes supracitadas.

4- Preparar extratos de folhas de H. speciosa a partir de materiais vegetais oriundos

de acessos genéticos distintos.

5-Quantificar flavonoides totais, rutina, FlavHS (um triglicosideo da quercetina),

bornesitol e acido clorogénico nos extratos supracitados.



25

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Hipertenséao Arterial

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de incapacidade e de
morte prematura em todo o mundo, contribuindo substancialmente para o aumento
dos custos no cuidado com a saude. DCV foram responséaveis por 30% das 58
milhdes de mortes no mundo em 2005 (WHO, 2007). Os fatores de risco para DCV
incluem tabagismo, dieta ndo saudavel, sedentarismo, dislipidemias, hipertenséo
arterial e diabetes (WHO, 2007).

Dentre os fatores de riscos citados, a hipertensdo arterial € o principal deles, sendo
definida como uma condicéo clinica na qual a pressao arterial sistdlica eleva-se para
valores superiores a 140 mmHg e/ou a diastélica para valores superiores a 90
mmHg, em individuos que nédo estejam fazendo uso de medicacdo anti-hipertensiva
(BRASIL, 2004; CHOBANIAN et al., 2003; MANCIA et al., 2007; VI DIRETRIZES...,
2010).

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma condi¢do clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial. Associa-se
frequentemente a alteracdes funcionais e/ou estruturais dos 6rgdos-alvo (coracéo,
encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a alteracbes metabdlicas, com consequente
aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais (VI DIRETRIZES...,
2010)

O controle da hipertensdo reduz significativamente a morbidade e mortalidade
associada ao sistema cardiovascular, diminui o risco de eventos fatais e ndo-fatais e
de outros eventos coronarianos, além de diminuir a incidéncia de insuficiéncia
cardiaca (MANCIA et al., 2007). A abordagem terapéutica depende da gravidade da
hipertensdo e inclui mudanca nos habitos de vida ou, em casos mais graves,
abordagem farmacologica (MANCIA et al., 2007). A abordagem objetiva reduzir a
pressao arterial para valores inferiores a 140/90 mmHg (BRASIL, 2004, MANCIA et
al., 2007).
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A terapia medicamentosa inclui diferentes classes de farmacos: diuréticos tiazidicos,
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), blogueadores dos canais
de célcio e dos receptores de angiotensina, além dos beta-bloqueadores (MANCIA
et al., 2007; WHO, 2007). A escolha do agente terapéutico inicial deve ser feita
considerando-se os fatores de risco associados a um dado paciente, bem como os
beneficios que o agente terapéutico possa fornecer para o quadro, uma vez que 0s
diferentes farmacos podem gerar efeitos protetores diferenciados sobre o sistema
cardiovascular (MANCIA et al., 2007).

A monoterapia atinge a meta de reducdo da pressao arterial (para niveis inferiores a
140/90 mm Hg) em um numero limitado de pacientes, e uma baixa dose de
diuréticos tiazidicos, ou inibidores de ECA ou bloqueadores dos canais de célcio &
recomendada como terapia de primeira linha (MANCIA et al., 2007; WHO, 2007).
Beta-bloqueadores sé devem ser usados como primeira linha no tratamento da
hipertensdo quando houver uma indicagcao convincente, sendo benéfica a utilizacéo
dessa classe de farmacos em pacientes com angina, insuficiéncia cardiaca e infarto
do miocardio recente (MANCIA et al., 2007; WHO, 2007). Considerando-se a relacéo
custo/efetividade, baixas doses de um diurético tiazidico deve ser alternativa de
primeira escolha para a monoterapia (WHO, 2007).

Todavia, a maioria dos pacientes requer uma terapia combinada de agentes anti-
hipertensivos de classes diferentes para o controle da pressdo arterial. A
implementacéo da terapia combinada adequada € um trabalho arduo para o médico
e dispendioso para o paciente, devendo a abordagem ser individualizada e o
sucesso terapéutico estritamente relacionado a adesdo ao tratamento. Nesse
contexto, devem-se considerar os efeitos adversos associados aos farmacos
atualmente utilizados, uma vez que a adesdo ao tratamento dependera
significativamente da tolerancia do paciente. Exemplos de efeitos adversos
causados por agentes anti-hipertensivos incluem ganho de peso, interferéncia com o
metabolismo de lipideos e aumento da incidéncia de diabetes com a utilizagdo de
beta-bloqueadores e efeitos dislipidémicos e diabetogénicos relacionados ao uso de
diuréticos tiazidicos (MANCIA et al., 2007).

Apesar da disponibilidade de diferentes agentes terapéuticos de classes distintas e

com diferentes mecanismos de acao para o tratamento da hipertenséo arterial, esta
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é tratada de forma inadequada em grande numero de casos: menos de 1/3 dos
individuos com pressao arterial superior a 140/90 mmHg sdo adequadamente
tratados, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2003). Este fato
pode estar relacionado a incidéncia elevada de reacfes adversas e esquema
terapéutico complexo, dificuldades na definicdo dos farmacos e doses adequados ao
paciente, o que reduz a taxa de adesao ao tratamento, dentre outros fatores. Assim,
a busca por novos farmacos anti-hipertensivos pode contribuir para a simplificacdo
da terapia farmacoldgica. Neste contexto, os medicamentos fitoterapicos podem ser
promissores, em funcdo dos efeitos sinérgicos observados, além da menor
incidéncia de efeitos adversos (WAGNER & ULRICH-MERZENIC, 2009).

3.2 Hancornia speciosa Gomes: ocorréncia, usos populares e atividades

bioldgicas

Hancornia speciosa Gomes, espécie denominada popularmente de mangabeira,
mangaba ou mangava, € uma arvore frutifera de clima tropical, nativa do Brasil e
encontrada em varias regides do pais, desde os tabuleiros costeiros e baixadas
litorAneas do Nordeste, onde € mais abundante, até os cerrados das regidées Centro-
Oeste, Norte e Sudeste. Apresenta frutos aromaticos, saborosos e nutritivos, com
ampla aceitacdo de mercado, tanto para 0 consumo in natura, quanto para a
industria, sendo empregados na producdo de compotas, sorvete e xaropes, e,
através de fermentacédo, para a producéo de vinagre e alcool, além de constituir uma
importante fonte de vitamina C (ALMEIDA, 1993; RUFINO et al., 2009)

Diversas partes da planta tém uso etnomédico. A casca possui propriedades
adstringentes e € utilizada para tratar afeccdes hepaticas. O latex € usado no
tratamento da tuberculose, Ulceras, herpes, dermatoses e verrugas, enquanto o cha
das folhas é indicado para colica menstrual e o decocto da raiz para tratar luxagoes,
hipertensdo e como hipoglicemiante (ALMEIDA, 1993; BRASIL, 1984; MOREIRA,
1984). Em um levantamento de plantas utilizadas como anti-hiperlipidémicas e
anorexigenas em Mato Grosso, a mangaba estava incluida na lista das dez espécies
mais citadas, sendo a entrecasca a parte da planta utilizada (SILVA et al., 2010a).

Em outro estudo etnobotanico, cha de folhas de mangaba foi descrito para tratar
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doencas associadas ao aparelho genitourinario (MONTELES & PINHEIRO, 2007) e
a espécie foi apontada como sendo utilizada para o tratamento de célica mestrual,
luxacbes e hipertensdo (SOUZA & FELFILI, 2006). Em um levantamento
etnobotéanico de plantas medicinais no cerrado, decoctos da casca foram relatados
para o tratamento de diabetes e obesidade e o unguento das cascas para tratar
dermatoses (RODRIGUES & CARVALHO, 2001). Além do uso medicinal, o latex da
espécie constitui matéria-prima para a fabricacdo de borracha (MALMONGE et al.,
2009).

A revisao da literatura indica poucos trabalhos relativos as atividades biolégicas de
H. speciosa. O efeito gastroprotetor e acdo anti-Helicobacter pylore do extrato
etandlico de cascas da espécie foram demonstrados em ensaio in vitro por Moraes e
colaboradores (2008). A atividade antioxidante foi relatada para os frutos da espécie
em modelos in vitro (RUFINO et al., 2009). A atividade antiinflamatoria, avaliada em
modelo de edema de pata induzido por carragenina, e a atividade hipoglicemiante,
avaliada em ratos com diabetes induzido por aloxana, foram relatadas em
comunicacdes em congresso (KLEIN et al., 1996 apud ENDRINGER, 2007; LIMA &
MARTINS, 1996 apud ENDRINGER, 2007). A atividade antifungica de H. speciosa
foi descrita por Costa e colaboradores (2008) usando ensaios de difusdo em agar,
mas o0s constituintes responsaveis pela atividade ndo foram isolados, sendo
atribuida aos taninos. Recentemente, foi relatada para o latex da espécie atividade
contra Candida albicans (SILVA et al.,, 2010b), além de significativa atividade
antiinflamatéria avalida em camundongos, associada a inibicdo da producdo de
oxido nitrico (NO), prostaglandina E, (PGE) e citocinas (MARINHO et al., 2011).

Nosso grupo de pesquisa vem avaliando o potencial anti-hipertensivo da espécie em
diferentes modelos biolégicos. A atividade inibitéria da ECA in vitro foi inicialmente
relatada para o extrato etanolico de folhas por Serra e colaboradores (2005), sendo
obtida inibicdo enzimética de 45,7% para o extrato na concentragdo de 100 pg/mL.
Posteriormente, foi relatada atividade vasodilatadora do extrato etanolico de folhas
em preparagdes ex vivo de anéis de aorta de rato, efeito caracterizado como sendo
dependente de endotélio, via 6xido nitrico, bem como efeito vasodilatador em anéis
de artéria mesentérica superior de ratos, efeito este dependente do endotélio, via
NO, da ativacdo de canais de potassio e da liberacdo de fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (FERREIRA et al., 2007a; FERREIRA et al., 2007b).
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Em trabalho recente do nosso grupo, foi avaliada a atividade hipotensora de uma
fracdo padronizada de folhas da espécie, enriquecida em flavonoides e ciclitois, bem
como seu mecanismo de acdo (SILVA, 2010). Os resultados demonstraram uma
reducdo significativa da pressao arterial sistélica em ratos normotensos apos a
administragao intraperitoneal e oral da fracdo nas doses de 1 a 100 mg/Kg e que o
mecanismo de acdo da atividade hipotensora da fracao envolve a inibicdo da ECA,
reducdo da producéo de angiotensina Il e aumento dos niveis séricos de nitrito, além
de efeito vasodilatador direto pela ativacdo da proteina quinase A (PKA) e de canais
de potassio (SILVA, 2010; SILVA et al., 2011).

O estudo fitoquimico do extrato etandlico de folhas de H. speciosa, biomonitorado
pelo ensaio in vitro de inibicdo da ECA, realizado por Endringer (2007), resultou na
identificacdo de L-(+)-bornesitol e rutina como principais constituintes bioativos, com
valores de concentracao inibitoria a 50% (Clso) de 8,0 = 1,8 ug/mL e 277,1 + 47,9
pg/mL, respectivamente. Também foi avaliado pelo nosso grupo o efeito inibitério do
fator de transcricdo nuclear kapa B (NF-xB) do extrato bruto, da fracdo rica em
ciclitéis e flavonoides, bem como dos constituintes isolados. Alguns inibidores da
ECA em uso clinico como captopril e telmisartan apresentam significativa inibicdo da
ativacdo do NF-xB (NAKANO et al., 2009 ; AL-MAGHREBI et al., 2008). Essa
inibicdo constitui um efeito adicional no tratamento de DCV, visto que o NF-xB é
responsavel pela sinalizacdo de mediadores inflamatérios com efeitos deletérios

sobre 0s vasos sanguineos.

A fracdo apresentou significativa inibicdo in vitro da ativacdo de NF-kB, com Clsg de
1,1 + 0,0 pg/mL. Os constituintes da fracdo L-(+)-bornesitol (Clsp = 5,3 £ 0,7 pg/mL),
rutina (Clsp = 16,4 £ 3,8 ug/mL) e acido quinico (Clso de 16,3 + 2,4 ug/mL) também
foram ativos (ENDRINGER et al., 2009), porém com valores de Clso superiores aos

da fracéo, sugerindo a existéncia de sinergismo.
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3.3 A quimica da espécie

H. speciosa ja foi objeto de alguns estudos fitoquimicos. Do infuso das cascas da
espécie foram isolados os acidos galico (1), 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzéico (acido
siringico) (2), 5-O-cafeoilquinico (3), 3-O-cafeoilquinico (4), além de cis-clorogenato
de metila (5), trans-clorogenato de metila (6), 2,7-diidroxixantona (7) e 2,7-
dimetoxixantona (8) (RODRIGUES et al., 2006). A presenca de proantocianidinas do
tipo B foi detectada em analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (CLAE-EM), incluindo derivados C-glicosilados
(RODRIGUES et. al., 2007).

Os constituintes volateis das folhas de H. speciosa foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM), possibilitando
a identificagdo do oxido de trans-linalol (9), 6xido de cis-linalol (10), a-terpinol (11),
linolol (12), geraniol (13), metil-antranilato (14), eugenol (15) e (E)-isoeugenol (16)
(SANTOS et al., 2006). Em outro estudo, frutos de mangaba em trés diferentes
estagios de maturacdo foram avaliados empregando-se CG-EM e cromatografia
gasosa acoplada a detector de ionizacdo de chama (CG-FID). Um total de 79
compostos volateis foi identificado, entre aldeidos, ésteres, alcoois, cetonas e
monoterpenos (SAMPAIO & NOGUEIRA, 2006).
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No trabalho de Endringer (2007), o fracionamento cromatografico do extrato
etandlico de folhas de H. speciosa resultou no isolamento de L-(+)-bornesitol (17),
canferol-3-O-rutinosideo (18), &cido 5-O-cafeoil-quinico (3), acidos cis (19) e trans 4-
hidroxi-cinamico (20), a-amirina (21), lupeol (22) e seu 3B-O-éster de acido graxo
(23), &cido quinico (24) e rutina (25).

O fracionamento dos extratos hexanico e etandlico de folhas de H. speciosa por
Barros (2008) resultou na obtencédo, a partir do extrato hexanico, de mistura de
hidrocarbonetos, mistura de alcoois de cadeia longa, mistura dos triterpenos a-
amirina (21) e B-amirina (26), outra mistura dos triterpenos citados e lupeol (22), e
uma mistura de obtusalina (27) e eritrodiol (28). Ainda do extrato hexanico, foi
isolado o B-sitosterol (29), bem como obtida uma mistura de ésteres 3B-O-acilados
de a e B-amirina (30) e do lupeol (31); ja do extrato etandlico foi obtida uma mistura

de rutina (25) e acido clorogénico (3).
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Em trabalho de Rodrigues (2007), cascas de H. speciosa foram utilizadas para o
preparo de uma infusdo, a qual apds extracdo liquido-liquido e extracdo em fase
sélida, foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector
de arranjo de diodos (CLAE-DAD), levando a identificacdo do acido clorogénico (3),
catequina (32), epicatequina (33) e galato de epigalocatequina (34). Neste mesmo
trabalho utilizou-se espectrometria de massas acoplada a um ion trap com interface
de ionizacdo por spray de elétrons e insercao direta da amostra (FIA-ESI-IT-MS/MS)
para identificar duas séries de proantocianidinas na espécie, com grau de

polimerizagao de 1 a 6.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos

¢ Aparelho de ponto de fusdo, modelo MQAPF — 301, Microquimica.

¢ Balanca analitica Mettler, modelo AB 204.

¢ Balanca semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000.

e Banho de ultrassom Thornton, modelo T 50.

e Banho de ultrassom Unique, modelo USC 1400.

e Banho seco com agitacéo, Mixing Block, modelo MB-101, Bioer.

e Bombas de vacuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786).

¢ Centrifuga Hermle Z323K.

e Chapas para aquecimento Fisatom, modelo 752 A e Corning, modelo V-092.

¢ Destilador de agua Fabbe, modelo A 95.
e Espectrofotometro UV-Vis, HITACHI, modelo U-2900

e Espectrofotdmetro UV-Vis, Perkin Elmer, modelo Lambda 20.

36

e Espectrometro de infravermelho FT-IR Perkin Elmer, modelo Spectrum One

(Laboratério de Quimica Farmacéutica, FAFAR).

e Espectrometro de massa de baixa resolu¢do Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus

(Central Analitica da USP, SP).

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker Avance DRX, 400 MHz

(LAREMAR, Departamento de Quimica, ICEX, UFMG).

e Evaporador rotatério Buchi, modelo B-480.
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e Lampada de ultravioleta (UV) para cromatografia Spectroline, modelo 977 C (254 e
365 nm).

¢ Microcentrifuga Cientec, modelo CT-14000.

e Micropipetas HTL, vol. ajustavel de 10 - 100 pL e 100 - 1000 pL.
¢ Moinho de facas Marconi, modelo MAG80.

e Purificador de agua Milli-Q Plus.

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu, constituido de
detector UV-VIS SPD-6AV e por indice de refracdo RID-AS, bomba LC-8A, sistema
controlador de presséo SPD-6A e integrador C-R4A.

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters, equipado com injetor
automatico 2695, detector de arranjos de diodos (DAD) 2996, bomba L-6200A,
integrador C-R4A, e programa Empower para processamento de dados.

e Soprador térmico serigréfico Steinel, modelo HL-500.
e Tamis Tyler 20 mesh.

e \Vortex Mixer, Vixar

4.2 Solventes e reagentes

¢ Solventes grau CLAE: acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH), Tedia.

e Solventes grau padrdo analitico (P.A.): n-hexano, diclorometano, cloroférmio,
acetato de etila, éter etilico, acetona, metanol e alcool etilico, Quimex; alcool etilico
95%, Fmaia.

e Acidos grau P.A.: acido formico, acido sulfarico e acido cloridrico, Merck.
e Alcool etilico comercial, Minalcool e Emfal.

e Silica gel 60 Merck, 70-230 mesh.
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e Silica gel 60 Merck, 230-400 mesh.

e Silica gel 60 G Merck.

e Cromatofolhas de aluminio recobertas por silica gel 60 Merck, 20 x 20 cm.
¢ Piridina anidra, Merck e Sigma-Aldrich.

¢ Cloreto de p-toluenossulfonila (ReagentPlus), Sigma-Aldrich

¢ Cloreto de benzoila, Proquimios.

e Acido fosfomolibdico, Vetec.

4.3 Substancias de referéncia

Duas substancias de referéncia de rutina foram utilizadas, ambas obtidas da Sigma-
Aldrich: rutina triidratada (Primary Reference Standard) e rutina para CLAE com teor
minimo de 95%. Pentaeritritol (teor minimo de 98%) foi obtido da Merck e as
substancias de referéncia acido quinico, acido cafeico, canferol, quercetina e acido
clorogénico da Sigma-Aldrich. Ramnose, glicose, arabinose, lactose e galactose

foram provenientes de amostras disponiveis no Laboratério de Fitoquimica.

4.4 Vidrarias e materiais diversos

¢ Microtubo plastico de 2 mL e 1,5 mL do tipo safe-lock, Axygen.

¢ Baldes volumétricos de 1, 10, 25 e 100 mL, Satelit, Normax e Blaubrand.
e Borrifador de vidro.

¢ Colunas cromatograficas de vidro de dimensdes variadas.

e Coluna analitica para CLAE C-18 Lichrospher 100 (250 x 4,0 mm d.i.), Merck,
particulas de 5 um, com pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm), particulas

de 5 ym.
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e Coluna analitica para CLAE C-18 Lichrospher 100 (125 x 4,0 mm d.i.), Merck,
particulas de 5 um, com pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm), particulas

de 5 um.
¢ Coluna analitica de amino, Shimadzu, Shimpack, CLC-NH, (M) 25 cm.

e Coluna preparativa para CLAE C-18 Agilent (250 x 21,2 mm d.i.), particulas de 10

um, com pré-coluna Agilent Prep C18.

e Coluna semi-preparativa para CLAE Zorbax SB-C18 (250 x 9,4 mm), Agilent,

particulas de 5 um, com pré-coluna Shimadzu Shim-pack G ODS.
e Cromatoplacas de vidro de 5 x10 cm e 10 x10 cm.

e Cubas cromatogréficas de vidro Pirex.

¢ Frascos de penicilina com tampa de borracha.

¢ Papel indicador de pH Universal, pH 0-14, Merck.

¢ Percoladores de vidro e de aco inoxidavel com volumes variados.
¢ Ponteiras plasticas, Corning.

e Tubos plasticos do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL, TPP.

¢ Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automético de
sistema de CLAE.

4.5 Obtencao da droga vegetal e preparo dos extratos

4.5.1 Material vegetal

Oito acessos de H. speciosa foram cedidos pela Empresa Estadual de Pesquisa
Agropecuaria da Paraiba (EMEPA-PB), coletados em abril de 2009 do Banco de
Germoplasma Ativo de Mangaba (BAG-Mangaba), em Jodo Pessoa (coordenadas
geograficas: 6° 33' 13" S e 34° 48' 31" O; altitude de 30 m). As folhas frescas foram
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selecionadas, descartando-se aquelas atacadas por insetos. O material vegetal foi
seco em estufa ventilada a 45°C e entédo pulverizado em moinho de facas. Foram
recebidas de 0,5 kg a 3 kg de folhas frescas dos materiais supracitados. Os acessos
recebidos foram codificados neste trabalho de acordo com a nomenclatura adotada
pela EMEPA-PB: MFA, ASM, SPA, EMSA, CFOF, JSA, MBN e RVB.

45.2 Obtencao dos extratos

Foi realizada percolacdo exaustiva para cada um dos materiais vegetais
provenientes dos oito acessos com etanol comercial 96° GL ou etanol (EtOH) a 95%.
Os extratos etandlicos foram concentrados em evaporador rotatério, a 50°C, sob
pressdo reduzida, até residuo, transferidos para frasco previamente tarado e
mantidos em dessecador, sob vacuo, para completa eliminacédo do solvente residual,

por no minimo 48 h.

O extrato etandlico de folhas da espécie obtido por Endringer (2007) também foi
empregado no desenvolvimento do trabalho, codificado como HFET, bem como uma
fracdo proveniente do fracionamento cromatografico do extrato HFET em coluna
aberta de silica gel, seguindo a série eluotropica n-hexano, diclorometano, EtOAc e
MeOH. A fracdo utilizada foi a resultante da eluicdo com EtOAc:MeOH (1:1),
codificada como HFAEM.

4.6 Solucdes reveladoras

e Solucdo de acido fosfomolibdico a 20% m/v em EtOH (ENDRINGER, 2007):
dissolveram-se 20 g de acido fosfomolibdico em 100 mL de EtOH, sob resfriamento.

Essa solugéo foi armazenada a 4 °C, até o0 momento do uso.

e Solugdo de &cido sulfurico a 50% v/v em EtOH (ENDRINGER, 2007):
misturaram-se 50 mL de &cido sulfarico a 98% v/v em 50 mL de EtOH, sob

resfriamento. Armazenou-se a 4 °C por, no maximo, 6 meses.
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¢ Reagente anisaldeido-acido sulfurico (WAGNER & BLADT, 1996): Misturaram-
se 0,5 mL de anisaldeido, 10,0 mL de acido acético glacial, 85,0 mL de metanol e

5,0 mL de acido sulfurico concentrado, nesta ordem.

4.7 Avaliacdo da composicdo quimica da espécie para definicdo dos

constituintes a serem quantificados em extratos e fracdes

Para as andlises, utilizou-se sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) Waters 2695. A avaliacdo foi realizada empregando-se uma condi¢ao
analitica otimizada para a analise de matrizes de H. speciosa, consistindo de coluna
LiChrospher 100 RP-18 (125 x 4 mm d.i., 5 um) e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18
(4 x 4 mm d.i.,, 5 um). A temperatura da coluna foi de 40 °C e como fase movel
utilizou-se agua Milli-Q acidificada com 0,1% de acido fosforico (A) e acetonitrila grau
CLAE acidificada com 0,1% de acido fosférico (B), com eluicdo em gradiente
conforme apresentado na Tabela 1. O fluxo empregado foi de 1,0 mL/min e a

deteccéao foi realizada em 350 nm, sendo o volume de injecdo de 10 pL.

As solucdes de referéncia foram preparadas individualmente. Pesou-se cerca de 1
mg de cada substancia de referéncia (rutina, acido clorogénico, acido cafeico, acido
quinico, canferol, quercetina) que foi solubilizado com 1,0 mL de MeOH grau CLAE,
com auxilio de ultrassom por 15 min. Da mesma forma, cerca de 10 mg do extrato
etandlico de folhas da espécie foram pesados e solubilizados com 1,0 mL do mesmo
solvente, também sonicado por 15 min. ApGs solubilizacdo, as amostras foram
centrifugadas a 8.400 g por 10 min e aliquotas de 10 uL dos sobrenadantes foram
injetados no sistema de CLAE descrito anteriormente. A deteccao foi realizada em
210 nm.



42

Tabela 1 - Programa de eluicdo estabelecido para a anélise de
extratos e fragfes de folhas de H. speciosa.

Tempo (min) %A %B Modo de eluigdo
0 95 5 Gradiente linear
40 60 40 Gradiente linear
50 5 95 Gradiente linear
60 95 5 -

Uma fracdo enriquecida em flavonoides oriunda do extrato etandlico de folhas SPA
(tem 4.10.1) foi obtida e analisada por CLAE-EM. Foi empregada a condicao
analitica consistindo de coluna C18 (250 x 4 mm d.i.); temperatura da coluna de 40
°C; fluxo de 0,4 mL/min. A fase movel compreendeu eluicdo em gradiente de agua
acidificada com 0,1% &cido acético (solugéo A) e ACN (solucao B), iniciando-se com
10% de ACN e elevando-se para 25% de ACN em 40 min.

4.8 Quantificacdo de flavonoides totais em extratos e fracées de H. speciosa

por espectrofotometria no UV-Vis

O método por espectrofotometria no UV-Vis para quantificacdo de flavonoides totais
expressos como rutina, apés reacdo com cloreto de aluminio (GARCIA, 2011;
LEITE, 2002; LUENGAS-CAICEDO, 2005; RUSAK et al., 1993), foi validado
conforme os parametros e especificacbes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC) (AOAC,
2002; BRASIL, 2003). Foram avaliados os parametros de linearidade, seletividade,

precisao, exatidao, robustez, limite de deteccao e limite de quantificacao.

4.8.1 Metodologia

4.8.1.1 Extracao

Pesaram-se, exatamente, cerca de 30 a 50 mg do extrato ou fragdo a avaliar.
Transferiu-se quantitativamente o material pesado para um baldo de fundo redondo

de 125 mL. Adicionaram-se 12 mL de metanol e aqueceu-se a mistura em manta
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elétrica, sob refluxo, durante 30 min. O extrato obtido foi resfriado, deixado em
repouso para que decantasse e filtrado através de algodéo, recolhendo-se o filtrado,
guantitativamente, em baldo volumétrico de 25 mL. Recolheu-se, no baldo anterior, o
algodao e acrescentaram-se 10 mL de MeOH. A mistura foi extraida nas mesmas
condigbes descritas anteriormente e filtrada, ao final, através de algodao,
recolhendo-se o filtrado, quantitativamente, no mesmo baldo. Lavou-se o algodao

com 3 mL de metanol e completou-se o volume com este solvente.

4.8.1.2 Eliminacéo de carotendides e clorofilas

Em um béquer foram misturados, na ordem indicada, 15 mL da solu¢cdo metandlica
obtida como descrito no item extracdo, 6 mL de cloroférmio e 9 mL de agua. A
mistura foi homogeneizada, transferida para tubo tipo Falcon e centrifugada a 3.074
g, por 10 min, para completa separacdo das fases. A camada hidrometandlica
(superior) foi retirada com ajuda de uma pipeta de Pasteur e transferida para um

baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com metanol.

4.8.1.3 Reacéo de coloracao

Uma aliquota de 5,0 mL da solu¢cédo hidrometandlica (item anterior) foi transferida
para um baldo volumétrico de 25 mL; acrescentaram-se 0,6 mL de acido acético
glacial, 10 mL de solucédo de piridina:agua (20:80) e 2,5 mL de solucdo metandlica
de cloreto de aluminio hexahidratado a 12% e completou-se o volume com agua.
Agitou-se e deixou-se em repouso por 20 min. Centrifugou-se a 3.074 g 10 minutos.
Mediu-se a absorvancia do sobrenadante em 420 nm, em cubetas de quartzo, frente

a solucdo de compensacéo.

4.8.1.4 Solucao de compensacao

Preparou-se uma solucédo de compensacao para anular a interferéncia da coloracéo

natural do extrato ou fracdo. Para cada amostra elaborou-se uma solucdo de
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compensacdo misturando-se 5 mL da solu¢do hidrometandlica, 0,6 mL de acido
aceético glacial, 10 mL de solugéo de piridina:agua (20:80) e diluindo para 25 mL com
adgua. Agitou-se e deixou-se em repouso por 20 min. Centrifugou-se a 3.074 g por 10

min e utilizou-se o sobrenadante.

4.8.2 Validacdo do método

4.8.2.1 Seletividade

Para avaliar a seletividade do método foram obtidos espectros de solucdes de leitura
com e sem adi¢do de cloreto de aluminio, da fracdo acetato de etila:metanol 1:1
(HFAEM; para modo de obtencéo da fracdo, ver item 4.5) do extrato etandlico de H.
speciosa, na faixa de 200 a 500 nm. A seletividade do método foi avaliada a partir da
analise de bandas em 420 nm nos dois espectros, comprimento de onda utilizado
para a leitura. A solucdo de leitura sem adi¢cdo de cloreto de aluminio ndo deve
apresentar nenhuma absorc¢do significativa neste comprimento de onda, indicando
gue nao ha interferentes na matriz para a quantificagdo do complexo formado com o

reagente de cor.

4.8.2.2 Linearidade

A solugcéo estoque (0,5 mg/mL) foi preparada dissolvendo 5,0 mg de rutina, em
metanol, em um baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com o
mesmo solvente. Empregaram-se aliquotas de 0,1 mL; 0,25 mL; 0,5 mL; 1,0 mL, 1,5
mL desta solucéo, correspondentes a 0,05 mg; 0,125 mg; 0,250 mg; 0,500 mg, e
0,750 mg de rutina, respectivamente. Completou-se cada um destes volumes para
2,0 mL pela adicdo de metanol. Adicionou-se, a cada bal&do, 0,6 mL de acido acético
glacial, 10,0 mL de solucédo de piridina:agua (20:80) e 2,5 mL de solugdo metandlica
de cloreto de aluminio hexaidratado a 12% e completou-se para 25,0 mL com agua,
obtendo-se solugdes de concentragéo de 2, 5, 10, 20 e 30 ug/mL, respectivamente.
Agitou-se e deixou-se em repouso por 30 minutos. Mediu-se a absorvancia de cada

solugdo em 420 nm, em cubetas de quartzo, frente ao branco. O branco foi
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preparado em baldo volumétrico de 25 mL adicionando-se 0,6 mL de acido acético
glacial, 10,0 mL de solucéo de piridina:agua (20:80), 2,5 mL de solucdo metandlica
de cloreto de aluminio hexaidratado a 12% e completando-se o volume com agua. A
partir das concentracdes finais obtidas (0,002; 0,005; 0,010; 0,020 e 0,030 mg/mL) e

das respectivas leituras de absorvancia foi construida a curva analitica.

Foram construidas trés curvas analiticas em dias diferentes. Analise de covariancia
foi empregada para definir se as curvas sdo estatisticamente iguais. A equacdo da
reta foi determinada pelo método dos minimos quadrados e as analises estatisticas
foram realizadas pelo programa GraphPad Prism, versdo 5 (2007) da GraphPad
Software.

4.8.2.3 Limite de quantificacéo
O limite de quantificacdo do método foi estimado empregando-se parametros da
curva analitica, segundo a equacao a seguir:

LQ=10_s ,
S

Onde:

LQ = limite de quantificacédo,

s = desvio padréo do intercepto da curva de regressao,
S =inclinacdo da curva.

3.1.2.7 Limite de deteccgao

O limite de deteccdo do método foi determinado a partir dos parametros da curva

analitica, segundo a equacao a seguir:

LD=3,3 s,

S

Onde:
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LD = limite de detecgéo,
s = desvio padréo do intercepto da curva de regressao,

S =inclinacdo da curva analitica.

4.8.2.4 Precisao intradia

A precisao intradia do método foi verificada por meio de seis determina¢gées no ponto
médio de concentracdo de rutina na curva analitica. A partir da quantificacdo em
triplicata da fracdo HFAEM (para modo de obtencdo da fracdo, ver item 4.5)
proveniente do extrato etandlico, foi determinado o teor de flavonoides totais desta
amostra (13% m/m) e ent&o foram estimadas as massas para obter a concentragao
de rutina no ponto médio da curva analitica. Assim, exatamente cerca de 30 mg de
HFAEM foram pesados, em sextuplicata, e procedeu-se o preparo das solucdes de

leitura e posterior leitura no espectrofotometro, conforme item 4.8.1.

O desvio padrao relativo (DPR) foi calculado para os teores encontrados (n = 6).

4.8.2.5 Precisao interdia

A precisao interdia foi avaliada conforme descrito para a preciséo intradia, ou seja,
no ponto médio de concentracdo da curva analitica, em dois dias diferentes e com

analistas diferentes.

O DPR referente aos teores encontrados foi calculado (n = 12) e as médias dos
teores entre os dois dias de determinacdes comparadas pelo teste t de Student (p <
0,05).

4.8.2.6 Exatidao

A recuperacédo dos flavonoides na matriz foi avaliada pela fortificacdo do extrato

EMSA (para modo de obtencdo, ver item 4.5) com massas conhecidas de rutina
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(substancia de referéncia), em trés niveis de concentracdo da curva analitica: alta,

média e baixa. Cada nivel foi avaliado em triplicata.
Foram preparadas trés solucdes padréo, conforme descrito a seguir.
Solucéo padréo 1 (10,0 mg/mL)

Pesaram-se exatamente 250 mg de rutina, que foram transferidos para baldo
volumétrico de 25,0 mL. Adicionaram-se 5 mL de metanol e submeteu-se a banho de

ultrassom por cinco minutos. Completou-se o volume com metanol.
Solugao padréo 2 (2,0 mg/mL)

Transferiram-se 2 mL da solucdo padrdo 1 para baldo volumétrico de 10 mL e

completou-se o volume com metanol.
Solucéo padréo 3 (5 mg/mL)

Transferiram-se 5 mL da solucdo padrdo 1 para baldo volumétrico de 10 mL e

completou-se o volume com metanol.

O preparo dessas solugdes foi planejado para que o volume da solugédo de rutina
adicionado ao extrato fosse o0 mesmo para o0s trés niveis de concentracdo

ensaiados.

O procedimento analitico foi realizado conforme descrito a seguir. Pesaram-se, em
triplicata, exatamente cerca de 20,0 mg do extrato etandlico EMSA para cada um
dos trés niveis de concentracdo. Para o nivel baixo de concentracdo, adicionou-se
ao extrato 0,5 mL da solucdo padrdo 2. Ao nivel médio adicionou-se 0,5 mL da
solucdo padrdo 3, enquanto para o nivel alto de concentracdo de flavonoides
adicionou-se 0,5 mL da solucdo padrdo 1. Pesaram-se, também em triplicata,
exatamente cerca de 20,0 mg do extrato etanodlico, porém sem a adi¢cédo de solucéo
de rutina. A obtencéo das solucbes de leituras foi conduzida conforme descrito no
item 4.8.1. Para cada nivel de concentracdo e para o extrato sem adi¢cdo de rutina

(extrato nao fortificado) foi preparada uma solucado de compensacao.
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4.8.2.7 Robustez

Seis solugdes de leitura provenientes de trés extracdes diferentes foram preparadas
a partit da fracdo HFAEM (para modo de obtencéo da fracéo, ver item 4.5), conforme

descrito nos item 4.8.1, variando-se alguns parametros analiticos indicados a seguir.

Volume da solugcdo metandlica de AICI; a 12%: 2,00; 2,50 e 3,00 mL. Para cada
volume utilizado prepararam-se seis solucdes de leitura, a partir de trés extracdes

diferentes.

Tempo de leitura: seis solucbes de leituras foram preparadas a partir de trés
extragOes diferentes e foram lidas em 420 nm apoés 30, 70, 130, 190 e 250 minutos

do preparo.

Foram calculados os teores de flavonoides totais em cada ensaio e os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias dos teores comparadas pelo pos-
teste de Tukey (p < 0,05).

4.8.3 Quantificacdo de flavonoides totais nos extratos e fracdes de Hancornia

speciosa

Para a quantificacdo de flavonoides totais nos extratos e fracbes da espécie, as
amostras foram preparadas e analisadas conforme descrito no item 4.8.1. Os teores
foram calculados empregando-se a equacdo da curva analitica média obtida no

ensaio de linearidade (item 4.8.2.2).

Os teores obtidos (n = 3) foram submetidos a andlise de variancia e comparados
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4.9 Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacdo de
acido clorogénico, rutina e FlavHS em H. speciosa por CLAE-DAD

4.9.1 Sistema cromatografico

O desenvolvimento e validacdo do método foram realizados em sistema de CLAE
Waters 2695. As analises foram realizadas em coluna LiChrospher 100 RP-18 (250
x 4 mm id., 5 um ou 125 x 4 mm i.d., 5 um), em combinacdo com pré-coluna
LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm i.d., 5 pum).

4.9.2 Preparo das solucdes de analise

Para o desenvolvimento do método analitico, cerca de 10 mg dos extratos etandlicos
de folhas de H. speciosa foram pesados diretamente para tubos plasticos do tipo
safe-lock com capacidade de 1,5 mL. Os extratos foram solubilizados com 1,0 mL de
MeOH medido com micropipeta volumétrica com capacidade de 100 - 1000 L, e
posteriormente sonicados por 15 min. Na sequéncia, as amostras foram
centrifugadas a 8.400 g por 10 minutos. Aliquotas de 10 uL dos sobrenadantes

foram injetadas automaticamente no sistema de CLAE.

4.9.3 Preparo da solucdo de referéncia das substancias de referéncia

A solucdo de referéncia utilizada para a determinacdo da concentracdo das
amostras em cada dia de analise foi preparada pesando-se exatamente cerca de 1,0
mg das substancias rutina e acido clorogénico para baldo volumétrico de 10 mL.
Utilizou-se metanol grau CLAE para a solubilizagdo, auxiliada por sonicacdo, sendo
o volume aferido com o mesmo solvente. Aliquotas de 10,0 pL dessa solugéao foram

injetadas no sistema de CLAE, em cada dia de andlise.
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4.9.4 Desenvolvimento da condicdo cromatoqgrafica

A condicdo analitica definida para o método de quantificagdo de rutina, FlavHS e
acido clorogénico foi otimizada avaliando-se a influéncia de parametros na resolucao
cromatografica dos picos de interesse, tais como temperatura, fluxo, modo de
eluicdo (isocratico e/ou em gradiente), concentracdo de acido fosférico na fase
movel e inclinacdo do gradiente. Um perfil exploratério do extrato etandlico foi
inicialmente obtido (5 a 95 % de ACN em 70 min, ambos os solventes acidificados
com 0,1 % de acido fosforico; 40°C; fluxo 1,0 mL/min, coluna LiChrospher 100 RP-
18 de 125 x 4 mm d.i., particulas de 5 um e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 de 4
X 4 mm d.i.) para proposicdo das condigbes seguintes. As demais condi¢des
avaliadas estao descritas na Tabela 2. Os picos de interesse foram identificados em
todas as condicBes pela co-injecdo com as substancias de referéncia e/ou pelos

espectros no UV obtidos on-line pelo detector DAD.

A confiabilidade da condicdo cromatogréfica estabelecida foi verificada pela
seletividade do método e por testes de adequabilidade do sistema (system suitability
test). A seletividade foi avaliada pela homogeneidade espectral dos picos, sendo a
condicao considerada seletiva quando espectros extraidos nas regides ascendente,
apical e descendente dos picos apresentaram exata sobreposi¢cdo. O método foi
considerado seletivo quando, numa mesma condi¢cdo analitica, todos os picos de
interesse apresentaram homogeneidade espectral. Os testes de adequabilidade do
sistema foram conduzidos pela avaliacdo dos parametros de resolucdo, fator de
retencdo, fator de cauda, nimero de pratos tedricos e DPR dos tempos de retencéo
para 0s picos de interesse. Todos os parametros foram calculados pelo System
Suitability do programa Empower 2 (Waters), de acordo com as equacdes
recomendadas pela Farmacopéia Americana (THE UNITED..., 2006), sendo os
resultados expressos como valor médio de seis determinacdes e comparados com
os limites recomendados pela Agéncia Regulatéria Americana de Alimentos e
Farmacos (FDA) (2000). O tempo morto (tp) do sistema cromatografico estabelecido
foi determinado pela injecdo, nas mesmas condicdes de andlise, de 10 pyL de

solucdo hidrometandlica a 50 % de nitrato de sodio a 0,01% (m/v).



Tabela 2 - Condicdes cromatogréficas avaliadas durante o desenvolvimento
do método por CLAE-DAD para quantificagdo de rutina, 4cido clorogénico e
FlavHS em extratos e fragdes de Hancornia speciosa.

Tempo | Eluente (%)| Fluxo (mL/| Tempo | Eluente (%)| Fluxo (mL/
(min) A B min) (min) A B min)
Condicédo A” Condicéo B”

0 95 5 1,00 0 95 5 0,40
40 70 30 1,00 40 70 30 0,40
50 5 95 1,00 50 5 95 0,40
60 95 5 1,00 60 95 5 0,40
Condicéo C” Condigéo D™
0 90 10 0,40 0 90 10 0,40
50 70 30 0,40 50 85 15 0,40
55 5 95 0,40 55 5 95 0,40
60 5 95 0,40 60 5 95 0,40
65 a0 10 0,40 65 a0 10 0,40
Condicdo E™ Condicdo F
0 a0 10 0,40 0 85 15 0,40
20 80 20 0,40 20 85 15 0,40
30 80 20 0,40 40 80 20 0,40
35 5 95 0,40 45 80 20 0,40
45 5 95 0,40 48 5 95 0,40
50 90 10 0,40 57 5 95 0,40
- - - - 60 85 15 0,40
Condicdo G 7
0 85 15 0,40
20 85 15 0,40
40 80 20 0,40
45 80 20 0,40
48 5 95 0,40
57 5 95 0,40
60 85 15 0,40

Nota: Elentes: A,agua; B, acetonitrila. Todos os eluentes foram acidificados com 0,1%
de &cido fosférico. **: coluna LiChrospher 100 RP-18 (125 x 4 mm i.d., 5 pm; Merck); ~
coluna LiChrospher 100 RP-18 (250 x 4 mm i.d., 5 um; Merck); * Gradiente convexo
Tipo 4. A detecc¢éo foi realizada no comprimento de onda de 350 nm para todas as
condicdes ensaiadas.
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4.9.5 Otimizacdo das condicdes de extracdo

Trés sistemas de solventes foram avaliados para solubilizagcdo dos extratos e
fracOes: agua, solucdo hidrometandlica a 50% e metanol grau CLAE. Cerca de 10
mg do extrato MFA (para modo de obtencédo, ver item 4.5) foram exatamente
pesados e solubilizados em 1,0 mL de cada um dos sistemas de solvente propostos.
Os extratos foram sonicados por 15 min e centrifugados a 8.400 g por 10 min, sendo
10 pL do sobrenadante injetados automaticamente no sistema de CLAE descrito no
item 4.9.14.9.1. Os testes foram realizados em triplicata para cada sistema de
solvente. A eficiéncia da extracdo foi avaliada através da integracdo das areas dos
picos correspondentes as substancias de interesse, utilizando as condi¢cfes
analiticas estabelecidas (item 4.9.6.1). Os dados foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.9.6 Validacdo do método analitico

A validacdo do método cromatografico desenvolvido (item 4.9.6.1) foi conduzida
considerando-se critérios da Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH),
ANVISA e AOAC (AOAC, 2002; BRASIL, 2003; ICH, 1996).

A aquisicao e o processamento dos dados foram realizados pelo programa Empower
2 (Waters). As analises estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism,
versao 5 (GraphPad Software, 2007).

4.9.6.1 Condicao cromatografica estabelecida

A condicdo cromatografica analitica foi estabelecida com coluna LiChrospher 100
RP-18 (250 x 4 mm d.i., 5 um) acoplada a pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4
mm d.i., 5 um). A temperatura da coluna foi de 40 °C e a fase movel utilizada
compreendeu gradiente de eluicdo de agua Milli-Q acidificada com 0,1% de acido
fosforico (A) e acetonitrila grau CLAE acidificada com 0,1% de é&cido fosforico (B),
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apresentado na Tabela 3. O fluxo empregado foi de 0,4 mL/min e a detecc¢éo foi

realizada em 350 nm, sendo o volume de injecdo de 20 pL.

Tabela 3 - Programa de eluicdo estabelecido para a quantifica¢éo de
rutina e acido clorogénico em extratos e fracdes de folhas de H.

speciosa.
Tempo (min) %A %B Modo de eluicéo

0 85 15 Isocratico

20 85 15 gradiente convexo
(Tipo 4)

40 80 20 Isocratico

45 80 20 gradiente convexo
(Tipo 4)

48 95 isocratico

57 95 Gradiente convexo
(Tipo 4)

60 85 15 -

4.9.6.2 Preparo das amostras

Pesaram-se exatamente cerca de 5,0 mg das amostras a serem analisadas e

adionou-se 1,0 mL de solugdo hidrometandlica a 50%. A solubilizac¢éo foi conduzida

em banho ultrassom por 15 min e posteriormente com agitacdo em vortex. Na

sequéncia, a o extrato foi centrifugado a 8.400 g, por 10 min. Aliquotas de 20 pL do

sobrenadante foram injetadas automaticamente no sistema de CLAE descrito no

item 4.9.14.9.1.

4.9.6.3 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela homogeneidade espectral dos picos.

Essa analise foi realizada pela sobreposicdo dos espectros registrados nas regides

ascendente, apical e descendente dos picos, sendo considerados puros quando

apresentaram exata sobreposicao.
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Para as determinacgdes, foi empregado o extrato MFA (para modo de obtencgéo, ver
item 4.5) de H. speciosa (n = 6).

4.9.6.4 Teste de adequabilidade do sistema

Experimentos de adequabilidade do sistema (system suitability test) foram realizados
para estabelecer se o0 sistema cromatografico e os procedimentos analiticos
otimizados seriam capazes de fornecer dados de qualidade aceitavel para analises
guantitativas. Os parametros avaliados foram resolucao, fator de retencéo, fator de
cauda, numero de pratos tedricos e DPR dos tempos de retencdo dos compostos de
interesse. Os dados foram obtidos pelo System Suitability do programa Empower 2
(Waters), de acordo com as equacgfes recomendadas pela Farmacopeia Americana
(THE UNITED..., 2006), sendo os resultados expressos como valor médio de seis
determinacdes. Os resultados foram comparados com os limites recomendados pelo
FDA (2000). Para se estabelecer o tempo morto (t) da corrida cromatografica
injetou-se no sistema, nas mesmas condi¢cdes de analise, aliquota de 20 pyL de

solucéo hidrometandlica a 50 % de nitrato de sodio a 0,01% (m/v).

4.9.6.5 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir da construcdo de curvas analiticas, utilizando-
se cinco concentracfes distintas. Cada ponto das curvas analiticas foi obtido pela

injecdo, em triplicata, de massas diferentes das substancias de referéncia.

As curvas analiticas foram construidas relacionando-se as areas integradas dos
picos de interesse e as respectivas massas injetadas, para cada substancia de

referéncia, em dois dias diferentes de andlise.

Os dados obtidos foram avaliados através de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados e os coeficientes de determinacéo (r?) correspondentes foram
calculados. A analise estatistica das curvas obtidas em dias diferentes foi realizada

por analise de variancia (p < 0,05).



55

4.9.6.5.1 Estimativas das faixas de concentracdo de trabalho

A estimativa das faixas de concentracédo de trabalho para os analitos foi obtida a
partir dos teores percentuais de acido clorogénico, rutina e FlavHS determinados em
alguns extratos selecionados aleatoriamente, empregando-se 0 método

desenvolvido neste trabalho.

4.9.6.5.2 Preparo da solucao estoque das substancias de referéncia

Foram preparadas duas solucdes padrao contendo rutina e &cido clorogénico para a

construcdo das curvas analiticas, conforme descrito a seguir:
Solucédo 1 (200 pg/mL)

Cerca de 2,0 mg de ambas as substancias de referéncia foram pesados em balanca
de precisdo analitica diretamente para baldo volumétrico de 10 mL. Utilizou-se
MeOH grau CLAE para solubilizacdo, com auxilio de ultrassom por 15 min, sendo o

volume aferido com o mesmo solvente.
Solugéo 2 (20,0 pg/mL)

Com o auxilio de micropipetador automético com capacidade de 100 a 1.000 pL,
transferiram-se 500 pL da solucdo 1 para baldo volumétrico de 5 mL. O volume foi
aferido com MeOH grau CLAE.

A Tabela 4 apresenta os volumes de cada solugdo injetada e as massas
correspondentes das substancias de referéncia, para cada ponto das curvas

analiticas.
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Tabela 4 - Volumes de solucdes de referéncia e massas correspondentes
utilizadas para construgao das curvas analiticas.

Niveis Volume Volume Massa da
de concentracéo Solucéo 1 Solucgéo 2 substancia
(pl) (pl) de referéncia
(Mg)
ACIDO CLOROGENICO

1 - 10 0,2

2 5 - 1,0

3 10 - 2,0

4 15 - 3,0

5 20 - 4,0

RUTINA

1 - 10 0,2

2 5 - 1,0

3 10 - 2,0

4 15 - 3,0

5 20 - 4,0

Condi¢cdes cromatograficas: vide parte experimental item 4.9.6.1.

4.9.6.6 Limite de quantificacdo

O limite de quantificacéo foi inicialmente estimado a partir da equacéo que considera

0s parametros da curva analitica, descrita a seguir:

LQ =102
Q=103

onde:

LQ: limite de quantificacao

s: desvio padrdo do intercepto da curva analitica
S: inclinac¢do da curva analitica

A partir dos valores calculados pela equacdo, o LQ experimental foi determinado
pela injecdo (n = 5) de massas decrescentes das substancias de referéncia (0,01 a
0,10 pg para rutina e 0,02 a 0,20 pg para o acido clorogénico), utilizando solucdes

descritas a seguir.
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Solucédo A (100 pg/mL de rutina e 200 pg/mL de acido clorogénico)

Cerca de 1,0 mg de rutina e 2,0 mg de acido clorogénico foram pesados com
exatiddo diretamente para baldo volumétrico de 10 mL e solubilizados com MeOH

grau CLAE. Completou-se o volume com o0 mesmo solvente.
Solucédo B (10 pg/mL de rutina e 20 pg mL de acido clorogénico)

Transferiu-se 1,0 mL da solugcéo A para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se

o volume com MeOH grau CLAE.
Solucéo C (1,5 pg/mL de rutina e 3,0 ug/mL de acido clorogénico).

Para obtencdo da Solucdo C, transferiram-se 1,5 mL da Solucdo 2 para baldo
volumétrico de 10 mL O volume foi aferido com o MeOH grau CLAE.

Diferentes volumes das solucfes B e C foram injetados automaticamente no sistema
de CLAE (item 4.9.14.9.1), contemplando todo o intervalo de massas das
substancias de referéncia acima descrito. Na Tabela 5Erro! Fonte de referéncia
ndo encontrada. estdo relacionados os volumes injetados para cada massa

avaliada.

O limite de gquantificacdo foi determinado a partir da menor area dos picos das
substancias de referéncia que possibilitou a quantificacdo destes com preciséo
adequada (DPR < 3,0%) (SNYDER et al., 1997).

Tabela 5 - Correspondéncia entre os volumes e as massas

injetadas no sistema de CLAE para determinacdo do limite de
guantificacao.

Volume Volume Massa injetada

Solucédo B Solucéo C (M9)

(W) ()
ACIDO CLOROGENICO

- 10 0,02

- 15 0,05

5 - 0,10

10 - 0,20

RUTINA

- 10 0,01

- 15 0,02

5 - 0,05

10 - 0,10

Condi¢cdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.9.6.1.
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4.9.6.7 Limite de deteccao (LD)

O LD foi inicialmente estimado a partir dos parametros da curva analitica, utilizando-

se a seguinte equacao:

g
LD =33 -
5

onde:

LD: limite de deteccéo

s: desvio padrdo do intercepto da curva de regressao
S: inclinacdo da curva analitica

O LD experimental foi entdo determinado pela injecdo (n = 5) de massas

decrescentes das substancias de referéncia (0,05 a 0,005 pug para ambas).

O limite de deteccgéo foi considerado como a menor massa injetada que resultou em

relacao sinal-ruido (S/N) de 3.

4.9.6.8 Estabilidade das substancias de referéncia

A estabilidade dos analitos em soluc¢é@o hidrometandlica a 50% do extrato MFA (item
4.9.6.2) foi avaliada mantendo-se as solu¢cdes no carrossel do cromatdgrafo a
temperatura ambiente (23 + 2 °C), e procedendo-se sua analise sequencial nos
intervalos de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 horas.

As concentragdes de acido clorogénico, FlavHS e rutina foram calculadas em cada
intervalo de tempo avaliado e submetidas a analise de variancia, sendo as médias

dos dados comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4.9.6.9 Precisao

Avaliou-se a precisao intradia e interdia, empregando-se o extrato MFA. Para a
precisao intradia, foram obtidas seis determina¢des na concentracdo do ponto meédio
da curva analitica (n = 6). Solugbes hidrometandlicas a 50% foram preparadas
segundo descrito no item 4.9.6.2. A precisao interdia foi determinada em dois dias

consecutivos, com analistas diferentes (n = 12).

A concentracdo dos analitos no extrato foi determinada, o DPR calculado, e as
médias dos teores entre os dois dias de determinacdes comparadas pelo teste t de
Student (p < 0,05).

4.9.6.10 Exatidao

A recuperacdo dos analitos nos extratos foi avaliada pela fortificacdo do extrato MFA
com massas conhecidas das substancias de referéncia, em trés niveis de
concentracdo da curva analitica: alta, média e baixa. Cada nivel foi avaliado em

triplicata. Duas solucdes foram preparadas para a realizacao do teste.
Solucéo A (1,5 mg/mL de &cido clorogénico e rutina)

Pesaram-se, exatamente, cerca de 1,5 mg de ambas as substéncias de referéncia
diretamente para bal&o volumétrico de 1 mL. Adicionou-se solucdo hidrometandlica a
50% e a solubilizagcdo das substancias de referéncia foi realizada em banho de

ultrassom, por 15 min. O volume final foi aferido com o mesmo solvente.
Solucéo B (150 pg/mL de acido clorogénico e rutina)

Transferiram-se 100 pL da solucdo A para baldo volumétrico de 1 mL. O volume foi
aferido com solucéo hidrometandlica a 50%.

Diferentes volumes de ambas as solu¢cbes foram adicionados a cerca de 5,0 mg do
extrato MFA, pesados em balanca de precisdo analitica. Na Tabela 6 estdo descritos
os volumes de ambas as solugcbes adicionados ao extrato, em cada nivel de

concentracdo. Apos a adicdo das solugdes ao extrato, o volume final foi aferido para
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1,0 mL, em cada nivel, empregando-se o0 mesmo solvente e com auxilio de
micropipetador automatico. O preparo das amostras seguiu o protocolo descrito no
item 4.9.6.2.

O extrato MFA nao fortificado também foi avaliado (n = 3), para a determinacdo da

massa recuperada.

ApoOs o preparo das solugdes, foram injetadas automaticamente aliquotas de 15 pL
do sobrenadante no sistema de CLAE, empregando-se as condi¢cbes de analise

descritas no item 4.9.6.1.

Tabela 6 - Volumes e massas das substancias de referéncia adicionadas ao extrato MFA no
ensaio de exatidao (recuperacdo) de 4cido clorogénico e rutina em H. speciosa.

. Volume da Volume da Massa de acido Massa de rutina
Nivel ~ ~ n e
solucéo A solucéo B clorogénico adicionado ao
adicionado ao  adicionado ao adicionada ao extrato MFA (ug)
extrato MFA extrato MFA extrato MFA (ug)
(HL) (ML)

1 - 100 15 15
2 50 - 75 75
3 100 - 150 150

Condicbes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.9.6.14.9.6.1. Composicdo das
solucdes A e B: vide texto.

4.9.6.11 Robustez

Seis porc¢des de cerca de 5,0 mg do extrato MFA foram pesadas com exatidao e
analisadas empregando-se a condicdo analitica estabelecida (item 4.9.6.1), bem
como com alteracdes deliberadas nas condicdes de andlise dos seguintes
parametros: temperatura da coluna (38 e 42 °C); lote de coluna, concentracdo de
acido fosforico na fase moével (0,09 e 0,11 %) e fluxo (0,35 e 0,45 mL/min). As
modificagcdes inseridas foram avaliadas individualmente. Os teores dos analitos
foram determinados para cada condicdo e os dados submetidos a andlise de
variancia, sendo as medias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) ou por meio
do teste t de Student (p < 0,05).
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Os teores, a resolucédo (Rs) e o fator de cauda (T) dos picos dos analitos foram
determinados e os dados submetidos a analise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). A pureza espectral dos picos de
interesse foi avaliada a partir da sobreposicdo dos espectros no UV obtidos pelo

DAD nas regides ascendente, apical e descendente de cada pico.

4.9.7 Quantificacao de acido clorogénico, FlavHS e rutina em extratos e fracoes

de H. speciosa

Para a quantificacdo dos analitos em extratos e fracdes da espécie, as amostras
foram preparadas conforme descrito no item 4.9.6.2, sendo as andlises realizadas
com o método de CLAE-FR desenvolvido e validado neste trabalho (item 4.94.9). Os

teores foram calculados utilizando-se o fator de resposta (SNYDER et al., 1997).

Os teores obtidos (n = 3) foram submetidos a analise de variancia e comparados

pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.10 Desenvolvimento de método analitico para quantificacdo do bornesitol em

extratos e fracOes de H. speciosa

4.10.1 Obtencao da substancia de referéncia bornesitol

Inicialmente foi necessario obter bornesitol com pureza analitica adequada para sua
utilizacdo como substancia de referéncia. Para tanto foi empregada recristalizacdo a
guente, utilizando-se MeOH, uma vez que o ciclitol € pouco soluvel neste solvente.
Porcdes de 50 mg de fracbes enriquecidas em bornesitol provenientes do trabalho
de Endringer (2007) foram purificadas. Tais fracbes foram obtidas pelo
fracionamento do extrato etandlico de folhas de H. speciosa em coluna aberta de
silica gel, seguindo a série eluotropica n-hexano, diclorometano, EtOAc e MeOH. As
fragbes resultantes da eluigio com EtOAc:MeOH (1:1) (HFAEM) foram
recromatografadas em coluna aberta de silica gel, empregando-se a mesma série

eluotropica descrita. As fracfes enriguecidas em bornesitol foram obtidas,
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novamente, pela eluicdo com EtOAc:MeOH (1:1). O material obtido foi, entdo,

purificado por recristaliza¢des sucessivas.

A pureza do bornesitol obtido foi avaliada pelo ponto de fusdo e pela obtencéo de
espectros por ressonancia magnética nuclear (RMN) de *C e *H. Tal abordagem foi
utilizada devido a inexisténcia de composto de referéncia comercialmente disponivel,

bem como de ensaios para a determinacéo da pureza do ciclitol.

4.10.2 Analises por CLAE com detector de indice de refracao (IR)

4.10.2.1 Sistema cromatografico

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizado foi o Shimadzu CR4A
com detector de indice de refracdo RID-AS. As analises foram realizadas na coluna
e pré-coluna Agilent Prep-C18 Scalar (particulas del0 pm; 4,6 x 250 mm) e coluna
Shim-pack CLC-NH2 (M) 25 cm.

4.10.2.2 Condi¢Bes analiticas avaliadas

Algumas condi¢Bes analiticas foram avaliadas, variando-se a fase movel, tipo de
coluna e realizando-se a analise em sala refrigerada ou ndo. O extrato etandlico,
bem como a substancia de referéncia (bornesitol) e a fracdo enriquecida em
flavonoides e ciclitdis (BRAGA et al., 2009) foram analisados nessas condicfes. A

Tabela 7 sumariza as condigbes empregadas.



63

Tabela 7 - Condicées analiticas avaliadas por CLAE-IR para a anélise de bornesitol em
matrizes de H. speciosa.

Condigdes Fase mével Fluxo Temperatura Coluna
analiticas* (mL/min) (°C)
a agua mili-Q 1 ambiente? c18°¢
agua:MeOH . a c
1 1
b (95:5) ambiente C18
agua:ACN . a c
1 1
c (97,5:2,5) ambiente C18
agua:MeOH sala d
d (40:60) 1 refrigerada® NH.
agua:MeOH sala d
© (20:80) 1 refrigerada® NH;
sala d
f MeOH 1 refrigerada® NH
agua:ACN sala d
1 . NH
g (5:95) refrigerada® 2
"volume de injecdo 20 pL
25 £ 5°C
°25 + 2°C

¢ coluna e pré-coluna Agilent Prep-C18 Scalar (particulas de10 um; 4,6 x 250 mm).
4 coluna Shim-pack CLC-NH, (M) 25 cm.

4.10.2.3 Ensaio de seletividade

O ensaio de seletividade foi realizado a partir da recuperacdo do eluato
correspondente ao pico do bornesitol (pico principal do cromatograma e com tempo
de retencao de 4,161 minutos), empregando a condi¢cdo analitica f descrita acima.
InjecOes sucessivas foram feitas (5 injecdes, volume injetado de 20 ul, concentragao
5 mg/ml da fracdo enriquecida em flavonoides e ciclitéis) e recuperada quantidade
suficiente de eluato para avaliacdo. O eluato, ap6s evaporacdo do solvente, foi
analisado por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se silica 60G
como fase estacionaria e eluente acetona:agua (5:4). A placa cromatografica foi
borrifada com agua antes da aplicagdo das amostras e revelada com solucdo de
acido fosfomolibdico a 20% m/v em etanol, seguida de solugéo de &cido sulfarico a
50% v/v em etanol e aquecimento por aproximadamente 5 minutos. O método é
considerado seletivo se apresentar apenas uma banda na CCD ap0s revelagao

adequada.
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4.10.3 Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacdo de

bornesitol em H. speciosa por CLAE-DAD

4.10.3.1 Identificacao do produto de tosilacéo do bornesitol (PTB)

Para identificacdo do produto pertosilado do bornesitol (PTB) no extrato etandlico de
folhas da espécia, realizou-se a reacao de tosilacdo com a substancia de referéncia
do bornesitol, obtida como descrito no item 4.10.1. Uma porcao da substancia de
referéncia (cerca de 10 mg) foi pesada para baldo de fundo redondo de 25 mL.
Adicionaram-se cerca de 62,5 mg de cloreto de p-toluenossulfonila e 200 pL de
piridina anidra. O sistema foi mantido sob agitacdo em banho de gelo por 24h e por
1h a temperatura ambiente (25 + 5°C), também sob agitacdo. A reacao foi
elaborada, adicionando-se gelo picado ao meio e posteriormente acidificando-o até
pH 1 com solucédo aquosa de acido cloridrico (agua:HCI 3:1). O precipitado formado
foi filtrado sob vacuo e lavado com agua gelada. Procedeu-se também a reacdo com
0 extrato etanolico de folhas de H. speciosa (CFOF; para modo de obtencdo do
extrato, ver item 4.5). Cerca de 50 mg do extrato foram pesados para baldo de fundo
redondo de 25 mL. Adicionaram-se 750 uL de piridina anidra e 358 mg de cloreto de
p-toluenossulfonila. O sistema foi mantido em banho de gelo por 24h e,
posteriormente, a temperatura ambiente por 1h. A elaboracdo da reacdo foi

realizada como descrito acima.

Os produtos obtidos para ambas as reacdes foram analizados por CLAE-DAD,
empregando-se gradiente linear de 4gua (A) e MeOH (B), iniciando-se com 10% de
B e elevando-se para 70% de B em 25 min, mantendo-se elui¢cdo isocratica até 40
min. A temperatura de andlise foi de 40°C e fluxo de 1,0 mL/min. Solu¢bes nas
concentragbes 1,0 mg/mL e 5,0 mg/mL dos produtos da reacédo de tosilagdo do
bornesitol e do extrato CFOF, respectivamente, foram empregadas na analise,

injetando-se um volume de 10 pL.
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4.10.3.2 Sistema cromatografico

O desenvolvimento e validacdo do método foram realizados em sistema de CLAE
Waters 2695. As andlises foram realizadas em coluna LiChrospher 100 RP-18 (250
x 4 mm d.i., particulas de 5 um; e 125 x 4 mm d.i., 5 um), em combinacdo com pré-
coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm i.d., 5 um).

4.10.3.3 Desenvolvimento do método analitico

4.10.3.3.1 Desenvolvimento da condicdo cromatografica

A condicdo analitica definida para o método de quantificacdo de bornesitol foi
otimizada avaliando-se a influéncia de parametros como modificador organico,
temperatura, fluxo, tipo de gradiente, modo de eluicdo (gradiente e/ou isocratico) e
inclinacdo do gradiente na resolucdo dos picos correspondentes ao bornesitol
pertosilado (PTB) e o pentaeritritol pertosilado (PPI), este ultimo empregado como
padrao interno. As condi¢bes avaliadas estdo descritas na Tabela 8. Os picos de
interesse foram identificados em todas as condigcbes pela co-injecdo com

substancias de referéncia.

A eficiéncia da condicao cromatografica estabelecida foi verificada pela seletividade
do método e por testes de adequabilidade do sistema (system suitability test). A
seletividade do método foi avaliada a partir da determinagdo da pureza espectral dos
picos, sendo considerado seletivo quando espectros extraidos nas regibes
ascendente, apical e descendente dos picos apresentaram sobreposicdo exata.
Além disso, para a condi¢cdo analitica estabelecida, foram realizadas analises de
solucdes reacionais obtidas pela reacédo de a) apenas o P.l.; b) apenas o extrato e c)
apenas os reagentes (cloreto de p-toluenosulfonila e piridina) empregando-se o
método desenvolvido e descrito no item 4.10.4.1. O método foi considerado seletivo
guando nenhum pico interferente foi observado nos tempos de retencdo dos picos
de interesse (PPl e PTB). Também foi realizada anélise do extrato etanolico (MFA)

nas mesmas condi¢cfes, sem derivatizacdo prévia.
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Tabela 8 - Condicdes cromatogréaficas avaliadas durante o desenvolvimento do método por

CLAE-DAD para quantificagdo de bornesitol em extratos e fra¢gfes de folhas de H. speciosa.
Tempo Eluente (%) Temp. Tempo Eluente (%) Temp.
1 0 1 (o]
(min) A ‘ B ‘ c (°C) (min) A ‘ B ‘ c (°C)
Condicao analitica A” Condicao analitica B”

0 60 40 - 0 60 40 -
10 40 60 - 5 40 60 -
13 40 60 - 10 40 60 -
20 35 65 - 18 35 65
22 25 75 - 25 25 20 80 25
32 25 75 - 27 5 95
33 5 95 - 35 5 95
40 5 95 - - - - -
Condicao analitica C” Condicéo analitica D™
0 70 - 30 0 70 20 10
10 50 - 50 10 45 45 10
13 50 - 50 13 45 45 10
20 45 - 55 20 35 55 10
22 35 - 55 25 22 35 55 10 25
32 30 - 70 32 30 20 50
33 5 - 95 33 5 20 75
55 5 - 95 55 5 20 75
Condicao analitica E™ Condicéo analiticaF e G™
0 70 20 10 0 70 15 15
10 45 45 10 10 45 40 15
13 45 45 10 13 45 40 15
20 35 55 10 20 35 50 15
22 30 20 50 40 27 30 20 50 40
32 25 20 55 32 25 20 55
33 10 20 70 33 10 20 70
55 10 20 70 55 10 20 70
Condig&o analitica H™ Condig&o analitica I
0 70 15 15 0 70 15 15
10 45 40 15 10 45 40 15
13 45 40 15 13 45 40 15
25 35 50 15 25 35 50 15
27 30 20 50 40 27 30 20 50 40
32 25 20 55 32 25 20 55
33 10 20 70 33 15 20 65
55 10 20 70 55 15 20 65
Condigéo analitica J™ Condig&o analitica K™
0 70 15 15 0 70 15 15
10 45 40 15 10 45 40 15
13 45 40 15 13 45 40 15
25 35 50 15 25 35 50 15
27 30 20 50 40 28 30 20 50 40
32 25 20 55 32 30 15 55
33 19 18 63 55 30 15 55
55 19 18 63 57 5 5 90
57 5 5 90 67 5 5 90
. I Condigao analiticaM™
Condigdo analitica L (condicéo '.fnalitica estabelecida)
0 70 15 15 0 70 15 15
10 45 40 15 10 45 40 15
13 45 40 15 13 45 40 15
25 35 50 15 25 43 42 15
29 33 20 47 40 32 43 42 15 40
33 30 20 50 34 30 20 50
55 30 20 50 55 30 20 50
57 5 5 90 57 5 5 90
67 5 5 90 67 5 5 90

Eluentes: A,agua; B, metanol; C, acetonitrila. **: coluna LiChrospher 100 RP-18 (125 x 4 mm i.d., 5
pm) e *** coluna LiChrospher 100 RP-18 (250 x 4 mm i.d., 5 um), ambas em combinacdo com pré-
coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm i.d., 5 um). Nota: a elui¢éo foi realizada com fluxo de 1,0
avaliadas e

mL/min

em

todas as condicbes

a

deteccdo realizada a 230

nm.
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Os testes de adequabilidade do sistema também foram realizados, conforme
descrito no item 4.9.4. O tempo morto (tp) da corrida cromatografica foi determinado
pela injecdo, nas mesmas condi¢cdes de analise, de 20 pL de solucdo de nitrato de
sédio 0,01% (m/v) em piridina e ACN nas mesmas propor¢cdes observadas nas

solugdes reacionais (item 4.10.4.2).

4.10.3.3.2 Otimizacao das condicoes de reacao

Diversas condi¢cdes reacionais de derivatizacdo foram avaliadas a partir da
modificacdo dos seguintes parametros: temperatura, tempo de reacdo, volume de
piridina, quantidade de cloreto de p-toluenossulfonila e volume de acetonitrila para
extracdo final dos produtos tosilados do bornesitol (PTB) (35) e do padréo interno
(P.1.) (PPI) (36).

OTs
CH30

TsO TsO OTs
TsO OTs ><
TsO TsO OTs

(35) (36)

As reacOes foram realizadas em tubos plasticos do tipo safe-lock, empregando-se
exatamente cerca de 3,0 mg do extrato MFA, variando-se os parametros citados
acima (Tabela 9). Cada condicao foi avaliada em triplicata, totalizando 13 diferentes
condicBes reacionais. Aliquotas de 20 pL das solucdes reacionais obtidas foram
injetadas no sistema de CLAE descrito no item 4.10.3.2, empregando-se 0 método

de analise estabelecido (item 4.10.4.1).

O teor de bornesitol foi calculado para cada condicao a partir da relacdo de areas
PTB/PPI obtida e considerando-se a relacdo de é&reas determinada para uma
amostra controle (item 4.10.4.2.2). Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (p < 0,05) e as médias dos teores de cada condicdo foram comparadas
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 9 - Condicées reacionais avaliadas para o desenvolvimento de método analitico
para quantificagdo de bornesitol em extratos e fragdes de folhas de H. speciosa ap0s
derivatizacdo com cloreto de p-toluenossulfonila.

Condicdes PiELdLi)na TsCl (mg) (An?LI\; ;reee:z;gg ?h? Temr()%?tura
CR1 50 50 2 1 >0
CR2 50 50 2 2 >0
CR3 50 50 2 3 >0
CR4 50 50 2 4 >0
CRS 50 50 2 > >0
CR6 75 50 2 3 >0
CR7 100 50 2 3 S0
CRS 150 50 2 3 S0
CR9 50 75 2 3 >0
CR10 50 25 2 3 >0
CR11 50 50 1 3 >0
CR12 50 50 3 3 >0
CR13 50 50 2 3 o0

4.10.3.3.3 Preparo das solucdes reacionais de extratos e fracdes de H. speciosa

O preparo das amostras na etapa de desenvolvimento do método analitico foi
realizado a partir da definicdo da condicao reacional otimizada (CR 3), descrita em
detalhes no item 4.10.4.2.

4.10.4 Validacdo do método analitico para quantificacdo de bornesitol em

extratos e fracdes de H. speciosa

A validacdo do meétodo cromatografico desenvolvido (item 4.10.3) foi conduzida
considerando-se critérios do guia ICH , ANVISA e da AOAC (AOAC, 2002; Brasil,
2003; ICH, 1996).
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A aquisicao e o processamento dos dados foi realizado pelo programa Empower 2
(Waters). As andlises estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism, verséo
5 (GraphPad Software, 2007).

4.10.4.1 Condicao cromatografica estabelecida

A condicdo cromatogréfica analitica estabelecida para o método consistiu de coluna
LiChrospher 100 RP-18 (250 x 4 mm d.i., particulas de 5 um) e pré-coluna
LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm d.i., particulas de 5 um); temperatura da coluna
de 40 °C; fluxo de 1,0 mL/min. A fase mével compreendeu eluicdo em gradiente de
agua Milli-Q (solucédo A), MeOH grau CLAE (solucdo B) e ACN grau CLAE (solucéo
C), conforme descrito na Tabela 10. O comprimento de onda de deteccao utilizado

foi 230 nm e o volume de injecdo de 20 pL.

Tabela 10 - Sistema de eluigéo estabelecido para o método por CLAE-DAD para
quantificacdo de bornesitol em extratos e fracfes de folhas de H. speciosa.

Tempo (min) %A %B %C Modo de eluicdo
0 70 15 15 gradiente linear
10 45 40 15 Isocratico
13 45 40 15 gradiente linear
25 43 42 15 isocratico
32 43 42 15 gradiente linear
34 30 20 50 isocrético
55 30 20 50 gradiente linear
57 5 5 90 isocratico
67 5 5 90 gradiente linear
70 70 15 15 -

4.10.4.2 Preparo das amostras e solugdes reacionais

4.10.4.2.1 Solucao reacional de extratos etandlicos de H. speciosa

Solugéo padréo de P.1. (Sol. P.1.)



70

Cerca de 10,0 mg de pentaeritritol foram exatamente pesados em baléo volumétrico
de 5 mL e solubilizados em piridina anidra, com auxilio de ultrassom. O volume foi
aferido com o mesmo solvente e a solucéo foi armazenada a temperatura ambiente,

vedada com papel parafilme e envolta em papel aluminio.
Obtencao da solucao reacional

Para as analises, cerca de 3,0 mg do extrato etanélico MFA de folhas de H. speciosa
foram pesados diretamente para tubos plasticos do tipo safe-lock de 2 mL, em
balanca de precisdo analitica. Posteriormente, cerca de 50 mg de cloreto de tosila
foram adicionados ao tubo, seguido de 50,0 pL de sol. P.l., com auxilio de
micropipeta volumétrica de capacidade 10 — 100 pL. Os tubos foram, entdo, vedados
com parafilme e tranferidos para bloco agitador a 800 rpm, a 50 °C por 3 h. Ao
término da reacdo, foram adicionados ao meio reacional ACN grau CLAE suficiente
para perfazer um volume final de 2,0 mL, com o auxilio de micropipeta de
capacidade 100 — 1000 pL. A suspenséo foi sonicada por 15 min, agitada em vortex
e posteriormente centrifugada a 8.400 g por 10 min. Aliquotas de 20 pL dos
sobrenadantes foram injetadas automaticamente no sistema de CLAE descrito

empregando-se as condi¢cfes de analise estabelecidas (item 4.10.4.1).

As solugdes reacionais assim obtidas foram utilizadas para o processo de validagao
do método. O mesmo procedimento foi adotado no preparo das amostras de H.

speciosa para quantificacao.

4.10.4.2.2 Solucdes de referéncia de bornesitol e P.I.

A solucao de referéncia utilizada para determinar a relacdo de areas entre PTB e
PPl a cada dia de analise para quantificacdo das amostras foi preparada pesando-se
exatamente cerca de 6,0 mg de bornesitol substancia de referéncia e 2,0 mg de P.I.
para baldo volumétrico de 1 mL. As substancias foram solubilizadas em piridina
anidra com auxilio de sonicacdo e o volume aferido com o mesmo solvente. A
solucdo obtida foi mantida a temperatura ambiente, vedada com parafilme e envolta
em papel aluminio. Aliquotas de 30 pL dessa solugdo, adicionada a 20 pL da

solucéo de P.l. em piridina (2,0 mg/mL, descrita no item anterior) foram submetidas a
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reacdo de derivatizacdo (item 4.10.4.2.1) em cada dia de andlise e 20 puL da solugéo
reacional final obtida foram injetados no sistema de CLAE.

4.10.4.3 Seletividade.

A seletividade do método foi avaliada pela homogeneidade espectral dos picos, de
maneira semelhante a descrita anteriormente no item 4.9.6.3, bem como pela
obtencdo de diferentes solucdes reacionais, descritas anteriormente no item
4.10.3.3.1. Para as determinagdes foi empregado o extrato MFA de H. speciosa (n =
6).

4.10.4.4 Teste de adequabilidade do sistema

Os testes de adequabilidade do sistema foram realizados, conforme descrito no item
4.9.6.4. O tempo morto (tp) da corrida cromatogréfica foi determinado pela injecéo,
nas mesmas condicfes de analise, de 20 pL de solucdo de nitrato de sodio 0,01%
(p/v) em piridina e ACN nas mesmas propor¢cdes observadas nas solucdes

reacionais (item 4.10.4.2).

4.10.4.5 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir de curvas analiticas, construidas utilizando-se
cinco concentracdes distintas. Cada ponto das curvas analiticas foi obtido pela
injecdo, em triplicata, de 20 pl de cinco solucdes reacionais (item 4.10.4.2) efetuadas
em cinco diferentes concentragdes de bornesitol no meio reacional, como indicado
na Tabela 11. As curvas analiticas foram determinadas empregando-se a relacdo de
areas PTB/PPI versus a massa injetada de PTB, em dois dias consecutivos.

Os dados obtidos foram avaliados através de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados e os coeficientes de determinacdo (r) correspondentes foram
calculados. A analise estatistica das curvas obtidas em dias diferentes foi realizada

por analise de variancia (p < 0,05).
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Tabela 11 - Volumes das solu¢des padréo e massas de bornesitol e P.l correspondentes
utilizadas para construgéo da curva analitica.

Niveis Volume Massa_de Volume
. bornesitol
de concentragao (pL) (pL)
(n9)
Solucao de bornesitol e P.1. Solucao de P.I.

1 10,0 60,0 40,0

2 20,0 120,0 30,0

3 30,0 180,0 20,0

4 40,0 240,0 10,0

5 50,0 300,0 -

Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.10.4.1.

4.10.4.5.1 Estimativas de faixas de concentracao de trabalho

A faixa de concentracédo de trabalho para o bornesitol foi estabelecida com base nos
teores deste constituinte determinados em alguns extratos selecionados
aleatoriamente, empregando-se as condi¢cbes cromatograficas desenvolvidas. E
importante ressaltar que a solubilidade da substancia de referéncia em piridina teve

gue ser levada em conta na determinacéo da faixa de concentracéo de trabalho.

4.10.4.5.2 Preparo da solucao estoque de bornesitol e P.l. em piridina

Foi preparada apenas uma réplica da solucdo bornesitol e P.l., devido a reduzida

disponibilidade da substancia de referéncia.
Solucéo estoque padrao de bornesitol

Exatamente cerca de 6,0 mg de bornesitol e 2,0 mg de P.I. foram pesados para
baldo volumétrico de 1 mL. As substancias foram solubilizadas em piridina anidra,
com auxilio de ultrassom. O volume foi aferido com o0 mesmo solvente e a solucéo foi
armazenada a temperatura ambiente, vedada com papel parafime e envolta em

papel aluminio.

Solucéo estoque padrao de P.I.
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Uma segunda solucdo contendo apenas P.l. (exatamente cerca de 2,0 mg/mL) foi
preparada conforme descrito para a solucéo de referéncia anterior. Esta solugéo foi
empregada para completar o volume de 50 pL da solucédo reacional e manter a

mesma concentra(;éo em todos o0s pontos da curva.

4.10.4.6 Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo foi inicialmente estimado pelo emprego da equacao que
considera os parametros da curva analitica, de maneira semelhante a descrita no
item 4.9.6.6.

A partir do LQ calculado, determinou-se o LQ experimental pela injecdo de solucdes
reacionais (n = 5) obtidas pela reacdo de massas decrescentes do analito (40 a 10
pug). Para tanto, uma solucdo padrdo de bornesitol em piridina foi preparada,
contendo exatamente cerca de 1,0 mg/mL de bornesitol (solugdo estoque).
Transferiram-se 500 pL desta soluc¢do para baldo volumétrico de 1 mL, contendo
exatamente cerca de 2,0 mg de P.l.. Completou-se o volume com piridina anidra
(Solugcéo 1). Outra solucdo contendo apenas P.l. na mesma concentracdo (2,0
mg/mL) foi preparada (Solugcéo 2) e utilizada para correcdo do volume (50 pL) e
concentracdo final do P.l. (50 pg/mL). As solucdes reacionais foram obtidas
conforme descrito no item 4.10.4.2. Para todas as concentracdes avaliadas, foram
injetados 20 pyL da solucéo reacional final no sistema de CLAE descrito no item
4.10.3.2. Na Tabela 12 estdo descritos os volumes das solucdes 1 e 2 utilizados

para cada concentracédo avaliada.

Tabela 12 - Volumes das solucdes 1 e 2 e massas correspondentes de bornesitol e P.I.
empregados para a determinagdo do limite de quantificagdo do método.

Concentracdo de Volume (uL) da Volume (L) Massainjetada Massa
bornesitol (ug/ 2,0 solucédo 1 (500 da solucéo 2 de bornesitol injetada
mL) na solucédo png/mL de (2,0 mg/mL (ng) de P.1.
reacional bornesitol) de P.1.) (L9)

5 10,0 40,0 0,05 1
10 20,0 30,0 0,10 1
15 30,0 20,0 0,15 1
20 40,0 10,0 0,20 1

Condi¢cdes cromatogréficas: vide Parte Experimental, item 4.10.4.1.
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O limite de quantificagdo foi determinado a partir da menor relacdo de areas dos
picos PTB/PPI que possibilitou a quantificagdo de bornesitol na amostra com
precisdo adequada (DPR < 3,0%) (SNYDER et al., 1997).

4.10.4.7 Limite de deteccéo (LD)

O LD foi inicialmente calculado a partir dos parametros da curva analitica, conforme

descrito no item 4.9.6.7.

O LD experimental foi determinado pela injecdo, em quintuplicata, de solugcdes
reacionais obtidas pela reacdo de massas decrescentes de bornesitol (10 a 0,05 ug),
a partir de diluicbes sucessivas de uma solucdo padrdo. O limite de deteccédo foi
definido como sendo a menor relagcdo de &reas entre os picos PTB e PPI que
resultou em altura do pico do analito com relacéo sinal-ruido (S/N) de 3.

4.10.4.8 Estabilidade dos produtos de tosilacdo PTB e PPI

A estabilidade dos produtos de tosilacdo PTB e PPI nas solugdes reacionais obtidas
(item 4.10.4.2.1) foi avaliada mantendo-se as solu¢des no amostrador automético do
sistema de CLAE, a temperatura ambiente (23 + 2 °C), sendo estas analisadas

sequencialmente nos intervalos de 0, 12, 24, 36 e 48 horas.

A concentracao de bornesitol foi calculada para cada intervalo de tempo a partir da
relacdo de areas de PTB/PPI e considerando-se a relacdo de areas obtida pela
solucédo de referéncia (item 4.10.4.2.2). Os dados foram submetidos a analise de

variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.10.4.9 Precisao

Avaliou-se a preciséo intradia e interdia. Para a preciséo intradia, foram obtidas seis
determinacdes no ponto médio de concentracdo de bornesitol na curva analitica (n =

6). Solucdes reacionais foram preparadas segundo descrito no item 4.10.4.2.1. A
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precisdo interdia foi determinada em dois dias consecutivos, com analistas
diferentes (n = 12).

A concentracdo de bornesitol no extrato foi determinada através da relacdo de areas
PTB/PPI e considerando-se a relacdo de areas obtida pela solucdo de referéncia
(item 4.10.4.2.2). Os valores de DPR foram calculados e as médias dos teores entre

os dois dias de determina¢cdes foram comparadas pelo teste t de Student (p < 0,05).

4.10.4.10 Exatidao

A recuperagdo de bornesitol nos extratos foi avaliada pela fortificagdo do extrato
MFA com massas conhecidas de bornesitol, em trés niveis de concentracdo da
curva analitica: alta, média e baixa. Cada nivel foi avaliado em triplicata. Duas

solucBes foram preparadas para a realizacao do teste, ambas em piridina.
Solucéo A (4,0 mg/mL de bornesitol e 2,0 mg/mL de P.l.)

Cerca de 4,0 mg de bornesitol e 2,0 mg do P.I. foram exatamente pesados para
baldo volumétrico de 1 mL e solubilizados em piridina anidra, com auxilio de

ultrassom.
Solucédo B (2,0 mg/mL de P.1.)

Cerca de 2,0 mg de P.l. foram exatamente pesados para baldo volumétrico de 1 mL

e solubilizados em piridina anidra com auxilio de ultrassom.

Diferentes volumes de ambas as solu¢cées foram adicionados a cerca de 1,0 mg do
extrato MFA, anteriormente pesado em tubos plasticos, em balanca de precisao
analitica. Na Tabela 13 estédo descritos os volumes das solu¢cbes A e B adicionados
ao extrato, utilizadas para o ensaio de recuperagédo, em cada nivel de concentracéo.

As solucbes reacionais foram obtidas como descrito no item 4.10.4.2.1. O extrato
MFA néao fortificado também foi avaliado (n = 3), para a determinacdo da massa
recuperada. Volumes de 20 pL das solucdes reacionais obtidas foram injetados no
sistema de CLAE descrito (item 4.10.3.2) e as analises foram realizadas

empregando-se o método analitico desenvolvido (item 4.10.4.1).
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Tabela 13 - Volumes das solugbes A e B e massas correspondentes das substancias de
referéncia adicionadas ao extrato MFA para o ensaio de recuperacao.

Nivel Volume da Volume da Massa de Massa de P.I.
solucéo A (uL) solucéo B (uL) bornesitol (ug) (ng)
1 10 40 40 100
2 30 20 120 100
3 50 - 200 100

Condi¢6es cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.10.4.1.

4.10.4.11 Robustez

Foram preparadas seis solucfes reacionais a partir da pesagem, com exatiddo, de
cerca de 3,0 mg do extrato MFA (item 4.10.4.2). Estas foram analisadas
empregando a condicdo analitica estabelecida (item 4.10.4.1), bem como com
alteracdes deliberadas dos seguintes parametros: temperatura de andlise (38 e 42
°C); lote de coluna e fluxo (0,9 e 1,1 mL/min). As modificacBes inseridas foram

avaliadas individualmente.

Foram determinadas as concentracdes, a resolucdo (Rs) e o fator de cauda (T) dos
picos correspondentes a PTB e PPI, bem como seus tempos de reten¢éo, sendo os
dados submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05) ou por meio do teste t de Student (p < 0,05). A pureza espectral dos
picos de interesse foi avaliada a partir da sobreposicao dos espectros no UV obtidos

nas regifes ascendente, apical e descendente de cada pico.

4.10.5 Quantificacdo de bornesitol em extratos e fracées de H. speciosa

Para a quantificagéo do analito em extratos e fragcdes da espécie, as amostras foram
preparadas conforme descrito no item 4.10.4.2.1 e analisadas pelo método de
CLAE-DAD desenvolvido e validado neste trabalho (itens 4.10.3 e 4.10.4). A
concentracdo de bornesitol nos extratos foi determinada através da relacéo de areas

PTB/PPI e considerando-se a relacdo de areas obtida pela solucdo de referéncia
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(tem 4.10.4.2.2). Os teores calculados (n = 3) foram submetidos a analise de

variancia e comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.11 Avaliacdo quimica de diferentes acessos de H. speciosa

A procedéncia do material vegetal empregado na analise, bem como a forma de

obtencao dos extratos vegetais estdo descritos no item 4.5.

4.11.1 Analise da composicdo guantitativa dos extratos

Foi realizada a quantificacdo de flavonoides totais, bornesitol, acido clorogénico,
rutina e FlavHS nos oito extratos obtidos segundo o item 4.5.2, utilizando-se os
métodos analiticos desenvolvidos e/ou validados neste trabalho e descritos nos itens

4.8,4.9 e 4.10.3. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.11.2 Obtencéo de perfis cromatoqgraficos por CLAE-DAD para os extratos

Foram obtidos perfis cromatograficos por CLAE-DAD para os extratos dos diferentes
acessos, sendo esses comparados com o perfil do extrato empregado no trabalho
de Endringer (2007). Utilizou-se, nessa etapa, as condi¢cdes cromatograficas
descritas no item 4.9.6.1. Foram analisadas solu¢cdes metandlicas dos extratos
supracitados e das substancias de referéncia rutina e acido clorogénico, nas

concentracdes de 10 mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente.



78

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise da composicao quimica qualitativa de H. speciosa

Inicialmente foi realizada uma analise qualitativa da composicédo quimica de extratos
de folhas de H. speciosa a fim de identificar constituintes da espécie a serem

quantificados, os quais poderdo constituir marcadores quimicos da mesma.

As substancias de referéncia empregadas na analise (rutina, quercetina, canferol e
os acidos quinico, clorogénico e cafeico) foram selecionadas a partir de resultados
anteriores de nosso grupo de pesquisa e de dados da literatura relativos a

composicdo quimica da espécie.

Rutina, acido quinico e éacido clorogénico foram isolados por Endringer (2007),
sendo os dois primeiros correlacionados com a potencial atividade anti-hipertensiva
da espécie. Além disso, diversos estudos indicam a potencial atividade anti-
hipertensiva de flavonoides, sendo relatados efeito inibitério da ECA, reducdo da
pressdo arterial em ratos hipertensos e efeito hipotensor observados em estudos
clinicos em humanos (ACTIS-GORETTA et al.,, 2006; BARBOSA-FILHO, 2006;
JOUAD et al., 2001; LOIZZO et al., 2007; PEREZ-VISCAINO et al., 2009). Ressalta-
se que a potencial atividade anti-hipertensiva do acido clorogénico, principal
constituinte de um extrato de café verde sollivel em &agua, foi relatada em ensaio
com ratos hipertensos (SUZUKI et al., 2002) e posteriormente em estudo clinico com
individuos com hipertensédo leve (KOZUMA et al., 2005). O estudo de Suzuki e
colaboradores (2002) também possibilitou identificar os acidos ferulico e cafeico
como metabdlitos do acido clorogénico, possivelmente relacionados com a reducao
da pressao arterial induzida pela administracdo de acido clorogénico aos animais
hipertensos (SUZUKI et al., 2002). Assim, decidiu-se avaliar a presenca e de rutina,
acido quinico, acido clorogénico e acido cafeico no extrato etandlico de folhas de H.
speciosa, bem como de quercetina, genina da rutina, principal flavonoide detectado

no extrato e possivelmente presente nas amostras.

Considerando ainda relatos anteriores de isolamento de canferol-O-rutinosideo da

espécie (ENDRINGER, 2007), e a potencial atividade anti-hipertensiva de
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flavonoides (ACTIS-GORETTA et al., 2006; BARBOSA-FILHO, 2006; JOUAD et al.,
2001; LOIZZO et al., 2007; PEREZ-VISCAINO et al., 2009), a presenca da genina
correspondente (canferol) foi avaliada, em virtude da indisponibilidade comercial do

glicosideo.

Na Figura 1 estdo apresentados os perfis cromatograficos obtidos. E possivel
identificar claramente a presenca de acido clorogénico e rutina no extrato etandlico
de folhas de H. speciosa, sendo estes constituintes correspondentes aos picos

majoritarios da matriz.
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Figura 1 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para (a) extrato etanolico de
folhas de H. speciosa; (b) acido clorogénico; (c) acido cafeico; (d) acido quinico; (e)
qguercetina; (f) rutina e (g) canferol. As condi¢gdes cromatograficas encontram-se descritas
no item 4.7 e Tabela 1 da Parte Experimental. A detecc¢éo foi realizada no comprimento de
onda de 210 nm.
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A co-injecdo de substancia de referéncia e analise do espectro no UV registrado
pelo detector DAD permitiu confirmar a presenca de quercetina na espécie,

correspondente a um pico de baixa intensidade.

O &cido clorogénico, identificado como um dos picos majoritarios do extrato,
corresponde ao produto de esterificacdo do &cido cafeico com a hidroxila em C-5 do
acido quinico. Dessa forma, poder-se-ia esperar a presenca desses acidos na forma
livre no extrato, os quais nao foram detectados nas analises realizadas. Observa-se
um pico com tempo de retencado (TR) similar aquele obtido para o acido quinico no
extrato de H. speciosa; porém, a analise dos espectros de UV permitiu concluir ndo
se tratar de &acido quinico (Figura 2). E importante salientar que acido quinico foi
isolado no trabalho de Endringer (2007) a partir do fracionamento do extrato
etandlico de folhas de H. speciosa. Porém, devido a presenca de grandes
quantidades de acido clorogénico na espécie e, em funcdo da labilidade da ligacédo
éster, o acido quinico isolado pode constituir um artefato, resultante da hidrdlise do
acido clorogénico e de outros derivados durante o fracionamento do extrato em

coluna de silica gel.
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Figura 2 - Espectros no UV obtidos on-line pelo detector DAD para (a) acido
guinico (TR = 1,15 min) e (b) pico com TR = 1,22 min presente no extrato
etanolico de H. speciosa.
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Observam-se alguns picos no extrato etandlico da espécie com tempo de retengao
préximo ao acido cafeico. Porém, a andlise dos espectros no UV descartou a

presenca deste constituinte na espécie (Figura 3).

Endringer (2007) relatou o isolamento do flavonoide canferol-3-O-rutinosideo de
folhas da espécie. A comparacdo dos perfis cromatograficos obtidos para o extrato
etandlico de H. speciosa e para o canferol ndo possibilitou identificar a presenca

desta aglicona no extrato avaliado.
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Figura 3 - Espectros no UV obtidos on-line pelo detector DAD para (a) acido
cafeico e (b) picos do extrato etandlico de H. speciosa com tempo de retencéo de
8-9 min.

A analise do perfil cromatografico do extrato (Figura l1a) revelou, ainda, a presenca
de um pico de intensidade média (TR = 14,9 min) proximo a rutina (TR = 15,3 min).
A andlise do espectro no UV desta substancia indicou tratar-se de um flavonoide,
denominado FlavHS, possivelmente com a mesma genina da rutina (quercetina),
tendo em vista a semelhanca nos maximos de absorcdo dos espectros de UV de

ambos (Figura 4).
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Figura 4 - Espectro no UV obtido on-line pelo detector
DAD para substancia com TR de 14,9 min (FlavHS) e
rutina (TR 15,3 min).

Uma fracéo enriguecida em flavonoides oriunda do extrato bruto (item 4.7) foi obtida
e analisada por CLAE-EM, conforme condicdes analiticas descritas no item 4.7. O
espectro de baixa resolucéo obtido pela técnica de ionizagédo por spray de elétrons
(ESI+) evidenciou a presenca de dois sinais [M+H]" principais em m/z 611,2 e 757,2
correspondentes ao pico de maior intensidade no cromatograma da fracéo
enriquecida ( TR = 7,4 min) (Figura 5b). O sinal em m/z 611,2 corresponde ao pico
do ion molecular da rutina (C,7H30016), flavonoide anteriormente isolado da espécie

(Endringer, 2007) e também identificado neste trabalho. A andlise do espectro de
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massas obtido para a fragmentagéo do pico em m/z 757,2 (Figura 5c) indica que
FlavHS é um triglicosideo derivado da quercetina, constituido por dois residuos de
ramnose e uma hexose [quercetina (301) + hexose (162) + ramnose (146) +

ramnose (146)].
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Figura 5 - Perfil cromatogréafico obtido por CLAE-EM da frag&o rica em flavonoides
(a) e espectros de massas obtidos por ionizacéo por spray de elétrons (ESI+) do pico
com TR 7,4 (b) e MS2 do pico em m/z 757,2 (c).

A andlise da fragmentacdo do ion molecular de FlavHS corrobora a presenca de um
triglicosideo, pela observagdo dos picos em m/z 611,1 [(M + H) — 146],
correspondente a perda de um residuo de ramnose (pico base); em m/z 302,8,
associado a perda dos residuos de carboidratos, resultando na genina (quercetina) e

em m/z 739,1 [(M + H) — 18]", correpondente & perda de uma molécula de agua
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(Figura 6) (FERRERES et al., 2008). O espectro de UV de FlavHS apresenta um
dos maximos de absor¢cdo em 353 nm, o que é compativel com ligacao glicosidica
na hidroxila em C-3 (FERRERES et al., 2005). Além disso, a correspondéncia dos
maximos de absorcdo nos espectros de UV obtidos para rutina e FlavHS (Figura 4)
sugere que o residuo de trissacarideo esteja ligado a genina em uma unica hidroxila
e na mesma posicao de ligacdo dos residuos na molécula da rutina (hidroxila em C-
3). Os dados obtidos por CLAE-MS néo possibilitaram definir a hexose constituinte
de FlavHS, a sequéncia de ligagdo das unidades monossacaridicas e a
estereoquimica das ligacdes. O isolamento de FlavHS encontra-se em andamento e
dados de RMN de *H e de *C serdo obtidos para definicéo inequivoca da estrutura

do triglicosideo.

A literatura registra alguns triglicosideos da quercetina com estruturas quimicas
compativeis com FlavHS. O triglicosideo quercetina 3-O-(2"-ramnosil)-
robinobiosideo (37) foi identificado como constituinte do extrato metandlico de folhas
de Boerhaavia diffusa L (FERRERES et al., 2005). Em outro trabalho, Ferreres e
colaboradores (2008) identificaram dois triglicosideos derivados da quercetina,
guercetina-3-0O-(2,6-di-O-ramnosil-galactosideo) (38) e quercetina-3-0-(2,6-di-O-
ramnosil-glicosideo) (37) em extratos hidroalcodlicos de Catharanthus roseus.
Triglicosideos derivados da quercetina também foram identificados em extratos de
folhas de Ginkgo biloba (MAURI et al., 1999).

Assim, com base nos resultados aqui apresentados e, considerando-se os relatos
anteriores de atividade biologica para os compostos, decidiu-se quantificar rutina,
acido clorogénico, flavonoides totais e FlavHS nos extratos e fracdes de H. speciosa.
E importante salientar que o bornesitol, dentre todos os compostos presentes na
espécie, é o constituinte majoritario relacionado com sua potencial atividade anti-
hipertensiva (ENDRINGER, 2007). Porém, a presenca de bornesitol ndo foi
verificada nesta analise, uma vez que este ciclitol ndo possui grupos cromoféricos
em sua estrutura, o que inviabiliza sua analise com detectores na regido do UV-Vis,

sem prévia derivatizagdo da amostra.
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OH M +H]* m/z 757

Figura 6 - Esquema de fragmentag&o proposto para FlavHS. Para condi¢des de
andlise, vide texto

OH

Ho O OH
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5.2 Validacdo de método analitico por espectrofotometria no UV-Vis para a
guantificacao de flavonoides totais em H. speciosa

A quantificagdo de flavonoides totais em extratos e fragbes de H. speciosa foi
realizada por espectrofotometria no UV-Vis, com leitura no comprimento de onda de
420 nm, apos reagdo com cloreto de aluminio (AICIs). O método baseia-se na
formacdo de complexos estaveis entre o cétion aluminio e os flavonoides, em
solucéo metandlica, resultando em deslocamento batocromico e efeito hipercrémico.
Desta forma, é possivel quantificar flavonoides, evitando-se a interferéncia de outras
substancias, especialmente &acidos fendlicos (FUNARI & FERRO, 2006; MARCUCCI
et al., 2009). Os acidos fendlicos, mesmo os que formam complexos com AICls,
absorvem em comprimentos de onda inferiores (355 nm), nado interferindo nas
medidas de absorvancia (MARCUCCI et al., 2011). Portanto, pode-se inferir que 0s
acidos fendlicos presentes em H. speciosa, em especial o acido clorogénico e

derivados, néo interferem na quantificacao de flavonoides totais nessas matrizes.

Kreft e colaboradores (2002) quantificaram rutina em uma espécie de trigo
(Fagopyrum esculentum Moench) empregando trés meétodos distintos: dois por
espectrofotometria na regido do UV-Vis, apos reacdo com AlCls, e outro empregando
CLAE-FR. O teor de rutina obtido pelo método espectrofotométrico foi 30% superior
aguele determinado pelo método por CLAE-FR. Estes dados indicam que outros

flavonoides sédo detectados e quantificados no método por espectrofotometria no
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UV-Vis, sendo um método de seletividade limitada para quantificacdo de um

flavonoide isoladamente.

A guantificacdo de flavonoides por CLAE, em comparacdo com aguela realizada por
meétodos espectrofotométricos, possibilita determinar cada composto isoladamente.
Por outro lado, considerando-se que a atividade biologica de espécies medicinais
frequentemente estéd associada a efeitos sinérgicos entre diferentes constituintes de
uma mesma classe, ou de classes distintas, as quantificacdes de teores totais por
meétodos espectrofotométricos, como descritas aqui para flavonoides totais, seria
uma estratégia valida para a padronizacdo de drogas vegetais e derivados
(GARCIA, 2011). Assim, no presente trabalho optou-se por efetuar a quantificacao

dos flavonoides por ambos os métodos.

Os parametros avaliados na validacdo do método espectrofotométrico no UV-Vis
foram linearidade, seletividade, precisdo, exatidao, robustez, limite de deteccdo e
limite de quantificacdo. A fragdo acetato de etila: metanol 1:1 (HFAEM, para modo
de obtencdo ver item 4.5) obtida por Endringer (2007) foi utilizada para a validagcao
de todos os parametros do método, excetuando-se a exatiddo, que foi conduzida
com um extrato etandlico de folhas da espécie (EMSA, para modo de obtencéo ver
item 4.5), devido ao menor teor de flavonoides totais neste extrato, em comparagao
com HFAEM.

5.2.1 Seletividade

Foram tracados espectros de uma solucao de leitura de HFAEM sem a adicdo de
AICI; e de uma outra solucdo de leitura contendo o reagente de cor, para avaliar a
seletividade do método em relacdo a possiveis interferentes contidos na matriz
vegetal. Os espectros obtidos para as duas solucdes de leitura na faixa de 200 a 500

nm estéo representados nas Figura 7.

No espectro da solucédo de leitura sem adicdo da solucdo de AICl; observa-se uma
absorcéo discreta no comprimento de onda de leitura (420 nm), que € compensada
pelo uso da solugéo de compensacéo. No espectro obtido para a solugdo com AICl3

observa-se uma banda intensa e com maximo de absor¢cdo em torno de 420 nm.



87

Dessa forma, o0 uso da solucdo de compensacao elimina eventuais interferentes da

matriz.

0.000 | _ : coiten ’ ¥ 0.000

2000  215.0 350.0 YY) 200.0 215.0 350.0 425.0

Figura 7 - Espectros no UV-Vis, registrados na regido de 200 a 500 nm, obtidos
pela varredura da solucéo de leitura proveniente da amostra HFAEM (a) sem
adicdo de AICI; e (b) ap6s adicéo de AlCls.

5.2.2 Linearidade

As curvas analiticas foram construidas, apos reacdo da substancia de referéncia
(rutina) com cloreto de aluminio. Um total de trés curvas foram tracadas em dias
diferentes, utilizando-se cinco solucdes de concentracdes distintas. A curva analitica
obtida indicou relacdo linear entre a concentracao de rutina e a absorvancia na faixa
avaliada. A Tabela 14 apresenta os valores de concentracdo e as respectivas

absorvancias obtidas no teste de linearidade.

Tabela 14 - Concentragdes das solugdes de rutina apds reagdo com AlCl; e
leituras de absorvancia para os pontos da curva analitica.

Pontos (concentragdes

Dia Absorvancias
mg/mL)
1(0,002) 0,040
] 2 (0,005) 0,123
1 3(0,010) 0,238
4 (0,020) 0,563
5 (0,030) 0,806
1 (0,002) 0,063
) 2 (0,005) 0,138
2 3(0,010) 0,256
4 (0,020) 0,590
5 (0,030) 0,821
1(0,002) 0,058
] 2 (0,005) 0,123
3 3(0,010) 0,255
4 (0,020) 0,586

5 (0,030) 0,821
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Através da analise de variancia comprovou-se auséncia de diferenca estatistica
entre as curvas analiticas obtidas em dias distintos e, por isso, todos os dados foram
reunidos obtendo-se uma Unica curva analitica, pela plotagem da concentracédo de
rutina versus a absorvancia. A equacao da reta de melhor ajuste foi calculada pelo

método dos minimos quadrados. A Figura 8 representa as curvas analiticas obtidas.

1.0 y = 27,9283x —0,00884
0.8
°
g 0.6
2
? 0.44
g - curval
0.24 -= curva 2
-+ curva 3
0.0 T T T ,
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04

Concentragéo de rutina (mg/mL)

Figura 8 - Curvas analiticas obtida pelo
método de UV para a substancia de referéncia
de rutina, apos reacédo com AICl;. A equagao
da curva apresentada refere-se a média das
trés curvas analiticas obtidas.

Os resultados da andlise estatistica da curva analitica obtida estdo dispostos na
Tabela 15.

Tabela 15 - Resultados da anélise estatistica dos dados da
curva analitica obtida para a quantificagdo de rutina por
espectrofotometria no UV-Vis, ap6s reacao com AICls.

Parametros Valores obtidos
para a curva meédia

Faixa linear (mg/mL) 0,002 -0,03
Coeficiente de determinac&o (r%) 0,9962
Inclinag&o 27,9283

Erro padrdo da inclinagcéo 0,1618
Intercepto -0,00884

Erro padrdo do intercepto 0,01010

A analise de covariancia indicou que as inclinacdes e os interceptos das trés retas
eram equivalentes e, portanto, a equacao da reta foi estabelecida com os valores

médios, resultando na equac&o y = 27,9283x — 0,0088 com r?de 0,9962.
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A curva analitica apresentou baixo valor de intercepto e, através do teste de
significancia do intercepto empregando-se o software Prisma (versdo 5, 2007),
verificou-se que esse parametro nao foi estatisticamente diferente de zero. Dessa

forma, pode-se desconsidera-lo da equacao da curva analitica.

5.2.3 Limites de quantificacdo e de deteccao

O desvio padréo do intercepto e a inclinacéo da curva analitica foram utilizados para
o calculo do limite de quantificacdo do método, obtendo-se o valor de 3,615 pg/mL.
Ja o limite de deteccdo do método, calculado pela equacao correspondente, foi de
1,193 pg/mL.

5.2.4 Precisao intradia

A precisao intradia foi avaliada utilizando-se seis determinacées no ponto médio de
concentracdo de rutina da curva analitica. Os valores de absorvancia obtidos foram
utilizados para o calculo do teor de flavonoides totais e do desvio padrao relativo

(DPR). A Tabela 16 apresenta os resultados para a precisao intradia.

Tabela 16 - valores de absorvancia,
concentracdes (mg/mL) e teores de flavonoides
totais obtidos para as soluc¢des de leitura na
avaliagc8o da preciséo intradia.

Concentracdo na

Amostra solucao de Teor (%)
leitura (mg/mL)

1 0,0203 14,07
2 0,0198 13,68
3 0,0199 13,71
4 0,0196 13,63
5 0,0205 14,17
6 0,0206 14,30

Média 13,93

DPR 2,07
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O valor encontrado para o desvio padréo relativo (2,07%), inferior a 5%, indica que o
método possui preciséo intradia adequada, segundo critérios da ANVISA (BRASIL,
2003).

5.2.5 Precisao interdia

A precisdo interdia foi avaliada a partir de seis determina¢cdes no ponto médio de
concentracdo de rutina da curva analitica, em dois dias diferentes e com analistas
diferentes (n = 12). O teor de flavonoides totais foi calculado a partir dos valores de
absorvancia obtidos para cada solucéo de leitura e o DPR foi calculado para as doze
determinacdes. A Tabela 17 apresenta os resultados referentes a avaliacdo da

precisao interdia.

O desvio padréo relativo obtido para a precisdo interdia (3,09%) foi inferior a 5%,
indicando que o método possui precisao interdias adequada, segundo critérios da
ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 17 - valores de absorvancia, concentragées (mg/mL)
e teores de flavonoides totais obtidos para as soluc¢des de
leitura para avaliacdo da preciséo interdia.

Concentracéo na

Dia solucao de leitura Teor (%)
(mg/mL)
0,0203 14,07
0,0198 13,68
1 0,0199 13,71
0,0196 13,63
0,0205 14,17
0,0206 14,30
0,0197 13,60
0,0191 12,99
2 0,0196 13,63
0,0210 14,47
0,0208 14,37
0,0210 14,16
Teor médio (%) 13,90

DPR (%) 3,09
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5.2.6 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada em ensaio de recuperacao, utilizando-se o extrato
EMSA, em trés niveis de concentracdo diferentes da curva analitica: alta, média e
baixa. O extrato EMSA foi selecionado para este ensaio devido ao menor teor de
flavoindides totais em comparagdo com a fragdo HFAEM. A Tabela 18 apresenta os
resultados obtidos para as solugdes de leitura provenientes dos extratos fortificados

e do extrato ndo fortificado (sem a adicéo de rutina).

Segundo a AOAC (2002), os valores de recuperacdo dependem do teor dos
constituintes nas amostras. Considerando-se que para os flavonoides totais este teor
varie de 1 a 10%, sdo aceitaveis recuperacfes de 92 a 105%. Portanto, como 0s
valores de recuperacdo encontrados no ensaio variaram de 94,03 a 96,24%, o
método para quantificagdo de flavonoides totais em matrizes de H. speciosa atende

0S requisitos para o ensaio de exatidao.

Tabela 18 - Ensaio de recuperacéo de rutina para avaliar a exatiddo do método de
guantificacdo de flavonoides totais por espectrofotometria no UV-Vis.

Niveis Conc. Massa Concentracdo Concentracdo DPR Recuperacgao
de flavonoides  adicionada te6rica na experimental (%) (%)
fortificacdo totais na solucéo solucgao de na solucéo de

solucéo de leitura  leitura (ug/mL) leitura

de leitura (ng/mL) (ng/mL)

(ug/mL)
1 3,92 4,8 8,72 8,26 5,85 94,72
2 3,92 12,0 15,92 14,97 0,52 94,03
3 3,92 24,0 27,92 26,87 2,67 96,24

Nota: os ensaios foram realizados em ftriplicata, para cada nivel de concentragéo.

5.2.7 Robustez

Uma vez determinado o tempo 6timo de leitura (20 min) para formagéo do complexo
entre os flavonoides e o cloreto de aluminio, faz-se necessario avaliar a estabilidade
do complexo formado. Assim, foram realizadas leituras de seis solugcbes obtidas a

partir de trés diferentes extragcdes no comprimento de onda de 420 nm e nos tempos
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de 30, 70, 130, 190 e 250 min apos a adi¢ado de cloreto de aluminio. Nao foi possivel
realizar a leitura imediatamente apo6s a adicdo do reagente de cor, uma vez que ha
formacdo de duas fases na solucdo resultante, o que requer centrifugacéo
previamente a leitura. A Figura 9 apresenta graficamente os resultados obtidos,

como a média das determinacdes para cada tempo de leitura (n = 6).
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Figura 9 - Teores médios de flavonoides totais
na fracdo HFAEM obtidos em diferentes tempos
de leitura, apds reagcdo com AICls.

A andlise dos resultados sugere que o teor de flavonoides totais apdés 30 min é
ligeiramente superior aos demais tempos avaliados. Porém, a andlise de variancia
dos dados nédo indicou diferencas estatisticamente significativas entre os teores e,
portanto, o complexo formado pela reacdo com cloreto de aluminio mantém-se

estavel por, pelo menos, 250 minutos.

A robustez do método também foi avaliada pela adicdo de diferentes volumes de
AICl; a solucao de leitura. Assim, os teores médios obtidos pela adicdo de 2,0; 2,5
(condicdo nominal) e 3,0 mL de AICl3, como média de seis determinacdes (n = 6)
foram submetidos a analise de variancia e pés-teste de Tukey e ndo apresentaram

diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) (Figura 10).

Pode-se concluir que a variacdo do volume de AICI; na faixa de 2,0 a 3,0 mL nao
compromete a quantificacdo de flavonoides totais em extratos e fracoes de H.
speciosa. O meétodo utilizado mostrou-se robusto em relacdo as alteracdes

deliberadas inseridas na condi¢cdo nominal de analise.
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Figura 10 - Teores de flavonoides totais, expressos como a média de

seis determinacfes (n = 6), obtidos ap6s adicao de diferentes volumes

de AICIl;. As médias identificadas com a mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

5.3 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para quantificacdo de

acido clorogénico, FlavHS e rutina em H. speciosa

Tendo em vista que rutina foi identificada como um dos constituintes de H. speciosa
com atividade inibitéria da ECA (ENDRINGER, 2007), objetivou-se, no presente
trabalho, quantificar este flavonoide isoladamente, com vistas a sua utilizagdo como
marcador quimico da espécie, para a padronizacao de derivados da droga vegetal. A
padronizacdo proposta também deveria contemplar a quantificacdo de &cido
clorogénico e FlavHS, identificados, juntamente com a rutina, como 0s trés picos
majoritarios no extrato de H. speciosa (item 5.1) e da fracdo enriquecida em
flavonoides e ciclitois (ENDRINGER, 2007). Para tanto, fez-se necessério
desenvolver e validar um método de CLAE para a quantificagdo simultanea desses

constituintes em matrizes de H. speciosa.

5.3.1 Desenvolvimento da metodologia analitica

5.3.1.1 Desenvolvimento da condi¢do cromatogréfica

O desenvolvimento da condigcdo analitica iniciou-se pela analise do perfil
cromatografico exploratdrio do extrato etandlico da espécie representado na Figura
11. O cromatograma obtido indica que os compostos de interesse sao eluidos em

até 12 min, apresentam resolucdo inadequada e que o tempo de analise é muito
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extenso para o proposito. Dessa forma, o desenvolvimento da condi¢cdo analitica
objetivou obter uma resolucdo adequada dos trés constituintes para andlises
quantitativas (Rs > 1,5), bem como otimizar o tempo de andlise. Em todas as
condi¢cGes avaliadas, a pureza espectral dos picos de interesse foi verificada pela
extracdo on-line dos espectros no UV nas regides apical, ascendente e descendente

de cada pico e posterior sobreposicdo dos mesmos.

04121 2,3
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Figura 11 - Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD para o extrato etandlico de folhas
de H. speciosa, utilizando gradiente exploratério. Condi¢cdes cromatogréficas: vide Parte
Experimental item 4.9.4. (1) 4cido clorogénico; (2) FlavHS e (3) rutina.

A primeira modificacdo proposta, a partir da corrida exploratoria, foi utilizar um
gradiente linear com inclinacdo suave (0,625% min™), até 40 min. Gradientes com
baixa inclinagcdo constituem uma ferramenta importante para melhorar a resolucao
cromatografica (SNYDER et al., 1997). Esta abordagem também teve como objetivo
aumentar o fator de retencdo (k) dos analitos e consequentemente a resolucao
(Condicdo A). E importante ressaltar que a temperatura de andlise (40 °C), bem
como os eluentes (ACN e agua, ambos acidificados com 0,1 % de acido fosférico) e
a coluna foram mantidos. O perfil cromatografico obtido para esta condicdo esta
apresentado na Figura 12 e observa-se claramente um aumento nos tempos de
retencdo e melhoria consideravel na resolugcdo dos picos, além destes
apresentarem-se finos e simétricos. Porém, o par critico, referente a rutina e FlavHS,
ndo apresenta resolucdo adequada para andlises quantitativas. E importante
salientar que picos finos fornecem relagdo sinal/ruido maior e menor limite de
deteccdo, enquanto picos simétricos (T < 2) possibilitam integracdo da area com

maior exatidao e precisdo (SNYDER et al., 1997).

Objetivando-se melhorar a resolucdo do par critico, decidiu-se reduzir o fluxo do

eluente, a fim de aumentar o niumero de pratos tedricos (SNYDER et al., 1997).
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Assim, na condi¢cdo B, mantendo-se as demais condi¢bes de andlise, o fluxo foi
reduzido para 0,4 mL/min. A Figura 12 apresenta o perfil cromatografico obtido,
sendo possivel observar aumento previsivel dos tempos de retencéo dos picos de

interesse, mas diminuicdo da resolucdo do par critico.

A condicdo C foi proposta para otimizar o tempo de analise, iniciando-se a corrida
com 10% do modificador organico, bem como aumentar a resolugédo dos picos de
interesse, reduzindo-se a inclinacdo do gradiente para 0,4% min™. O cromatograma
obtido esta apresentado na Figura 12, observando-se melhoria na resolucdo do par

critico e, também, reducédo nos tempos de retencdo dos compostos.

Na condicéo D reduziu-se a concentragdo do modificador organico e a inclinacao do
gradiente (0,1% min™), resultando em resolucdo adequada dos picos de interesse.
Porém, estes se apresentaram largos e com tempos de retencéo elevados, além da
presenca de um grande intervalo de tempo entre os picos do &cido clorogénico e
aqueles dos flavonoides de interesse (Figura 12).
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Figura 12 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para as condigfes analiticas
A, B, C e D. Condi¢gdes cromatograficas: vide Tabela 2, item 4.9.4. Picos: (1) acido
clorogénico; (2) FlavHS e (3) rutina
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A fim de tornar os picos mais finos e melhorar a resolu¢do, decidiu-se utilizar coluna
com maior comprimento (250 x 4 mm d.i.) em relacdo aquela utilizada nas condi¢des
A -D (125 x 4 mm d.i.), ambas com particulas de 5 um. O aumento do tamanho da
coluna oferece maior numero de pratos tedricos, resultando em separacdo mais
eficiente (SNYDER et al, 1997). O perfil cromatografico obtido para a condi¢cao E
(Figura 13) apresenta picos mais finos e menores tempos de retencdo para 0s
flavonoides; porém, a resolucdo destes ainda nado foi satisfatoria para analises
guantitativas, além de se observar um intervalo entre 0—-10 min sem eluicdo de

nenhum pico de interesse.

Na condicdo F aumentou-se a porcentagem inicial do modificador orgéanico para
15%, seguindo-se uma elui¢do isocratica até 20 min. Um gradiente linear suave foi
inserido na sequéncia para reduzir o alargamento dos picos dos flavonoides de
interesse (0,25% min™). Picos ligeiramente assimétricos foram observados nesta
condicdo, bem como alargamento das bandas referentes aos flavonoides (Figura
13).
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Figura 13 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para as condigbes
analiticas E e F. Condic¢8es cromatogréficas: vide Tabela 2, item 4.9.4. Picos: (1) acido
clorogénico; (2) FlavHS e (3) rutina.

O software utilizado no presente trabalho para o controle do sistema de CLAE e
processamento dos cromatogramas (Empower 2) possibilita o emprego de
gradientes cbncavos e convexos. O programa apresenta quatro tipos de gradientes
cbncavos, com variagcdo na curvatura (tipo 7 ao 10) e quatro tipos de gradientes
convexos (tipo 2 ao 5), representados na Figura 14. A fim de avaliar o efeito desses

gradientes na resolucdo dos picos de interesse, na condicdo G empregou-se 0
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gradiente convexo (Tipo 4), mantendo-se as demais condi¢cdes de andlise. No
cromatograma obtido (Figura 15) é possivel observar resolugdo adequada para 0s
picos 2 e 3, bem como que eles se apresentam ligeiramente mais finos. Esta
condicdo foi definida como a condicdo analitica para a validacdo do método e
posterior quantificagdo dos compostos de interesse, uma vez que apresentou
melhores valores de resolugcédo e tempo de andlise satisfatério (eluicdo de todos os

picos de interesse em até 30 min).

Figura 14 - Perfis das curvas de
gradiente disponiveis programa Empower
2 (Waters). 2 a 5: gradientes convexos, 6:

linear, 7 a 10: gradientes cdncavos.
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Figura 15 - Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD para a condig&o analitica G.
Condi¢bes cromatograficas: vide Tabela 2, item 4.9.4. Picos: (1) &cido clorogénico; (2)
FlavHS e (3) rutina.

Vale ressaltar que em todas as condi¢bes avaliadas, o gradiente de eluicdo foi
elevado, ao final da analise, para 95% do modificador organico para efetuar a
limpeza da coluna, com retorno a condigéo inicial ao término da corrida. Assim, a
condicdo de andlise definida apresentou tempo de anéalise de 60 min, com

reequilibrio da coluna de 15 min entre as injecdes.
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5.3.1.2 Otimizacao das condicdes de extracao

A fim de selecionar o solvente adequado para extracdo dos trés constituintes de
interesse na matriz de H. speciosa, procedeu-se a avaliacdo de agua, solucao
hidrometandlica a 50% e metanol grau CLAE. Os solventes foram selecionados com
base na polaridade dos constituintes de interesse. O ensaio foi realizado conforme
descrito no item 4.9.5.

A eficiéncia da extracdo foi avaliada através da integracdo das areas dos picos
correspondentes as substancias de interesse e os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as médias dos dados comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 16. Observa-se que a
extracdo com os trés sistemas de solventes forneceu diferentes teores dos
compostos de interesse, relacionados as areas obtidas pela integracdo dos picos. O
emprego de solugdo hidrometandlica a 50% possibilitou recuperagdo méaxima dos
constituintes em analise, sendo selecionada para 0 método analitico em

desenvolvimento.
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Figura 16 - Extracéo de acido clorogénico, rutina e FlavHS do extrato
MFA em trés sistemas de solventes: 4gua, MeOH e solucéo
hidrometandlica a 50% (n = 3). Para cada composto, as médias
identificadas com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05).
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5.3.2 Validacdo do método por CLAE-DAD para quantificacdo de acido

clorogénico, rutina e FlavHS em H. speciosa

A condicdo cromatografica definida e que resultou na adequada resolucdo das
substancias de interesse foi validada segundo critérios do ICH, ANVISA e AOAC
(AOAC, 2002; BRASIL, 2003; ICH, 1996).

5.3.2.1 Seletividade

A seletividade da condicdo cromatografica estabelecida (item 4.9.6.1) foi avaliada
para solugBes hidrometandlicas (item 4.9.6.2). Na Figura 17 estdo representadas as
sobreposicdes dos espectros extraidos pelo detector DAD nas regifes ascendente,
apical e descendente dos picos correspondentes ao acido clorogénico, rutina e
FlavHs. Observa-se coincidéncia nos maximos de absorcdo, indicando a
seletividade do método e, portanto, que ele ndo esta sujeito a interferéncias de
componentes presentes na matriz (RIBANI et al., 2004).

Para avaliar a confiabilidade da condicdo cromatografica estabelecida, testes de
adequabilidade do sistema foram realizados, analisando-se o0s parametros:
resolucdo, fator de cauda, numero de pratos teoricos, fator de retencdo e
repetibilidade da resposta dos picos, avaliada pelo DPR do tempo de retencdo de

seis determinac¢@es (n = 6), para cada pico de interesse.

Os resultados dos testes de adequabilidade do sistema estdo de acordo com as
recomendacdes do FDA (2000) (Tabela 19), com excecdo da resolucdo dos picos
correspondentes a FlavHS e rutina, respectivamente de 1,90 e 1,88, bem como do
fator de retencao do acido clorogénico (k < 2) (FDA, 2000). No entanto, valores de
resolucdo menores que 2 sao aceitos para testes de adequabilidade do sistema em
matrizes biolégicas e analise de tracos (DONG et al., 2001). Em relacéo ao fator de
retencdo (k), alguns autores recomendam valores de k entre 0,5 e 20 para matrizes

complexas, como extratos vegetais (SNYDER et al, 1997).
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Figura 17 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD para extrato MFA de folhas de H.
speciosa. Condi¢cdes cromatogréficas: vide Parte Experimental, item 4.9.6.1. Detecc¢édo: 350
nm. Picos: 1, 4cido clorogénico; 2, FlavHS; 3, rutina. Os espectros no UV foram extraidos
on-line pelo detector DAD nas regiGes ascendente, apical e descendente dos picos
correspondentes.

Tabela 19 - Parametros de adequabilidade do sistema determinados para 0s picos dos
analitos no extrato MFA de H. speciosa, empregando a condi¢gdo cromatografica estabelecida.
Rs T N k TR RSD

(RT, n=6)

Parametro
Analito

2,05 1,52 9.918 1,27 9,86 0,21
1,90 1,02 31.692 5,02 26,12 0,21

Acido clorogénico

FlavHS
Rutina 1,88 1,02 13.716 5,43 27,90 0,21
Valores recomendados Rs > 2/ < ) RSD <
pelo FDA (FDA, 2000) ‘R.>15 =2 >2000 k>20 1%. para
nz5

Condicao cromatogréfica: vide Parte Experimental, item 4.9.6.1.
SNYDER et al., 1997; DONG et al., 2001.
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5.3.2.2 Linearidade

Para contemplar as variagdes de concentragédo dos analitos nos diferentes extratos e
fracbes da espécie, uma ampla faixa de concentracdo foi empregada para as
substancias de referéncia rutina e acido clorigénico. O teor de FlavHS foi expresso
em termos de rutina, uma vez este flavonoide nao foi isolado para ser empregado
como substancia de referéncia. Tendo em vista que ambos os flavonoides sao
glicosideos da quercetina e, portanto, com os mesmos cromoforos, tal abordagem é
viavel. Assim, a faixa de concentracdo da curva analitica construida empregando-se
rutina deveria ser suficientemente larga para englobar os teores de ambos os
flavonoides. Foi proposta, entdo, uma faixa contemplando concentragdes no
intervalo 0,2-4,0 ug para ambas as substancias de referéncia (rutina e acido

clorogénico).

Duas curvas analiticas, em dois dias diferentes, foram construidas para os analitos.
Foram preparadas duas solu¢cdes das substancias de referéncia, em cada dia de
analise, como descrito no item 4.9.6.5. Volumes distintos dessas solucfes foram
injetados automaticamente no sistema de CLAE, em triplicata. A Tabela 20
apresenta os valores das massas injetadas de rutina e &cido clorogénico e suas

respectivas areas e desvios padrédo relativos, para os dois dias de analise.

Ambas as curvas analiticas construidas para as substancias de referéncia indicaram
relacado linear entre a massa injetada da substancia de referéncia (ug) versus a area
dos picos correspondentes, sendo obtidos coeficientes de determinacdo (r?) com
valores superiores a 0,99. Os dados da analise de regresséo linear, dos dois dias de
andlises, e as curvas analiticas obtidas pela média das duas curvas para rutina e

acido clorogénico estédo apresentados nas Figuras 18 e 19 e Tabela 21.

As curvas obtidas nos dois dias de analise ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas (p > 0,05). Portanto, dentro das faixas de concentragdo propostas para

os analitos, o método apresentou relacao linear adequada.



102

Tabela 20 - Massa injetada, areas médias (n = 3) e desvio padréo relativo (DPR) das
curvas analiticas, para cada analito, nos dois diferentes dias de analise.

Volume Massa Dia 1 Dia 2
injetado injetada
(LL) (9) , ,
0 7z . 0
Sol1 Sol 2 Area DPR (%) Areamédia DPR (%)
meédia

ACIDO CLOROGENICO

Solucéo de referéncia (1,89 mg/mL)

- 10 0,19 625099 1,81 563827 0,77
5 - 0,95 3330896 0,23 3071046 3,49
10 - 1,89 6570178 0,25 6221520 1,20
15 - 2,84 9809950 0,19 9302324 0,77
20 - 3,78 13400089 0,37 13365734 2,53
RUTINA
Solucéo de referéncia (1,95 mg/mL)
- 10 0,20 845116 0,82 763169 2,49
5 - 0,98 4357338 0,10 4428378 0,06
10 - 1,98 8753613 0,27 8999833 0,05
15 - 2,93 13169187 0,12 13355520 0,18
20 - 3,90 17478194 0,27 17677251 0,40

Tabela 21 - Resultados da regresséo linear para curvas analiticas dos analitos, em dois
dias de analise.

Parametros estatisticos Acido clorogénico Rutina

Dial Dia 2 Dial Dia 2

Faixa linear (ug) 0,19-3,78 0,20 - 3,90
Coeficiente de determinacéo (%) 0,9996 0,9968 0,9999 0,9999
DPR da curva (%) 1,64 4,88 0,68 0,88
Inclinac&o (x10°) 35,31 35,13 44,96 45,67
Erro padrdo da inclinagéo (x 10°) 0,39 1,15 0,21 0,25
Intercepto (x 10°) -0,60 -2,67 -0,43 -0,61

Erro padrdo do intercepto (x 10°) 0,90 2,67 0,49 0,59
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Figura 18 - Média das curvas analiticas obtidas por CLAE-DAD, em dois dias de
andlise, para o acido clorogénico.
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5.3.2.3 Limite de quantificacéo

Inicialmente, o limite de quantificagdo do analito foi calculado empregando-se a
equacdo que considera os parametros das curvas analiticas (desvio padrdo do

intercepto e a inclinacdo das curvas analiticas) (Tabela 22).

Posteriormente, o limite de quantificacdo foi determinado pela injecdo (n = 5) de
massas decrescentes das substancias de referéncia (0,01 a 0,10 pg para rutina,;
0,02 a 0,20 pg para o acido clorogénico). Os valores de limites de quantificacdo
para ambos os analitos obtidos por meio dos dois métodos estéo listados na Tabela
22.

Tabela 22 - Limite de quantificacéo (LQ) do acido clorogénico e rutina
calculados pela equacgao de regressao e determinados experimentalmente.

Formade LQ do acido LQ darutina
determinacéo clorogénico (ug injetados)
(Ug injetados)
Curva analitica media* 0,51 0,12
LQ experimental** 0,05 0,05

*Calculado pelos parédmetros das curvas obtidas em dois dias de andlise, conforme item
4.9.6.6.
**DPR < 3,00 % (SNYDER et al., 1997)

5.3.2.4 Limite de deteccao

O LD foi calculado empregando-se a equagao que considera os parametros das
curvas analiticas, obtidas em dois dias distintos.

Para a determinacdo experimental foram realizadas injecbes de massas
decrescentes das substancias de referéncia (0,05 a 0,005 pg para ambas as
substéancias de referéncia). Os valores de limites de deteccéo calculados pela curva
analitica e pela razéo sinal/ruido (S/N = 3) sédo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23 - Limite de deteccéo (LD) do acido clorogénico e rutina calculados a
partir da equagéo de regresséo e experimentalmente.

Forma de LD para acido LD pararutina
determinacdao clorogénico (ug injetados)
(Ug injetados)
Curva analitica média* 0,167 0,039
LD (S/R = 3) experimental** 0,017 0,017

*Calculado pelos parametros das curvas obtidas em dois dias de andlise, conforme item
4.9.6.7.

**relacdo S/R = 3

5.3.2.5 Estabilidade dos analitos na solucao hidrometandlica a 50%

A estabilidade do acido clorogénico, FlavHS e rutina nas solucdes hidrometandlicas
a 50% foi avaliada a temperatura ambiente (23 + 2 °C), em diferentes intervalos de
tempo (0, 10, 20, 30, 40 e 50 h). As médias dos teores obtidos em cada intervalo de
tempo, para ambos os analitos, ndo apresentaram diferencas estatisticamente
signficativas quando submetidos a analise de variancia e pos-teste de Tukey (p >
0,05), conforme representado na Figura 20.

1.501
E\o/ 1.004
[%]
It
o
2 050+ ) )
—e— 4cido clorogénico
-= rutina
0.00 T . . . , —+ FlavHS
0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

Figura 20 - Teores médios dos analitos em solugdes
hidrometandlicas a 50 %, mantidas a temperatura ambiente
(23 £ 2°C). Os dados sédo expressos como teor médio de
seis determinagdes (n = 6). As médias dos teores de todos
os analitos em cada intervalo de tempo analisado n&o
diferiram entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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5.3.2.6 Precisao

5.3.2.6.1 Precisao intradia

Seis solugbes hidrometandlicas a 50% do extrato MFA de H. speciosa foram
preparadas, ajustando-se a massa do extrato para que a concentracado dos analitos
se aproximasse do ponto médio de concentracdo das substancias de referéncia da
curva analitica, e analisadas por CLAE-DAD conforme descrito no item 4.9.6.9. A
partir dos teores de &cido clorogénico, FlavHS e rutina obtidos (n = 6), calculou-se o
desvio padrdo relativo e determinou-se a precisdo intradia, cujos dados sao
apresentados na Tabela 24. Segundo critérios da ANVISA (BRASIL, 2003), valor de
DPR menor que 5,0% indica que o método desenvolvido apresenta preciséo intradia

adequada.

Tabela 24 - Teores percentuais de acido clorogénico, FlavHS e rutina no
extrato MFA e valores de DPR utilizados para a determinacé&o da preciséo
intradia do método.

Amostra Teor de acido Teor de rutina Teor de
clorogénico (%) (%) FlavHS (%)
1 1,17 1,20 0,58
2 1,13 1,24 0,61
3 1,12 1,26 0,62
4 1,12 1,25 0,62
5 1,18 1,25 0,62
6 1,13 1,24 0,62
Teor médio (%) 1,14 1,24 0,61
DPR (%) 2,24 1,64 2,65

5.3.2.6.2 Precisao interdia

A precisédo interdia foi avaliada por meio de seis determinagdes dos teores dos
analitos no extrato selecionado (MFA), em dois dias consecutivos, com analistas
diferentes (n = 12). O desvio padréo relativo dos teores também foi calculado. A
Tabela 25 apresenta os valores para a precisao interdia obtidos para o0 método em

guestao.
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Os valores de desvio padrdo relativo abaixo de 5,0% indicam que o método
desenvolvido apresenta preciséo interdia adequada, segundo critérios da ANVISA
(BRASIL, 2003).

As médias dos teores entre os dois dias de determinacGes foram comparadas pelo
teste t de Student (p < 0,05). Os teores néo diferiram entre o primeiro e 0 segundo

dias de analises.

Tabela 25 - Teores percentuais de acido clorogénico, FlavHS e rutina
no extrato MFA e valores de DPR utilizados para determinacéo da
precisdo interdias do método.

Dia Amostra Teor de Teor de Teor FlavHS
acido rutina (%)
clorogénico (%)
(%)
1 1,17 1,20 0,58
2 1,13 1,24 0,61
3 1,12 1,26 0,62
1 4 1,12 1,25 0,62
5 1,18 1,25 0,62
6 1,13 1,24 0,62
1 1,18 1,26 0,62
2 1,14 1,22 0,63
3 1,15 1,25 0,64
2 4 1,16 1,26 0,63
5 1,15 1,24 0,61
6 1,18 1,25 0,62
Teor médio (%) 1,15 1,24 0,62
DPR (%) 1,93 1,38 2,25

5.3.2.7 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada em testes de recuperacao, a partir da fortificacéo
do extrato MFA com massas conhecidas de acido clorogénico e rutina. Na Tabela
26 estdo apresentados os resultados para o ensaio, em cada um dos trés niveis de

concentracéo avaliados.

A recuperacdo do &cido clorogénico compreendeu a faixa de 98,52 a 101,26% e
para a rutina de 100,65 a 102,97%. Esses valores estdo dentro da faixa de

recuperacdo estabelecida pela AOAC (2002), considerando-se que o teor dos
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analitos em H. speciosa varia de 1 a 10% e, portanto, que a recuperacao deve

situar-se entre 92 — 105%.

Tabela 26 - Recuperagéo de acido clorogénico e rutina no extrato MFA de H. speciosa
(média, n = 3).

Nivel de Massa Massa Massa Massa DPR Recuperacéao
fortificagcéo na adicionada tedrica experimental (%) (%)
droga (n9) (n9) (n9)
vegetal
(u9) i _
ACIDO CLOROGENICO
1 0,78 0.21 0,99 1,01 1,77 101,26
2 0,78 1,07 1,85 1,80 0,41 97,09
3 0,78 2,14 2,92 2,88 0,68 98,52
RUTINA

1 0,93 0,20 1,13 1,16 0,73 102,85
2 0,93 1,00 1,93 1,94 0,47 100,65
3 0,93 1,99 2,92 3,01 0,80 102,97

5.3.2.8 Robustez

A avaliacdo da robustez do método foi realizada por analises comparativas de
amostras obtidas e quantificadas nas condi¢cdes cromatograficas estabelecidas e
com alteracdes deliberadas desta, como temperatura da coluna (38 e 42°C), lote da
coluna, concentracéo de acido fosférico na fase mével (0,09 e 0,11%) e fluxo (0,35 e
0,45 mL/min).

Os resultados obtidos no ensaio de robustez do método estédo dispostos na Figura
21.

Os resultados da andlise de variancia e do teste de Tukey indicaram que ndo ha
diferencas estatisticas entre as médias obtidas para quantificacdo dos analitos nas
variacdes avaliadas (p > 0,05). Esses dados indicam que o método € robusto para

as variaveis avaliadas.
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Figura 21 - Influéncia do fluxo, lote de coluna, concentragéo de
acido na fase movel e temperatura na quantificagdo de acido
clorogénico, FlavHS e rutina em H. speciosa (média, n = 6). As
médias identificadas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p > 0,05).

5.4 Desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de bornesitol em
H. speciosa

Os ciclitois constituem uma classe de poliidroxicicloalcanos ou polidis ciclicos e seus

derivados. Na literatura, o termo ciclitol € usado frequentemente para referir-se a

compostos poliidroxilados ciclicos (DUCHEK et al.,, 2011). Sdo compostos

cristalinos, solaveis em agua, possuem alto ponto de ebulicdo e sabor adocicado.

Como éalcoois, reagem similarmente aos polidis aciclicos, mas devido a estrutura



110

ciclica, sdo consideravelmente mais estaveis (DEY & HARBONE, 1989; PIGMAN,
1957).

7

Myo-inositol ou inositol é o ciclitol mais comum, sendo encontrado em
microorganismos, plantas e animais. Bornesitol (17) € um éter monometilico do myo-

inositol, que ocorre naturalmente (PIGMAN,1957).

OH
H3C

HO OH

(17)

Em geral, procedimentos utilizados para analise de carboidratos e polidis aplicam-se
igualmente aos ciclitéis (DEY & HARBONE, 1989). A deteccao direta de carboidratos
e compostos relacionados (incluindo ciclitdis) ndo € simples, uma vez que esses
compostos ndo absorvem na regido do UV ou visivel, e também ndo possuem
fluorescéncia (CHAPLIN & KENNEDY, 1994).

Dentre as abordagens para a andlise dessas substancias estd a utilizacdo de
sistemas de CLAE acoplados a detector de indice de refracdo (IR). Esse tipo de
deteccdo apresenta sensibilidade cerca de dez vezes inferior ao detector de UV,
devido ao ruido causado pela pulsacdo do solvente e a influéncia da variacdo da
temperatura durante o experimento. Além disso, o detector de IR ndo permite
eluicdo em gradiente, constituindo um fator limitante para a analise de matrizes
complexas (CHAPLIN & KENNEDY, 1994).

Para incrementar a sensibilidade da deteccédo desses compostos, uma alternativa é
empregar uma etapa de derivatizacdo da amostra, que é definida como uma reacao
quimica entre o analito e um reagente visando alterar propriedades quimicas ou
fisicas dos analitos. Essa estratégia possibilita a insercdo de grupos cromoféricos
com alta absortividade molar em moléculas que ndo absorvem na regido do UV. A
derivatizacdo pode ser realizada antes ou ap0s a separacdo no sistema
cromatografico empregado. Os cromoéforos comumente inseridos nessa etapa
incluem: benzil, 4-nitrobenzil, benzoato, toluila, fenacil, dentre outros. Convém

ressaltar que essa abordagem deve ser considerada como a de ultima escolha, uma
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vez que aumenta a complexidade da analise, por aumentar o erro e o tempo total de
analise (CHAPLIN & KENNEDY, 1994; SNYDER et al., 1997).

A cromatografia gasosa (CG) € o método de escolha para a analise de mono e
dissacarideos. Por requerer que as substancias a serem analisadas sejam volateis,
€ necessario introduzir uma etapa de derivatizacdo da amostra. A reagdo com
trimetilsilano (TMS) é a mais utilizada, uma vez que se completa rapidamente,
devido a estabilidade dos derivados TMS. Além disso, as colunas disponiveis
possibilitam elevada resolucdo para a separacao desses derivados (STREETER &
STRIMBU, 1998). CG é um método com grande sensibilidade e a deteccdo por
espectrometria de massas € a mais empregada para a andlise de polidis (CHAPLIN
& KENNEDY, 1994). Diversos métodos utilizando CG-EM estdo descritos para a
determinacdo de carboidratos (STREETER & STRIMBU, 1998), polialcoois e
bornesitol (RUIZ-MATUTE et al., 2007; SANZ et al., 2008). Outros métodos
utilizados incluem CLAE-EM, mas uma etapa de derivatizacdo prévia é
recomendada para aumentar a sensibilidade e para obtencdo de espectros mais
simples (LAMARI et al., 2003). Um método para a determinacdo de acucares e
ciclitdis em vegetais empregando-se derivatizacdo pos coluna para inser¢cao de
grupos fluorescentes também foi relatado (MASUDA et al., 1996).

Em funcdo da indisponibilidade de sistema de CG, optou-se, inicialmente, por
avaliar um método por CLAE com detector de indice de refracdo (CLAE-IR). A
vantagem desta abordagem é a simplicidade de andlise, uma vez que ndo requer
derivatizacao prévia da amostra. Porém, IR € um método de deteccédo inespecifico,
com sensibilidade inferior ao UV-Vis, além de estar sujeito a variacbes de

temperatura, o que constituem desvantagens do método.

Assim, duas metodologias foram avaliadas para desenvolvimento de método para

guantificacdo de bornesitol em H. speciosa: CLAE-IR e CLAE-DAD.

5.4.1 Purificacdo do bornesitol

Inicialmente fez-se necessario obter bornesitol com pureza analitica, visto que este

ciclitol ndo é comercialmente disponivel. A purificacdo foi realizada a partir de
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fragcOes enriquecidas, provenientes do trabalho de Endringer (2007). Recristalizacéo
com MeOH a quente foi 0 método de purificacdo empregado, visto que o composto é
pouco soluvel nesse solvente (solubilidade de 2,5 mg/mL) (ENDRINGER, 2007).

O solido obtido ap6s tratamento com MeOH foi analisado por métodos
espectrométricos usuais (RMN de *H e 3C; 1V), bem como foi determinada sua faixa
de fusdo (198,7 — 200,2 °C). Os dados obtidos foram comparados com aqueles
descritos por Endringer (2007), que relatou uma faixa de fusdo de 199,9 a 200,5.
Analises por CCD, empregando-se as condi¢cdes descritas no trabalho de Endringer

(2007), também foram realizadas.

Os dados obtidos indicaram grau de pureza necessaria para seu emprego como

substancia de referéncia para validacdo do método analitico.

5.4.2 Cromatografia liguida de alta eficiéncia com deteccdo por indice de
refracdo (CLAE-IR)

5.4.2.1 Avaliacdo de condi¢Bes analiticas

Nos artigos que descrevem analises de ciclitéis por CLAE com deteccado por indice
de refracéo foi utilizada coluna de amino (CHAVEZ-SERVIN et al., 2004). Porém,
como j& havia sido realizada anélise do bornesitol em trabalho anterior de nosso
grupo de pesquisa (ENDRINGER, 2007) em coluna de fase reversa (octadecilsilano-

ODS), optou-se por reproduzir a condicdo previamente estabelecida.

Inicialmente, empregaram-se as condi¢des descritas por Endringer (2007), para a
analise do bornesitol por CLAE-IR utilizando 4gua como eluente. O emprego da fase
movel dgua:metanol (95:5) (condicdo b, Tabela 7, Parte Experimental) resultou em

perfil cromatografico muito similar ao obtido com agua como eluente (Figura 22).

Também foi obtido cromatograma por CLAE-IR para a fracdo enriquecida em ciclitois
e flavonoides, utilizando as mesmas condigbes descritas acima. O perfil
cromatografico (Figura 23) indicou trés picos parcialmente sobrepostos ao pico do

bornesitol (1,800 min). Considerando que a condigdo avaliada nao resultou em
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seletividade para o bornesitol, inviabilizando sua analise quantitativa, condi¢fes
alternativas foram avaliadas na tentativa de alterar a seletividade do método e

resolver o pico de interesse.
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Figura 22 - Cromatograma obtido por CLAE-
IR para bornesitol, utilizando como eluente
agua:MeOH (95:5) e coluna de ODS.
Condic8es cromatogréficas: vide Parte
Experimental, item 4.10.2.2.
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Figura 23 - Cromatograma obtido por CLAE-IR
para a fracdo enriquecida em ciclitéis e
flavonoides de H. speciosa. Condi¢cdes

cromatograficas: vide Parte Experimental, item

4.10.2.2. Eluente 4gua:MeOH (95:5) e coluna de
ODs.

Uma estratégia poderosa para modificar a seletividade do método é a substituicdo
do modificador organico, mantendo-se a mesma for¢ca de eluicdo (SNYDER et al.,
1997), o que pode resultar em uma melhoria na resolugéo dos picos. Assim, utilizou-
se acetonitrila como modificador organico na nova condicdo analitica
(agua:acetonitrila 97,5:2,5; condicdo c, Tabela 7, Parte Experimental). A Figura 24
representa os perfis cromatograficos obtidos para o extrato de H. speciosa e para a
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fracdo enriquecida em flavonoides e ciclitdis, podendo-se observar a sobreposicéo

de picos na fracao enriquecida.

Figura 24 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-IR para (a) bornesitol e (b) fragdo
enriguecida em ciclitéis e flavonoides de H. speciosa. Condi¢cBes cromatogréficas: vide
Parte Experimental, item 4.10.2.2. Eluente dgua:ACN (97:2,5) e coluna de ODS.

Outra tentativa para melhorar a resolucdo do bornesitol na fracdo enriquecida em
ciclitéis e flavonoides foi a utilizagdo de coluna de amino (Shim-pack CLC-NH,), fase
estacionaria muito empregada na andlise de carboidratos e compostos relacionados.
A condicéo inicial testada nesta coluna foi fluxo de 1 ml/min, temperatura ambiente e
fase movel de agua:MeOH (40:60) (condicdo d, Tabela 7, Parte Experimental).
Nessas condi¢des observou-se um aumento no tempo de retencédo do bornesitol e

separacao de trés picos na fracdo de interesse (Figura 25).
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Figura 25 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE- IR para (a) bornesitol e (b) fracéo
enriquecida em ciclitéis e flavonoides de H. speciosa. Condi¢cdes cromatogréaficas: vide
Parte Experimental, item 4.10.2.2. Eluente 4gua:MeOH (40:60) e coluna de amino.

Objetivando-se melhorar a resolugédo do pico de interesse, a forca da fase movel foi
reduzida nas condi¢des subsequentes. As seguintes fases moveis foram avaliadas:

agua:metanol (20:80); metanol; acetonitrila:agua (95:5) (condicdo e, f e g,
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respectivamente, Tabela 7, Parte experimental). Além disso, procedeu-se ao a
analise em sala refrigerada (25 + 2 °C), uma vez que o detector de indice de
refracdo € muito sensivel a esta variavel. A Figura 26 representa os perfis

cromatograficos obtidos.
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Figura 26 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-IR com coluna de amino para a
fracdo enriquecida em ciclitéis e flavonoides de H. speciosa. Condi¢cdes
cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.10.2.2. Eluentes: (a) MeOH (100%); (b)
agua:ACN (5:95); (c) MEOH:4gua (80:20).
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5.4.2.2 Avaliacdo da seletividade

Tendo em vista que os perfis cromatogréficos obtidos em todas as condigbes
cromatograficas avaliadas no item anterior foram similares, e que o tempo de
retencdo do bornesitol ndo variou significativamente, a condicdo com 100% de
metanol como eluente foi escolhida para a avaliacdo da seletividade. Para tanto,
procedeu-se a recuperacdo do eluato correspondente ao pico do bornesitol (TR =

4,161), apds sucessivas inje¢cdes. O solvente foi evaporado e o residuo resultante foi
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avaliado por CCD de silica 60G (para Condicbes cromatograficas vide Parte
Experimental item 4.10.2.3). O revelador utilizado (4cido fosfomolibdico e &cido
sulfurico) cora de azul o bornesitol, que apresentou Rf de aproximadamente 0,5
(Figura 27).

1 2 3

Figura 27 - Cromatograma obtido por CCD de
silica gel para o eluato do pico correspondente ao
bornesitol, para avaliagédo da seletividade do
método por CLAE-IR. Eluente: acetona:agua (5:4);
revelador: acido fosfomolibdico e acido sulfarico.
Bandas: 1, bornesitol; 2, eluato do pico; 3, fragdo
enriquecida em ciclitéis e flavonoides de H.
speciosa.

O cromatograma de CCD obtido indica que o método néo foi seletivo, uma vez que
além da banda correspondente ao bornesitol ha pelo menos mais uma banda no

ponto de aplicacao.

Além das limitacbes anteriormente mencionadas para a CLAE-IR, ressalta-se a
impossibilidade de eluicdo em gradiente, reduzindo as estratégias disponiveis para
alteracdo da seletividade. Alteracdes possiveis, como controle de temperatura, troca
do modificador organico e diminuicdo da forca do eluente foram avaliadas, sem
sucesso. A seletividade da fase estacionaria também foi alterada (inicialmente ODS
e posteriormente coluna de amino) e o tempo de retencdo do bornesitol ndo se
alterou significativamente. Devido a elevada polaridade do bornesitol e de outros
ciclitéis presentes na fragdo padronizada, ndo é viavel utilizar coluna cromatografica
de silica. Assim, decidiu-se tentar outro método para a quantificacdo do bornesitol

nas amostras. Na indisponibilidade de sistema de cromatografia em fase gasosa
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(CG), o método escolhido para a quantificacdo de bornesitol foi o CLAE-DAD com

derivatizacao prévia das amostras.

5.4.3 CLAE-DAD com derivatizacado prévia das amostras

5.4.3.1 Identificacdo do produto de tosilacdo do bornesitol (PTB)

A andlise por CLAE-DAD do produto da reacdo de tosilagdo do bornesitol (Figura
28), empregando-se as condi¢cfes analiticas descritas no item 4.10.3.1, indica a
formacdo de uma mistura de produtos, totalizando 5 picos no perfil cromatografico
resultante. Considerando-se que o bornesitol possui cinco hidroxilas, € provavel que
0S picos observados no cromatograma correspondam aos derivados mono, di, tri,
tetra e pentatosilados do ciclitol. Uma vez que a insercdo de grupos tosila em
moléculas polares torna estas mais lipofilicas, e que a analise foi realizada em
coluna de C18, o pico com menor TR deve corresponder ao produto monotosilado e

0 de maior TR, ao produto pertosilado.

A analise do perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD do produto obtido da reacéo
de tosilacdo do extrato CFOF permite observar a presenca majoritaria dos produtos

tetra e pertosilados (35) (Figura 28).
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Figura 28 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para a reag&o de tosilagéo de
(a) substancia de referéncia bornesitol e (b) extrato etanélico de folhas de H. speciosa
CFOF. (1) derivado monotosilado, (2) ditosilado, (3) tritosilado, (4) tetratosilado e (5)
pentatosilado. Para condi¢8es analiticas, vide Parte Experimental, item 4.10.3.1.
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OTs
CH30

TsO
TsO OTs

TsO
(35)

MM: 964,12 g/mol

O produto pertosilado foi, entdo, definido para a validacdo do método analitico para

quantificacdo do ciclitol.

5.4.3.2 Definigdo do padrao interno e do reagente de derivatizagéo

Os grupos cromoforos selecionados para avaliacdo na etapa de derivatizacdo da
amostra foram benzoila (reagente cloreto de benzoila - BzCl) e tosila (cloreto de p-
toluenossulfonila - TsCl). Cloreto de benzoila foi avaliado empregando-se diversas
condi¢cBes reacionais, mas ndo se obteve sucesso com este reagente (dados nao
apresentados). Além disso, BzCl é liquido a temperatura ambiente, enquanto TsCl é
sélido, o que facilita controlar a massa empregada na reacdo. Assim, optou-se por
utilizar TsCl como reagente de derivatizacdo. A reacdo com TsCl é geralmente
realizada em piridina anidra, solvente selecionado para a etapa de derivatizacdo da

amostra.

Métodos analiticos que possuem uma etapa de derivatizacdo sdo considerados
complexos e, para assegurar a confiabilidade dos resultados, é necessario empregar
um padréo interno (RIBANI et al., 2004; SNYDER et al., 1997). O padrado interno
deve apresentar similaridade estrutural com o constituinte alvo da andlise e possuir
comportamento quimico semelhante, especialmente frente & substituicdo
nucleofilica, reacdo empregada nesse trabalho. Além disso, ndo deve estar presente
na amostra e, no caso de métodos por CLAE, possuir TR diferente da substancia de
interesse e ndo reagir com a substancia ou outro componente da matriz. Assim, para
métodos em que ndo é possivel obter a matriz isenta do analito, o padrao interno
deve ser utilizado para fazer uma “corregdo da recuperagao” para a substancia de
interesse (RIBANI et al., 2004).
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A fim de selecionar o padrdo interno, avaliou-se a presenca de alguns
monossacarideos (arabinose, glicose, galactose, lactose e ramnose) na fracao de H.
speciosa enriquecida em flavonoides e ciclitéis (BRAGA et al., 2009; ENDRINGER,
2007), na fracdo EtOAc:MeOH (1:1) e no extrato etandlico da espécie. A analise do
cromatograma da Figura 29 sugere que a ramnose poderia ser utilizada como
padrdo interno, pois ndo foi detectada no extrato e nas fracbes. Porém, este
oligossacarideo apresenta isbmeros, o0 que a principio dificulta seu uso como padrao
interno. A auséncia dos demais oligossacarideos nas matrizes avaliadas ndo péde
ser atestada e, dessa forma, decidiu-se pela utilizagdo do pentaeritritol (37), um
poliol sintético, que n&o ocorre como produto natural. Esta substancia apresenta os
requisitos necessarios a um padrao interno, visto que deve se comportar de maneira
similar ao bornesitol frente as reacfes de benzoilacdo e tosilacdo avaliadas na
derivatizacdo, por possuir quatro hidroxilas. Além disso, o derivado pertosilado (36)
deste composto estava disponivel no laboratério de Quimica Farmacéutica,
Faculdade de Farmacia, UFMG.

1 2 3 45 6 7 8

Figura 29 - Cromatograma obtido por CCD de silica gel
para monssacarideos de referéncia, extrato e fragdes de H.
speciosa. Eluente: cloroférmio:metanol:agua (70:30:4);
revelador: anisaldeido sulfarico. 1, Extrato etandélico; 2,
fracdo EtOAc:MeOH (1:1); 3, frag@o enriquecida em ciclitois
e flavonoides; 4, galactose; 5, ramnose; 6, glicose; 7,
arabinose; 8, lactose.
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5.4.3.3 Desenvolvimento da metodologia analitica

5.4.3.3.1 Desenvolvimento da condicdo analitica

O desenvolvimento da metodologia analitica para a quantificacdo de bornesitol em
H. speciosa iniciou-se com avaliacbes preliminares da solugcéo reacional (para
obtencao da solucao reacional, ver item 4.10.4.2), que indicaram que os produtos de
interesse, bornesitol pertosilado (PTB) e pentaeritritol pertosilado (PPl — padrdo
interno) séo eluidos com até 75% de metanol, em coluna de C18. Além disso, com o
propésito de evitar o acimulo de componentes lipofilicos na coluna cromatografica,
gerados pela insergcdo de grupos tosila em diversos constituintes da matriz, inseriu-
se uma etapa de lavagem da coluna em todas as condi¢des avaliadas, apds eluicdo
dos constituintes de interesse. Para tanto, o gradiente de eluicdo foi elevado até no

minimo 90% do modificador organico em cada condicdo avaliada, ao final da corrida.

Diversas condi¢Bes analiticas foram avaliadas (Tabela 8, item 4.10.3.3.1, Parte
Experimental), porém apenas as principais serdo aqui apresentadas. E importante
ressaltar que a avaliacdo de cada condicdo foi realizada considerando-se a
resolucdo dos picos de interesse (> 1,5). A analise da pureza espectral dos picos
ndo permitiu inferir sobre a seletividade durante o desenvolvimento do método, uma
vez que a grande maioria dos constituintes da amostra séo produtos tosilados,
possuindo, dessa forma, espectros de absor¢cdo na regido do UV muito similares. A
seletividade foi entdo avaliada apenas na condicdo que apresentou adequada

resolucao dos picos do PTB e PPI.

A primeira condicdo avaliada (condicdo A) empregou concentracao inicial de MeOH
elevada (40%), uma vez que a tosilacao resulta em derivados de baixa polaridade.
Eluicdo em gradiente com baixa inclinacdo foi empregada nos primeiros minutos da
corrida para permitir a eluicdo dos reagentes e derivados, além do solvente (piridina)
presentes na solucéo reacional. O pico do PTB eluiu entre 16 — 18 min regido que
apresenta um gradiente suave de eluicdo (0,714% min™). A elevacéo da proporcéo
de MeOH para 75% (5% min™), seguida de eluicdo isocréatica até 32 min resultou em
TR em torno de 30 min para PPI (Figura 30). Esta condicdo de analise apresentou

resolucdo razoavel para os picos de interesse; porém, para reduzir o tempo de
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andlise, a regido de eluicho em gradiente no inicio da corrida foi reduzida na
condicdo B, mantendo-se a mesma inclinagdo do gradiente na regido de eluicdo do
pico de PTB, porém a inclinacdo do gradiente foi reduzida na regido de eluicdo do
pico de PPI (2,14 min™). O cromatograma obtido (Figura 30) indica reducéo dos TR,

porém com perda de resolucdo para o pico referente a PPI.
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Figura 30 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para as condigdes analiticas
A e B. Para programas de eluicdo vide Tabela 8, item 4.10.3.3.1. (1) PTB e (2) PPI.

Na condi¢cdo C buscou-se alterar a seletividade da fase movel. Assim, partindo da
condicdo A, substituiu-se MeOH por ACN, apds ajuste da forca da fase movel. Pode-
se observar que o pico de PPI apresentou-se mais fino e com melhor resolucéo,
porém, em contrapartida, o pico de PTB se sobrepds completamente aos picos

vizinhos (Figura 31).
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Figura 31 - Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD na condig&o analitica C. Para
programa de eluicéo vide Tabela 8, item 4.10.3.3.1. (1) PTB e (2) PPI.

Considerando o comportamento dos picos de interesse frente aos modificadores
organicos testados, decidiu-se avaliar a combinacdo de ambos, ACN e MeOH.
Assim, na condi¢cdo D utilizou-se um gradiente de eluicdo de MeOH, ACN e agua,

mantendo-se a temperatura de 25°C. Na regiao de eluicdo do pico de PTB (em torno
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de 22 min) manteve-se uma maior concentracdo de MeOH e na sequéncia inverteu-
se a proporcdo dos modificadores organicos, prevalecendo ACN na regido de
eluicdo do pico de PPI. Nesta condicdo observou-se o desdobramento do pico de
PTB, indicando que haviam picos sobrepostos nas condi¢cdes até entdo avaliadas. O
pico de PPI apresentou-se sobreposto a outros, porém fino, prosseguindo-se com a
adequacao da forca de eluicdo nesta regido do cromatograma (Figura 32). Dessa
forma, na condicdo E aumentou-se a porcentagem de ACN nesta regido e alterou-se
a temperatura da coluna para 40°C. E importante ressaltar que a altera¢do da
temperatura do sistema é uma importante ferramenta para melhorar a resolugéo dos
picos, uma vez que ha alteracdo em k e possivelmente na seletividade. Observou-se
melhor separacédo para ambos os picos, além da confirmacédo de que o pico de PPI
estava sobreposto a outro nas condi¢cdes anteriormente examinadas (Figura 32).
Adicionalmente, foi observada uma reducdo da pressao total do sistema, importante
para preservacdo do equipamento e coluna cromatografica, optando-se por trabalhar

na temperatura de 40°C.
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Figura 32 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para as condigdes analiticas
D e E. Para programas de eluicdo vide Tabela 8, item 4.10.3.3.1. (1) PTB e (2) PPI.

Visando aumentar a resolucdo do pico de PTB, na condicdo F aumentou-se a
proporcao inicial de ACN e reduziu-se, na mesma propor¢cdo, a concentracdo de
MeOH. Um pequeno aumento da concentragdo de ACN foi adotado na regido do
pico de PTB. Observou-se melhoria da resolucdo de ambos os picos, porém ainda
insuficiente para a finalidade do método (Figura 33). Uma abordagem importante e
muito empregada para melhorar a resolucdo de sistemas cromatograficos € o
aumento do numero de pratos teéricos do mesmo e 0 aumento do comprimento da

coluna constitui uma das estratégias mais simples neste sentido. Assim, na condic&o
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G avaliou-se uma coluna com 250 mm de comprimento em substituicdo a de 125
mm. Os picos apresentaram melhor resolucdo de uma maneira geral, porém, devido
ao previsivel aumento nos tempos de retencdo dos componentes, o pico de PPI
eluiu na etapa de lavagem da coluna, sobrepondo-se a outros picos (Figura 33).
Assim, as demais condi¢gdes descritas a seguir foram avaliadas utilizando-se a

coluna citada acima.
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Figura 33 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para as condigdes analiticas
F e G. Para programas de eluicéo vide Tabela 8, item 4.10.3.3.1. (1) PTB e (2) PPI.

Na condicdo H inseriu-se uma pequena modificacdo na inclinacdo do gradiente na
regido de eluicdo do pico de PTB (de 1,43 para 0,83% min™ de MeOH). Observou-se
a eluicdo de picos finos, porém o pico de PPI continuou parcialmente sobreposto ao
pico vizinho (Figura 34). Sucessivas modificacbes nas propor¢cdes dos
modificadores organicos, bem como na inclinagdo do gradiente foram introduzidas,
em especial na regiao de eluicdo do pico do PPI (condi¢bes | e J), sem sucesso. Na
condicao K empregou-se uma elui¢cdo isocratica na regido de elui¢cdo do pico do PPI,
resultando em uma resolucdo aceitavel em relagcdo ao pico vizinho, porém com
prejuizos para a resolucédo do pico de PTB (Figura 35). A alteracdo na proporgao
dos modificadores orgéanicos na regiao de eluicdo de PTB foi avaliada na condicéo L,

sem melhorias significativas (Figura 35).

Ajustes finos nas condi¢des K e L possibilitaram obter uma condicdo com ambos os
picos adequadamente resolvidos e, entdo, a condicdo M foi estabelecida para
conducado da validacdo do método para quantificacdo de bornesitol em matrizes de

H. speciosa (Figura 36).
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Figura 34 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para as condigdes analiticas
H, | e J. Para programas de eluicdo vide Tabela 8, item 4.10.3.3.1. (1) PTB e (2) PPI.
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Figura 35 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para as condigdes analiticas
K e L. Para programas de eluicdo vide Tabela 8, item 4.10.3.3.1. (1) PTB e (2) PPI.
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Figura 36 - Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD para a condigdo analitica
estabelecida (M). Condi¢cdes cromatograficas: vide Parte Experimental, Tabela 8, item

4.10.3.3.1. (1) PTB e (2) PPI.

A condicdo cromatografica estabelecida incluiu uma etapa final para limpeza da

coluna, na qual a propor¢cdo dos modificadores orgéanicos atingiu 95%, e, apdés esse
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periodo, um gradiente inverso para retorno a condicao inicial de eluicdo, seguida de

reequilibrio por 15 minutos anteriormente a injecdo subsequente.

5.4.3.3.2 Otimizacao das condicOes da reacdo de tosilacdo

A influéncia de diferentes parametros reacionais na recuperacado de PTB e PPI foi
avaliada, incluindo temperatura, tempo de reacdo, quantidade de cloreto de p-
toluenossulfonila (TsCI) e volume de piridina. Também foi avaliada a eficiéncia de

extracdo dos produtos de interesse (PTB e PPI) pela ACN ao final da reacao.

Os ensaios foram conduzidos variando-se 0s parametros supracitados e descritos
na Tabelo 9, totalizando 13 diferentes condi¢des reacionais (Parte Experimental,
item 4.10.3.3.2). O teor de bornesitol foi calculado em cada condicdo avaliada a
partir da relacdo de areas PTB/PPI e considerando a relacdo de areas obtida pela
solucéo de referéncia (item 4.10.4.2.2). Os resultados foram submetidos a anélise de
variancia (p < 0,05) e as médias dos teores de cada condicdo foram comparadas
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados mostraram que tempos de reacdo superiores a 2 h ndo resultam em
maior teor de PTB, bem como volumes de piridina superiores a 50 uL (condigbes
CR1, CR2, CR3, CR4 e CR5; Tabela 9; Figura 37). Dessa forma, o tempo de trés
horas foi definido para reacao e o volume de piridina anidra de 50 pL.
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Figura 37 - Efeito do tempo de reagdo e volume de piridina no teor de bornesitol
pertosilado (PTB), expresso como a média da relagédo de areas entre PTB e 0
produto de tosilagdo do P.I. (PPI) £ D.P. (n =3). As condic¢fes avaliadas estéo

sumarizadas na Parte Experimental, Tabela 9, item 4.10.3.3.2.

Foram avaliadas trés diferentes massas de TsCl na reacdo de derivatizagdo. O
emprego de 25 mg do reagente resultou em teor inferior ao observado quando se
utilizou 50 mg de TsCI (condigbes CR3, CR9; Tabela 9; Figura 38). Esta condi¢ao



126

nao diferiu estatisticamente daquela obtida com 75 mg do reagente (CR10; Tabela
9). Portanto, 50 mg de TsCl foi definido para o método.

0.4m

S a b

§ 0.3

2

S 0.2=

2 == 75,0 mg
[} -

- =3 50,0 mg
E 00 1 25,0mg

Figura 38 - Efeito da massa de TsCl no teor
de bornesitol pertosilado (PTB), expresso
como média darelacdo de areas PTB/PPI £
D.P. (n =3). As condi¢8es avaliadas estdo
sumarizadas na Parte Experimental, Tabela 9,
item 4.10.3.3.2.

As temperaturas analisadas (50 °C e 60 °C) para o desenvolvimento da rea¢cdo nao
diferiram estatisticamente em termos dos teores de bornesitol obtidos (condicbes
CR3 e CR13; Tabela 9; Figura 39). A menor temperatura (50°C) foi definida para a
reagdo, a fim de prevenir a evaporacao da piridina.

Avaliou-se a extracdo de PTB e PPI ao fim da reacéo de derivatizagdo empregando-
se diferentes volumes de ACN. O volume de 2,0 mL foi estabelecido para o método,
visto que volumes inferiores resultaram em menores teores de PTB (condi¢cdes CR3,
CR 11 e CR12; Tabela 9; Figura 39).
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Figura 39 - Efeito dos parametros temperatura e volume de ACN no teor de
PTB, expresso como média da relacdo de areas entre PTB/PPI = D.P. (n =3). As
condi¢Oes avaliadas estdo sumarizadas na Parte Experimental, Tabela 9, item

4.10.3.3.2. Para cada condicao, colunas com diferentes letras séo
estatisticamente diferentes (p < 0,05).

Com base nesses resultados, foi possivel estabelecer as condi¢des reacionais para
a derivatizacdo: 50,0 pL de piridina, 50,0 mg de TsCIl, por 3 h em agitador
automatico (800 rpm) com controle de temperatura a 50 °C; ap0s esse periodo, 0

volume final foi aferido para 2,0 mL com ACN grau CLAE.
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5.4.3.4 Validacdo do método analitico para quantificacdo de bornesitol em H.

speciosa
5.4.3.4.1 Seletividade

A seletividade da condi¢cdo cromatografica estabelecida (item 4.10.4.1) foi avaliada
para a solucdo reacional obtida conforme condigcdo reacional otimizada (item
4.10.4.2). Na Figura 40 é ilustrado o ensaio de seletividade realizado para os picos
de interesse, empregando-se a extracdo do espectro na regido do UV em diferentes
regides de ambos os picos. A seletividade do método foi inicialmente avaliada pela
homogeneidade espectral dos picos de PTB e PPl No entanto, conforme ja
ressaltado, esta andlise tem validade limitada, visto que outros produtos tosilados na

matriz apresentam maximos de absorcao bastante semelhantes.
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Figura 40 - Perfil cromatogréafico obtido por CLAE-DAD para o extrato MFA de H.
speciosa apos reacdo de derivatizacdo. Condicdo cromatografica: vide Parte
Experimental, item 4.10.4.1. Detec¢do em 230 nm Picos: 1, PTB; 2, PPl. Os espectros no
UV foram obtidos on-line pelo detector DAD nas regides apical, ascendente e
descendente dos picos.

A fim de avaliar melhor a seletividade do método, foram obtidas solu¢des reacionais
empregando-se: a) apenas o P.l.; b) apenas o extrato MFA de H. speciosa e c)
apenas os reagentes de derivatizacdo (cloreto de p-toluenossulfonila e piridina).
Avaliou-se, também, o extrato MFA sem prévia derivatizacdo, nas mesmas

condi¢cdes cromatograficas. O método foi seletivo para os picos de PTB e PPl em
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todas as solucdes descritas. Na Figura 41 estdo representados os cromatogramas
obtidos, sendo possivel verificar a auséncia de picos com tempos de retencao
proximos a PTB (32 min) e PPI (47 min).
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Figura 41 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD nos ensaios
para avaliar a seletividade do método. a) Extrato etanélico de folhas de H.
speciosa MFA sem prévia derivatizacdo; b) piridina anidra e cloreto de p-
toluenossulfonila; c) reacdo de derivatizagdo contendo apenas o P.1.; d)
reacao de derivatizac8o contendo apenas o extrato MFA. Condicdes
cromatogréficas: vide Parte Experimental, item 4.10.4.1. Detec¢do em 230
nm Picos: 1, PTB; 2, PPI.

5.4.3.4.2 Teste de adequabilidade do sistema

Para avaliar a confiabilidade dos resultados obtidos na condigcdo cromatogréafica

estabelecida, testes de adequacédo do sistema foram realizados, analisando-se 0s
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parametros: resolucao, fator de cauda, nimero de pratos tedricos, fator de retencéo
e repetibilidade da resposta dos picos, avaliada pelo DPR do tempo de retencao de

seis determinacGes para cada pico de interesse.

Os resultados dos testes de adequacédo do sistema (Tabela 27) estdo de acordo
com as recomendacdes do FDA, com excec¢ado da resolucdo de PTB (FDA, 2000).
No entanto, conforme discutido anteriormente, valores de resolugao inferiores a 2,0
sao aceitos para testes de adequacdo do sistema em matrizes bioldgicas e analise
de tracos (DONG et al., 2001).

Tabela 27 - Parametros de adequacéo do sistema determinados para os picos PTB e PPI no
extrato MFA de H. speciosa, empregando a condicdo cromatogréfica estabelecida*.

Paréametros Rs T N k RT RSD
(RT, n = 6)
Produtos
PTB 1,72 1,03 31.786 23,52 30,87 0,20
PP 4,76 1,04 146.357 36,50 47,21 0,08
Valores recomendados  Rs>2 < i RSD =< 1%.
oelo FDA (FDA, 2000) “R.>15 | >2 N>2.000 k>2.0 paranz5

Condicao cromatografica: vide Parte Experimental 4.10.4.1.
DONG et al., 2001

5.4.3.4.3 Linearidade

A partir de ensaios preliminares com extratos de H. speciosa de diferentes origens,
foi proposta uma faixa de concentragdo ampla, no intervalo de 0,06-0,3 mg/mL, para
contemplar as possiveis variagdes no teor de bornesitol das amostras a serem

analisadas.

Duas curvas analiticas foram construidas em dois dias consecutivos. A Tabela 28
apresenta as massas de bornesitol injetadas e suas respectivas areas e valores de
desvio padrdo relativo, para os dois dias de analise. Uma mesma solugdo de

bornesitol e padrdo interno, em piridina, foi utilizada para a construcéo das curvas.

Ambas as curvas analiticas apresentaram relagdo linear entre a massa injetada de
bornesitol (ug) versus a relacdo de areas dos picos correspondentes a PTB/PPI,

sendo obtidos coeficientes de determinagéo (r*) com valores superiores a 0,99. Os
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dados da analise de regressao linear, dos dois dias de analise, e a curva analitica

obtida pela média das duas curvas sdo apresentados na Figura 41 eTabela 29.

Tabela 28 - Massa injetada, areas médias de PTB e PPI (n = 3) e valores de desvio padréo
relativo (DPR) obtidos para as curvas analiticas, nos dois dias de analise.

Volume Massa Dia 1 Dia 2
injetado (L) injetada (ug) Areamédia DPR (%) Areamédia DPR (%)
BORNESITOL
Solucéo de referéncia (6,04 mg/mL)

20,0 0,60 1472724 1,16 1276766 0,12
20,0 1,21 3099000 0,49 3198547 1,19
20,0 1,81 4726709 0,21 4727675 0,74
20,0 2,42 6356349 0,27 6292482 0,15
20,0 3,02 8195922 0,35 8113461 2,08
PADRAO INTERNO
Solucéo de referéncia (2,04 mg/mL)
20,0 1,00 13496589 2,08 14844665 1,25
20,0 1,00 14836020 0,68 15454445 2,23
20,0 1,00 15416255 0,49 15293369 4,53
20,0 1,00 16115727 0,40 15482279 0,70
20,0 1,00 16737835 0,38 16706828 0,63

As curvas obtidas nos dois dias consecutivos nao apresentaram diferencas

estatisticas significativas (p > 0,05). Portanto, dentro da faixa de concentracdo

estudada para o analito, o método apresentou linearidade adequada.

Tabela 29 - Resultados da regresséo linear para as curvas
analiticas de bornesitol, em dois dias consecutivos de

analise.
A e Bornesitol

Pardmetros estatisticos Dia 1 Dia 2
Faixa linear (ug/ml) 60.4-302.0
Coeficiente de determinacéo (r%) 0,9998 0,9942
DPR da curva (%) 0,80 4,64
Inclinacdo 0,1567 0,1653
Erro padréao da inclinagéo 0,1265 0,7262
(x 10
Intercepto (x 10™) 0,1696 -0,0067
Erro padrdo do intercepto 0,2534 1,4550

(x 10
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Figura 42 - Curvas analiticas obtidas por CLAE-DAD em dois dias de andlise e curva
media resultante para a quantificacdo de bornesitol em H. speciosa.

5.4.3.4.4 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo do analito foi inicialmente calculado empregando-se a

eqguacao que considera os parametros das curvas analiticas (Tabela 30).

Tabela 30 - Limites de quantificacéo (LQ) do bornesitol
calculados pela equacgéo de regresséo e determinados
experimentalmente.

Forma de LQ (ng/mL)
determinacéo

Curva analitica média’ 52,1

LQ experimental” 5,0

PSPy a el - .
Calculado pelos pardmetros das curvas analiticas obtidas em dois
dias de analise, conforme item 4.9.6.6.
DPR < 3,00 % (SNYDER et al., 1997)
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Posteriormente, o limite de quantificacdo foi determinado pela injegdo, em
quintuplicata, de solugbes reacionais obtidas pela reacdo de massas decrescentes

de bornesitol (40,0 a 10,0 pg), sendo o valor obtido relatado na Tabela 30.

5.4.3.4.5 Limite de deteccao

LD foi inicialmente calculado a partir dos dados da curva analitica (Tabela 31). Para
a determinacdo experimental foram realizadas injecdes de solugbes reacionais
obtidas pela reacdo de massas decrescentes de bornesitol (10 a 0,05 ug),

considerando-se a relacéo sinal/ruido > 3 (Tabela 31).

Tabela 31 - Limite de deteccéo (LD) para o método de
guantificacdo de bornesitol em H. speciosa calculado pela
equacao de regresséo linear e determinado experimentalmente
pela razédo sinal/ruido.

Formade LD (ng/mL)
determinacéo

Curva analitica média* 17,2

LD experimental** 1,67

o 11 a e - . .
Calculado pelos parametros das curvas analiticas obtidas em dois dias
de andlise, conforme item 4.9.6.7.

Relagdo S/N > 3.

5.4.3.4.6 Estabilidade dos produtos tosilados PTB e PPI

A estabilidade do analito pertosilado (PTB) e do padréo interno pertosilado (PPI) foi
avaliada a temperatura ambiente (23 + 2 °C), em diferentes intervalos de tempo (O,
12, 24, 36 e 48 h). Os teores médios de bornesitol calculados para cada intervalo
avaliado nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas (analise de
variancia e teste de Tukey; p > 0,05) (Figura 43).
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Figura 43 - Teores médios (n = 6) de bornesitol em estudo de
estabilidade dos produtos de tosilacdo do analito (PTB) e do padréo
interno (PPI) nas soluc¢8es reacionais obtidas para o extrato MFA de
H. speciosa, mantidos a temperatura ambiente (23 £ 2 °C). Os dados

sdo expressos como teor médio de seis determinagdes (n = 6). As
médias dos teores de bornesitol entre os periodos analisados néo
diferiram entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

5.4.3.4.7 Precisao

5.4.3.4.7.1 Precisao intradia

A patrtir dos teores de bornesitol obtidos para as seis solu¢des reacionais preparadas
com o extrato MFA de H. speciosa, calculou-se o desvio padrao relativo e

determinou-se a precisao intradia, cujos dados sao apresentados na Tabela 32.

Segundo critérios da ANVISA (BRASIL, 2003), valores de DPR menores que 5,00 %

indicam que o método apresenta precisao intradia adequeda.

Tabela 32 - Teores percentuais de bornesitol no
extrato MFA de H. speciosa e valores de DPR
utilizados para a determinacgéo da preciséo intradia do
método.

Amostra Teor de bornesitol
(%)
7,14
6,96
6,87
6,76
6,68
6 6,85
Teor médio (%) 6,88

DPR (%) 2,37

aa A W DN B
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5.4.3.4.7.2 Precisao interdia

A precisao interdia foi avaliada por meio de seis determinagbes dos teores de
bornesitol no extrato selecionado de H. speciosa (MFA), em dois dias consecutivos,
com analistas diferentes (n = 12). O desvio padréo relativo dos teores também foi

calculado e os valores obtidos estédo dispostos na Tabela 33.

Os valores de desvio padrédo relativo abaixo de 5,00% indicam que o método
desenvolvido apresenta precisdo interdia adequada, segundo critérios da ANVISA
(BRASIL, 2003).

Tabela 33 - Teores percentuais de
bornesitol no extrato MFA de H. speciosa
e valores de DPR utilizados para
determinacéo da preciséo interdia do
meétodo.

Dia Amostra Teor
bornesitol
(%)
7,14
6,96
6,87
6,76
6,68
6,85
6,84
6,61
7,04
7,36
6,76
7,14

Teor médio (%) 6,92

DPR (%) 3,17

ok, wWwNROOOMWNE

Os teores de bornesitol ndo diferiram entre o primeiro e o segundo dias de analises
pelo teste t de Student (p > 0,05).

5.4.3.4.8 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada a partir de testes de recuperacdo com amostras

fortificadas do extrato MFA, contendo massas conhecidas de bornesitol. Na Erro!
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Fonte de referéncia ndo encontrada. estdo apresentados os resultados para o

ensaio, em cada um dos trés niveis de concentragao.

Tabela 34 - valores obtidos para o ensaio de recuperagdo de bornesitol no extrato MFA de
H. speciosa (média, n = 3).

Nivel de Massa Massa Massa Massa DPR  Recuperacdao
fortificagcéo na fortificada tedrica experimental (%) (%)
droga (ng) (ng) (ng)
vegetal
(n9)

1 0,75 0,4 1,15 1,14 2,50 99,13

2 0,75 1,2 1,95 1,80 1,08 92,31

3 0,75 2,0 2,75 2,58 3,94 93,82

A recuperacédo do analito se deu na faixa de 92,31 a 99,13%. Estes valores atendem
aos preconizados pela AOAC (2002), considerando-se um teor de bornesitol de 1 a
10% para H. speciosa, que implicariam em recuperacéo do analito de 92 a 105%.

5.4.3.4.9 Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir de anélises comparativas de solucdes
reacionais provenientes do extrato MFA obtidas e quantificadas nas condicbes
analiticas estabelecidas e com alteracbes deliberadas nesta, como temperatura da

coluna (38 e 42 °C), lote da coluna e fluxo da fase mével (0,9 e 1,1 mL/min).

A Figura 44 apresenta graficamente os resultados obtidos no estudo de robustez do

método para quantificacdo de bornesitol.

Os resultados da analise de variancia e do teste de Tukey indicaram ndo haver
diferencas estatisticas entre as médias obtidas pela quantificacdo do analito nas
diferentes condi¢cbes cromatograficas avaliadas (p > 0,05). Esses dados indicam que
0o método desenvolvido € robusto frente a pequenas alteracbes das condi¢cdes

cromatograficas estabelecidas, sem comprometer a confiabilidade dos resultados.
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Figura 44 - Influéncia do fluxo, lote de coluna e temperatura no teor
de bornesitol em H. speciosa (média, n = 6). As médias identificadas
com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

5.5 Avaliacdo da composicdo quimica de diferentes acessos de Hancornia

speciosa

O desenvolvimento de um fitoterapico apresenta como um dos maiores desafios a
variabilidade quimica da droga vegetal resultante de variacbes edafocliméticas e
genéticas, técnicas de cultivo, dentre outras, o que frequentemente afeta a atividade
biolégica do produto final. Assim, materiais vegetais provenientes de diferentes
acessos da espécie devem ser avaliados a fim de estabelecer critérios para

padronizacao da droga vegetal em termos dos teores de seus constituintes.

Um total de oito acessos de H. speciosa foi cedido pela Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecuaria da Paraiba (EMEPA-Pb), Jodo Pessoa, oriundos de plantas
com bases genéticas distintas, cultivadas na estacdo experimental daquela empresa
(item 4.5). Foram obtidos extratos etandlicos dos materiais vegetais por percolacao

exaustiva e os resultados dos rendimentos extrativos constam da Tabela 35.

Os teores de flavonoides totais, acido clorogénico, bornesitol, rutina e FlavHS foram
quantificados nos extratos obtidos empregando-se os métodos desenvolvidos e
validados neste trabalho (Tabela 36). Adicionalmente, foram registrados perfis
cromatograficos por CLAE-DAD para cada extrato (Figura 45), utilizando as

condicdes cromatograficas descritas no item 4.9.6.1 da Parte Experimental.



Tabela 35 - Rendimentos extrativos (%) para extratos de folhas de H.
speciosa provenientes de diferentes acessos da espécie.

H. speciosa Massa Massa Extrativos (%)
(cédigo acesso) folhas (g) extrato ()
SPA 100,0 32,45 32,45
CFOF 30,0 10,71 35,70
ASM 27,8 7,24 26,04
EMSA 30,0 9,08 30,27
JSA 30,0 9,74 32,39
MFA 25,9 9,05 34,94
MBN 30,0 7,81 26,03

30,0 9,51 31,68
Média (%) 28,07
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Figura 45 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR para os extratos etanolicos
de folhas de H. speciosa e para substancias de referéncia. A — JSA; B - RVB; C — MBN;
D - SPA; E- ASM; F - CFOF; G - EMSA; H — MFA; | - HFET; J — Substancias de
referéncia: acido clorogénico (1) e rutina (2). Para condi¢gbes cromatogréficas, vide

Parte experimental, item 4.9.6.1. Detec¢do em 210 nm.
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Os dados da Tabela 35 indicam um rendimento extrativo médio em torno de 28%,

estando os valores compreendidos na faixa de aproximadamente 26-36%.

Tabela 36 - Teores de marcadores quimicos em extratos etanélicos de folhas de H.
speciosa provenientes de 0ito acessos da espécie fornecidos pela EMEPA-Pb.

Flavonoides Teor de Tgo_r de Teor de
. totais bornesitol Teor de acido FlavHS
; g o .
speciosa (% m/m + (% m/m + rutina (% clorogénico (% m/m #
(acessos) m/m + D.P.) (% m/m =
D.P.) D.P.) D.P.)
D.P.)
SPA 4,76 + 0,09% 6,85+0,17° 1,71+ 0,01b 0,80 + 0,01° 0,84 + 0,004%
MFA 4,17 £0,06° 6,88+0,16° 1,24+0,02° 1,15+0,01 0,63 +0,01°¢
CFOF 3,35+ 0,10° 6,69 + 0,05° 1,29 +0,01° 1,33+0,02° 0,42 +0,004'
MBN 4,31+0,15°° 8,75+0,10° 1,54 + 0,03 1,25+0,02° 0,61 +0,01°
EMSA 4,45 + 0,06b 8,10 + 0,05b 1,61 + 0,03° 1,52 + 0,02* 0,48 + 0,01°
ASM 4,84 +0,12% 8,78+ 0,14* 2,00+ 0,03% 1,33+ 0,06b 0,64 + 0,01b
RVB 1,83+ 0,09f 5,35+ 0,24° 1,05 + 0,004 1,14 + 0,03d 0,32 + 0,001°
JSA 3,95+0,14° 577+0,09° 1,16+0,02" 1,12+0,02° 0,55 0,01°
Média
tedoorzs 3,96 £ 0,98 7,31+ 1,09 1,45+ 0,32 1,21 +0,21 0,56 £ 0,16
(%+ D.P.)

As médias identificadas com a mesma letra, para colunas do mesmo marcador quimico, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Na Figura 45 estdo representados os perfis cromatograficos obtidos para os
extratos etandlicos dos oito acessos da espécie, provenientes da EMEPA-PD, e para
0 extrato de H. speciosa obtido por Endringer (2007) (HFET, vide item 4.5.2), bem
como para rutina e acido clorogénico, utilizando as condi¢cdes cromatograficas

descritas no item 4.9.6.1.

A andlise dos perfis cromatograficos obtidos indica grande semelhanca na
composicao qualitativa dos extratos preparados com materiais vegetais de diferentes
acessos de H. speciosa. Esses acessos correspondem a exemplares com bases
genéticas distintas e aparentemente esta diversidade nao se reflete na impresséo
digital quimica registrada nos cromatogramas. Destaca-se, também, a grande
semelhanca entre os perfis cromatograficos das plantas provenientes do EMEPA-Pb
com aquele do extrato etanolico preparado por Endringer (2007) a partir de

espécimes nativos de H. speciosa. Este extrato foi utilizado por nosso grupo de
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pesquisa para o estudo fitoquimico e de atividades bioldgicas da espécie e a
semelhanca nos perfis cromatograficos sugere ndo haver diferengas marcantes na
composi¢cdo quimica de plantas nativas e cultivadas de H. speciosa, com bases
genéticas distintas, o que é de especial relevancia no caso da producao industrial

futura de um fitoterépico.
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@l Teor de flavonoides totais =1 Teor de Flav ab
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Figura 46 - Teores de marcadores quimicos em extratos etanélicos de folhas de H.
speciosa (média = d.p., n = 3), provenientes de acessos distintos da espécie,
cultivadas no EMEPA-PB. As médias identificadas com a mesma letra, para colunas
do mesmo marcador quimico, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A analise dos teores dos marcadores quimicos da espécie evidencia que, apesar da
semelhanca qualitativa indicada pelos perfis cromatograficos por CLAE-DAD,
existem diferencas marcantes na composicao quantitativa dos extratos avaliados. Os
teores de bornesitol variaram entre 5,77+0,09% a 8,78+0,14%, os de rutina entre
1,05+0,004% a 2,00+0,03%, os de flavonoides totais entre 1,83+0,09% a
4,84+0,12%, os de &cido clorogénico de 0,80+0,01% a 1,52+0,02% e os de FlavHS
entre 0,32+0,001% a 0,84+0,004%. Observa-se, pela analise grafica dos teores dos
marcadores quimicos (Figura 46) que, com excecdo dos extratos SPA e ASM, os
teores de &cido clorogénico e rutina apresentam uma relagcdo proxima a 1:1. Além
disso, para a maioria dos extratos, os teores de bornesitol e flavonoides totais
possuem uma relacdo aproximada de 2:1. Em todos os extratos o teor de bornesitol
foi o mais elevado, seguido de flavonoides totais. Os marcadores quimicos

qguantificados representam aproximadamente 15% m/m da composi¢céo dos extratos.
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Cabe ressaltar que a composicdo quimica quantitativa de folhas de H. speciosa é
descrita pela primeira vez no presente trabalho. Apesar do uso etnomédico da
espécie, e do amplo consumo de seus frutos com finalidades alimenticias, os teores

dos principais constituintes eram desconhecidos.

Futuramente, os teores de marcadores quimicos de H. speciosa deverdo ser
avaliados em conjunto com dados de atividade biolégica de cada extrato,
objetivando-se investigar o efeito da composi¢cdo quimica quantitativa na atividade
anti-hipertensiva da espécie. Estes resultados fornecerdo subsidios para a

padronizacdo quimico-bioldgica de H. speciosa.
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6 CONCLUSOES

1) O método para quantificacdo de flavonoides totais em matrizes de H. speciosa por
espectrofotometria no UV-Vis foi validado e apresentou linearidade, seletividade,

preciséo, exatidao e robustez adequadas.

2) Foi desenvolvido e validado um método analitico por CLAE-DAD para
quantificacdo simultdnea de acido clorogénico, rutina e FlavHS em matrizes de H.
speciosa. O meétodo apresentou linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo e

robustez adequadas.

3) Foi desenvolvido e validado um método analitico por CLAE-DAD empregando
derivatizacdo prévia da amostra com cloreto de p-toluenossulfonila e pentaeritritol
como padrao interno para quantificacdo de bornesitol em matrizes de H. speciosa. O
método apresentou linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo e robustez

adequadas.

4) Extratos etanolicos preparados com materiais vegetais de oito acessos de H.
speciosa apresentaram impressfes digitais quimicas semelhantes, sugerindo néo
haver diferencas marcantes na composicao qualitativa de espécimes com bases
genéticas distintas.

5) Um flavonoide presente em extratos de H. speciosa foi identificado como um

triglicosideo da quercetina,constituido por uma hexose e duas ramnoses.

6) A composicdo quimica quantitativa de extratos de H. speciosa, preparados com
drogas vegetais provenientes de acessos distintos, apresentou diferencas marcantes
nos teores dos marcadores quimicos. Bornesitol foi o constituinte majoritario,
seguido de flavonoides totais, rutina e acido clorogénico, que apresentaram teores
semelhantes, e, por fim, do triglicosideo da quercetina, que apresentou o menor teor

dentre os marcadores quantificados.
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