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RESUMO

Mikania glomerata Sprengel e Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker (Asteraceae), sdo
plantas medicinais brasileiras indistintamente denominadas guaco. As folhas de ambas as
espécies sdo utilizadas para o tratamento de afec¢des do trato respiratorio, sendo a cumarina
(CO) e diterpenos cauranicos considerados os constituintes responsaveis pelos efeitos
farmacoldgicos. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar um método por CLAE-FR
para a quantificagdo simultdnea de derivados do acido cindmico e de diterpenos cauranicos
nas drogas vegetais M. laevigata ¢ M. glomerata, bem como avaliar nas espécies cultivadas a
influéncia da radiagao solar, da sazonalidade ¢ da estabilidade sobre os teores de marcadores
quimicos. A definicdo dos marcadores quimicos foi realizada por analises de fingerprints por
CLAE-FR, isolamento dos constituintes majoritarios nos extratos e dados da literatura para a
composicdo quimica de ambas espécies. Os constituintes quimicos CO e os acidos o-
cumarico (OC), benzoilgrandiflorico (BA), cinamoilgrandiflérico (CA) e caurendico (KA),
foram definidos como marcadores quimicos de M. laevigata, enquanto apenas os diterpenos
caurdnicos (BA, CA, KA) foram definidos para as folhas de M. glomerata. Exceto o OC,
todos os marcadores quimicos foram isolados, purificados e caracterizados por técnicas
espectroscopicas usuais (IV, RMN de °C e de 'H). O método desenvolvido por CLAE-DAD
apresentou ser uma técnica adequada para a quantificacdo simultanea dos cinco marcadores
quimicos nas folhas de M. laevigata ¢ M. glomerata, empregando gradiente de eluicao
alternado de MeOH e ACN como modificadores orgénicos e deteccdo em trés diferentes
comprimentos de onda: 210 nm para CO, OC, KA; 230 nm para BA; e 270 nm para CA. O
método extrativo empregou 1 g de folhas pulverizadas com etanol absoluto sob sonicagdo por
20 min (2 x 30 mL). Os extratos apresentaram estabilidade por 42 h, sob condigdes normais
de laboratério (temperatura de 23 = 2 °C). O método cromatografico mostrou ser linear (+* >
0,999), preciso (DPR < 4,6%), exato [taxas de recuperagdo entre 99,9 e 105,3%, exceto para
CO e OC em M. glomerata (73,2-91,6% e 86,3—117,4%, respectivamente)], robusto e
especifico para quantificagdo para os cinco marcadores quimicos nas folhas de M. laevigata e
M. glomerata. O método validado foi aplicado em anélises sazonais e de estabilidade dos
marcadores quimicos em espécies de M. laevigata e M. glomerata cultivadas em diferentes
niveis de sombreamento (0, 40 ¢ 80%). Os resultados das analises mostraram diferengas
marcantes entre as espécies, com presenca de BA, CA ¢ KA em ambas as espécies, e auséncia
de CO e OC em M. glomerata. OC foi detectado em M. laevigata, mas em teor abaixo do
limite de quantificacdo (< 0,045 %) estabelecido pelo método, e somente, nas plantas
cultivadas sob 80% de sombreamento e coletadas no outono. Nas folhas de M. laevigata foi
observado teor maximo de 0,94+ 0,24 % de cumarina na interacdo verdo x 80% de
sombreamento. Em ambas as espécies, os diterpenos cauranicos (BA, CA, KA), com excecao
do BA em M. glomerata, apresentaram maiores teores nas plantas cultivadas sob radiacao
solar plena. A estabilidade dos marcadores quimicos BA, CA ¢ KA em M. laevigata ¢ M.
glomerata ¢ afetada a partir do terceiro més de armazenamento, e do marcador CO, na
primeira espécie, a partir do sexto més, indicada por variagdes nos fingerprints obtidos por
CLAE-DAD e andlises de pureza espectral dos picos correspondentes, que demonstraram a
presenga de interferentes e, consequentemente, perda de especificidade do método
cromatografico quantitativo.



ABSTRACT

Mikania glomerata and Mikania laevigata (Asteraceae) are brazilian medicinal plants
popularly named ‘guaco’. The leaves of both species are used to treat respiratory diseases,
with coumarin (CO) and kaurane-type diterpenes regarded as the bioactive constituents. The
goal of the present study was to develop an validate a RP-HPLC method for the simultaneous
quantification of cinnamic acid derivatives and kaurane-type diterpenes in the species, along
with evaluating the influence of solar radiance, seasonal and stability on compound contents.
Definition of chemical markers was accomplished by the analysis of RP-HPLC fingerprints,
isolation of major constituents in the extracts and literature records for chemical composition
of both species. Compounds CO, o-coumaric (OC), benzoylgrandifloric (BA),
cinnamoylgrandifloric (CA) and kaurenoic (KA) acids were defined as chemical markers for
M. laevigata, whereas solely the kaurane-type diterpenes (BA, CA and KA) were found in M.
glomerata leaves. Except for o-coumaric acid, all chemical markers were isolated, purified
and characterized by spectroscopic techniques (IR, 'H and >C NMR). The developed RP-
HPLC method showed to be a suitable technique for simultaneous quantification of five
chemical markers in M. laevigata and M. glomerata leaves with an alternating gradient
elution of methanol and acetonitrile and detection was carried out by DAD at three different
wavelengths: 210 nm for CO, OC, KA; 230 nm for BA; and 270 nm for CA. Sample
extraction for analysis was carried out by sonication of the plant drug (1 g) with EtOH for 20
min (2 x 30 mL). The extracts showed good stability for 42 hours under normal laboratory
conditions (temperature of 23 + 2 °C). The method showed to be linear (#* > 0.999), precise
(RSD < 4.6%), accurate [recovery was between 99.9 and 105.3%, except for 1 and 2 in M.
glomerata (73.2-91.6% and 86.3—117.4%, respectively)], robust and specific for
quantification of five chemical markers in M. laevigata and M. glomerata leaves. The method
was applied to samples of both species for seasonal studies and evaluation of chemical
markers stability in plants cultivated under different shading conditions (0%, 40% and 80%).
Striking differences were observed between the species, with the presence of the kaurane-type
diterpenes BA, CA and KA in both and the absence of the cinammic acid derivatives CO and
OC in M. glomerata. Significant differences were also found for the evaluated harvesting
periods and cultivation environments. OC was only detected in M. laevigata in concentrations
bellow the limit of quantification (< 0.045%), in plants cultivated under 80% shading,
collected in the autumn. The average concentration of CO reached its maximum (0.94+ 0.24
%) in the summer, in plants growing under 80% shading. In general, both species presented
higher amounts of the kaurane-type diterpenes in plants cultivated under full sunlight, except
for BA in M. glomerata. Altogether, the obtained results point out that the highest content of
CO is reached in M. laevigata cultivated under 80% shading, preferentially harvested in the
summer, but with reduced levels of kaurane-type diterpenes. On the other hand, M. glomerata
shall be cultivated under full sunlight for maximum contents of the kaurane-type diterpenes.
The stability of compounds BA, CA and KA in M. laevigata and M. glomerata is affected
from the third month of storage, and for compound CO, in the first species, from the sixth
month of storage, as demonstrated by RP-HPLC fingerprints and UV spectral data recorded
on line for the peaks, indicating the presence of interferences and therefore implying in loss of
specificity for the method.
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1 INTRODUCAO

Espécies vegetais e produtos naturais tém fornecido solu¢des para muitas questdes
essenciais @ humanidade. Além de fornecerem recursos a alimentacdo, moradia, vestuario,
dentre outros usos, diversas enfermidades sdo tratadas empregando-se recursos naturais
(SCHENKEL et al., 2003). Estudos quimicos e bioldgicos de espécies vegetais diversas
resultaram em produtos importantes para a terapéutica. Aspirina, atropina, artemisinina,
colchicina, digoxina, efedrina, morfina, pilocarpina, quinina, reserpina, taxol, vincristina e
vimblastina sdo alguns poucos exemplos de farmacos oriundos de plantas medicinais,

incorporadas a farmacoterapéutica moderna (GILANI; RAHMAN, 2005).

Estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) indicam que mais de 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento dependem de plantas medicinais como fonte
primaria de recursos terapéuticos (WHO, 2002; KHAN, 2006). O uso de plantas medicinais ¢
recomendado pela OMS, que estabelece diretrizes para seu emprego seguro, como alternativa
terap€utica para populagdes de baixa renda (WHO, 2002). O uso da fitoterapia em programas
de saude publica vem crescendo no pais a partir da aprovagdo da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no SUS, em 15 de dezembro de 2005 e, mais recentemente,
pelo Decreto presidencial n® 5813, de 22 de junho de 2006, que aprovou a Politica Nacional

de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (RODRIGUES; SANTOS, 2006; BRASIL, 2006a).

Nos ultimos cincos anos, tem-se observado um crescimento expressivo no uso de
produtos fitoterapicos, representando um mercado mundial de cerca de US$ 60 bilhdes/ano
(LIU; WANG, 2008; NEW... 2006). No Brasil, esse segmento movimentou, no mesmo
periodo, cifras em torno de R$ 400 milhdes, apresentando taxa de crescimento anual de 5-

15% (LIU; WANG, 2008; FREITAS, 2007).

A vasta diversidade estrutural e a atividade bioldgica promissora de diversos produtos
naturais t€m atraido, cada vez mais, a atengdo da industria farmacéutica ¢ da comunidade
cientifica envolvida na pesquisa de novas entidades quimicas (MYLES, 2003). Além dos
estudos fitoquimicos e de atividade biologica, diversas espécies vegetais medicinais t€ém sido
objeto de estudos ecoldgicos e agrondmicos, visando maximizar os processos de producdo de

biomassa vegetal e os teores das substancias de interesse (REIS et al., 2003).

Diversos fatores intrinsecos e extrinsecos influenciam a qualidade final dos

fitoterapicos. Destaca-se, por exemplo, a identificagdo botanica inequivoca da espécie,



Introdugéo 14

variagOes edafoclimaticas e genéticas, bem como aquelas resultantes de técnicas de cultivo,

colheita e pos-colheita (KHAN, 2006).

Agéncias de regulamentacdo de medicamentos, como a Food and Drug
Administration dos Estados Unidos (FDA), Agéncia Européia para Avaliacdo de Produtos
Medicinais (EMEA) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), recomendam a
analise de diversos parametros para certificar a qualidade de drogas vegetais e fitoterapicos
(FDA, 2004; ONG, 2004; BRASIL, 2004). No Brasil, essa regulamentacdo se d4 por meio de
portarias, decretos e resolucdes publicados pelo Ministério da Sade/ANVISA. A resolucgdo
vigente ¢ a Resolug@o de Diretoria Colegiada (RDC) n°48/2004, que estabelece pardmetros de
qualidade, seguranca e eficacia terap€utica para esses produtos (BRASIL, 2004).

Nesse contexto, o presente trabalho visa fornecer subsidios para o controle de
qualidade da droga vegetal e o manejo agrondmico de duas espécies de guaco (Mikania
laevigata Schultz Bip. ex Baker e Mikania glomerata Sprengel) amplamente utilizadas no

pais com finalidades medicinais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da radiagdo solar e da sazonalidade sobre os teores de marcadores
quimicos em espécimes cultivados de Mikania glomerata Sprengel e Mikania laevigata

Schultz Bip. ex Baker.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer perfis cromatograficos de referéncia, visando a caracterizagdo

farmacognostica das drogas vegetais de M. glomerata e M. laevigata.

Isolar, purificar e caracterizar por técnicas cromatograficas e espectrométricas

marcadores quimicos de folhas de M. glomerata e M. laevigata.

Desenvolver e validar metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para a quantificacdo simultanea de marcadores quimicos (cumarina, acido caurendico e outros

a serem definidos) em folhas de M. glomerata e M. laevigata.

Avaliar, quantitativamente, a variacdo sazonal dos principais marcadores quimicos
presentes em M. glomerata e M. laevigata, submetidas a trés diferentes niveis de radiagdo

solar.

Realizar estudos de estabilidade de marcadores quimicos para a matéria-prima vegetal

de M. glomerata e M. laevigata.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ASPECTOS TAXONOMICOS DAS ESPECIES EM ESTUDO

Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker e Mikania glomerata Sprengel sdo lianas
pertencentes a familia Asteraceae, tribo Eupatorieae e sub-tribo Mikanae (SUYENAGA et al.,
2002). As espécies sdo vulgarmente conhecidas como guaco, guaco do mato, coragdo de
Jesus, guaco liso, guaco cheiroso, cipd caatinga e erva-de-cobra (NEVES; SA, 1991;
SUYENAGA et al., 2002).

O género Mikania Willd. possui distribui¢do pantropical, mas com extensoes nas areas
temperadas da América e sudeste da Africa. Esse género apresenta cerca de 450 espécies,
sendo que aproximadamente 200 ocorrem no Brasil (OLIVEIRA et al., 1994; GILBERT et
al., 2004; RITTER; WAECHTE, 2004).

Mikania glomerata ¢ muitas vezes confundida com M. laevigata, espécie proxima,
principalmente porque pode apresentar variacdes na forma das folhas, geralmente daquelas
localizadas proximo a inflorescéncia. Estas folhas apresentam-se ovaladolanceoladas, muito
semelhantes as de M. laevigata. Estas duas espécies diferenciam-se, principalmente, pelo
formato das folhas e pelo odor caracteristico de cumarina, que normalmente permanece no
material seco de M. laevigata (RITTER et al., 1992; RITTER; MIOTTO, 2005).

M. laevigata ocorre desde Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul e esta adaptada a climas
sem deficiéncias hidricas e ambientes com pouca luminosidade (SIMOES et al., 1998;
ANTONACIO; WISINIEWSKI, 1998). Caracteriza-se por ser trepadeira volivel, com ramos
cilindricos, estriados, glabros. Apresenta folhas opostas, sem estipulas, ovalado-lanceoladas,
6,5-15 x 3-5,5 cm, margem inteira, base atenuada, apice acuminado, glabras em ambas as
faces, trinérveas a qiiinqiienérveas. Capitulos sésseis dispostos em paniculas de glomérulos
densos, glabros. Bractea subinvolucral estreitamente ovalada, junto as bracteas involucrais, 1-
2 x 0,5 mm, margem inteira, as vezes ciliada, dpice acuminado, glabra a pouco pilosa.
Bréacteas involucrais estreitamente oblongas, base alargada, 3,5-5 x 1,2 mm, margem inteira,
apice obtuso, as vezes ciliado, glabras a pouco pilosas. Corola com tubo 1-1,5 mm de
comprimento, limbo 2,8-3 mm de comprimento, lacinias 0,5-1,2 mm de comprimento.
Cipselas 2,5-4 mm de comprimento, glabras. Papus 4-6 mm comprimento, cerca de 50 cerdas
(RITTER; MIOTTO, 2005).

M. glomerata ocorre na Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai. No Brasil ¢ encontrada

nas regides centro-oeste, nordeste, sudeste e sul, em bordas e no interior de matas (LUCAS,
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1942; PIO CORREA, 1984; RITTER; MIOTTO, 2005). E uma trepadeira voluvel, com ramos
cilindricos, estriados, glabros. Folhas opostas, sem estipulas, ovaladas a lanceolado-hastadas,
3-5 lobulos, 6-24 x 4-11 cm, margem inteira, base cordada a atenuada, apice acuminado,
glabras em ambas as faces, trinérveas a qliinqiienérveas. Capitulos sésseis dispostos em
paniculas de glomérulos densos. Bractea subinvolucral ovalada, junto as bracteas involucrais,
1-2 x 0,7 mm, margem inteira, as vezes ciliada, apice acuminado, glabrescente. Bracteas
involucrais oblongas, 2,8-4,5 x 0,9-1,1 mm, margem inteira, apice agudo a obtuso, as vezes
ciliadas, alargadas na base, glabras a pouco pilosas. Corola com tubo 1-2 mm de
comprimento, limbo 2,5-3 mm de comprimento, lacinias 0,5-1 mm de comprimento. Cipselas
2-4 mm de comprimento, glabras a pouco pilosas. Papus 4-5,5 mm de comprimento, cerca de
40 cerdas (RITTER; MIOTTO, 2005). Na Figura 1 estdo representadas algumas
caracteristicas morfologicas de M. laevigata e M. glomerata.

Caracteristicas anatdmicas contrastantes podem ser encontradas em folhas de uma
mesma planta expostas a regimes luminososos diferentes, pois a folha ¢ um o6rgdo que
apresenta alta plasticidade fenotipica em resposta a fatores ambientais (BJORKAMN, 1981;
TAIZ; ZEIGER, 2004). Alteragdes morfologicas e anatdmicas foram observadas em folhas de
M. laevigata cultivadas sob diferentes malhas coloridas, com nivel de radiagdo de 50% de
sombreamento e, em folhas de M. glomerata cultivadas em casa de vegetagdo, com redugdo
da radiagdo solar incidente (0%, 30%, 50% e 70%), demonstrando a plasticidade adaptativa
das folhas dessas espécies as diferentes condigdes de luminosidade (SOUZA et al., 2007a;
CASTRO et al., 2006).

Em fungdo disso, a morfologia foliar dessas espécies de guaco ndo pode ser usada para
fins de diferenciacdo entre elas. Botanicamente, faz-se necessario analisar as inflorescéncias e
aquénios para distingui-las. No entanto, inflorescéncias e aquénios nao fazem parte da droga
vegetal, além de serem dependentes da época de floracdo e frutificagdo das espécies (RITTER

etal, 1992).
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Figura 1. A. Mikania laevigata: A. ramo; B. folha; C. capitulo; D. flor; E. corola; F. bractea
involucral; G. bractéola; B. Mikania glomerata: A. ramo; B. flor; C. capitulo, D. folhas, E. corola; F.
bractea involucral; G. bractéola. Fonte: Ritter ct al., 1992.

3.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS E USOS POPULARES DE M. laevigata E M. glomerata

Preparacdes fitoterapicas obtidas a partir das folhas de M. laevigata e M. glomerata
sdo amplamente empregadas na medicina tradicional como antiinflamatdrio, broncodilatador
e antiespasmoddico (OLIVEIRA et al., 1984; RUPPELT et al, 1991; FIERRO et al., 1999;
MOURA et al., 2002).

Estudos farmacoldgicos corroboram alguns dos usos populares das espécies. A
atividade antiinflamatoria in vivo de extratos fluidos de M. glomerata e M. laevigata, com
teores alcodlicos de aproximadamente 22%, foi demonstrada em modelo de edema de pata de
ratos induzido pela carragenina (OLIVEIRA et al., 1985). Os extratos fluidos de M. laevigata
e M. glomerata, administrados por via oral na dose de 5 mL/kg de peso corporal, reduziram o
edema em 75,4% e 81,6%, respectivamente. Esses resultados diferiram estatisticamente do
grupo controle negativo (tratado com etanol a 25%), mas ndo diferiram do grupo controle

positivo (100 mg/kg v.o. de fenilbutazona). Ruppelt et al. (1991) relatou efeito de uma
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infusdo de folhas de M. glomerata, administrada por via oral na dose de 0,1 mL/10 g do
camundongo, na reducdo de contragdes induzidas por acido acético (63%) e reducdo da
difusdo do corante azul de Evans no peritoneo (48,92%), indicando acdo analgésica superior a
antiinflamatoria. Posteriormente, Leite et al. (1993) demonstraram que o extrato
hidroalcooélico a 50% de folhas de M. glomerata, administrado por via intraperitonial na dose
de 200 mg/kg, promoveu 60,8% de inibicdo do edema induzido por carragenina, enquanto
que, na administragdo por via oral, foi obtida inibi¢do de 37,7%. Segundo os autores, a
cumarina administrada por via intraperitoneal, na dose de 5 mg/kg, reduziu o edema em
64,9%, e por via oral em 34,8%. A indometacina (5Smg/kg), usada como controle positivo,

apresentou inibi¢do de 82,4 % (i.p.) € 53,6 % (v.0.).

Em ensaios envolvendo o sistema respiratorio, Fierro ef al. (1999) demonstraram que
fragdes diclorometanicas de M. glomerata apresentaram inibicdo dose-dependente do
processo inflamatério imunogénico, ao reduzir a infiltragdo leucocitdria provocada pela
injecdo intrapleural de antigenos. Esses dados corroboram as indicagdes populares do guaco
no tratamento de doengas alérgicas particulares ao sistema respiratorio, como asma e
bronquite. Em outro estudo, utilizando a mesma fracdo e modelo in vivo de pleurisia alérgica
induzida por ovalbumina, os autores confirmaram a acdo antialérgica de M. glomerata, que
impediu a degranulagdo e migra¢do de mastdcitos por esse agente alergénico (FIERRO et al,
1999).

Suyenaga et al. (2002), utilizando modelos de pleurisia e edema de pata de rato
induzido por carragenina, observaram que a administracdo de decoctos das folhas de M.
laevigata por via oral, na dose de 400 mg/kg de peso corporal, promoveu 102% de inibigdo do
edema apos 4 horas da administragdo do agente flogistico, sendo também observada 28% de

inibicdo de migracao leucocitaria na cavidade pleural.

Efeito similar foi observado empregando-se modelo de edema na pata de ratos
induzido por veneno de Bothrops jararaca (50 ng/g), em animais tratados com 150 pg de
fracdo diclorometanica de extrato hidroalcodlico de M. glomerata por Kg de peso corporal

(MOURA et al., 2002).

De acordo com Santos et al. (2006), o modelo de pneumonite alérgica em
camundongos ¢ adequado para a avaliagao de drogas ativas em doencas alérgicas pulmonares

por mimetizar a asma humana. Esses autores avaliaram os efeitos produzidos pelo extrato
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hidroalcoolico (1:2) de folhas de M. laevigata e constituintes isolados (acido o-cumadrico e
cumarina) na inflamagdo alérgica em camundongos sensibilizados com uma mistura de
ovoalbumina e hidroxido de aluminio. Os animais foram tratados por gavagem e as doses
estabelecidas foram baseadas na recomendagdo de uso popular para um adulto, multiplicado
por dez vezes devido as diferencas metabolicas. Os camundongos tratados com o extrato e
com as substincias isoladas apresentaram efeito antialérgico, evidenciado pela reducdo do
influxo de leucocitos totais e de eosindfilos para o espago broncoalveolar (SANTOS et al.,
2006).

A atividade broncodilatadora, principal indicacdo popular dos guacos, foi avaliada em
alguns estudos (LEITE et al, 1993; MOURA et al., 2002; GRACA et al., 2007a). Leite et al
(1993), empregando ensaios in vitro em preparacdes de traquéia isolada de cobaia, na
auséncia e presenca de extratos hidroalcoolicos de folhas de M. glomerata (100 e 200 pg/mL),
e na presen¢a de solugdo de cumarina (2 ug/mL), observaram efeito dose-dependente de
inibi¢do das contracdes induzidas por histamina. A contracdo da traquéia isolada de cobaia foi
inibida pelos extratos e pela cumarina, apresentando valores de Clsy de 190 pg/mL e 3,57

pug/mL, respectivamente (LEITE et al., 1993).

Posteriomente, Moura ef al. (2002) sugeriram potencial efeito benéfico de M.
glomerata no tratamento de doencas broncoconstritivas. Os autores avaliaram a atividade
relaxante de extratos aquosos, hidroalcoodlicos e fragdo diclorometinica do extrato
hidroalcoodlico em preparagdes de anéis de traquéia, leito mesentérico vascular e aorta
isolados de cobaias € em anéis isolados de bronquios de pacientes pneumonectomizados com
neoplasia pulmonar. O extrato hidroalcodlico provocou relaxamento dose-dependente na
traquéia de cobaias pré-contraida com histamina (Clsy= 0,34 mg/mL), acetilcolina (Clsy =
0,72 mg/mL), ou potdssio (Clso = 1,41 mg/mL), assim como nos bronquios humanos pré-
contraidos com potéssio (Clso = 0,34 mg/mL). A fracdo diclorometanica e o extrato
hidroalcodlico induziram efeito relaxante dose-dependente em anéis de traquéia de cobaias
contraidas com potassio (Clsp = 0,017 e 1,80 mg/mL, respectivamente). A administracao da
fracdo diclorometanica induziu efeito vasodilatador em preparagdes de aorta (Clsg = 0,249
mg/mL) e leito mesentérico vascular (Clsp > 0,3 mg/mL) pré-contraidos com noradrenalina. A
partir desses resultados, Moura et al. (2002), sugeriram que o efeito broncodilatador da fragao
diclorometanica de M. glomerata ¢ mais pronunciado do que o efeito vasodilatador, haja visto

a menor afinidade do extrato pela musculatura lisa vascular, quando comparado com a
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musculatura lisa respiratoria. Esses autores relataram que estudos anteriores realizados por
eles, mostraram que a cumarina possui um significativo efeito relaxante em preparagdes de

traquéia isolada de cobaias, pré-contraidas com histamina, acetilcolina e potassio.

Graga et al. (2007a) observaram que o extrato hidroalcodlico de M. laevigata induziu
relaxamento dose-dependente em preparagdes in vitro de traquéia de rato, sendo o efeito
independente da presenca ou auséncia de agentes agonistas utilizadas na pré-contracdo do
epitélio. O efeito foi caracterizado como dependente de alteragdes na mobilizagcdo celular de
calcio, provavelmente com a participacdo direta dos canais de potassio (GRACA et al.,

2007a).

Resultados de ensaios de atividade antiulcerogénica de M. laevigata sugerem que o
mecanismo envolvido na inibicdo da secrecdo gastrica poderiam, também, explicar o efeito
broncodilatador da espécie (BIGHETTI et al., 2005). O mecanismo anti-secretor do extrato
hidroalcoolico a 70% e da cumarina isolada foi avaliado nas doses de 1000 e 100 mg/kg,
respectivamente, a partir da hipersecrecdo acida induzida por histamina, pentagastrina e
betanecol, em modelo de ligacdo pilorica em ratos (BIGHETTI et al., 2005). O bloqueio da
atividade do betanecol pelo extrato e pela cumarina sugeriu mecanismo colinérgico, o qual

esta envolvido na contragdo e secre¢ao bronquica (BIGHETTI et al., 2005).

A literatura referenciada aponta a cumarina como a principal responsavel pelos efeitos
broncodilatadores; porém, alguns autores sugerem que outros constituintes contribuam para
essa atividade nos extratos de guacos (LEITE et al.; 1993; MOURA et al., 2002; BIAVATTI
et al., 2004).

Trabalho recente demostrou que diterpenos do tipo caurano também apresentam
efeitos inibitérios na contratilidade e na inducdo do relaxamento na musculatura lisa
(AMBROSIO et al., 2006). Derivados cauranicos (acidos caurenoico, cauradienodico, 160.-
hidréxi-ent-cauran-19-6ico e seu éster metilico) isolados de Oyedaea verbesinoides exibiram
efeito inibitorio, em diferentes poténcias, na contratilidade uterina de ratas induzida por
acetilcolina, ocitocina e serotonina (CAMPOS-BEDOLLA et al, 1997). Os é4cidos caurenodico
¢ cauradiendico inibiram a contragdao induzida pela acetilcolina em 52,8% e 79,7%,
respectivamente. A contragdo induzida pela serotonina foi inibida pelos acidos cauradiendico
e caurenoico em 68,6% e 100,0%, bem como pelo acido hidroxi-ent-cauran-19-6ico e seu

éster metilico em 90,2% e 15,7%, respectivamente. A contragdo induzida por ocitocina foi
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inibida significativamente pelo acidos cauradienoico e caurendico (67,7% e 72,2%), quando

comparada com o acido grandiflorénico (13,9%) (CAMPOS-BEDOLLA ef al, 1997).

Cunha et al. (2001) demonstraram o efeito do acido caurendico isolado do 6leo-resina
de Copaifera langsdorffi Desf. no relaxamento da musculatura uterina de ratas, contraida por
acetilcolina [10'4 M, Enax (resposta contratil maxima) = 87%]; ocitocina (10'9 M, Enax = 90 %)
e cloreto de bario (10'3 M, Enax = 83 %), obtendo valores de Cls, para os antagonistas de 2,8;
3,4 e 5,0 mM, respectivamente. Acido caurendico, isolado de Viguiera robusta Gardn., na
dose de 20,0 pg/mL apresentou 70% de inibi¢ao na contratilidade induzida in vitro em artéria

cardtida de ratos Wistar por fenilefrina (TIRAPELLI ef al., 2002).

Outras atividades farmacologicas avaliadas para as espécies incluem as agdes
antiofidica e antimicrobiana. Extratos aquosos preparados a partir de folhas, caules e raizes
frescos e secos de M. glomerata foram capazes de neutralizar, em ratos, os efeitos toxicos
induzidos pelos venenos de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus (MAIORANO et al.,
2005). Os autores sugeriram que a espécie ¢ uma fonte potencial de inibidores da fosfolipase
A,, metaloproteases e serinoproteases, enzimas envolvidas na fiosiopatologia de varias

doencgas de homens ¢ animais (MAIORANO et al., 2005).

A acdo antimicrobiana foi avaliada em varios estudos (SANTOS et al, 1998;
DUARTE et al., 2005; YATSUDA et al. (2005). O extrato em cloroférmio de partes aéreas de
M. glomerata apresentou atividade inibitoria in vitro de proliferagdo de Pseudomonas
aereginosa (ATCC-29336) (SANTOS et al., 1998). Entretanto, ndo foram informados a
concentragdo inibitéria minima (CIM) e as doses ensaiadas. Em outro estudo in vitro, o dleo
essencial de M. laevigata apresentou CIM de 0,25 mg/mL contra Candida albicans (ATCC
10231), enquanto o extrato alcodlico e dleo essencial de M. glomerata nao apresentaram
atividade frente a esse microorganismo (DUARTE et al, 2005). Yatsuda et al. (2005)
sugeriram que M. laevigata e M. glomerata sdo espécies promissoras para o desenvolvimento
de agentes antibacterianos contra patdgenos orais, com base na atividade antimicrobiana
contra diferentes cepas de Streptococcus mutans apresentada por elas. A analise por GC-MS
da fracdo hexanica metilada de M. laevigata acusou cumarina como sendo o componente
principal desse extrato (40,08%). A fracdo hexanica de ambos extratos vegetais foi a mais
efetiva em inibir o crescimento bacteriano das cepas ensaiadas, cujas CIM e CBM

(concentracdo bactericida minima) apresentaram valores entre 12,5 a 400 pg/mL e 25 a 400
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pg/mL, respectivamente (YATSUDA et al.,, 2005). Para a fracdo hexanica metilada de M.
glomerata observou-se que, entre as substancias majoritarias, cerca de 52% era acido
caurendico. Esta fragdo apresentou CIM entre 12,5 a 25 pg/mL e CBM de 25 a 400 pg/mL
(YATSUDA et al., 2005).

Estudos visando avaliar a segurangca de extratos fluidos de M. glomerata e M.
laevigata também foram realizados. Em um estudo de toxicidade aguda em ratos Wistar
machos, os extratos fluidos de M. glomerata e M. laevigata, administrados em dose Unica por
via oral de 5 a 10 mL/kg, ndo causaram morte em nenhum dos animais (OLIVEIRA et al.,
1985). Na dose de 20 mL/kg, ambos extratos produziram efeito letal em 40% dos animais, no
periodo de 24 h de observagdo, indicando baixa toxicidade desses extratos (OLIVEIRA et al.,
1985).

O efeito de superdosagem do extrato etandlico de M. glomerata foi avaliado durante o
ciclo espermatogénico de ratos Wistar adultos (SA et al., 2003). Os resultados mostraram que
a administra¢do de 1 mL do extrato, na dose de 3,3 g/kg de peso corporal, por 52 dias, ndo
alterou a produgio de gametas, niveis de testosterona sérica e ingestio de alimentos (SA et
al.,2003). O efeito mutagénico in vivo foi avaliado empregando-se as mesmas condi¢des
anteriores, ndo sendo observados efeitos genotoxicos nos animais tratados e nenhuma morte

ou prejuizo a fixagdo e desenvolvimento dos embrides (SA et al.,2006).

Estudos de Graca et al. (2007a) evidenciam a seguranca do uso de xarope de guaco
(M. laevigata) em ratos de ambos os sexos. A toxicidade aguda, cronica e subcronica do
xarope, contendo quantidades conhecidas de cumarina, foi avaliada por meio de
administracdes oral e intraperitoneal em ratos Wistar e camundongos Swiss de ambos os
sexos (GRACA et al., 2007a). A DLs, calculada para a administracdo intraperitoneal foi de
0,904 g/kg, para ratos de ambos sexos, ¢ de 0,967 ¢ 0,548 g/kg, respectivamente para ratos
machos ¢ fémeas. Ja o valor de DLs obtido para a dose oral foi de 10g/kg do animal. Doses
orais de 75, 150 e 300 mg/kg, repetidas por 28 ou 90 dias nao produziram nenhum distirbio
em parametros hematoldgicos ou bioquimicos, nem evideciaram toxicidade nos sistemas
hepatico, renal ou pancreatico (GRACA et al., 2007a). Nenhuma efeito toxico na fertilidade
de ratos Wistar foi observada em animais tratados, por gavagem, diariamente com xarope de
M. laevigata (com concentracdes de 3, 5, 7 e 14 mg/kg de cumarina) durante 90 dias

(GRACA et al., 2007b).
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Ensaios clinicos também foram realizados para o guaco, os quais foram publicados
pelo Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais da extinta Central de Medicamentos da
ANVISA (1983 - 1987). Os resultados obtidos evidenciam as a¢des broncodilatadora e
antitussigena do infuso de M. glomerata (BRASIL, 2006b). A ANVISA incluiu a M.
glomerata na lista de registro simplificado de fitoterapicos (Instru¢do Normativa n°5/2008)

com acao terapéutica broncodilatadora e expectorante (BRASIL, 2008).

Pelo exposto, ¢ evidente o interesse da comunidade cientifica no guaco, sendo M.
glomerata a espécie mais estudada. No entanto, M. laevigata e M. glomerata sao
freqlientemente confundidas por apresentarem semelhangas anatomo-morfologicas,
composi¢do quimica e usos medicinais similares (OLIVEIRA et al., 1984; REDHER et al.,
2000a; LIMA et al., 2003a).

A espécie M. glomerata, oficializada como espécie medicinal na Farmacopéia
Brasileira I, teve recentemente sua monografia substituida para M. laevigata na Farmacopéia
Brasileira IV (F.BRAS. I, 1929; F.BRAS. IV, 2005). Antes da substituicdo da espécie na
Farmacopéia Brasileira [V, alguns autores sugeriram a possivel adulteracdo de M. glomerata
com outras espécies de Mikania (CELEGHINI et al., 1999; SHARAPIN et al., 2000).
Celeghini et al. (1999), ap6s estudo de quantificacdo de cumarina em amostras comerciais de
guaco nomeadas de M. glomerata, sugeriram tratar-se de substituicdo ou adulteragdo de M.
glomerata por outras espécies de Mikania, cujo contetdo em cumarina e perfis

cromatograficos ainda ndo haviam sido estudados.

Segundo alguns autores, o uso indistinto de M. glomerata e M. laevigata se deve, a
principio, a similaridade anatomo-morfoldgica e propriedade organoléptica dessas, pois
ambas podem apresentar variacdes na forma das folhas e odor caracteristico de cumarina
(REHDER et al., 2000a; LIMA et al., 2003a). Tal fato constitui um problema de satde
publica, haja visto que adulteracoes e falsificagdes sdo freqiientes no segmento de
fitoterapicos (ZAUPA et al., 2000). Por tratarem-se de espécies distintas ¢ provavel que
apresentem composi¢des quimica qualitativa e quantitativa diferentes e, consequemente,

caracteristicas farmacologicas diversas, as quais devem ser extensivamente investigadas.
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3.3 A QUIMICA DO GENERO Mikania

O género Mikania é composto por cerca de 450 espécies, com distribui¢do em regides
tropicais da América e sudeste da Africa. Destas, em torno de 200 sdo encontradas no Brasil

(RITTER; WAECHTER, 2004).

As espécies do género Mikania apresentam uma composicdo quimica bastante
peculiar, observando-se a predominancia de lactonas sesquiterpénicas ou de acidos
diterpénicos, particularmente do tipo caurano (NUNEZ et al, 2004). Algumas das espécies ja
estudadas foram: M. oblongifolia (VICHNEWSKI et al., 1977), M. officinalis, M. sessilifolia,
M. luetzelburgii, M. belemii (BOHLMANN et al., 1981), M. arrojadoi (BOHLMANN et al.,
1982a), M. glomerata, M. laevigata (OLIVEIRA et al., 1984), M. lindbergii (FABBRI et al.,
1997), M. triangularis (KNUDSEN et al., 1986; CRUZ; ROQUE, 1992), M. hookeriana
(REIS et al., 2000) e M. hirsutissima (OHKOSHI et al., 2004).

Das partes aéreas de M. vitifolia D.C. foram isolados sete diterpenos ent-caurdnicos:
ent-caur-16-en-19-ol (1) e os acidos ent-caur-16-en-19-dico (acido caurenoico) (2), ent-15p3-
hidroxi-caur-16-en-19-6ico (3), ent-15p-cinamoiloxi-caur-16-en-19-6ico (4cido cinamoil-
grandiflorico) (4), ent-7a-cinamoiloxi-15B-hidroxi-caur-16-en-19-6ico  (5), ent-15p-
cinamoil6xi-7a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (6) e ent-15B-hidroxi-7a-(E)-lacnofiloiloxi-caur-

16-en-19-6ico (7) (LOBITZ et al., 1998).

1 R =CH,0OH 3R=H,R’=H
2 R=COOH 4 R = Cin (cinamoila), R’ =H

5R=H, R’ = OCin
6 R = Cin, R’ = OH
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Derivados do acido cauranico, respectivamente os acidos 2fB,16a,17-triidroxi-ent-
cauran-19-6ico (8), 3B,16a,17-triidroxi-ent-cauran-19-6ico (9), 11a,15p-diidroxi-7-O-B-D-
glicopiranosil-ent-caur-16-en-19-6ico  (10) e 1a,15B-diidroxi-7-O-B-D-glicopiranosil-ent-
caur-16-en-19-dico (11), foram isolados do extrato em acetona:agua 1:1 (v/v) de partes aéreas

de M. hirsutissima D.C. (OHKOSHI et al., 2004).

R" 1
COOH :COOH
8R=0OH,R”=H 10R’=H,R”=0H
9R’=H,R”>=0H 11R’=0H,R”=H

Diterpenos labdanicos foram obtidos do extrato diclorometanico de folhas de Mikania
sp. nov, sendo eles os ésteres metilicos dos acidos labda-8(17),12,14-trien-19-6ico (12),
labda-120-ep6xi-8(17),14-dien-19-6ico (13), labda-12B-epoxi-8(17),14-dien-19-6ico (14)
labda-8(17),13(16),14-trien-19-6ico (15), labda-12,13-diidroxi-8(17),14-dien-19-6ico (16),
além do acido labda-12,15-epoxi-8(17),13-dien-19-6ico (17). Também foram isolados da
espécie o éster metilico do acido pimara-9(11),15-dien-19-6ico (18) e o acido eritroxila-3,15-
dien-19-6ico (19) (NUNEZ et al., 2004).

12 14 O
X X AN AN
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18

Nunez et al. (2004) sugerem que 4cidos diterpénicos sdo os principais metabdlitos de
espécies brasileiras de Mikania, sendo possivel sua divisio em dois grupos
quimiotaxondmicos com base no esqueleto diterpénico: ent-cauranos ou labdanos/pimaranos.
No entanto, menos de 10% das espécies conhecidas de Mikania foram estudadas

quimicamente e nenhuma conclusao definitiva pode ser formada.

Outra classe de substincias frequentes em espécies de Mikania sdo as lactonas
sesquiterpénicas, especialmente as do tipo germacrano e eudesmano. Algumas espécies
possuem germacranos altamente oxigenados, tais como 2a-acetoxi-15-isovaleril-miguanina
(20) e Il-a-metoxi-15-isobutiriloxi-9-oxo-germacra-4-£,10(14),11(13)-trien-12,6a-olideo
(21), presentes em Mikania guaco Humb. ex Bonpl. (RUNGELER et al., 2001), 15-
isovaleriloxi-4,5a-epoxigermacra-1(10)E,11(13)-dien-12,8a-olideo (22) e o Sa-hidroxi-15-
isobutiriloxigermacra-1(10)£,3Z,11(13)-trien-12,8a-olideo  (23) presentes em Mikania
holwayana B. L. Robins (CASTRO et al, 1989). Germacranolideos diméricos como
mikagoianolideo (24) também ja foram isolados de M. goyazensis (BOHLMANN et al.,
1982b).

HBCO O
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Sesquiterpenolactonas do tipo eudesmanolideo foram isoladas de Mikania banisteriae
D.C., incluindo 1p,60-diidroxieudesm-4(15)-eno (25); eudesma-4(15),7(11)-dien-83,12-
olideo (26) e eudesma-4(15),7(11),8(9)-trien-12-olideo (27) (LOBITZ et al., 1997).

OH

26 27

A presenca de flavonoides e derivados do acido dicafeoilquinico também foi relatada
para espécies do género Mikania. Como exemplos de compostos destas classes citam-se
glicosideo patuletina 3-O-B-D-6"-(p-cumaroil) (28), mikanina (29) e nepetina (30) isolados de
M. cordata (AGUINALDO et al.,2003) e os ésteres n-butilicos dos acidos 3,5-di-O-
cafeoilquinico (31) e 3,4-di-O-cafeoilquinico (32) isolados de M. micrantha (WEI et
al.,2004).
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Em triagens fitoquimicas de partes aéreas de M. glomerata e M. laevigata foram
identificadas as seguintes classes de metabdlitos secundarios: alcaldides, saponinas, oleo
essencial, taninos e esterdides, ndo constatando a presenca de antraderivados e flavonoides
(OLIVEIRA et al.; 1984). Semelhante aos estudos farmacologicos, a espécie M. glomerata é a
mais investigada em estudos quimicos. Do extrato hexanico de M. glomerata os autores
isolaram cumarina (1,2-benzopirona) (33) e estigmast-22-en-3-ol (34); ja do extrato hexénico

de M. laevigata além de 33 foram isolados os diterpenos caurénicos 2 ¢ 4.

33 34

Santos et al. (1998) isolaram o triterpeno lupeol (35) e o derivado cauranico acido
15B-isobutiriloxi-caur-16-en-19-6ico (36) de extratos hexanicos de M. glomerata, além de 33

e 2.

35

O fracionamento do extrato hexanico de M. glomerata realizado por Veneziani e
Oliveira (1999) levou a identificacdo de 11 fitoconstituintes, dentre esses o triterpeno
friedelina (37), ¢ os esteroides 34 ¢ [-sitosterol (38), além dos diterpenos cauranicos 2, 3, € os
acidos benzoilgrandiflorico (acido ent-15-benzoiloxi-caur-16(17)-en-19-6ico) (39) e 17-

hidréxi-ent-caur-15(16)-en-19-6ico (40), bem como o diterpeno beierano acido ent-beier-
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15(16)-en-19-6ico (41). Os derivados do acido cindmico 33 e acido o-hidroxicindmico (acido

o-cumarico) (42) também foram isolados (VENEZIANI; OLIVEIRA,1999).

N COOH
f EIV
“CooH OH

41 42

Da fragdo cloroformica do extrato etanodlico a 70% de folhas de M. glomerata foram

isolados o 4cido 2-trans-cinamoil-2-acético (43) e siringaldeido (44) (FRANCHI et al. , 2000)

CHO
COOH
A
[::::[:::j// H,CO OCH,
COOH OH
43 44
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Estudos realizados com o6leos essenciais de M. glomerata indicaram uma composi¢do
complexa, com a presenga de monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos hidrocarbonados e
oxigenados, incluindo 6xido de cariofileno (45), espatulenol (46) e a.-pineno (47), além de 33
(BRENZAN; FRANCO, 2007). Rehder et al. (2000a) identificaram o f-cubebeno (48) como
principal constituinte dos dleos essenciais obtidos por arraste a vapor de folhas frescas de M.
glomerata e M. laevigata, cultivadas em pleno sol. Duarte et al. (2005) relataram, no 6leo
volatil de M. glomerata por CG-EM, a presenca de DL-limoneno (0,47%) (49), a-elemeno
(2,24%) (50), a-copaeno (0,88%) (51), B-elemeno (0,795) (52), trans-cariofileno (14,53%)
(53), a-humuleno (1,87%) (54), germacreno-D (41,45%) (55), biciclogermacreno (9,81%)
(56), 5-cadineno (1,42%) (57), elemol (1,97%) (58), germacreno-B (4,14%) (59), espatulenol
(2,97%) (46), oxido de cariofileno (3,48%) (45), epi-a-muurolol (2,06%) (60) e d-cadinol
(3,03%) (61).
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HO
H | Y
N
57 58 59

Do extrato diclorometanico de calos obtidos a partir de segmentos foliares de M.

61

glomerata isolou-se 33 e os esterdides campesterol (62), 34 e 38, ndo tendo sido isolado
nenhum diterpeno do tipo caurano (SANTOS et al., 1999). Esses resultados assemelham-se
aos descritos por Taleb-Contini ef al. (2006), que identificaram por analise de CG dos extratos
diclorometanicos de folhas de M. glomerata, a presenca de 33 e dos diterpenos caurénicos 2,
3 ¢ 40 em planta propagada por estaca, enquanto no material micropropagado acumulou

apenas cumarina (33).

3.4 CONTROLE DE QUALIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS

Recentemente, um numero cada vez maior de métodos analiticos tém sido publicados
para o controle de qualidade de matérias-primas vegetais e fitoterapicos, principalmente pelo
emprego de métodos cromatograficos qualitativos e que empregam quantificagdo simultanea
de marcadores quimicos (ZHAO et al., 2005; YAN et al. 2005; XIE et al., 2007; ZHOU et al.,
2008).

Na China, regulamentacdes do Departamento de Satde determinam que para o

controle de qualidade de preparagdes da Medicina Tradicional Chinesa ¢ necessaria a
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quantificagdo de no minimo dois marcadores quimicos para cada droga vegetal componente

da formulagao (SHI et al., 2005).

No Brasil, a ANVISA regulamenta a validagdo de métodos analiticos através da RE n°®
899, cujas andlises sdo requeridas pelas autoridades de satide brasileiras para o registro de
produtos fitoterapicos (BRASIL, 2003; BRASIL, 2004). Apesar das exigéncias, a existéncia
de protocolos analiticos validados com espécies medicinais brasileiras ¢ incipiente. Sdo
poucos os exemplos que podem ser citados, dentre eles aponta-se Xylopia frutescens Aubl
(MELO et al., 2001), Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek (SOARES et al., 2004), llex
paraguariensis St. Hilaire (GNOATTO et al., 2005), Cecropia glaziovii Snethl (LUENGAS-
CAICEDQO, 2005) e M. glomerata e M. laevigata para determinagdo simultanea de cumarina e

acido o-cumarico (SANTOS et al. 2006).

A determinacdo quantitativa por CLAE-UV para os marcadores quimicos catequina e
epicatequina em extratos aquosos de Maytenus ilicifolia foi recentemente validada. Essa
planta, conhecida popularmente, como espinheira-santa, possui eficacia e seguranga
confirmadas, por estudos clinicos e farmacologicos, para o tratamento de ulcera gastrica, e ¢

comercializada em diversas formulagdes industriais (SOARES et al., 2004).

Gnoatto et al. (2005) validaram um método analitico por CLAE-UV para a
quantificagdo de saponinas triterpénicas em Ilex paraguariensis, uma espécie, cujos ramos e
folhas sdo utilizados para preparo do chimarrdo, chd muito consumido em alguns paises da
América do Sul. Esses autores sugerem a possibilidade do uso de um método similar para

analises de saponinas triterpénicas em outras plantas.

Um método isocratico de eluicdo foi desenvolvido e validado para a determinagdo
quantitativa de derivados cauranicos em Xylopia frutescens por CLAE-UV. Essa espécie,
nativa da Amazonia ¢ uma fonte promissora de acido caurendico, diterpeno que apresenta
atividade in vitro contra Trypanossoma cruzi (MELO et al., 2001).

E por ultimo, um método de quantificacdo simultdnea por CLAE-DAD de 4cido o-
cumarico e cumarina em extratos hidroalcodlicos de M. glomerata ¢ M. laevigata foi
desenvolvido e validado por Santos et al. (2006). Mais detalhes sobre esse ultimo método

constam da Tabela 1, item 3.5.
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3.5 QUANTIFICACAO DE CONSTITUINTES QUIMICOS DE M. laevigata E M.

glomerata

Diversas técnicas cromatograficas quantitativas estdo descritas para M. glomerata e M.
laevigata, focalizando principalmente a determina¢do da cumarina (CELEGHINI et al.,1999;
CABRAL et al., 2001; CELEGHINI et al., 2001; BIAVATTI et al., 2004; DUTRA, 2005;
F.BRAS. 1V, 2005).

Para as determinacdes quantitativas de cumarina (33) em M. glomerata e M. laevigata
as amostras foram extraidas com etanol a 50% (CELEGHINI et al.,1999; CELEGHINI et al.,
2001; DUTRA, 2005; F.BRAS. IV, 2005). A extra¢do conjunta de 33 e acido caurendico (2)
foi relatada em apenas alguns estudos utilizando fluido supercritico, com n-hexano como
solvente extrator, como o método mais eficiente (VILEGAS et al., 1997a; VILEGAS et al.,
1997b). Nos mesmos estudos, maceragdo com n-hexano por 7 dias ou sonicagdo com o

mesmo solvente também se mostraram eficazes na extracdo simultanea de 2 ¢ 33 .

A extragdo por fluido supercritico ¢ um método que, apesar de seu grande potencial,
possui limitagdes tais como o alto custo instrumental e o elevado numero de parametros
necessarios para o controle e otimizacao da extragdo (LANCAS et al., 1997; PINTO et al.,
2006). A extracdo por sonicacdo apresenta, como vantagens, simplicidade de execugdo,
rapidez, realizacdo em condi¢des brandas e a facilidade de implementagdo em laboratorios

para andlises de rotina.

CLAE-UV ou CLAE-DAD sdo técnicas analiticas amplamente empregadas para
quantificar cumarina na droga vegetal e extratos de guaco (CELEGHINI et al.,1999; ABOY
et al., 2000; PEREIRA et al., 2000; CELEGHINI et al., 2001; CABRAL et al., 2001;
BIAVATTI et al., 2004; DUTRA, 2005; F.Bras.IV, 2005). Eluicdo isocratica com misturas de
acetonitrila:dgua ou metanol:agua, em diversas proporcdes, e temperatura do forno de 30 °C,
foram descritas em varios programas de elui¢do para a determinagdo de cumarina nessas
espécies (CELEGHINI et al.,1999; ABOY et al., 2000; PEREIRA et al., 2000; CELEGHINI
et al., 2001; CABRAL et al., 2001; BIAVATTI et al, 2004; DUTRA, 2005; F.Bras.IV,
2005). Apenas um método desenvolvido e validado para a quantificagao de cumarina (33) em
extrato fluido e tintura de M. glomerata utiliza a espectrofotometria derivada de primeira

ordem (OSORIO; MARTINS, 2004).
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A quantificagdo simultanea de constituintes quimicos de Mikania foi relatada em
alguns estudos (VILEGAS et al., 1997a; VILEGAS et al., 1997b; SANTOS et al., 2006).
Acido caurendico (2) e cumarina (33) foram quantificados em M. glomerata por
cromatografia gasosa (VILEGAS et al., 1997a; VILEGAS et al., 1997b) e por CLAE em
extratos de M. glomerata e M. laevigata, empregando eluicdo isocratica de acetonitrila:agua
(20:80 v/v), contendo 0,01% de acido acético, fluxo da fase movel de 1,2 mL, temperatura de

30°C e detecgdao em 275 nm (SANTOS et al., 2006).

A descricdo de diversas condicOes extrativas e cromatograficas empregadas nos
métodos de quantificacdo de constituintes quimicos em folhas de M. glomerata e M.

laevigata, encontradas na revisdo bibliografica realizada estdo apresentadas na Tabela 1.
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3.6 MANEJO AGRONOMICO DE PLANTAS MEDICINAIS

Lourenzani et al. (2004) visando apontar sob quais condigdes a exploracdo econdmica
de plantas medicinais representa uma ameaga, ou uma oportunidade na geracao de renda para
agricultores familiares, demostraram que técnicas de cultivo inadequadas, caréncia de
informagdes e de estudos cientificos agrondmicos sdo ameagas a cadeia produtiva de plantas
medicinais no Brasil. Nesse ponto, pesquisas agrondmicas direcionadas ao estabelecimento de
técnicas de cultivo de plantas medicinais, além de incrementarem o potencial produtivo e
contribuirem para a preservagdo das espécies, sdo capazes de produzir drogas vegetais dentro

dos parametros de qualidade exigidos pela ANVISA.

Além da base genética, fatores edafoclimaticos influenciam sobremaneira o
desenvolvimento de espécies vegetais ¢ a biossintese de metabdlitos secundarios (BROWN
JUNIOR, 1988; KSOURI et al., 2008). Fatores ambientais podem favorecer ou inibir o
desenvolvimento de plantas e influenciar a composicdo de principios ativos, uma vez que
afetam diretamente a producdo de fitomassa e as vias biossintéticas dos metabolitos

secundarios (BROWN JUNIOR, 1988; DIXON; PAIVA, 1995; GONCALVEZ et al., 2005).

A luz tem um notavel efeito no crescimento da planta e na biossintese desses
metabdlitos, uma vez que esta ¢ a fonte de energia para os processos fotossintéticos e atua
como sinalizador que regula por meio de de fotoreceptores o crescimento, a diferenciagdo e o
metabolismo das plantas (AFREEN et al., 2005). A eficiéncia fotossintética afeta diretamente
o crescimento e a adaptabilidade das plantas ao ambiente (TAIZ; ZEIGER, 2004). Em
presenca da luz, a clorofila ¢ constantemente sintetizada e destruida pelo processo de
fotoxidagdo, sendo sua velocidade de decomposicao diretamente proporcional a elevada
intensidade luminosa, prejudicando o processo de assimilagao de carbono e, em conseqii€ncia,
os processos fisiologicos e biossintéticos relacionados (TAIZ; ZEIGER, 2004; EDREVA,
2005). Diversos estudos tém mostrado a influéncia da luz sobre a sintese de metabdlitos
secundarios em plantas medicinais (ZAVALA; RAVETA, 2001; CASTRO et al, 2001;
CASTRO et al., 2006; ABREU; MAZZAFERA, 2005; AFREEN et al., 2005).

Devido a influéncia dos fatores ambientais na atividade fisioldgica das plantas, novas
tecnologias de produgdo estdo surgindo e inovando a agricultura, visando maximizar os
processos produtivos (CORREA, 2008; POLYSACK..., 2008). Dentre essas tecnologias, o

uso de malhas termo-refletoras ¢ uma opgao recentemente empregada no Brasil, pois permite
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manejar a diferenca de temperatura entre o dia e a noite, possibilitando a formacdo de
diversos microclimas, de acordo com a malha utilizada, protegendo as espécies vegetais da
radiacdo solar excessiva e conservando o calor no interior do ambiente (POLYSACK...,
2008). Por outro lado, o cultivo protegido tradicional, além de exigir estrutura onerosa,
proporciona efeito estufa pela cobertura plastica, que é prejudicial em épocas quentes do ano e
as telas de sombreamento (sombrites), na maioria das vezes, ndo proporcionam niveis

adequados de luz, afetando o desenvolvimento e a produgio (CORREA, 2008).

As malhas termo-refletoras, comercialmente conhecidas por Aluminet®, estdo sendo
utilizadas no cultivo de espécies ornamentais, olericolas e frutiferas proporcionando
resultados significativos na produgdo de fitomassa (SUAREZ, 1999; MANGETTI, 2002;
MEDINA; MACHADO, 2006). Em plantas medicinais alguns trabalhos tém demonstrado a
influéncia na producdo de fitomassa e nos teores de metabolitos secundérios sob condicdes
ambientais controladas por induzir alteragdes fisiologicas e bioquimicas na planta (AFREEN
et al., 2005; ABREU; MAZZAFERA, 2005; CHAGAS, 2005; PINTO et al., 2007; CORREA,
2008).

Em particular, M. glomerata apresentou respostas diferentes frente a variagdes de
intensidade de luz e fotoperiodo em ambientes controlados. Castro et al. (2006) avaliaram a
influéncia de quatro niveis de luz (pleno sol, 70%, 50% e 30%), utilizando telas preta de
nylon, conhecidas como sombrite e quatro fotoperiodos (8, 12, 16 e 20 h) em plantas jovens
(100 dias de idade), cultivadas em vaso, quanto ao teor de cumarina (33) nas folhas e caules.
O estudo demonstrou que ndo ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre os
teores de 33 nas folhas (0,44-0,60%) e nos caules (0,14-0,29%) nos 4 niveis de luz estudados
(CASTRO et al., 2006). No entanto, o periodo de luz recebido pelas plantas influenciou
significativamente o teor de 33 nas folhas, sendo o fotoperiodo de 16 h de luz o que

apresentou maior teor desse constituinte (0,62%).

Além do efeito da luz, o metabolismo secundario das plantas ¢ influenciado pelos
varios outros fatores que caracterizam o estagio ontogé€nico. Essa influéncia tem sido estudada
em muitas espécies de plantas medicinais (PEREIRA et al., 2000; WITZELL et al. 2003;
BRESCIANI et al. 2004; TAN et al., 2008). A variagdo na concentracdo de acido caurendico
(2), diterpeno bioativo presente nas folhas, flores, caules e raizes de Wedelia paludosa D.C.

(Asteraceae) foi avaliada por Bresciani ef al. (2004) nas diferentes estagdes do ano. Os
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resultados indicaram que as concentracdes de 2 sdo maiores nas raizes e nos caules durante o

outono, com valores de 6,65 e 4,96 mg/g de biomassa seca, respectivamente.

Estudos realizados por Pereira et al. (2000) para a espécie M. glomerata mostraram
que o teor de cumarina (33) nas folhas de plantas com um ano de idade, cultivadas na regido
de Ribeirdo Preto, SP, variou nos diferentes meses do ano. Esses autores observaram que os
teores de 33 foram maiores nas colheitas realizadas nos meses de janeiro (0,24%) e julho

(0,29%).

Com relagdo aos parametros agrondmicos disponiveis sobre os guacos, destacam-se
algumas recomendagdes. Para a propagagdo, recomenda-se a estaquia semi-lenhosa,
utilizando estacas com um nd na parte apical contendo um par de folhas inteiras
(aproximadamente 100 sz) (LIMA et al., 2003a). O plantio deve ser realizado em covas
adubadas com fertilizantes organicos (humus ou esterco de curral), em espagamento de 2,0 m
entre plantas ¢ de 2,5 m entre linhas (FIGUEIRA et. al., 1991; PEREIRA et al., 1998). Para o
cultivo é necessario tutorar a planta em espaldeiras, realizando amarragdes periodicas dos
ramos nos arames no sentido anti-horario, ja que o guaco ¢ uma planta levogira (LIMA et al.,
2003b). A colheita das folhas pode ser realizada no periodo da tarde, apos 16 meses do
plantio, sendo possivel, em escala de produ¢ao, colher duas a quatro vezes por ano, sempre
deixando pelo menos 30% dos ramos com folhas na planta, para permitir sua recuperacao
vegetativa (PEREIRA et al., 2000; LIMA et al., 2003b). Em relacdo a colheita, folhas de M.
glomerata coletadas em diferentes posi¢des da planta apresentam diferencas nos teores de
cumarina, sendo que aquelas colhidas nas regides basal (0,30%) e mediana (0,42%)
apresentaram teores menores que aquelas colhidas no dpice dos ramos (0,70%) (CASTRO et
al., 2006). Esses resultados corroboram os dados relatados por Pereira et al. (2000), nos quais
folhas de M. glomerata com dois anos de idade também apresentaram maiores teores de
cumarina nas partes apicais dos ramos (0,44%) e a comparacdo direta entre folhas jovens e

maduras confirmaram a produc¢do de cumarina em tecidos jovens.

3.7 QUALIDADE POS-COLHEITA DE PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas medicinais para a produgéo de fitoterapicos demanda uma série
de estudos necessarios para garantir eficacia, seguranca, qualidade e estabilidade da matéria-

prima vegetal e do produto acabado (FDA, 2004; BRASIL, 2004). Na maioria das vezes, o
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efeito terapéutico de uma planta medicinal ¢ resultante do sinergismo de seus constituintes
ativos, sendo diretamente influenciado por suas concentracdes no material vegetal ou
derivados (LI et al., 2007). Porém, o armazenamento de drogas vegetais em condigdes
ambientais pode acarretar alteracdes qualitativas e quantitativas dos constituintes quimicos e,
essas alteracdes, por sua vez, podem resultar em variagdes na intensidade e/ou natureza da

atividade bioldgica (SONAGLIO, 1991).

Dessa forma, ¢ fundamental que se estabelecam métodos seletivos, precisos e
reprodutiveis para o controle de qualidade das drogas vegetais, uma vez que a matéria-prima
vegetal afeta diretamente a fase inicial do ciclo de processamento tecnologico de fitoterapicos
e pode comprometer, consideravelmente, a qualidade do produto acabado (NAKAZAVA,
1999). Dentre os métodos de controle de qualidade disponiveis, analises de perfis
cromatograficos (fingerprints) tém recebido cada vez mais a atengdo da comunidade cientifica
internacional para o controle de qualidade de plantas medicinais e seus derivados devido a
sensibilidade do método (DRASAR; MORAVCOVA, 2004). Métodos cromatograficos tém
sido empregados ndo somente na analise da autenticidade de drogas vegetais, mas também na
avaliacdo das condi¢des de crescimento das plantas, sazonalidade da colheita, métodos de
processamento e periodos de armazenamento da droga vegetal (DRASAR; MORAVCOVA,
2004).

Yang et al. (2005) avaliaram por meio de perfis cromatograficos obtidos por CLAE-
DAD a estabilidade quimica de amostras de Hypericum japonicum Thumb, estocadas por 1
ano em local frio, seco e ventilado. Nao foram observadas alteragdes nos perfis
cromatograficos analisados, e os autores concluiram que essa droga vegetal pode ser estocada

por esse periodo (YANG et al., 2005).

Usando perfis cromatograficos de referéncia obtidos por CLAE-DAD-EM, juntamente
com marcadores quimicos, Li ef al. (2007) avaliaram os efeitos no tempo de armazenamento
(1, 2 e 3 anos) de amostras de Cephalotaxus sinensis (Rehd et Wile) Li na estabilidade de

flavonoides, a qual se manteve estavel durante os 3 anos de estocagem.

A estabilidade de trés diterpenos presentes em folhas pulverizadas de Andrographis
paniculata (Burm.f.) Nees, mantidas em saco plastico e estocadas a temperatura ambiente por
0, 3, 6, 11, 12 e 15 meses, foi avaliada por Pholphana et al. (2004). Esses autores

demostraram que o diterpeno 14-desoxi-11,12-didesidro andrografolideo (63) teve sua
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concentracdo aumentada, enquanto o contetido de neoandrografolideo (64) flutuou durante o

periodo de estocagem e o andrografolideo (65) foi o mais estavel dos diterpenos.

HO™ ™
CH,OH OHC
H
HO"" )
OH OH HOH,C
64 65

Alteragdes na composi¢do quimica de inflorescéncias de Achyrocline satureoides
(Lam.) DC (marcela) durante a estocagem, foi relatada por Sonaglio et al. (1991), utilizando
perfis cromatograficos em CCD sobre celulose e cromatografia em papel, com concomitante
quantificagdo de quercetina (66) por espectrofotometria no ultravioleta. O material vegetal foi
coletado em diferentes regides do Rio Grande do Sul e submetido a armazenamento em
temperatura ambiente, durante 10 e¢ 30 meses. Os resultados indicaram que ocorreram
modificacdes nos perfis cromatograficos de todas as amostras analisadas, caracterizadas por
diminui¢do na intensidade e desaparecimento de picos, além de significativa reducdo do teor
de 66.

OH
OH

HO O

OH

OH O 66

Sabe-se que plantas medicinais sofrem alteragdes na composicdo quimica apos a

colheita (FENNELL et al., 2004). Este aspecto ¢ de grande relevancia para a qualidade de
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fitoterapicos e entre as diversas exigéncias da RDC 48/2004 da ANVISA, consta que se deve
garantir a integridade quimica da droga vegetal (BRASIL, 2004).

De acordo com Fennell et al (2004), poucos estudos tém sido realizados
mundialmente para investigar os efeitos de praticas de pds-colheita na composi¢do quimica de
plantas medicinais e, ainda mais reduzido, ¢ o numero de estudos relacionados a estocagem e
tempo de validade. Grande parte dos estudos de conservacdo pds-colheita de plantas
medicinais e aromaticas focaliza apenas a qualidade sensorial e microbiologica do material
armazenado (PAAKKONEN et al., 1989; PAAKKONEN et al., 1990; MALMSTEN et al.,
1991; SANKAT; MAHARALJ, 1996; SILVA et al. 1999; COSTA et al., 1999), embora alguns
trabalhos recentes relatam os efeitos da estocagem na atividade biologica das plantas
medicinais, associando ou ndo com analises dos perfis cromatograficos das espécies
(GRIGGS et al., 2001; FENNELL et al., 2004; STAFFORD et al., 2005; NAITHANI et al.,
2006).

No que se refere as espécies de guaco, existem poucos dados sobre a qualidade pos-
colheita das drogas vegetais. Contudo, alguns autores relatam que a secagem das folhas de M.
glomerata em estufa com circulagdo forcada de ar a 35-37 °C conserva melhor as
caracteristicas visuais originais da folha, bem como garante um maior teor de cumarina
(COSTA et al., 1999; PARENTI et al., 2001). Costa et al. (1999) demostraram que a secagem
das folhas de M. glomerata, sem prévia lavagem, resulta em maior contaminacao
microbioldgica, mas que ndo houve diferenca entre os tipos de embalagem avaliados na
preservacdo dessa matéria-prima, pois a carga flingica manteve-se dentro dos padroes
aceitaveis. Nao foi encontrado, na revisdo bibliografica realizada, nenhum estudo avaliando

alteracdes na composicao quimica de M. laevigata e M. glomerata durante a estocagem.

Entretanto, ha de se considerar o exemplo classico da conversdo de cumarina a
dicumarol em folhas fermentadas de Melilotus spp, devido ao armazenamento inadequado das
folhas e inflorescéncias secas dessas espécies. O dicumarol apresenta elevada toxicidade, pois
interfere no mecanismo de coagulagdo sanguinea, conduzindo a processos hemorragicos
graves, como foi observado em animais que comeram essa pastagem fermentada (KUSTER;

ROCHA, 2003).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 EQUIPAMENTOS

Agitador magnético, Corning, modelo PC-420.

Aparelho de ponto de fusdo, MQAPF-301, Microquimica.
Balanga analitica AB 204, Mettler Toledo, com precisdo de 1,0 mg.
Balanga analitica BP 210D, Sartorius, com precisao de 0,01 mg.
Balanga semi-analitica NC 1080, Nucleo, com precisdo 1,0 mg.
Banho de ultra-som, Thornton, modelo S0HT, 40 Hz.

Banho de ultra-som, Thornton, modelo T14.

Banho de ultra-som, Unique, modelo USC 1400.

Banho-maria, Fanem, modelo 120/4.

Centrifuga, Fanem, modelo 205-N.

Desumidificador, ARSEC, Modelo RF 610/220V.

Espectrometro de infravermelho, Perkin-Elmer FT-IR; modo ATR com referéncia

interna

Espectrometros de ressondncia magnética nuclear, Bruker Advance DRX200 e

DRX400.

Estufa ventilada, Fanem, modelo 315/9.

Evaporador rotatorio, Buchi, modelo B-480.

Fonte de luz UV, Spectroline, modelo 977 C.

Microcentrifuga, Cientec, modelo 14000D.

Micropipeta, volume ajustavel de 100—1000 uL, Eppendorf, modelo 3111000.165,

Micropipetas, volume ajustavel de 20-200 puL e 100-1000 pL, Transferpette-Brand,
modelo 704178,

Moinho de facas, Marconi, modelo MA 680.
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e Polarimetro ADP220, Bellingham Stanley Ltd.

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu®, em escala preparativa,

bombas mod. LC-8A, detector UV-VIS mod. SPD-6AV e integrador CR-4A.

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters® 2695, composto de injetor
automatico, bomba quaternaria L-6200* com degaseificador de linhas, detector de
arranjos de diodos PDA 2996 e sistema computadorizado operado pelo software

Empower (Waters®).
e Sistema de purificagdo de dgua Millipore, Milli-Q pjys.

e Soprador serigrafico, Sternel, modelo HL 500.

4.2 SUBSTANCIAS DE REFERENCIA E SOLVENTES

e Acetonitrila, grau CLAE, Merck.
e Acido caféico, Sigma-Aldrich, pureza declarada >98% (CLAE).

e Acido caurendico isolado de Wedelia paludosa D.C. (Asteraceae), cedido pelo Dr.
Ronan Batista do Departamento de Estudos Basicos ¢ Instrumentais (DEBI) da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB).

e Acido caurendico isolado de Xylopia frutescens Aubl. (Annonaceae), cedido pela Dra.
Jacqueline A. Takahashi do Departamento de Quimica (ICEX) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMQG).

e Acido cinamico, Sigma-Aldrich, pureza declarada >99%.

e Acido clorogénico, Sigma-Aldrich, pureza declarada >95% (titulag?o).

e Acido fertlico, Sigma-Aldrich, pureza declarada >99% (CLAE).

e Acido iso-ferulico, Sigma-Aldrich, pureza declarada >97% predominantemente trans.

e Acido o-cumérico, Sigma-Aldrich, pureza declarada >97% (titulagdo)

predominantemente trans.
e Acido ursélico, Sigma-Aldrich, pureza declarada >90%.

e Acido oleandlico, fonte Sigma-Aldrich, pureza declarada >97%.
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e Acido fosférico, grau P.A, Merck.

e Acido acético glacial, grau P.A, Merck.

e Acido formico, grau P.A, Merck.

e Acido sulfurico, grau P.A, Merck.

e Acido fosforico, grau CLAE, Merck.

e Alcool etilico 96 °GL e absoluto, Quimex.

e [-sitosterol, Sigma-Aldrich, pureza declarada >90%.

e Cloroférmio deuterado, Cambridge Isotope.

¢ Cumarina, Sigma-Aldrich, pureza declarada >99% (CLAE).

e Solventes grau P.A Quimex: n-hexano, diclorometano, cloroféormio, acetato de etila,

acetona, éter etilico, metanol, etanol absoluto.

e Metanol, grau CLAE, Merck.

4.3 MATERIAIS DE CONSUMO

e Arame galvanizado

e Bandeja de poliestireno expandido com 128 células, 676 x 340 x 60 mm

e Bicarbonato de sodio, P.A., Quimex.

e Carvio ativo, Synth®

e Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (125 x 4 mm d.i., 5 um; Merck.

e Coluna Shim-pack Prep Sil (silica gel, 250 x 10 mm d.i.), Shimadzu.

e Coluna Shim-pack Prep-ODS (H) (250 x 10 mm d.i.), Shimadzu.

e Colunas cromatograficas de vidro 53 x 102,0 cm, 6,8 cm d.i.; 54 x 105 cm, 23 mm d.i.
e Cromatofolhas de silica gel 60, 20 x 20 cm, Merck.

e Cromatoplacas de vidro 10 x 5; 10 x 10 e 10 x 20 cm

e (Cubas de vidro, Pirex.
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e Adubo orgénico bovino

e Frascos de penicilina com tampa de borracha

e Frascos de vidro com tampa e septos de teflon para CLAE, Merck.
e Frascos de microcentrifugacdo, Eppendorf.

e Hidréxido de amodnio P.A., Quimex.

e Malha termo-refletora Aluminet 40-O, Polysack.

e Malha termo-refletora Aluminet 80-O, Polysack.

e Mourdo de eucalipto tratado.

e Papel de filtro qualitativo.

e Pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (4 x 4 mm d.i., 5 um), Merck®.
e Pré-coluna ODS 3263, Shimadzu.

e Pré-coluna SIL 3227, Shimadzu.

e Silica gel 60G, malha 70-230 um. Merck

e Silica gel 60G, malha 0,2-0,5 mm e 0,063-0,200 mm, Merck

e Substrato comercial, Plantimax®

e Sulfato de so6dio anidro P.A., Quimex

e Termohigrometro, THG 312, Oregon Scientific

e Vials de vidro para CLAE com tampas e septos de silicone e politetrafluoretileno,

Merck.

e Vidrarias diversas.
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4.4 SOLUCOES REVELADORAS EMPREGADAS EM CCD

4.4.1 Reagente de Liebermann-Burchard (WAGNER et al., 1984)

Adicionaram-se 5 mL de anidrido acético e 5 mL de acido sulfirico a 98% v/v a 50
mL de alcool etilico absoluto, sob resfriamento. A placa é borrificada com a solucdo e, em

seguida revelada sob aquecimento.

4.4.2 Solucio de anisaldeido (WAGNER et al., 1984)

Misturaram-se 0,5 mL de anisaldeido, 10 mL de acido acético glacial, 85 mL de
MeOH e 5 mL de acido sulfurico a 98 % v/v, nesta ordem, sob resfriamento. A solucdo foi
armazenada, até o momento de uso, a 4 °C. A placa ¢ borrificada com a solugdo e, em seguida

revelada sob aquecimento.

4.4.3 Solugio de NP/PEG (WAGNER et al., 1984)

Para o preparo da solucdo de NP dissolve-se 0,1g de difenilboriloxietilamina (NP) em
10 mL de MeOH. Essa solucao foi armazenada até o momento de uso, a 4°C. A solucdo de
polietilenoglicol ¢ preparada por meio da dissolucdo de 0,5 g de polietilenoglicol 4000 (PEG)
em 10 mL de etanol e armazenada a temperatura ambiente at¢ o momento do uso. Para a
revelagdo borrifa-se a placa com NP e, em seguida, com PEG. Sob luz UV 365 nm ocorre a

intensificacdo da fluorescéncia de 4cidos orgénicos fendlicos e cumarina.

4.4.4 Vapores de amonio (WAGNER etz al., 1984)

A placa de CCD foi depositada no interior de uma cuba cromatografica saturada com
vapores de hidréxido de amonio por 10 min. Sob luz UV 365 nm ocorre a intensificacao da

fluorescéncia de acidos orgénicos fendlicos e cumarina.

4.5 IDENTIFICACAO BOTANICA DAS ESPECIES

As espécies vegetais objeto desse estudo foram herborizadas e depositadas em dois
herbarios distintos. Exsicatas de M. laevigata Schultz Bip. ex Baker e M. glomerata Sprengel

foram depositadas no herbério do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
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Grande do Sul (UFRGS), sob o registro ICN 141990 e ICN 141992, respectivamente. O
segundo foi depositado no Herbario SPF do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo, coletor Suzan Kelly Vilela Bertolucci, exemplar 1 e 3, sendo respectivamente,
classificadas como M. laevigata e M. hatchbachii. Segundo Ritter e Miotto (2005) M.

hatschbachii G.M. Barroso ¢ sinébnimo de M. glomerata Sprengel.

4.6 CULTIVO DAS ESPECIES

Os experimentos foram instalados e conduzidos em campo experimental do Setor de
Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(DAG/UFLA), situado nas coordenadas geograficas 21° 14 S e 45° 00 W, a 918 m de
altitude. Segundo a classificacdo climatica de Koppen (1948), o clima regional ¢ do tipo CWa,
com caracteristicas CWb, com duas esta¢des definidas: quente e chuvosa, de outubro a marco

e, amena e seca, de abril a setembro.

As mudas do material vegetal originaram-se de plantas matrizes de M. glomerata e M.
laevigata pertencentes ao Horto Medicinal do DAG/UFLA. Estacas de 15 cm de
comprimento, retiradas dos ter¢os médios dos ramos, com um par de folhas, foram cultivadas
em bandejas de poliestireno expandido com 128 células, contendo substrato comercial
Plantimax®, em casa de vegetagdo, com umidade relativa de 75% e temperatura média de 26
+ 2°C. Apds a multiplicacdo das mudas, estas foram transplantadas para o campo

experimental.

O plantio das mudas de guaco foi feito em espagamento de 2 x 2 m, sob tutoramento,
sendo realizado sob trés niveis de radiacdo: a pleno sol (0% de interceptacdo da radiacdo
solar) e sob malhas termo-refletora aluminizada (Aluminet®) com 40% e 80% de

interceptacdo da radiagdo solar. O telado foi revestido na parte superior e nas laterais.

A adubagao de plantio foi de 5 litros de adubo organico bovino por cova, mantendo-se
a adubacgdo anual de 2 litros de esterco por planta. Os tratos culturais rotineiros como
irrigagao, controle de plantas daninhas, pragas ¢ doengas foram realizados ao longo dos

ciclos. Na Figura 2 observa-se um croqui da area experimental em cada nivel de radiagao.
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MG ML MG
MG ML MG
ML MG ML
ML MG ML

Figura 2. Croqui da area experimental MG: M. glomerata e ML: M. laevigata.

Os dados climatoldgicos referentes ao tratamento “pleno sol” foram coletados na
Estacdo Climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA, situada cerca de

200 m do local experimental, e sdo referentes as médias estacionais.

4.7 PREPARO DOS EXTRATOS

Apds um ano e quatro meses de cultivo, em janeiro de 2005, foram realizadas coletas
de folhas de M. glomerata e M. laevigata cultivadas ao pleno sol para isolamento dos
marcadores quimicos das espécies. A coleta das folhas foi realizada por amostragem geral dos
ramos, tomando-se folhas em todas as partes da planta, ou seja, no apice, na base e na parte

intermediaria, obtendo-se uma amostra composta do material vegetal.

As folhas de M. glomerata e M. laevigata foram secas em sala escura, com
desumidificador, a 35 £ 1 °C. O material vegetal foi pulverizado separadamente em moinho
de facas e tamisado em peneira de 0,85 mm de malha, sendo, entdo, submetido a extracao por
percolacdo com etanol comercial a 92,8 °INPM. Foram utilizados, respectivamente, 4,0 ¢ 2,0
Kg de pod das folhas de M. laevigata e M. glomerata para o preparo dos extratos. O solvente
extrator foi removido em evaporador rotatorio, a 50 °C, sob pressdo reduzida, resultando em
564,9 g e 331,6 g de extratos, respectivamente para M. laevigata ¢ M. glomerata. Porém, a
massa obtida para M. glomerata foi dividida em 2 por¢des correspondentes a massa de extrato
obtida até 30 dias de percolagdo (171,2 g) e a obtida ap6s 30 dias de percolagdo (160,4 g).
Esses extratos foram denominados G; e G,, respectivamente, correspondentes ao periodo

anterior e ap6s 30 dias de percolacdo. Esses extratos ndo foram reunidos visto que apds 30
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dias de percolagdo observou-se o aparecimento de cristais durante a evaporagdo do solvente

extrator.

Os extratos etandlicos secos foram armazenados em frascos de vidro e conservados em

freezer a -20°C.

4.8 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DOS EXTRATOS DE M. laevigata E M.

glomerata

Os extratos foram fracionados visando o isolamento dos marcadores quimicos das

espécies [cumarina (33) , acido caurenoico (2) e outros constituintes majoritarios)].

4.8.1 Concentracao das fragoes

As fracdes recolhidas foram concentradas em evaporador rotatorio a 45°C, sob pressio
reduzida, e transferidas para frascos previamente tarados. Para a eliminacao total do solvente,
antes da pesagem, os frascos foram mantidos sob jato de ar frio e, posteriormente, em

dessecador sob vacuo por, no minimo, 48 horas.

4.8.2 Monitoramento do fracionamento cromatografico

Nos fracionamentos realizados, a composi¢do qualitativa das fragdes obtidas foi
monitorada por CCD de silica gel, observando-se os cromatogramas sob luz visivel e
ultravioleta a 365 nm, antes e apds a revelacdo com solugdo de anisaldeido, Liebermann-

Burchard, NP-PEG ou vapores de hidroxido de amdnio.

As fragdes foram reunidas a partir das semelhancas nos perfis cromatograficos, sendo
também obtidos perfis por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para as fragoes

reunidas e as substancias isoladas.

4.8.3 Analises qualitativas por CLAE-FR

Foram obtidos perfis cromatograficos por CLAE-FR para os extratos brutos, grupos de

fragdes reunidas e co-injecao com substancias de referéncia dos marcadores quimicos.



Parte Experimental 55

4.8.3.1 Preparo das amostras

As amostras foram pesadas diretamente para frascos plasticos do tipo eppendorf para
microcentrifugacdo e solubilizadas em 1.000 uL. de MeOH grau CLAE, na concentracdo de
10 mg/mL para os extratos, 5 mg/mL para as fracdes e 1 mg/mL para as substancias isoladas.
As amostras foram solubilizadas com auxilio de sonicacdo, durante 15 min, seguido de
centrifugacdo a 8.400 g, por 10 min. Empregaram-se os sobrenadantes para andlise por
CLAE. Foram injetadas aliquotas de 10 pL dos sobrenadantes, de modo automatico, no

sistema cromatografico Waters.

4.8.3.2 Condigdes cromatograficas

Perfis cromatograficos exploratorios foram obtidos para os extratos brutos de M.
laevigata e M. glomerata, fragGes e substancias de referéncia, empregando-se coluna e pré-
coluna LiChrospher” 100 RP-18 (125 x 4 mm d.i., 5 pm) e fluxo de 1 mL/min. As analises
foram realizadas a 40 °C, com deteccdo no comprimento de onda de 210 nm. Espectros no
UV, na faixa de 205 a 400 nm, foram registrados on-line para cada pico. Foi utilizado o

gradiente linear descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Gradiente de elui¢do empregado para registro dos perfis comatograficos exploratdrios por
CLAE-FR.

Tempo (min) A (%) B (%)
0 95 5
65 5 95
70 5 95
75 95 5
85 95 5

Legenda: A= 4gua. B = acetonitrila. Ambos os eluentes foram
acidificados com 0,1% de acido fosforico.

4.8.4 Purificacio por CLAE-FN em escala preparativa

As fragdes contendo diterpenos cauranicos foram purificadas por CLAE-FN em escala
preparativa. Para tanto, foi utilizada coluna Shim-pack Prep Sil (silica gel, 250 x 10 mm d.i.,

Shimadzu®) e pré-coluna SIL 3227 (Shimadzu®), com eluigio isocratica de hexano:éter etilico



Parte Experimental 56

7:3, fluxo de 5 mL/min, a temperatura ambiente, e detec¢do no UV em 220 nm. As injegoes

foram realizadas no modo manual.

Para as injegdes foram pesados 30 mg da fragdo, diretamente em frascos plasticos para
microcentrifugacdo, seguindo-se solubilizagdo em 1 mL de éter etilico destilado. Para
completa solubilizacdo das amostras, essas foram submetidas a sonicac¢do por 15 min, seguida
de centrifugacdo a 8.400 g, por 10 min. Os sobrenadantes foram recolhidos e injetados no

cromatografo.

Para a eluicdo, empregaram-se solventes com grau de pureza analitico, previamente

destilados.

4.8.5 Fracionamento cromatografico e purificacio de constituintes quimicos de

Mikania laevigata

O fluxograma da Figura 3 (pag. 64) representa o fracionamento realizado e substincias

isoladas a partir de M. laevigata.

4.8.5.1 Fracionamento do extrato bruto por filtracdo em silica gel

Uma por¢ao do extrato etanolico de folhas de M. laevigata (500 g ) foi submetido a
filtracdo em silica gel em coluna aberta (malha 0,2-0,5 mm, 582 g, 47,5 x 6,8 cm d.i.).
Procedeu-se a filtragdo a pressdo atmosférica, empregando-se a série eluotropica descrita na
Tabela 3. Foram recolhidas fragdes de 1000 mL. O fracionamento forneceu 209 fragdes que

foram reunidas em 6 grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Fracionamento preliminar do extrato etandlico bruto de M. laevigata por filtragdo em silica

gel.

Fracio Eluente | Grupos Fracdes de origem Massa (g)

1-99 HX LH;A 1-28 6,76

100-175 DCM LH;B 29-99 139,54

176-197  EtOAc LDA 100-104 35,06

198-209 MeOH LD;B 105-175 29,02

LA, 176-197 35,26

LM, 198-209 219,54

Total 465,18

Legenda: HX: n-hexano, DCM: diclorometano; EtOAc: acetato de etila; MeOH:
metanol.
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4.8.5.2 Fracionamento do grupo LD, A por filtracdo em silica gel

O grupo LD;A (item 4.8.5) apresentou diterpenos caurdnicos em sua constitui¢ao,
segundo analises de CCD e CLAE-FR. Assim, uma por¢do de 33,0 g dessa fracdo foi
submetida novamente a filtragdo em silica gel (malha 0,2-0,5 mm; 159,5 g, 63 X 6,8 cm).

Empregou-se a série eluotropica descrita na Tabela 4, sendo recolhidas fragdes de 125 mL.

Tabela 4. Fracionamento do grupo LD1A por filtragdo em silica gel.

Fracao Eluente Grupos Fragdes de origem Massa (g)
1-43  HX:DCM (7:3) L, 1-62 20,82
44-87 DCM LD, 63-87 1,79
88-890 DCM:EtOAc (1:1) LDA, 88-89 4,72
Total 27,33

Legenda: HX: n-hexano; DCM: diclorometano; EtOAc: acetato de etila.

4.8.5.3 Refracionamento do grupo L, por CCS

Analise por CLAE-FR, empregando-se substancias de referéncia, indicou o grupo L,
(item 4.8.5.2) com composi¢do abundante em diterpenos cauranicos. Assim, uma porcao de
20 g desse grupo foi incorporada a 20 g de silica gel e submetida a cromatografia em coluna
aberta de silica gel (malha 0,063-0,200 mm, 800 g, 53 X 6,8 cm). Empregou-se a série

eluotropica descrita na Tabela 5, recolhendo-se fracdes equivalentes a 400 mL.

O grupo L;F apresentou-se como um solido branco cristalino (191,10 mg) com forte
odor caracteristico de cumarina e o grupo LsH como um so6lido branco amarelado (306,4 mg).
Os soélidos obtidos foram analisados por CCD e CLAE-DAD (condigdo exploratorias item
4.8.3.2) e pela comparagdo dos tempos de retencdo, espectros no UV e co-injecdo com
substancia de referéncia. O grupo Ls;F apresentou grau de pureza satisfatéria para sua
caracterizagdo por métodos espectrométricos (IV, RMN de °C e 'H) (item 5.2.1). O grupo
L;H foi submetida a purificagao posterior por CCS (item 4.8.5.4).

Analises dos perfis cromatograficos por CCD e CLAE-DAD dos grupos L;K e L;N
indicaram a presenca de diterpenos cauranicos distintos, sendo essas selecionadas para

posterior fracionamento.
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Tabela 5. Refracionamento cromatografico do grupo L, por CCS.

Fracao Eluente Grupos Fracoes de origem Massa (mg)
1-22 HX Ls 1-22 170,40
23-46 HX:DCM (9:1) L;A 23-46 80,10
47-64 HX:DCM (8:2) L;B 47-64 135,00
65-81 HX:DCM (7:3) Ls;C 65-81 67,00
82-119 HX:DCM (6:4) L;D 82-119 161,00
120-172  HX:DCM (1:1) L;E 120-139 178,40
173-207  HX:DCM (4:6) Ls;F 140-151 191,10
208-251  HX:DCM (3:7) LG 152-172 684,40
252-297  HX:DCM (2:8) L:;H 173-189 306,40
298-401 HX:DCM (1:9) L5l 190-207 206,20
402-442 DCM LsJ 208-219 192,10
443-457  DCM:EtOAc (9:1) L;K 220-285 2.104,10
458-466  DCM:EtOAc (8:2)  Ls;L 286-297 233,00

L;M 298-338 1.581,10
L;N 339-387 268,90
L;0 388-401 1.566,90
Ls;P 402-442 386,80
L;Q 443-457 4.384,30
L;R 458-466 762,00
Total 13.659,20

Legenda: HX: n-hexano; DCM: diclorometano; EtOAc: acetato de etila.

4.8.5.4 Purificacdo do grupo LsH por CCS

Uma por¢ao de 210 mg do grupo Ls;H (item 4.8.5.3) foi incorporada a 240 mg de silica
e depositada no topo de uma coluna aberta de silica gel (malha 0,063-0,200 mm, 25 g, 34 x
1,0 cm). Procedeu-se a eluicdo com a série eluotropica descrita na Tabela 6, recolhendo-se

fragdes de 40 mL.

Tabela 6. Refracionamento do grupo L;H por CCS.

Fracao Eluente Grupos Fracoes de origem Massa (mg)
1-26 HX E; 1-26 13,7
27-39 HX:DCM (95:5) E; 27-39 17,1
40-54 HX:DCM (90:10) E; 40-54 11,0
55-75 HX:DCM (85:15) E4 55-75 16,2
76-81 HX:DCM (80:20) Es 76-118 30,8
82-91 HX:DCM (75:25) E¢ 119-123 54,2
92-103 HX:DCM (70:30) E; 124-133 60,2
104-109  HX:DCM (65:35) Total 203,2
110-116  HX:DCM (50:50)

117-133  HX:DCM (40:60)

Legenda: HX: n-hexano; DCM: diclorometano.
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A fracdo Eg apresentou-se como um solido opaco de cor branca (54,2 mg) e foi

submetida & andlise estrutural por métodos espectrométricos (IV, RMN de °C e 'H).

4.8.5.5 Refracionamento do grupo L;K por CCS

Uma porcdo de 2 g do grupo L;K (item 4.8.5.3) foi incorporada a 1,5 g de silica e
depositada no topo de uma coluna aberta de silica gel (malha 0,063-0,200 mm, 135 g, 54 x
0,23 cm). Procedeu-se a elui¢do empregando-se a série eluotropica descrita na Tabela 7,

sendo recolhidas fragdes de 125 mL.

Analises por CCD e CLAE-FR, empregando-se acido caurenodico de referéncia,

indicou a presenca desse marcador no grupo L4F.
L4H apresentou-se como um soélido cristalino branco (404,7 mg).

Tabela 7. Refracionamento do grupo ;K por CCS.

Fracéo Eluente Grupos Fracdes de origem Massa (mg)
1-16 HX | 1-15 35,90
17-52 HX:DCM (9:1) LA 17-52 15,90
53-87 HX:DCM (8:2) LB 53-87 19,40
88-120 HX:DCM (7:3) Ls,C 88-120 30,20
121-135  HX:DCM (6:4) L.D 121-135 45,10
136-150 HX:DCM (5:5) L,E 136-150 33,50
151-259  HX:DCM (4:6) L4F 151-175 499,70
260-381 HX:DCM (3:7) L4sG 176-180 164,70
382-432  HX:DCM (2:8) LH 181-232 404,70
433-508  HX:DCM (5:5) L4l 233-259 40,10
509-575 DCM L4 260-381 175,50
575-641  DCM:EtOAc (9:1) | LsK 382-432 63,00
642-696  DCM:EtOAc (8:2) | LsL 433-508 74,20

LM 509-575 53,40

L4sN 575-641 52,30

L,O 642-696 30,50
Total 1.738,10

Legenda: HX: n-hexano; DCM: diclorometano; EtOAc: acetato de etila.

4.8.5.6 Purificagao do grupo L3N por CCS

Uma porg¢ao de 260 mg do grupo L3N (item 4.8.5.3) foi incorporada a 710 mg de silica
e depositada no topo de uma coluna aberta de silica gel (malha 0,063-0,200 mm, 34 g, 32 x
2,0 cm). Empregou-se a série eluotropica descrita na Tabela 8, sendo recolhidas fracdes de 40

mL. O grupo LC; originou um sélido cristalino branco (96,6 mg).
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Tabela 8. Purificagdo do grupo L;N por CCS.

Fracao Eluente Grupos Fracoes de origem Massa (mg)
1-67 HX LG, 1-67 53,4
68-92 HX:Et,O (95:5) LG, 68-86 47,1
93-105 HX:Et;0 (90:10) LGCs 87-89 96,6

LC, 90-105 25,2
Total 2223

Legenda: HX: n-hexano; Et,0: éter etilico.

4.8.5.7 Purificacdo do grupo L4F por CLAE-FN em escala preparativa

O perfil cromatografico por CLAE-DAD do grupo L4F (item 4.8.5.5) indicou a
presenca de picos com tempos de retencdo distintos, compativeis com diterpenos cauranicos
e, esta foi entdo, selecionada para purificacdo em sistema de CLAE-FN em escala preparativa,
cujas condicdes cromatograficas estdo descritas no item 4.8.4. Foram injetados 360 mg de

L4F, resultando em 7,8 mg de um so6lido branco amorfo, denominado LC.
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4.8.6 Fracionamento cromatografico e purificacio de constituintes quimicos de

Mikania glomerata

A sequéncia do fracionamento cromatografico e isolamento de marcadores quimicos
dos extratos etanolicos G; e G, de M. glomerata (item 4.7) pode ser acompanhada pelo

fluxograma da Figura 4 (pag. 68).

4.8.6.1 Fracionamento de G;

Objetivando isolar derivados do 4cido cinamico e acidos diterpénicos presentes no
extrato G; de M. glomerata, submeteu-se este extrato a extragcdo com solugdo aquosa saturada
de bicarbonato de sodio para separacdo dos acidos carboxilicos. Para tanto, um total de 170 g
do extrato foi dividido em cinco porc¢des de 30 g e uma de 20 g. Cada porcao foi solubilizada
em 150 mL de acetato de etila, sob sonicacdo, por 15 min. Posteriormente, a fracdo soluvel foi
extraida com solucdo aquosa saturada de bicarbonato de sodio (3 x 100 mL). Na seqiiéncia, as
fragdes organicas, oriundas dessas extragdes, foram reunidas e concentradas em evaporador
rotatdrio, a 50 °C, sob pressdo reduzida, resultando em 103,2 g de residuo seco, sendo essa
fragdo denominada Gjs. Andlises dessa fracdo por CCD de silica gel e CLAE-FR,

empregando diterpenos cauranicos de referéncia, indicaram presencga desses constituintes.

A fragao aquosa alcalina foi acidificada até pH 2, com HCI concentrado ¢ extraida
com EtOAc (3 x 100 mL). As fragdes organicas obtidas foram reunidas, secas com sulfato de
sodio anidro e concentradas em evaporador rotatdrio, a 50 °C. Para a eliminagdo total do
solvente, antes da pesagem, os frascos foram mantidos sob jato de ar frio e, posteriormente,
em dessecador sob vacuo por, no minimo, 48 h. Essa fragdo resultou em um residuo de 10,68
g, denominado G;g. Andlises por CCD de silica gel utilizando o sistema de eluicdo
éter:tolueno 1:1 acidificado (Wagner, 1984) e andlise exploratoria por CLAE-FR (item
4.8.3.3) foram realizadas para G, ¢ seus perfis cromatograficos comparados com tempos de
retencdo, espectros no UV e co-injegao com acido cinamico de referéncia e seus derivados

(acidos clorogénico, fertlico, iso-ferulico, p-cumarico, o-cumarico e caféico).

4.8.6.2 Purifica¢do de Gia (fracdo enriquecida em diterpenos cauranicos)
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Uma porcdo de 100 g de G foi solubilizada em 4000 mL de etanol a 96 °GL. O
volume total de extrato obtido foi dividido em aliquotas de 250 mL, sendo essas tratadas com
carvao ativo, sob agitacdo magnética, por 2 min, para adsor¢do de clorofilas. No total, foram
consumidos 263 g de carvdo ativo. A remocdo de clorofilas foi monitorada pela inspecao
visual da coloracdo do extrato, que passou de verde escuro para amarelo ouro e, também, por
CCD, quando manchas vermelhas visualizadas sob luz UVses.m, caracteristicas de clorofila,

ndo foram mais observadas.

As aliquotas do extrato tratado com carvdo ativo foram reunidas e secas em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida. Seguiu-se a andlise por CCD de silica gel do
residuo obtido, denominado GC;,, utilizando-se como substiancia de referéncia o acido
caurendico. As placas mostraram a presenca de uma mancha com fator de reteng@o similar a
esse diterpeno, apos revelacdo com anisaldeido, também confirmada por analises de CLAE-

FR.

Para a purificacdo de GC; utilizou-se CLAE-FN em escala preparativa, cujas
condicdes estdo descritas no item 4.8.4. Foram injetados 300 mg de GCi 4, resultando em 34,8

mg de um sélido amorfo incolor denominado GC.

4.8.6.3 Fracionamento cromatografico de Gz por CCS

Uma porcao de 10,0 g da fracdo Gip, resultante da extracdo do extrato G; de M.
glomerata (item 4.6.6.1) com bicabornato de sodio, foi incorporada a 7,93 g de silica gel e
depositada no topo de uma coluna aberta de silica gel (malha 0,063-0,200 mm, 500 g; 55 x
5,0 cm). Empregou-se como série eluotropica misturas de solventes descritas na Tabela 9.

Foram coletadas fragdes de 200 mL.
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Tabela 9. Fracionamento de G5 em CCS.

Fracao Eluente Grupos Fracoes de origem Massa (mg)
1-61 DCM:EtOAc (6:4) CIN1 1-7 518,3
62-93 DCM:EtOAc (7:3) CIN2 8-10 664,9
94-111 DCM:EtOAc (8:2) CIN3 11-16 679,5
112-147 DCM:EtOAc (9:1) CIN4 17-21 197,5
148-179 EtOAc CINS 22-54 576,9
180-194 EtOAc:MeOH (9:1) | CIN6 55-93 461,4

CIN7 94-111 115,9
CIN8 112-147 161,4
CINO9 148-179 154,4
CIN10 180-194 491,5

Total 4.021,7

Legenda: DCM: diclorometano; EtOAc: acetato de etila; MeOH: metanol.

4.8.6.4 Fracionamento cromatografico por CLAE-FR em escala preparativa do grupo CIN4 e
do extrato G, de M. glomerata

O grupo CIN4 (item 4.8.6.3) e o extrato G, foram submetidos a fracionamento por
CLAE-FR em escala preparativa, utilizando-se coluna Shim-pack Prep-ODS (H) (250 x 10
mm d.i.) e pré-coluna ODS 3263 (Shimadzu®). Varios sistemas de eluigdo preparados pela
mistura de (A) dgua acidificada com 0,1% de acido fosforico e (B) MeOH (25, 30, 40, 44, 46
e 48% de B) foram avaliados, empregando fluxo de 5 mL/min, & temperatura ambiente e

deteccdo no UVaopnm.

As amostras foram preparadas conforme descrito no item 4.8.4, porém solubilizadas
em MeOH. Foram realizadas 5 injecdes da fragdo CIN4 e 10 injecdes do extrato G,

empregando-se massa de 10-30 mg/mL por injegao.
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4.8.7 Pureza, caracterizacio fisico-quimica e estrutural das substiancias isoladas

A pureza das substincias isoladas foi avaliada a partir dos perfis em CCD, CLAE-

DAD e pela determinacdo das faixas de fusdo.

As substancias foram caracterizadas estruturalmente por espectrometrias de RMN de
'Hede®Ce por absor¢@o molecular no infravermelho. Os espectros de RMN foram obtidos
no Departamento de Quimica, ICEX, UFMG, a temperatura de 25 °C, utilizando-se
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna para ambos os nucleos. Cloroférmio
deuterado (CDCl;) foi utilizado como solvente. Os espectros de absorcdo molecular no
infravermelho foram obtidos no Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia, UFMG, a temperatura de 25 °C. Os espectros foram adquiridos diretamente, pelo

modo de reflectincia atenuada, sem emprego de dilui¢@o em brometo de potassio (KBr).

A atividade otica ([a]p) dos derivados diterpénicos foi determinada no Laboratorio de
Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia, UFMG, no comprimento de onda de 589
nm, a 24 °C, usando caminho 6tico de 5 mm. As amostras foram solubilizadas em MeOH, na

concentragao de 2 mg/mL.

4.9 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE MARCADORES QUIMICOS EM M. laevigata E M. glomerata
POR CLAE-FR

4.9.1 Sistema cromatografico

O desenvolvimento e validacdo do método foram realizados em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters 2695. As analises foram realizadas em coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (125 x 4 mm i.d., 5 pm; Merck), em combinacdo com pré-coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (4 x 4 mm i.d., 5 um; Merck).

4.9.2 Material vegetal

O material vegetal empregado no desenvolvimento e validagio do método
cromatografico para quantificagdo de marcadores quimicos em M. glomerata e M. laevigata

foi coletado, em maio de 2006, de plantas (n = 6 individuos por espécie) com 32 meses de
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idade, cultivadas a pleno sol (item 4.6). A coleta das folhas foi feita por uma amostragem
geral dos ramos, tomando-se folhas em todas as partes da planta, ou seja, no apice, na base e
na parte intermediaria. O material coletado foi reunido para obter uma amostra composta de

cada espécie.

Para as analises as folhas foram secas em estufa com ventilagao forcada de ar a 40 °C,
até peso constante. O material vegetal seco foi pulverizado em moinho de facas e mantido em

freezer a -20 °C até as analises.

4.9.3 Desenvolvimento do método analitico

4.9.3.1 Preparo das amostras

Para as andlises, 1 g de folhas secas foi extraida com 3 x 30 mL de CH,CIl,/EtOH 1/1
(v/v) em banho de ultra-som, por 20 min. O solvente foi evaporado sob vacuo em evaporador
rotatorio, a temperatura maxima de 40 °C, e os residuos foram dissolvidos em 1.000 uL de
MeOH a uma concentrag@o final de 10 mg/mL. Extratos fortificados de M. laevigata foram
preparados adicionando acido o-cumarico a uma concentragdo final de 0,1 mg/mL, enquanto
acido o-cumdrico e cumarina foram adicionados nos extratos de M. glomerata, na
concentracdo final de 0,1 mg/mL para cada marcador. Apos sonicacdo por 15 min, as solugdes
foram centrifugadas a 8.400 g e aliquotas de 10 pL dos sobrenadantes foram injetadas

automaticamente no cromatografo.

4.9.3.2 Preparo das solugdes de referéncia

As substancias de referéncia (cumarina e acidos o-cumadrico, benzoilgrandiflorico,
cinamoilgrandiflorico e caurendico) foram pesadas separadamente, diretamente para frascos
de microcentrifugacdo, seguindo-se solubilizacdo em 1.000 pL de MeOH grau CLAE, na
concentragdo de 1,0 mg/mL. Essas amostras foram entdo submetidas a sonicagdo durante 15
min, ¢ em seguida centrifugadas a 8.400 g, por 10 min. Mistura equivolumétrica das solucoes
de referéncia também foi preparada. Foram injetadas aliquotas de 10 uL das solucoes de

substancias isoladas e em mistura, automaticamente no sistema cromatografico.
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4.9.3.3 Desenvolvimento da condi¢do cromatografica

O desenvolvimento e otimizagdo da condicao cromatografica compreendeu a avaliagdo
de parametros relacionados com a resolugdo dos picos de interesse, incluindo o modificador
organico, temperatura, fluxo, modo de eluigdo (isocratico e gradiente linear) e inclinacdo do
gradiente. As condi¢Oes avaliadas estdo sumariadas na Tabela 10. A identificacdo dos picos
correspondentes aos marcadores quimicos nos cromatogramas, em cada condi¢do
cromatografica, foi feita a partir dos perfis espectrais no ultravioleta a 210 nm e pela co-
injecdo com substancias de referéncia. Espectros no UV, na faixa de 205 a 400 nm, foram

registrados on-line para cada pico.

A seletividade do método foi avaliada pela homogeneidade espectral dos picos, no
comprimento de onda especifico para cada marcador (210, 230 e 270 nm). Essa analise foi
realizada pela sobreposicdo dos espectros registrados nas regides ascendente, apical e
descendente dos picos, sendo considerados puros quando apresentaram exata sobreposicao. O
método foi considerado seletivo quando os cinco marcadores quimicos apresentaram pureza

dos picos, simultaneamente, em uma mesma condi¢do cromatografica.

A eficiéncia da condicdo cromatografica estabelecida também foi avaliada pela
determinagdo de parametros de adequacdo do sistema (system suitability test), compreendendo
determinagdo da resolucdo, fator de retengéo, fator de cauda, nimero de pratos teoricos e DPR
dos tempos de retengdo para os picos dos marcadores quimicos. Esses parametros foram
calculados pelo System Suitability do programa Empower” (Waters), de acordo com as
equagdes recomendadas pela Farmacopéia Americana (USP, 2006), sendo os resultados
expressos como valor médio de seis determinacdes. Os resultados foram comparados com os
limites recomendados pelo FDA (2000). Para estabelecer o tempo morto (tp) da corrida
cromatografica foram injetado no sistema, nas mesmas condi¢cdes de andlise, 10 pL de

solucdo metanolica de nitrato de sodio 0,01% (p/v).
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Tabela 10. Condig¢des cromatograficas avaliadas durante o desenvolvimento do método por CLAE-
FR para analises dos marcadores quimicos em folhas de M. laevigata e M. glomerata.

Tempo Eluente” (%) Temp. | Tempo Eluente” (%) Temp.
min) | A | B | C (°C) | (min) A | B | C (°C)
Condicio experimental A Condicao experimental B

0 95 - 5 0 95 5 -
65 5 - 95 40 65 5 95 - 40
70 5 - 95 70 5 95 -
Condicio experimental C e D Condicio experimental E
0 90 - 10 0 85 15 -
30 10 - 90 300 30 5 95 - 25
40 10 - 90 25(D) 40 5 95 -
45 90 - 10 45 85 15 -
Condicio experimental F Condicio experimental G
0 85 15 - 0 63 37 -
20 32 68 - 15 50 50 -
21 30 60 17 60 - 40
30 5 95 25 25 10 - 90 25
40 5 95 35 10 - 90
45 85 15 40 63 37 -
Condiciio experimental He I Condicio experimental J
0 66 34 - 0 66 34 -
15 50 50 - 15 50 50 -
17 60 - 40 25 16 60 - 40
25 5 - 95 20 35 - 65 25
35 5 - 95 35 20 - 80
40 66 34 - 40 5 - 95
Condi¢io experimental K 45 5 - 95
0 66 34 - 50 66 34 -
15 50 50 - Condicio experimental L
16 60 - 40 0 66 34 -
20 35 - 65 25 15 50 50 -
40 20 - 80 16 60 - 40
45 5 - 95 20 35 - 65
50 5 - 95 43 20 - 80 25
55 66 34 - 45 5 - 95
Condicio experimental N 50 5 - 95
(condicio estabelecida) 55 66 34 -
0 66 34 -
15 50 50 - Condicao experimental M
16 60 - 40 0 66 34 -
20 35 - 65 15 50 50 -
38 24 - 76 25 16 60 - 40
38,1 5 - 95 20 35 - 65
40 5 - 95 45 20 - 80 25
45 66 34 - 55 5 - 95
55 66 34 - 60 66 34 -

Legenda: Elentes : A,agua; B, metanol; C, acetonitrila. Todos os eluentes foram acidificados com 0,1% de
acido fosforico. Nota: a eluicdo foi realizada com fluxo de 1,0 mL/min em todas as condi¢des avaliadas,
exceto para a condicdo I, que foi de 0,9 mL/min. Deteccdo foi realizada a 210 nm para todos os casos,
excluindo a condicio K e N, que empregaram deteccoes a 210, 230 e 270 nm.
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4.9.4 Otimizacio das condi¢des de extracio

Visando estabelecer uma condicdo efetiva para extrair simultaneamente os marcadores
quimicos (cumarina e acidos o-cumarico, benzoilgrandiflorico, cinamoilgrandiflorico e

caurendico), diferente procedimentos extrativos foram avaliados para ambas as espécies.

As condicdes de extracdo foram avaliadas para folhas pulverizadas de M. laevigata e
M. glomerata (1,0 g), empregando sonicacdo com diferentes solventes e ciclos de extracdo
(Tabela 11). Apds cada ciclo de extracdo, os extratos foram filtrados a vacuo e analisados
separadamente a fim de avaliar a eficiéncia extrativa do ciclo correspondente. Para as
analises, os extratos foram concentrados em evaporador rotatério sob pressdo reduzida, a
temperatura maxima de 40 °C. Os extratos obtidos foram solubilizados em 1.000 pL de
metanol grau CLAE, na concentracdo final de 10 mg/mL, submetidos a sonicagdo em banho
de ultra-som por 15 min, centrifugados a 8.400 g por 10 min e aliquotas (10 pL) dos

sobrenadantes foram injetadas automaticamente no cromatografo.

A eficiéncia da extracdo foi avaliada através da integracdo das areas dos picos
correspondentes aos marcadores quimicos. O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado com oito tratamentos ¢ trés repeticoes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste de F (p < 0,05) e as médias dos dados comparadas pelo teste de
Tukey (p <0,05).

Tabela 11. Condic¢des de extracdo avaliadas para M. laevigata e M. glomerata.

Cédigo Extragao por sonicacio
Solvente Tempo (min) Ciclo X volume (mL)

EtOAc Acetato de etila 20 3 x30

DCM Diclorometano 20 3 x30

D/E Diclorometano seguido de Etanol 20 3 x 30 cada
EtOH Etanol 20 3 x30

D:E 20 Diclorometano:Etanol 1:1 20 3 x30

D:E 30 Diclorometano:Etanol 1:1 30 3 x30

D:E 45 Diclorometano:Etanol 1:1 45 3 x30

D:E 60 Diclorometano:Etanol 1:1 60 3x30

" O etanol empregado nas extragdes foi etanol absoluto.
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4.9.5 Validacao do método analitico

A validagdo do método cromatografico desenvolvido (item 4.9.3) foi realizada
segundo critérios do guia ICH (International Conference on Harmonisation) e da Resolugao
RE n° 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ICH, 1996 e
Brasil, 2003).

O programa Empower”™ (Waters) foi usado para aquisigdo e processamento dos dados.
As anlises estatisticas foram feitas nos programas Microsoft Excel” (Microsoft Corporation,

2003) e GraphPad Prism”, versdo 4 (GraphPad Software, 2003).

4.9.5.1 Condi¢ao cromatografica estabelecida
A condicdo cromatografica analitica estabelecida para o método esta descrita a seguir.
Coluna LiChrospher™ 100 RP-18 (125 x 4 mm d.i., 5 pum).
Pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (4 x 4 mm d.i.,5 pm).
Temperatura da coluna: 25 °C.
Fase movel: gradiente de eluicdo das solugdes A, B e C, apresentado na Tabela 12.
Solugdo A: agua Milli-Q acidificada com 0,1% de acido fosférico.
Solucdo B: metanol grau CLAE acidificado com 0,1% de acido fosforico.
Solugdo C: acetonitrila grau CLAE acidificada com 0,1% de acido fosforico.
Fluxo: 1,0 mL/min.

Comprimentos de onda de deteccdo: 210 (derivados cindmicos e &cido caurenoico),

230 (4acido benzoilgrandiflorico e 270 nm (4cido cinamoilgrandiflorico).

Volume de injecao: 10 pL.
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Tabela 12. Programa de eluicdo estabelecido para a quantificacdo de marcadores quimicos
em folhas de M. glomerata e M. laevigata.

Tempo (min) %A %B %C Modo de eluicio
0 66 34 0 gradiente linear
15 50 50 0 gradiente linear
16 60 0 40 gradiente linear
20 35 0 65 gradiente linear
38 24 0 76 gradiente linear
38,1 5 0 95 1socratico
40 5 0 95 isocratico
45 66 34 0 gradiente linear
55 66 34 0 isocratico

4.9.5.2 Preparo das amostras

Pesou-se, exatamente, cerca de 1,0 g de folhas pulverizadas de guaco que foi
submetido a extracdo com etanol absoluto (2 x 30 mL), a temperatura ambiente, por 20 min.
em cada ciclo. Os extratos foram filtrados sob vacuo em papel de filtro ¢ reunidos em baldo
volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com etanol. A solucdo foi homogeneizada
e uma aliquota de 10 mL foi transferida para um baldo de evaporador rotatorio, sendo
concentrada até residuo, sob pressao reduzida, a temperatura maxima de 50 °C. O residuo
obtido foi retomado com 1000 uL de metanol grau CLAE e transferido para frascos plasticos
dos tipo Eppendorf, submetidos a solubilizacdo em banho de ultra-som por 15 min e
centrifugados a 8.400 g por 10 min. Aliquotas de 10 uL dos sobrenadantes foram injetadas

automaticamente no cromatégrafo.

4.9.5.3 Preparo do pool de solugdes de referéncia

Solugdes de referéncia dos marcadores quimicos (cumarina, acidos o-cumarico,
benzoilgrandiflorico, cinamoilgrandiflérico e caurenoico) foram preparadas na concentragao

de 1,0 mg/mL de cada substancia, empregando metanol grau CLAE.

O pool das solugdes foi preparo tomando-se aliquotas de 200 uL de cada solugdo de

referéncia, as quais foram misturadas diretamente em via/ e injetadas no cromatografo.
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4.9.5.4 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela homogeneidade espectral dos picos, no
comprimento de onda especifico para cada marcador (210, 230 e 270 nm). Essa analise foi
realizada pela sobreposicdo dos espectros registrados nas regides ascendente, apical e

descendente dos picos, sendo considerados puros quando apresentaram exata sobreposicao.

Para as determinagdes foram empregadas amostras de M. laevigata e M. glomerata

(n=6 para cada espécie).

4.9.5.5 Teste de adequacdo do sistema

Experimentos de adequagdo do sistema (system suitability test) foram realizados para
estabelecer se o sistema cromatografico e os procedimentos analiticos otimizados seriam
capazes de fornecer dados de qualidade aceitavel para andlises quantitativas. Os parametros
avaliados foram resolucdo, fator de retengao, fator de cauda, nimero de pratos teoricos e DPR
dos tempos de retencdo dos compostos de interesse. Os dados foram obtidos pelo System
Suitability do programa Empower” (Waters), de acordo com as equagdes recomendadas pela
United States Pharmacopoeia (USP) (USP, 2006), sendo os resultados expressos como valor
médio de 6 determinagdes. Os resultados foram comparados com os limites recomendados
pelo FDA (2000). Para se estabelecer o tempo morto (ty) da corrida cromatografica, injetou-se
no sistema, nas mesmas condi¢des de analise, 10 uL de solucao de nitrato de sédio 0,01%

(p/v) preparada na fase movel.

4.9.5.6 Linearidade

A linearidade foi determinada para cada marcador, utilizando-se no minimo cinco
concentragdes distintas. Cada ponto das curvas analiticas foi obtido pela inje¢do, em triplicata,
de diferentes aliquotas das solugdes de referéncia (item 4.8.3.1), na faixa de 4 a 32 uL, como
indicados nas Tabelas 13 a 17 (pag. 77 a 80). As curvas analiticas foram determinadas em

relagdo a massa injetada de cada substancia de referéncia, em dois dias consecutivos.

Os dados obtidos para cada substancia foram submetido a andlise de regressao linear
, ;. . . ~ 2
pelo método dos minimos quadrados e os coeficientes de determinagdo (7°) correspondentes
u . u i is di utiv
foram calculados. As curvas obtidas nos dois dias consecutivos foram comparadas

estatisticamente por analise de variancia (p < 0,05).
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Estimativas de faixas de concentracao de trabalho

Estimativas das faixas de concentracdo de trabalho dos marcadores quimicos foram
estabelecidas com base nos percentuais dos marcadores isolados, a partir dos materiais
vegetais trabalhados, e de dados de teores relatados na literatura (VILEGAS et al., 1997a;
PEREIRA et al., 2000; F.BRAS.IV, 2005).

Preparo das solugdes estoque das substiancias de referéncia

Foram preparadas duas réplicas de cada solugdo de referéncia dos marcadores

quimicos.

Acido o-cumarico

Pesaram-se, precisamente, cerca de 5,0 ¢ 20,0 mg de acido o-cumarico, diretamente
para baldes volumétricos de 100,0 mL. Dissolveu-se em MeOH grau CLAE e completou-se o
volume com o mesmo solvente, obtendo-se solu¢des nas concentragdes finais de 50 e 200
ug/mL, respectivamente. Para a construgdo das curvas analiticas, essas solugdes foram

injetadas no sistema cromatografico conforme indicado na Tabela 13.

Tabela 13. Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas para constru¢do da curva analitica
do acido o-cumarico, conforme a concentragdo da soluc¢do de referéncia.

Volume (ul) Massa (ug)
Solug¢do de referéncia 50,0 pg/mL
5,0 0,25
10,0 0,50
20,0 1,00
Solug¢do de referéncia 200,0 pg/mL
10,0 2,00
20,0 4,00
Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental,
item 4.9.5.1.

Cumarina

Pesaram-se, precisamente, cerca de 10,0 e 25,0 mg de cumarina, diretamente para
baldes volumétricos de 100,0 mL. Dissolveu-se em MeOH grau CLAE e completou-se o

volume com o mesmo solvente, obtendo-se solugdes nas concentragdes finais de 100 ¢ 250
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pg/mL, respectivamente. Para a construgdo das curvas analiticas, essas solugdes foram

injetadas no sistema cromatografico conforme indicado na Tabela 14.

Tabela 14. Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas para constru¢do da curva analitica
da cumarina, conforme a concentragdo da solu¢do de referéncia.

Volume (ul) Massa (ug)
Solug¢do de referéncia 100,0 pg/mL
5,0 0,5
10,0 1,0
30,0 3,0
Solucdo de referéncia 250,0 pg/mL
16,0 4,00
20,0 5,00
Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental,
item 4.9.5.1.

Acido benzoilgrandiflérico

Pesaram-se, precisamente, cerca de 25,0 mg de 4cido benzoilgrandiflorico diretamente
para baldo volumétrico de 100 mL. Dissolveu-se em MeOH grau CLAE e completou-se o
volume com o mesmo solvente, obtendo-se solu¢do na concentragdo final de 250 pg/mL. Essa

solucdo foi injetada no sistema cromatografico conforme indicado na Tabela 15.

Tabela 15. Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas para constru¢do da curva analitica
do acido benzoilgrandiflorico, conforme a concentragio da solucdo de referéncia.

Volume (ul) Massa (ug)
Solug¢do de referéncia 250 pg/mL
4,0 1,0
8,0 2,0
16,0 4,0
24,0 6,0
32,0 8,0
Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental,
item 4.9.5.1.

Acido cinamoilgrandiflérico

Pesaram-se, precisamente, cerca de 10,0 mg de acido cinamoilgrandiflorico
diretamente para baldo volumétrico de 100 mL. Dissolveu-se em MeOH grau CLAE e
completou-se o volume com o mesmo solvente, obtendo-se solugdo na concentragdo de 100

pug/mL. Essa solugdo foi injetada no sistema cromatografico conforme indicado na Tabela 16.
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Tabela 16. Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas para construgdo da curva analitica
do 4acido cinamoilgrandiflorico, conforme a concentragio da solucdo de referéncia.

Volume (ul) Massa (ug)
Solucdo de referéncia 100,0 pg/mL
5,0 0,5
10,0 1,0
15,0 1,5
20,0 2,0
30,0 3,0
Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental,
item 4.9.5.1.

Acido caurenoico

Pesaram-se, precisamente, cerca de 4,0 ¢ 5,0 mg de acido caurendico diretamente para
baldes volumétricos de 25 e 10 mL, respectivamente. Dissolveu-se em metanol grau CLAE e
completou-se o volume com o mesmo solvente, obtendo-se solugdes nas concentragoes finais
de 160 e 500 pug/mL. Essa solugdo foi injetada no sistema cromatografico conforme indicado

na Tabela 17.

Tabela 17. Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas para construgdo da curva analitica
do acido caurendico, conforme a concentragdo da solugdo de referéncia.

Volume (ul) Massa (ug)
Solucdo de referéncia 100,0 pg/mL
5,0 0,8
15,0 2,4
Solucdo de referéncia 250,0 pg/mL
8,0 4,0
16,0 8,0
24,0 12,0
Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental,
item 4.9.5.1.

4.9.5.7 Limite de quantificacdo
O limite de quantificacao foi inicialmente estimado a partir da equagdo que considera

os parametros da curva analitica:

LQ =10 >
Q=103

onde:

LQ: limite de quantificacdo
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s: desvio padrao do intercepto da curva de regressdo
S: inclinacdo da curva analitica

A partir dos valores encontrados pela equacdo, o limite de quantificagdo foi
determinado pela injecdo, em quintuplicata, de massas decrescentes de cada marcador
quimico (0,025-0,7 pg), obtidas por diluicdes sequenciais das solucdes estoque (50-250
pg/mL) (item 4.9.5.4.2) ou por ajustes no volume de injegdo. A Tabela 18 apresenta a
correspondéncia entre os volumes e massas injetadas para cada marcador quimico, a partir das
solucdes de referéncia diluidas. Os limites de quantificagdo foram determinados a partir da

menor area dos picos que apresentaram precisdo adequada (DPR < 2,0%).
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Tabela 18. Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas de solugdes de referéncia para
determinagdo do limite de quantificacdo dos marcadores quimicos de M. laevigata e M. glomerata.

Concentracao final das diluicoes Volume de injecao Massa injetada
das solucdes estoque (ng/mL) (pL) (ng)
Acido o-cumarico
20,00 5,0 0,100
10,00 5,0 0,050
10,00 4,5 0,045
10,00 4,0 0,040
Cumarina
20,00 10,0 0,200
20,00 5,0 0,100
10,00 5,0 0,050
5,00 5,0 0,025
Acido benzoilgrandiflérico
125,00 4,0 0,500
62,50 4,0 0,250
50,00 4,0 0,200
Acido cinamoilgrandiflorico
20,0 5,0 0,100
10,0 5,0 0,050
5,0 5,0 0,025
2,5 5,0 0,0125
Acido caurenéico

160,0 5,0 0,800
160,0 4.4 0,700

Condicoes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1.

4.9.5.8 Limite de deteccao
A estimativa do limite de deteccdo foi realizada a partir dos dados da curva analitica,

utilizando-se a seguinte equacao:

s
LD =33 -
3

onde:
LQ: limite de detecgao
s: desvio padrao do intercepto da curva de regressao

S: inclinacao da curva analitica
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O limite de detec¢do também foi determinado pela injecdo, em quintuplicata, de
massas decrescentes de cada marcador quimico (0,007 — 0,24 ng), obtidas por diluicdes
sequenciais das solucdes estoque (50 — 250 pg/mL) (item 4.9.5.4.2). O limite de deteccao foi
estabelecido como a menor massa injetada detectavel, que proporcionou altura do pico do

analito com relagéo sinal-ruido (S/N) de 3.

4.9.5.9 Estabilidade dos marcadores quimicos

A estabilidade dos marcadores quimicos nas amostras preparadas (item 4.9.5.2), foi
avaliada mantendo-se as solucdes no carrossel do cromatografo, a temperatura ambiente (23 +
2 °C), as quais foram analisadas sequencialmente nos intervalos de 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ¢

42 horas.

As concentragdes dos marcadores quimicos foram calculadas em cada intervalo de
tempo e submetidas & analise de variancia pelo teste de F (p < 0,05), sendo as médias dos

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

4.9.5.10 Precisdo

Avaliou-se a precisdo intra-dia e inter-dia. A precisdo intra-dia foi verificada por meio
de seis determinacdes a 100% da concentragcdo dos marcadores quimicos no material vegetal
(n = 6). Amostras de M. glomerata e M. laevigata foram preparadas segundo descrito no item
4.9.5.1. Da mesma maneira, a precisdo inter-dia foi determinada em dois dias consecutivos,

com analistas diferentes (rn = 12).

A concentragdo de cada composto no material vegetal foi determinada e o DPR foi
calculado. As médias dos teores entre os dois dias de determina¢des foram comparadas pelo

teste ¢ (p < 0,05).

4.9.5.11 Exatidao

Os testes de recuperacdo foram estudados pela fortificacdo das drogas vegetais com
quantidades conhecidas das substincias de referéncia. Para isso, foram preparadas solugdes
etanolicas das substancias de referéncia na concentragdo de 2,0 mg/mL cada. Volumes

diferentes das solucodes, contendo massas conhecidas das substincias, foram adicionados
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diretamente a 1,0 g do p6 do material vegetal, conforme discriminado na Tabela 18 para cada

marcador quimico.

Cumarina e acido o-cumarico foram fortificados em trés niveis de concentracdo, em
triplicata para cada nivel. Para os diterpenos cauranicos, devido a limitada disponibilidade das
substancias de referéncia, os estudos de recuperagdo foram realizados em um unico nivel de
concentragdo, também em triplicata. Apds a fortificagdo, solugdes foram preparadas e

analisadas como descrito nos itens 4.9.5.2 € 4.9.5.1, respectivamente.

Amostras dos materiais vegetais (n = 3) ndo fortificadas também foram preparadas

para a determinag@o da massa recuperada.

Tabela 19. Correspondéncia entre os volumes e as massas das substancias de referéncia adicionadas
as drogas vegetais nos estudos de exatiddo (recuperacdo) dos marcadores quimicos em M. laevigata e
M. glomerata.

Solucio etandlica do Volume (nL) de solucio Massa (mg) adicionada
analito (2,0 mg/mL) adicionado a droga vegetal a droga vegetal

125 0,25
Acido o-cumérico 500 1,00
1000 2,00
250 0,50
Cumarina 750 1,50
1250 2,50
Acido benzoilgrandiflorico 750 1,50
Acido cinamoilgrandiflérico 250 0,50
Acido caurendico 500 1,00

Condicoes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1.

4.9.5.12 Robustez

Seis solugdes extrativas de cada espécie foram preparadas (item 4.9.5.2) e analisadas
empregando a condi¢do analitica estabelecida (item 4.9.5.1) e com alteragdes deliberadas nas
condi¢des de analise nos seguintes parametros: temperatura da coluna (26 °C e 28 °C); lote de

coluna e analistas diferentes. Os parametros modificados foram avaliados individualmente.

As concentragdes, a resolucdo (Rs) e o fator de cauda (T) dos picos correspondentes
aos marcadores quimicos foram determinados e os dados submetidos a analise de variancia (p

< 0,05), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A pureza dos picos correspondentes aos marcadores quimicos foi avaliada a partir das
sobreposi¢do dos espectros no UV obtidos nas regides ascendente, apical e descendente de

cada pico.

4.9.6 Variacao sazonal dos teores de marcadores quimicos em folhas de M. laevigata e

M. glomerata cultivadas sob trés niveis de sombreamento

M. laevigata e de M. glomerata foram cultivadas sob trés niveis de interceptagdo da
radiacdo solar (0%, 40% ¢ 80% de sombreamento), conforme descrito no item 4.6. Foram
coletadas folhas de ambas as espécies, nas diferentes estacdes do ano, nos meses de maio
(outono), agosto (inverno), novembro (primavera) e fevereiro (verdo), de plantas com idade

de 45, 48, 51 e 54 meses, respectivamente.

A coleta das folhas foi feita a partir das secdes apical, basal e intermedidria das plantas
(n = 6), obtendo-se uma amostra composta do material vegetal para cada individuo, de ambas

as espécies.

As folhas de M. laevigata e de M. glomerata foram secas em estufa com circulagio
forcada de ar a 40 °C, por 72 h. O material vegetal foi pulverizado em moinho de facas,
tamisado em peneira de 20 mesh e acondicionados em freezer (-20 °C) em embalagens

plasticas do tipo zip bag contendo cerca de 1,0 g, até a analise.

O preparo das amostras ¢ as analises foram realizados conforme descrito nos itens
4.9.5.2 ¢ 4.9.5.1, respectivamente. Os teores dos marcadores quimicos nas amostras foram

calculados usando um fator de resposta, conforme Snyder et al. (1997).

O delineamento estatistico foi em parcelas subdivididas no tempo, compreendendo 3
tratamentos (sombreamento) ¢ 4 épocas de colheita, sendo o sombreamento estudado na
parcela e estacdo na subparcela. A subparcela constou, também, da interacdo do
sombreamento x estagdes, para verificar possivel influéncia de um fator sobre o outro. Os
teores dos marcadores quimicos determinados em cada tratamento (n = 6) foram submetidos a
analise de variancia pelo teste de F (p < 0,05). Quando a interagdo sombreamento X estagdes
foi significativa, procedeu-se ao desdobramento da parcela (sombreamento) dentro das
subparcelas (estacdes) pela analise de variancia pelo teste de F (p < 0,05) e as médias foram

comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Quando a interagdo nao foi significativa, as
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médias dos tratamentos para dados qualitativos (estacdes do ano) foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott (p < 0,05) e para dados quantitativos (sombreamento), os dados foram
submetidos a analise de regressdo. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o

software Sisvar”, versio 5.0 (FERREIRA, 2007).

4.9.7 Estabilidade quimica das drogas vegetais M. laevigata e M. glomerata durante

armazenamento

M. laevigata e de M. glomerata foram cultivadas sob trés niveis de interceptacdo da

radiagdo solar (0%, 40% e 80%, n = 6 para cada), conforme descrito no item 4.6.

As folhas foram coletadas das se¢des apical, basal e intermediaria de plantas com 45
meses de idade, obtendo-se uma amostra composta do material vegetal para cada individuo de
ambas as espécies. As folhas foram acondicionadas diretamente em sacos de papel Kraft e
secas em estufa com circulagdo for¢ada de ar a 40 °C, por 72 h. Apos a secagem, os sacos de
papel Kraft contendo o material vegetal foram embalados em sacos plésticos de polipropileno
e acondicionados em ambiente escuro, com temperatura ¢ umidade relativa médias de 25 °C +

5°C e 54% = 20%, respectivamente, aferidas por termohigrometro.

M. glomerata e M. laevigata foram armazenadas por um periodo maximo de 12 e 18
meses, respectivamente, sendo as concentragdes dos marcadores quimicos determinadas em

intervalos de 3 meses.

Ao final de cada intervalo de 3 meses, amostras do material vegetal foram
pulverizadas em moinho de facas, tamisadas em peneira de 0,85 mm e acondicionadas em
freezer (-20 °C) em embalagens plésticas do tipo zip bag, contendo cerca de 1,0 g de po, até a
analise. O preparo das amostras e as analises foram realizados conforme descrito nos itens
4.9.5.2 ¢ 4.9.5.1, respectivamente. Os teores dos marcadores quimicos nas amostras foram

calculados usando fator de resposta, conforme Snyder et al., 1997.

O delineamento estatistico para cada espécie foi inteiramente casualizado, com 6
repeticoes, sendo 5 tratamentos para M. glomerata [T, (controle); Ts (3 meses); T (6 meses);
Ty (9 meses); T (12 meses)] e 7 tratamentos para M. laevigata [T, (controle); T; (3 meses);
Te¢ (6 meses); Ty (9 meses); T (12 meses); Tis (15 meses) e Tis (18 meses)]. As

concentragdes dos marcadores quimicos foram determinadas e¢ os dados obtidos foram
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submetidos 8 ANOVA pelo teste de F (p < 0,05) e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05), utilizando-se o software Sisvar”, versio 5.0

(FERREIRA, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE QUALITATIVA DE CONSTITUINTES QUIMICOS EM M. laevigata E M.

glomerata

Os extratos etanolicos obtidos para as duas espécies de Mikania em estudo foram,
inicialmente, avaliados por CLAE-FR, empregando-se condi¢do cromatografica em gradiente
exploratodrio (item 4.8.3). Estas analises foram realizadas objetivando-se identificar diferengas
qualitativas na composi¢do quimica, a fim de orientar o isolamento e caracterizacdo de

marcadores quimicos das espécies. Os perfis cromatograficos obtidos estdo representados na

Figura §.
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Figura 5. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR para os extratos etandlicos de (A) M.
laevigata e (B) G, de M. glomerata. Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item
4.8.3.2.

No perfil de ambas as espécies, em condi¢des exploratorias, nota-se o predominio de
picos no intervalo de 0 a 20 min, correspondentes as substincias de maior polaridade. No
intervalo entre 20 e 42 min ndo foi observada a presenca de picos com intensidade
significativa e entre 45 ¢ 50 min foram detectados compostos de baixa polaridade, com picos

mais intensos em M. glomerata.
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A cumarina (33), com TR = 14,54 min, foi identificada como o pico majoritario
presente no extrato etanolico de M. laevigata, ndo sendo detectada no cromatograma obtido
para M. glomerata. Diversos autores afirmam que 33 ¢ o principal constituinte quimico dos
guacos (OLIVEIRA et al., 1984; VILLEGAS et al., 1997a; CELEGUINI ef al., 2001); porém,

no presente trabalho, 33 ndo foi detectada em M. glomerata.

Outra diferenca marcante entre as espécies foi a presenga de acido o-cumarico (42)
(TR = 12,69 min) em M. laevigata, ausente em M. glomerata. Acido o-cumérico é um
precursor biossintético de 33, o que justifica sua presenca em M. laevigata, uma vez que essa

espécie apresentou altas concentragdes de 33.

Analises por CG-EM realizadas por Yatsuda et al. (2005) com o extrato hexanico
metilado de M. glomerata, indicaram acido caurenoico (2) como constituinte majoritario da
espécie. A presenga desse acido também foi relatada por Oliveira et al. (1984), Vilegas et al.
(1997a) e Yatsuda et al. (2005) para M. laevigata. Analises por CLAE dos extratos de ambas
as espécies, e sua comparacdo com cromatograma obtido empregando-se acido caurenodico
como substincia de referéncia, mostraram que os picos registrados no intervalo de 45 a 50
min poderiam corresponder a compostos da classe dos diterpenos cauranicos. A comparagao
das areas dos picos correspondentes a essas substincias nos cromatogramas obtidos para as

duas espécies de guaco indica que elas ocorrem em maiores concentragdes em M. glomerata.

42 CARACTERIZACAO CROMATOGRAFICA E ESPECTROMETRICA DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS DE M. laevigata E M. glomerata

4.2.1 LH;A e L3F (cumarina, 33)

LH;A (6,76 g) foi obtido por filtragdo em silica gel com hexano do extrato etandlico
bruto de M. laevigata (item 4.8.5.1). LH;A apresentou-se como um so6lido branco amarelado
com forte odor caracteristico de cumarina. Analises por CLAE-FR dessa fracdo e co-injecao
com cumarina de referéncia (1,2-benzopirona) indicaram a presenca majoritaria dessa
substancia nesse grupo e¢ de outros picos de baixa intensidade com polaridade similar a
cumarina em LH;A. Devido a presenga de interferentes que dificultavam a purificagdo, essa

fragao nao foi trabalhada.
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Ls;F (191,1 mg) foi obtido a partir do grupo L, de M. laevigata, por fracionamento em
coluna aberta de silica gel eluida com hexano:diclorometano 1:1 (item 4.8.5.3). Essa
substancia foi obtida como um sélido cristalino branco, com odor caracteristico de cumarina,

e faixa de fusdo de 70 a 72°C.

A anélise das amostras LH;A e L;F, por CCD de silica gel, empregando-se cumarina
como substancia de referéncia e sistema de eluigdo tolueno:cloroférmio:acetona (20:10:15),
sugeriu tratar-se da cumarina, em fun¢@o da presenga da mancha com valor de Rf semelhante
a cumarina de referéncia, a qual apresentou intensa fluorescéncia azul sob luz UVses, apos

exposicao a vapores de amoénio (WAGNER et al., 1984).

Analises por CLAE-FR de LsF e co-injecdo com cumarina de referéncia indicaram
sobreposi¢do e aumento da area do pico. A analise dos espectros no ultravioleta obtidos on-
line para os picos de L3;F e da cumarina de referéncia indica que ambos sdo idénticos,
principalmente pelas bandas, em aproximadamente 277 e 315 nm, caracteristicas da cumarina

(Figura 6).
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Figura 6. Cromatogramas e espectros no UV obtidos on-line por CLAE-FR para L;F (A) e para a
cumarina (B, substancia de referéncia). Condi¢ées cromatograficas: vide Parte Experimental, item
4.8.3.2.
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A fim de confirmar a identidade da substancia isolada como sendo cumarina, foram
obtidos dados espectrais para L;F. No espectro de Ls;F obtido no infravermelho observaram-se
bandas de absor¢do em 1602, 1562, 1486 e 1451 cm’, caracteristicas de estiramento de C2=2C
de anel aromatico, e banda de absorcdo em 3057 cm™ caracteristica de estiramentos de
ligagdes C—H (Figura 7). A observagao de bandas de absor¢do intensa nas regides de 825 e
754 c¢m™ indicam a presenga de anel aromatico substituido com dois e quatro hidrogénios
adjacentes (DYER, 1977; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). Observou-se, ainda, presenga
de um dupleto intenso em aproximadamente 1750 cm™, caracteristico de deformacdo axial
C=0 de o-lactonas caracteristico do fendmeno conhecido como ressonancia de Fermi (DYER,
1977; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). Bandas caracteristicas de deformagéo axial da
ligacdo C—O de lactonas foram observadas em 1258, 1174 e 1120 cm” (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000). A banda de absor¢do intensa centrada em 1619 cm'], caracteristica de
vibracdes de deformacdo axial de ligagdo dupla carbono-carbono conjugada com anel
aromatico, corrobora a presenca de anel aromatico em Li;F (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2000).
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Figura 7. Espectro de absor¢do no infravermelho obtido para L;F.
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A comparagio dos dados espectrais de RMN de 'H e de "°C obtidos para LsF com
valores relatados para a cumarina (ROWBOTHAM; SCHAEFER, 1972; KUPRIYANOVA,

1997) possibilitaram confirmar a identificacdo de L;F.

O espectro de RMN de "°C desacoplado (50 MHz, CDCls) (Figura 8, Tabela 20)
apresentou seis sinais caracteristicos de carbonos aromaticos e dois sinais de carbonos
olefinicos, cuja natureza desses foi deduzida a partir do subespectro DEPT-135 (Figura 8)
como sendo seis carbonos metinicos e trés carbonos ndo-hidrogenados. A presenca de sinal
referente a grupo carbonila em 6¢ 160,90 ppm, atribuido a C2, e oito sinais caracteristicos de
carbonos aromaticos no intervalo de ¢ 116,81 a 154,17 ppm confirmam a identificacdo de

L;F como cumarina (33).
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Figura 8. Espectro de RMN de BCe subespectro DEPT-135 de L;F (50 MHz, CDCI,).
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Tabela 20. Atribui¢io dos sinais do espectro de RMN de "C obtido para L;F e comparagio com
dados relatados para a cumarina.

Carbono L3F (8¢, ppm)* Cumarina (33) (8¢, ppm) " DEPT-135

2 160,90 160,4 C

3 116,86 116,4 CH
4 143,58 143,6 CH
5 127,99 128,1 CH
6 124,56 124,4 CH
7 131,96 131,4 CH
8 117,06 116,4 CH
9 154,17 153.,9 C

10 118,96 118,8 C

Nota: “Dados obtidos no presente trabalho (50 MHz, CDCI;) *Dados relatados por Kupriyanova (1997)
(50 MHz, CDCl).

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) (Figura 9, Tabela 21) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos, com integral referente a quatro atomos de
hidrogénio. Os dupletos centrados em oy 6,42 ¢ 7,71 ppm, com integral de 1H cada,
apresentam valor de constante de acoplamento escalar (J 9,53 Hz) caracteristico de
hidrogénios olefinicos de ligacdo cis, adjacentes a cabonila do anel lactdnico, sendo atribuidos
a H3 e H4, respectivamente. Os sinais referentes a dois multipletos (0y 7,24-7,35 e 7,48-7,54
ppm), com integral de 2H cada, foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos H5 — H8. Esses
dados corroboram a identificagdo de L;F como cumarina (33) (ROWBOTHAM; SCHAEFER,
1972).

Tabela 21. Atribuigdo dos sinais do espectro de RMN de 'H obtido para LsF e comparagdo com dados
da literatura para a cumarina.

O (ppm) [multiplicidade; integral; J (Hz)]

Hidrogénio . b

L;F Cumarina” (33)

3 6,42 (d, 1H, J34 9,53) 6,36 (J34 9,58)

4 7,71 (d, 1H) 7,70

5 7,47-7,52 (m,1H, Js6 7,8) 7,46 (J567,70)

6 7,32-7,36 (m,1H, Je 7 7,3) 7,23 (J677,39)

7 7,53-7,58 (m,1H, J; 3 8,34) 7,47 (J75 8,38)

8 7,24-7,32 (m, 1H) 7,22

Nota: “Dados obtidos no presente trabalho (200 MHz, CDCl;). "Dados relatados por Rowbotham e Schaefer
(1972) (100 MHz, CDCl;).
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H de L;F (200 MHz, CDCly).

4.2.2 E¢ (mistura f-sitosterol, 38, e estigmasterol, 34)

E¢ (54,2 mg) foi obtido a partir da purificacdo do grupo L;H de M. laevigata (item
4.8.5.4) por cromatografia em coluna aberta de silica gel, empregando-se hexano:DCM 40:60
como eluente (item 4.8.5.5). E¢ apresentou-se como um so6lido branco com faixa de fusdo de
143,4 a 144,1 °C. A andlise desse solido por CCD de silica gel, utilizando-se B-sitosterol de
referéncia, e sistema de eluigdo hexano:EtOAc (80:20), indicou a natureza esteroidal de Eg,
apos revelacdo com reagente de Liebermann-Burchard e valor de Rf semelhante a substancia

de referéncia empregada.

A analise do espectro no infravermelho de E¢ (Figura 10) confirmou sua natureza
alifitica pela presenca de bandas intensas em 2960, 2933 e 2863 cm’, atribuidas a
deformacao axial de C-H de carbono alifatico, ¢ auséncia de absor¢des caracteristicas de

sistemas aromaticos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et al., 2001). A banda larga
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na regido de 3600-3200 cm’!, centrada em 3424 cm’, foi atribuida ao estiramento O-H
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et al, 2001). A presenca de hidroxila foi
confirmada pela absorcdo em 1052 cm’', atribuida & deformacdo axial de C-O de alcool
secundario aliciclico de seis atomos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et al.,
2001). A banda intensa em 1459 cm™ foi atribuida a deformagdo angular simétrica no plano,
de ligagdo C-H em grupo metilénico (CH;) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et
al., 2001).

O dupleto intenso com picos de intensidades semelhantes em 1381 e 1367 cm™ foi
atribuido a deformacdo angular no plano e fora do plano de grupo dimetila geminal,
correspondentes as metilas posicionadas nos C26 e C27 do B-sitosterol e estigmasterol
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). As bandas de absor¢goes em 970 e 958 cm” foram
atribuidas a presenca de olefina dissubstituida trans, caracteristico dos carbonos olefinicos
C22 e C23 do estigmasterol e as bandas em 838 ¢ 800 cm™” a olefina trissubstituida,

correspondente aos carbonos olefinicos C5 ¢ C6 de ambos os esteroides (DYER, 1977).
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Figura 10. Espectro de absor¢ao no infravermelho obtido para Eg.

O espectro de RMN de *C desacoplado (100 MHz, CDCl;) obtido para E¢ (Figura 11,
Tabela 22) apresentou sinais que permitiram confirmar seu cardter esteroidal, sendo a

natureza dos carbonos deduzida a partir do subespectro DEPT-135. A atribuigdo dos sinais
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baseou-se na comparacdo com dados relatados para a mistura desses esteréides (GOULART

et al., 1993; KONGDUANG et al., 2008).
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Figura 11. Espectro de RMN de BCe subespectro DEPT-135 obtido para E¢ (100 MHz, CDCl;).

Assim, os sinais em o¢c 140,71 e 121,66 ppm foram atribuidos, respectivamente, aos
carbonos olefinicos C5 e C6, comuns aos esqueletos do B-sitosterol (38) e estigmasterol (34).
Os sinais em O¢ 138,25 e 129,24 ppm foram atribuidos, respectivamente, aos carbonos
olefinicos C22 e (23, caracteristicos do estigmasterol (GOULART et al, 1993;
KONGDUANG et al, 2008). O sinal em 6c 71,76 ppm foi atribuido aos carbonos
carbindlicos em C3 de ambos os esterdides (GOULART et al., 1993; KONGDUANG et al.,
2008). A atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 13C esta descrita na Tabela 22.

A ocorréncia de ambos os esteroides ja foi previamente relatada para M. glomerata
(OLIVEIRA et al., 1984; SANTOS et al., 1998; VENEZIANI et al., 1999), mas nenhum
relato sobre a presenga dessas substancias em M. laevigata foi encontrado na revisao

bibliogréafica realizada. Obtencdo de mistura de B-sitosterol e estigmasterol tem sido descrita
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por diversos autores para varias espécies vegetais, tais como Ochroma lagopus Swartz,
Bombacaceae (PAULA et al., 1998); Eupatorium betonicaeforme (D.C.) Baker, Asteraceae
(ALBUQUERQUE et al., 2006) e Conchocarpus heterophyllus (A. St.-Hil.), Rutaceae
(AMBROSIN et al., 2008).

Tabela 22. Atribuicio dos sinais do espectro de RMN de "*C obtido para E e comparagdo com dados
da literatura para a mistura B-sitosterol e estigmasterol.

dc (ppm) DEPT-
Carbono E¢a” p-sitosterol’ (38)  E¢s°  Estigmasterol® (34) 135
1 37,29 37,25 37,29 37,25 CH,
2 31,68 31,64 31,68 31,64 CH,
3 71,76 71,81 71,76 71,81 CH
4 42,33 42,29 42,33 42,29 CH,
5 140,71 140,73 140,78 140,73 C
6 121,66 121,72 121,66 121,72 CH
7 31,87 31,89 31,87 31,89 CH,
8 31,87 31,89 31,87 31,89 CH
9 50,11 50,12 50,11 50,12 CH
10 36,47 36,40 36,47 36,40 C
11 21,09 21,08 21,09 21,08 CH,
12 39,65 39,68 39,65 39,78 CH,
13 42,18 42,29 42,18 42,29 C
14 56,74 56,75 56,83 56,87 CH
15 24,32 24,30 24,38 24,38 CH,
16 28,26 28,23 28,93 28,92 CH,
17 56,03 56,05 55,93 55,93 CH
18 11,87 11,84 12,06 12,03 CH;
19 19,36 19,38 19,36 19,38 CH;
20 36,17 36,16 40,49 40,50 CH
21 19,03 19,03 21,23 21,20 CH;
22 33,98 33,94 138,25 138,40 CH,/CH
23 26,13 25,99 129,24 129,27 CH,/CH
24 45,81 45,83 51,20 51,23 CH
25 29,15 29,08 31,87 31,89 CH
26 18,75 18,76 19,00 19,00 CHj;
27 19,77 19,81 19,00 19,00 C
28 23,10 23,06 25,41 25,42 CH,
29 12,20 11,99 12,25 12,27 CHj;

Legenda:**Dados obtidos no presente trabalho (100 MHz, CDCl;). ““Dados relatados por Goulart et al.
(1993) (50 MHz, CDCl;) e Kongduang et al. (2008) (125 MHz, CDCIl;) para a mistura B-sitosterol e
estigmasterol.

No espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) obtido para E¢ (Figura 12, Tabela 23)

observam-se diversos sinais na regido de oy 0,68 a 5,35 ppm, ¢ nenhum sinal na regido de
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hidrogénios aromaticos (0p 6,0 e 8,0 ppm), perfil compativel com a natureza esteroidal da
amostra. Observa-se a presenga de um multipleto e dois dupletos duplos na regido
caracteristica de deslocamento quimico de hidrogénios olefinicos (6y 4,0 a 5,5 ppm), um
multipleto na regido de hidrogénio oximetinico (g 3,0 a 4,0 ppm) e diversos sinais na regido
entre oy 0,68 e 2,31 ppm, caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos
(Figura 12) (SILVERSTEIN et al., 1991; PAIVA, et al., 2001). Esse perfil espectral ¢
compativel com substancia esteroidal, corroborando a atribuigdo realizada para o espectro de
RMN de "*C supracitada (MACARI et al., 1990; CARVALHO et al. 1998; FORGO;
KOVER, 2004).
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H obtido para E¢ (400 MHz, CDCl5).

O multipleto centrado em oy 5,35 ppm foi atribuido ao hidrogénio olefinico H6
presente no B-sitosterol e no estigmasterol (MACARI et al., 1990; CARVALHO et al. 1998;
FORGO; KOVER, 2004). Os dupletos duplos centrados em 8y 5,15 ¢ 5,02 ppm foram
atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H22 e H23 do estigmasterol (CARVALHO et al.
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1998; FORGO; KOVER, 2004). O multipleto centrado em 6y 3,52 ppm foi atribuido a H3,
ligado a carbono carbindlico, comuns a ambos esteroides (Tabela 23) (MACARI et al., 1990;
CARVALHO et al. 1998; FORGO; KOVER, 2004).
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Tabela 23. Atribuicio dos sinais do espectro de RMN de 'H obtido para Eq e comparagio com dados
relatados para B-sitosterol e estigmasterol.

O (ppm) [multiplicidade; integral; J (Hz)]

H

Eq B-sitosterolb 38) Estigmasterol® (34)
3 3,48-3,55 (m, 2H) 3,5 (m, 1H) 3,51 (m, 1H)
6 5,34-5,35 (m, 2H) 5,2 (m, 1H) 5,34 (m, 1H)
22 5,16 (dd, 1H, J2223 15,2) - 5,17 (dd, 1H, Jx223 15,2)
23 5,02 (dd, 1H, J>324 8,4) - 5,04 (dd, 1H, J>324 8,6)

Nota: “Dados obtidos no presente trabalho (400 MHz, CDCls). Dados relatados por "Macari et al.,
1990 (200MHz, CDCls) e “Forgo € Kover, 2004 (500 MHz, CDCl;).
A partir da analise dos dados espectrais obtidos para E¢ ¢ comparagdo com valores
relatados para esteroides (MACARI et al., 1990; GOULART et al., 1993; CARVALHO et al.
1998; FORGO; KOVER, 2004; KONGDUANG et al., 2008) foi possivel caracteriza-lo como

uma mistura de B-sitosterol (38) e estigmasterol (34).

38 34

5.2.3 L4H (4cido benzoilgrandiflérico, 39)

L4H (404,7 mg) foi obtido a partir do fracionamento cromatografico da fracdo L;K de
M. laevigata (item 4.8.5.5), em coluna aberta de silica gel, empregando-se hexano:DCM 4:6
como eluente. L4H apresentou-se como um solido cristalino branco, com faixa de fusdo entre
183,1 a 186,1 °C. Para o acido benzoilgrandiflorico (39) foram relatados valores semelhantes
de faixa de fusdo, de 185 a 187 °C (FABBRI et al., 1997). O cromatograma obtido por CLAE-
FR para L4H apresentou um pico majoritario com TR = 45,73 min, valor préximo ao do acido
caurenoico (TR = 47,07 min) (item 5.2.5) (Figura 13). O espectro no ultravioleta de L4H,
obtido on-line, apresentou duas bandas em 229,6 e 272,1 nm, indicando presenca de anel

aromatico benzénico substituido.
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Figura 13. Cromatograma e espectro no UV obtido on-/line por CLAE-FR para L,H. Condigées
cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.8.3.2.

A andlise do espectro no infravermelho obtido para LsH (Figura 14) evidenciou
presenga de anel benzénico monossubstituido, pela banda intensa em 705 cm’', caracteristica
de deformacdo angular fora do plano de anel benzénico com 5 atomos de hidrogénio
adjacentes e bandas de absor¢does em 1602, 1583, 1461 e¢ 1449 cm’, caracteristicas de
estiramentos das ligagdes C=C de anel aromatico (SILVERSTEIN et al., 1991; PAIVA, et al.,
2001). Estes dados confirmam a natureza aromatica da substancia, como indicado pelo
espectro no ultravioleta (Azjonm) (PAVIA et al., 2001). As bandas de absor¢des em 2931 e
2854 cm™ foram atribuidas as deformacdes axiais de C—H de grupos metilicos e metilénicos.
A presenca de uma banda de absorgdo larga na regido de 3300-2400 cm™, caracteristica de
vibragdes de deformacio axial de O—H e de uma banda intensa em 1692 cm™, caracteristica
de estiramento C=0 de 4cido carboxilico, evidenciam a presenga de grupo carboxila em LsH.
A banda em 1718 cm™, parcialmente sobreposta 4 da carbonila de acido carboxilico, foi
atribuida a carbonila de éster. A presenca de éster foi confirmada pela observacao de banda
intensa em 1266 cm™', caracteristica de estiramento C—O de éster. Uma banda de intensidade
média centrada em 1243 cm'l, parcialmente sobreposta aquela de estiramento C—O de éster
foi atribuida a estiramento de C—O de acido carboxilico (SILVERSTEIN et al, 1991;
PAVIA, et al., 2001).
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Figura 14. Espectro de absor¢ao no infravermelho obtido para L4H.

O espectro de RMN de "*C desacoplado (100 MHz, CDCl;) obtido para L;H (Figura
15, Tabela 24) apresentou sinais referentes a 27 a&tomos de carbonos. A natureza dos carbonos
foi deduzida pelo subespectro DEPT-135, e indicou a presencga de dois carbonos metilicos,
dez carbonos metilénicos, nove carbonos metinicos e seis carbonos ndo-hidrogenados. Os
sinais em O¢ 128,57 e 129,89 ppm foram atribuidos, respectivamente, a C4' ¢ C3' do anel

aromatico.

Os sinais em O¢c 184,18 ¢ 166,75 ppm foram atribuidos as carbonilas do acido
carboxilico e do éster, C19 e C1°, respectivamente. Os sinais em ¢ 110,60 e 155,37 ppm
foram atribuidos aos carbonos olefinicos, C17 e C16, respectivamente. Os carbonos
aromaticos foram atribuidos aos sinais em o8¢ 128,57 (C4’); 129,90 (C3’); 130,91 (C2’); e
133,04 (C5’°) ppm. Os demais sinais foram atribuidos pela comparagdo com dados descritos

para o acido benzoilgrandiflorico (38) (FABBRI et al.,1997) (Tabela 24).
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Tabela 24. Atribuigio dos sinais do espectro de RMN de "°C obtido para L,H.

Carbono LH* Ace.sf)égs:ill)grandiﬂéricob (39) DEPT-133
1 40,80 40,7 CH,
2 19,25 19,2 CH,
3 37,7 ou 37,9 37,4 ou 38,1 CH,
4 4391 43,5 C
5 56,83 56,5 CH
6 21,00 20,9 CH,
7 35,23 35,1 CH,
8 48,18 47,9 C
9 53,21 53,0 CH
10 40,12 39,6 CH,
11 18,71 16,4 CH,
12 32,89 32,6 CH,
13 42,85 42,6 CH
14 37,70u37,9 38,1 ou 374 CH,
15 83,75 83,5 CH
16 155,37 155,3 C
17 110,60 110,0 CH,
18 29,04 28,9 CH;
19 184,18 180,4 C
20 16,03 15,8 CH;
I’ 166,75 166,3 C
2’ 130,91 132,6 C
3 129,90 129,5 CH
4 128,57 128,2 CH
5’ 133,04 130,7 CH

*Dados obtidos no presente trabalho (100 MHz, CDCl;). "Dados relatados por Fabbri ef al, 1997 (20 MHz,
CDCl;-piridina).
A anilise dos dados espectrais d¢ RMN de 'H obtidos para L4H foi realizada por
comparag@o com os dados previamente relatados para o acido benzoilgrandiflérico (FABBRI
et al, 1997). O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) (Tabela 25, Figura 16) revelou a

presenca de trés sinais com integral correspondente a 5 H na regido de aromaticos (oy 6,0 a
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8,0 ppm), sinais na regido caracteristica de hidrogénios olefinicos (4,5 a 7,5 ppm) ou
metinicos conjugados com éster [HC—OC(=O)Ph] e sinais sobrepostos na regido
caracteristica de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos (6y 0,86 a 2,17 ppm). Nessa
regido, atribuiu-se o sinal em &y 0,99 (s, 3H) aos hidrogénios metilicos H20 e 6y 1,20 ppm (s,
3H) aos hidrogénios do grupo metila H18. O simpleto largo centrado em oy 2,86, com integral

de um hidrogénio, foi atribuido a H13.

O dupleto centrado em dy 8,04 ppm (2H, J3:4 8,0 Hz) foi atribuido aos hidrogénios
H3’, o multipleto no intervalo entre dy 7,42 a 7,46 ppm (2H, J43= 8,0 Hz) foi atribuido aos
hidrogénios H4’ e o multipleto 6y 7,53 a 7,55 (1H) foi atribuido a H5’. Os simpletos largos
em oy 5,12 e 5,18 ppm (2H) sdo caracteristicos de hidrogénios olefinicos geminais,
confirmando a presenca de ligacdo dupla exociclica, presente em alguns diterpenos
cauranicos, sendo atribuidos a H17b e H17a, respectivamente. O simpleto largo em dy 5,52

ppm foi atribuido a H15.

Tabela 25. Atribuicio dos sinais do espectro de RMN de 'H obtido para LH e comparagio com dados
relatados para o 4cido benzoilgrandifldrico.

Oy (ppm) [multiplicidade; integral]

Hidrogénio . . . e b
LsH Ac. benzoilgrandiflérico” (39)

13 2,85 (sl, 1H) -
15 5,52 (sl, 1H) 5,52 (sl, 1H)
17 a 5,18 (sl, 1H) 5,18 ou 5,10 (sl, 1H)
17b 5,12 (sl, 1H) 5,18 ou 5,10 (sl, 1H)
18 1,20 (s, 3H) 1,23 (s, 3H)
20 0,99 (s, 3H) 0,99 (s, 3H)
3 8,04 (d, 2H, J5- 4, 8,0 Hz)
4 7,42 a 7,46 (m, 2H, Js3- 8,0 Hz) 8,2-7,3 (m, SH)
5’ 7,53 a 7,55 (m, 1H)

Nota: “Dados obtidos no presente trabalho (400 MHz, CDCl;). "Dados relatados por Fabbri ef al,
1997 (80 MHz, CDCl;-piridina).
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H obtido para L,H (400 MHz, CDCl5).

A configuracdo absoluta de diterpenos caurdnicos pode ser estabelecida com base no
valor da rotagdo Otica especifica ([a]p) apresentada pela substdncia em andlise, sendo o
enantiomero levogiro classificado como da série dos ent-cauranicos (VELANDIA et al.,
1998). L4H € o enantidmero levogiro, [a]p = -40° (MeOH, ¢ 2,0 mg/mL) e, portanto,
pertencente a série ent- dos derivados cauranicos.

Diante dos dados apresentados foi possivel identificar L4H como sendo o acido

benzoilgrandiflorico (39) [4cido ent-15B-benzoiloxicaur-16-en-19-6ico].

5.2.4 L.C; (acido cinamoilgrandiflérico, 4)

LC; (96,6 mg) foi obtido do fracionamento cromatografico da fracdo L3N de M.
laevigata (item 4.8.5.6), em coluna aberta de silica gel, empregando-se como eluente hexano:
Et,0 (95:5). LCs apresentou-se como um sdlido cristalino branco, com faixa de fusdo entre

191 a 195°C. O cromatograma obtido por CLAE-DAD para LCs, (Figura 17), apresentou um
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pico majoritario com TR = 47,6 min, valor proximo aqueles dos picos referentes aos acidos
benzoilgrandiflorico (TR = 45,73) (item 5.2.3) e caurenodico (TR = 47,07 min) (item 5.2.5),

sugerindo tratar-se de um derivado do 4cido caurendico.

O espectro no UV (Figura 17) obtido on-line para LCs apresentou bandas de absor¢do

(216 nm, 223 nm e 277 nm) caracteristicas de cromoforo cinamoila (NGUYEN et al., 2005).
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Figura 17. Cromatograma e espectro no UV obtido on-line por CLAE-FR para LC;. Condigbes
cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.8.3.2.

As bandas de absor¢dao em 1637, 1578, 1469, 1449 cm’! observadas no espectro de
infravermelho de LC; indicam a presenga de anel aromatico, sendo a banda em 766 cm’!
indicativa da presenca de anel aromatico monossubstituido. A banda centrada em 1688 cm™
foi atribuida & estiramentos de carbonila de 4cido carboxilico e, em 1716 cm™, a carbonila de
éster o,fB-insaturado (Figura 18). A banda de alta intensidade centrada em 1163 em’ foi
atribuida ao estiramento da ligagdo C—O de éster (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000;
PAVIA et al., 2001). A atribuicdo das demais bandas no espectro no IV de LC; estdo
apresentadas na Tabela 26 e sdo semelhantes aquelas descritas no presente trabalho para o

acido benzoilgrandifldrico (39) (item 5.2.3).
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Figura 18. Espectro de absor¢ao no infravermelho obtido para LC;.

Tabela 26. Frequéncias de absor¢ao e vibragdes das bandas do espectro no IV obtido para LC;.
Frequéncias de absor¢iio (cm™)  Vibracio

3300-2400 Estiramento O-H de acidos carboxilicos

3040 Estiramento =C-H de aromatico ¢ de alqueno trans-
dissubstituido

2926, 2855 Estiramento C-H de grupos metila e metilénico

1716 Estiramento C=0 de éster aril

1688 Estiramento C=0 de acido carboxilico

1578, 1495, 1469 ¢ 1449 Estiramento de C=C de aromatico

1675 e 977 Deformacdo C-H de alqueno trans-dissubstituido

1278 ¢ 1266 Estiramento C-O de acido carboxilico e de éster

1163 Estiramento C-O de acido carboxilico e de éster

766 Deformacgdo C-H de aromatico monossubstituido

Os dados espectrais de RMN de 'H e de "*C obtidos para LC; sdo semelhantes aqueles
relatados para o acido benzoilgrandiflorico (39) no presente trabalho (item 5.2.3) e assim,
somente as diferencas observadas serdo discutidas. No espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CDCl3) de LCs (Tabela 27, Figura 19) observaram-se sinais referentes a cinco hidrogénios
aromaticos (0y 7,36-7,39 ppm, 3H, m, H7’ e H6’ e dy 7,53 ppm, 2H, dd, J 2,8 ¢ 9,2 Hz, H5’),
além de dois dupletos centrados em oy 7,69 e 6,47 ppm, com valor de acoplamento escalar (J
= 16 Hz) caracteristico de hidrogénios olefinicos frans-posicionados. Esses dados indicam a

presenca de substituinte frans-cinamoila em LCj;, sendo os sinais atribuidos a H3” ¢ H2’,
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respectivamente. Essa atribuicdo estd em conformidade com dados relatados para o acido
cinamoilgrandiflorico (4) (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2001), acido trans-cindmico
(HANAI et al., 2001; LIU et al., 2004) e derivados contendo o grupo cinamoila (NGUYEN et
al., 2005; DOMINGUEZ et al., 2007).

Tabela 27. Atribuicio dos sinais do espectro de RMN de 'H obtido para LC; e comparagdo com
dados relatados para o acido cinamoilgrandiflérico.

0 (ppm) [multiplicidade; integral; J (Hz)]

H

LC;* AC (4)° Ar-C

13 2,83(sl, 1H) 2,82(sl, 1H)

15 5,41 (sl, 1H) 5,41 (sl, 1H) -
17 a 5,16 (sl, 1H) 5,20 ou 5,07 (sl, 1H) -
17b 5,12 (sl, 1H) 5,20 ou 5,07 (sl, 1H) -

18 1,22 (s, 3H) 1,21 (s, 3H) -

20 0,97 (s, 3H) 0,99 (s, 3H) -

2 6,47 (d, J = 16) 6,47 (d, J = 16) 6,47 (d, J = 16)
3 7,69 (d) (d, J = 16) 7,69 (d) (d,J=16) 7,81 (d,J = 16)
5 7,53 (dd, 2H,,J=2,8¢9,2) 7,53 (m, 2H)) 7,57 (m, 2H)

6’7’ 7,36-7,39 (m, 3H) 7,38 (m,3H) 7,42 (m, 3H)

Notas: “Dados obtidos no presente trabalho (400 MHz, CDCly). ’Dados relatados para AC (4cido
cinamoilgrandiflorico) por Nascimento; Oliveira (2001) (300 MHz, CDCl;) e Hanai et al., 2001; e A#-C (4cido
trans-cinamico-) por Liu et al., 2004 (100 MHz, CDCI;). H = hidrogénio.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H obtido para LC; (400 MHz, CDCls).

O espectro de RMN de °C desacoplado (100 MHz, CDCLy) obtido para LC; (Figura
20) apresentou sinais referentes a 29 carbonos, sendo a natureza desses deduzida pelo
subespectro DEPT-135 (Figura 20) como dois carbonos metilicos, dez carbonos metilénicos,
onze carbonos metinicos e seis carbonos nao-hidrogenados. LCs apresentou, portanto, dois
sinais referentes a carbonos metinicos (3¢ 118,70 e 145,04 ppm) a mais em relagdo a 38 (item

5.2.3). Esses dados sdo condizentes com derivado caurdnico cinamoil-substituido.

Os sinais adicionais, observados para LC;, foram erroneamente atribuidos por
Vicknewski et al. (1977) aos carbonos C7’ e C3’ do acido cinamoilgrandiflérico. No entanto,
Nascimento e Oliveira (2001) os atribuiram a C2’ e¢ C3’, respectivamente. Esses dados
corroboram os dados publicados para o acido frans-cindmico (68) e derivados trans-cinamoila
(69) (HANALI et al., 2001; SILVA et. al., 2001; LIU et al., 2004; NGUYEN et al., 2005;
DOMINGUEZ et al., 2007). Apresentam-se, na Tabela 28, as atribuicdes dos sinais do

espectro de RMN de "C obtido para LCs;, com destaque para a corregio de algumas
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atribuicdes anteriormente relatadas por Vicknewski et al. (1977) para o éacido

cinamoilgrandiflorico.
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Figura 20. Espectro de RMN de "°C e subespectro DEPT-135 obtidos para LC; (100 MHz, CDCl;).

As atribuicdes dos sinais referentes a C2° e C3’ foram confirmadas pela analise do
espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear (HMQC), onde foi possivel observar
mancha de correlag@o entre o sinais referentes a H2’ (dy 6,47 ppm) e C2’ (¢ 118,70 ppm),
bem como entre H3’ (&4 7,69 ppm) e C3’ (&¢ 145,04 ppm) (Figura 21).
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Tabela 28. Atribui¢do dos sinais do espectro de RMN de "*C obtido para LC; e comparagio com
dados da literatura.

oc (ppm)

C LC;" AC’(4) AC'(4) Ar-C Dz-C* DEPT-135
1 40,79 40,7 40,7 CH,
2 18,65 18,5 18,5 CH,
3 37,92 37,8 37,8 CH,
4 43,88 43,8 43,8 C
5 56,84 56,7 56,7 CH
6 21,03 20,9 20,9 CH,
7 35,08 34,9 34,9 CH,
8 48,01 47,9 47,7 C
9 53,19 53,1 53,1 CH
10 40,11 40,0 40,0 CH,
11 19,26 19,1 19,1 CH,
12 32,68 32,7 32,7 CH,
13 42,81 42,7 42,7 CH
14 37,60 37,4 37,4 CH,
15 83,31 83,2 83,2 CH
16 155,62 155,4 155,4 C
17 110,40 110,1 110,1 CH,
18 29,06 28,9 28,9 CH;
19 184,03 166,9 184,2 C
20 15,82 15,9 15,9 CH;
I 167,22 184,2 166,9 172,6 166,7 C
2 118,70 130,1 118,6 117,3 119,0 CH
3 145,04 144,7 144,7 147,1 145,5 CH
4 134,72 134,6 134,6 134,0 131,1 C
5 128,89 128,8 128,8 128,4 129,8 CH
6’ 128,32 128,0 128,1 129,0 129,1 CH
7 130,07 118,6 130,1 130,8 131,1 CH

Notas: “Dados obtidos no presente trabalho (100 MHz, CDCLy). Dados relatados por “Vicknewski et al, 1977
(67,5 MHz, CDCl;); “Nascimento; Oliveira (2001) (75 MHz, CDCls); ‘Hanai et al., 2001; Liu et al., 2004 (100
MHz, CDCls); ‘“Domingues et al., (2007) (75MHz, CDCIl;). C = carbono; AC = 4cido cinamoilgrandiflorico; Az-
C = acido trans-cindmico (ac. E-fenil-2-propenodico) (67); Dz-C = derivado frans-cinamoila (penesteminosideo)
(68).

OH
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Figura 21. Mapa de contornos obtido para LC; pelo experimento HMQC ('H, 400 MHz; "°C, 100
MHz, CDCl,).

A determinagdo do valor de rotacdo Otica para LC; revelou ser este o enantiomero
levogiro, com [a]y = -40° (metanol, ¢ 2,0 mg/mL), portanto, pertencente a série ent- dos
derivados cauranicos.

A analise dos dados espectrais de RMN de 'H e de "*C obtidos para LCs, em conjunto
com a analise dos dados fisico-quimicos e comparagdo com os valores relatados na literatura
(VICKNEWSKI et al. 1977; VELANDIA et al. 1998, NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2001;
HANAI et al., 2001; SILVA et. al., 2001; LIU et al, 2004; NGUYEN et al., 2005;
DOMINGUEZ et al., 2007) possibilitaram identificar LC; como sendo o acido

cinamoilgrandiflorico (4) [acido ent-15B-cinamoiloxi-caur-16-en-19-6ico].
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5.2.5 LC e GC (acido caurenéico, 2)

LC (7,8 mg), obtida da fragdo L4F de M. laevigata (item 4.8.5.7), ¢ GC (34,8 mg)
oriunda da fracdo GC,, de M. glomerata (item 4.8.6.2), foram purificadas por CLAE-FN em
escala preparativa, empregando-se elui¢do isocratica de hexano: Et,O (7:3) (item 4.8.4). LC e
GC foram obtidos como sdlidos amorfos incolores. A anélise dos cromatogramas otidos por
CLAE-DAD para esses solidos e co-injecdo de acido caurendico como substincia de
referéncia, sugeriu tratar-se do acido caurenoico. Além disso, os espectros no ultravioleta
obtidos on-line para esses solidos foram idénticos ao do 4cido caurenodico de referéncia,

apresentando maximos de absor¢ao em 205 nm (Figura 22).
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Figura 22. Cromatogramas e espectros no UV obtidos on-line por CLAE-FR para GC (A) e acido
caurendico de referéncia (B). Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.8.3.2.

Os dados espectroscopicos obtidos, isoladamente, para GC e LC foram idénticos e,
portanto, sua discussdo foi realizada apenas para GC. O espectro obtido no IV para GC
(Figura 23) evidenciou a natureza alifatica das substincias, pela presenca de absorgdes em
2927 e 2851 cm’, atribuidas as deformagdes axiais de C—H. A presenca de uma banda larga
de absorcdo na regido de 3400-2400 cm’', caracteristica de vibragdes de deformagio axial de
O—H, a presenga de uma banda intensa de absor¢do em 1691 cm’', caracteristica de

estiramente C=0 de 4cido carboxilico, e banda de intensidade média em 1260 cm™ atribuida a
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deformagdo axial de C—O, caracterizam a presenca de grupo carboxila em GC. As bandas de
absor¢do em 3095 cm™, 1660 cm™ e 871 c¢cm™ foram atribuidas a grupo vinila, indicando a
presenca de ligacao dupla exociclica, caracteristica de alguns diterpenos cauranicos, incluindo
o acido caurenoico (2) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA et al, 2001). As
freqiliéncias de absorgdo e vibragdes caracteristicas das bandas de absor¢do no IV de GC estdo
em concordancia com os dados relatados por Oliveira et al. (1984) para o acido caurenodico

(2) (Tabela 29).
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Figura 23. Espectro de absor¢ao no infravermelho obtido para GC.

Tabela 29. Frequéncias de absor¢do e vibragoes das bandas de GC do espectro no IV e comparagio
com dados relatados para o acido caurendico.

GC(cm™)?®  4c. caurenéico (2)

(cm'l) b Vibracao
3400-2400 3100 Estiramento O-H de acido carboxilicos
3095 - Estiramento C-H de grupo vinila
2927, 2851 2924, 2847 Estiramento C-H de grupos metila e metileno
1691 1690 Estiramento C=0 de acido carboxilico
1660 1658 Estiramento de C=C nao conjugada
1468 ¢ 1444 1450 Deformacgao de — CH; — alifatico
1260 1250 Estiramento C-O de acido carboxilico
871 870 Deformacgdo de metileno terminal

Nota: “Dados obtidos no presente trabalho por reflectincia atenuada, sem emprego de diluigdo em brometo de
potassio (KBr). ®Dados relatados por Oliveira et al. (1984) (KBr, Viax)-
O espectro de RMN de "C desacoplado (100 MHz, CDCl;) obtidos para GC (Figura

24, Tabela 30) apresentou sinais referentes a 20 atomos de carbono, caracteristico de

esqueleto carbdnico de diterpenos (BASER et al., 1996; OHKOSHI, et al., 2004; BATISTA,
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2005; BATISTA et al., 2005). A natureza dos carbonos foi deduzida pelo subespectro DEPT-
135 (Figura 24) e indicou a presenca de dois carbonos metilicos, dez metilénicos, trés

metinicos e cinco carbonos nao-hidrogenados.
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Figura 24. Espectro de RMN de "°C e subespectro DEPT-135 obtidos para GC (100 MHz, CDCly).

Os sinais em 6¢ 103,22 e 156,10 ppm foram atribuidos aos carbonos metilénicos C17 e
C16, respectivamente (BATISTA, 2005; BATISTA et al., 2005). O sinal em 3¢ 183,16 ppm
foi atribuido a carbonila carboxilica C19, confirmando os dados do espectro no
infravermelho. A localizagdo trans-axial entre o grupo carboxila e o hidrogénio HS5 foi
definida com base no valor de deslocamento quimico de C5 (d¢ 57,28 ppm). No caso de
posicionamento cis-equatorial entre a carboxila e HS, C5 apresenta valor de deslocamento
quimico de aproximadamente 6c 50,0 ppm, devido ao efeito y dos atomos de oxigé€nio da
carboxila (VELANDIA et al., 1998). As demais atribui¢cdes foram realizadas por comparagao
com os dados previamente relatados para o acido caurenoico (2) e estdo apresentadas na

Tabela 30 (VELANDIA et al., 1998; BATISTA, 2005; BATISTA et al., 2005).
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Tabela 30. Atribuigio dos sinais do espectro de RMN de "*C obtido para GC e comparagdo com dados
relatados para o acido caurenodico.

Carbono GC* Ac. caurenéicobi‘zg)(ppm)l&cido caurendico’ (2) DEPT-135
1 40,95 40,7 - CH,
2 19,34 19,1 - CH,
3 38,11 37,8 - CH,
4 43,92 43,8 - C
5 57,28 57,1 57,2 para C-19 ax trans a H-5 CH
6 22,08 21,8 - CH,
7 41,52 41,3 - CH,
8 44,09 44,2 - C
9 55,36 55,1 - CH
10 39,94 39,7 - C
11 18,67 18,4 - CH,
12 33,34 33,1 - CH,
13 44,47 43,9 - CH
14 39,90 39,7 - CH,
15 49,21 49,0 - CH,
16 156,10 156,0 - C
17 103,22 103,1 - CH,
18 29,18 29,0 29,0 para C-19 ax trans a H-5 CH;
19 183,16 184,5 185,0 C
20 15,85 15,6 15,6 para C-19 ax trans a H-5 CH;

"Dados obtidos no presente trabalho (100 MHz, CDCls). Valores relatados por ® Batista, 2005 e Batista ef al.,
2005 (100 MHz, CDCl;) e “Velandia et al., 1998.

A andlise dos dados espectrais de RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) obtidos para GC
possibilitou confirmar sua identificacdo como acido caurenodico. Como esperado, ndo foram
observados sinais na regido de deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos (dy 6,0 a 8,0
ppm) (Figura 25). Observa-se a presenga de um multipleto e dois simpletos largos na regido
caracteristica de hidrogénios olefinicos (dy 4,0 a 5,5 ppm) e diversos sinais sobrepostos na
regido de hidrogé€nios metilicos, metinicos ¢ metilénico (6 0,85 a 2,19 ppm) (Figura 25).

Esse perfil espectral ¢ compativel com substidncia de natureza diterpénica, corroborando a
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atribuicdo realizada para o espectro de RMN de Bc (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2001;
BATISTA, 2005; BATISTA et al., 2005).

Os sinais em oy 0,95 (s, 3H) e oy 1,24 ppm (s) foram atribuidos aos grupos metila H20
e H18, respectivamente. Os dois simpletos largos em oy 4,74 e 4,80 ppm foram atribuidos aos
hidrogénios olefinicos H-17b e H-17a, respectivamente, confirmando o observado no espectro
de IV. As demais atribuicdes dos sinais do espectro de RMN de 'H foram realizadas por
comparagdo com os dados espectrais relatados para o acido caurendico e estdo apresentadas

na Tabela 31.
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H obtido para GC (400MHz, CDCl5).

GC foi caracterizado como sendo o enantidmero levogiro a partir do valor de rotagao
otica [a]p = -100° (MeOH, ¢ 2,0 mg/mL), valor similar ao anteriormente descrito para o

acido ent-caur-16-en-19-6ico, [a]p = - 104° (MeOH, ¢ 1,0 mg/mL) (NA et al., 2006).
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Tabela 31. Atribui¢io dos sinais do espectro de RMN de 'H obtido para GC e comparagio
com dados relatados para o acido caurendico.

oy (ppm) [multiplicidade; integral]

Hidrogénio . , b
GC Ac. caurendico
13 2,63 (m, 1H) 2,64 (m, 1H)
17 a 4,74 (sl, 1H) 4,73 (sl, 1H)
17b 4,80 (sl, 1H) 4,79 (sl, 1H)
18 1,24 (s) 1,24 (s, 3H)
20 0,95 (s, 3H) 0,95 (s, 3H)

Nota: “Dados obtidos no presente trabalho (400 MHz, CDCl3). "Dados relatados por Batista,
2005 e Batista et al., 2005 (200 MHz, CDCl;).
A partir da analise dos dados espectrais e fisico-quimicos obtidos para CG e LC e
comparagdo com valores relatados para diterpenos ent-caurdnicos (NASCIMENTO;
OLIVEIRA, 2001; BATISTA, 2005; BATISTA et al., 2005; NA et al. 2006) foi possivel

caracterizar GC como sendo o acido caurenoico, 2, (acido ent-caur-16-en-19-6ico).

5.2.6 Isolamento de derivados do acido cindmico de M. glomerata

O perfil cromatografico obtido por CLAE-FR para o extrato etanolico bruto G, de M.
glomerata (item 5.1.1) ndo indicou a presenca de cumarina e acido o-cumarico. No entanto,

apresentou dois picos majoritarios com TR = 12,7 e 13,6 min (Figura 26).

A partigdo do extrato com EtOAc forneceu a fracdo Gjp (item 4.8.6.1), cujo
cromatograma obtido por CLAE-FR também apresentou a presenga majoritaria desses picos
(Figura 26).

A comparagdo dos tempos de retengao e dos espectros no UV do pico majoritario de G
(12,7 min) com acidos cinamicos de referéncia (acidos o-cumadrico, p-cumarico, caféico,
feralico, iso-ferulico e clorogénico) indicou tratar-se do acido iso-fertilico (RT=12,1 min)
(Figuras 27), confirmado pela adi¢do dessa substancia ao extrato, observando-se o aumento da
area do pico correspondente (dado ndo mostrado).

Visando isolar outros constituintes de M. glomerata, que poderiam vir a constituir
marcadores quimicos para a espécie, a fracdo Glg foi submetida a cromatografia em coluna
aberta de silica gel (item 4.8.6.3), resultando na obtengao da fracdo CIN4, enriquecida na
substancia com TR = 12,2 min (Figura 28). Analises por CCD de silica gel de CIN4,

utilizando EtO;:tolueno 1:1 acidificado como eluente, evidenciaram a presenga de uma banda
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com fluorescéncia verde-azulada intensa, apos revelacdo com NP/PEG sob luz ultravioleta em

365 nm, e valor de Rf'semelhante aos acidos fertlico e iso-fertlico.
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Figura 26. Cromatogramas e espectros no UV obtidos on-line por CLAE-DAD para G, (A) e G (B).
Condig¢des cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.8.3.2.

A fragdo CIN4 foi submetida a purificagdo por CLAE em escala preparativa,
utilizando coluna de ODS e gradiente de MeOH-H,O (25 a 48%), sem sucesso. A
instabilidade dos derivados cindmicos, principalmente a fotoisomerizacdo e termolabilidade
em temperaturas superiores a 30 °C (BRUNETON, 1995), podem ter contribuido para o
insucesso da purificacdo. Essa hipotese ¢ respaldada pelas analises por CCD de silica gel das
fragdes oriundas de CIN4, nas quais inicialmente observaram-se bandas de coloragdo verde-

azulada com fluorescéncia intensa, que desapareceram em analises posteriores.
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Figura 27. Cromatogramas e espectros no UV obtidos on-line por CLAE-DAD para 4cidos cinamicos
de referéncia. Condicdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.8.3.2.
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Figura 28. Cromatograma e espectro no UV obtido on-line por CLAE-DAD para CIN4. Condic¢ées
cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.8.3.2.
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Adicionalmente, a comparacdo dos espectros no ultravioleta, obtidos on-/ine, dos
picos majoritarios de G;p (Figura 26B) e de CIN4 (Figura 28) sugere a isomerizacao da dupla
ligacdo da cadeia lateral desse derivado cinamico. As bandas em aproximadamente 300,0 e
328,0 nm presentes no espectro do pico majoritario de G,z desapareceram no espectro do pico
majoritario de CIN4. O espectro no UV dos acidos hidroxicindmicos e seus derivados
apresentam quatro bandas de absor¢des, designadas B1, B2;, B2; e B3, sendo a banda B2;
correspondente a ligagdo dupla C=C da cadeia lateral (BENGOECHEA et al., 1995). A
isomerizagdo cis-trans desse cromoforo, geralmente leva o isomero cis a baixos valores de
Amax € € (SCOTT, 1964). Um exemplo disso, € o proprio acido trans-cindmico, cujo Amax de
absor¢do ocorre em aproximadamente 273 nm (¢ = 21.000), enquanto que o &cido cis-

cindmico ocorre em cerca de 264 nm (g = 9.500) (SCOTT, 1964).

4.3 DEFINICAO DOS MARCADORES QUIMICOS

A ANVISA ¢ a literatura da area definem marcador como um ou multiplos
constituintes (ou classe de constituintes) presentes na matéria-prima vegetal e que,
preferencialmente, tenham correlagdo com o efeito terapéutico, sendo esses utilizados como
referéncia no controle de qualidade da matéria-prima vegetal e padronizagdo dos fitoterapicos
(LAZAROWYCH; PEKOS, 1998; CARDELLINA, 2002; BRASIL, 2004).

Seguindo essa concepcdo, a literatura descreve a cumarina (33) como o principal
marcador quimico das espécies M. laevigata e M. glomerata (CELEGHINI et al.,1999;
CABRAL et al., 2001; CELEGHINI et al., 2001; BIAVATTI et al., 2004; DUTRA, 2005;
F.BRAS. 1V, 2005).

Em conformidade com a literatura, nos materiais de guacos trabalhados no presente
estudo foi possivel isolar e caracterizar 33, como marcador, apenas nas amostras de M.
laevigata. O acido o-cumarico (42) também foi definido como marcador quimico de M.
laevigata com base em dados previamente relatados na literatura (F.BRAS IV, 2005;
SANTOS et al., 2006), bem como por analises de CLAE-FR dos extratos etanolicos brutos
dessa espécie e co-injecdo com substancia de referéncia, além da comparacdo dos espectros
no UV, obtidos on-line a 210 nm.

Tentativas de isolamento de derivados cindmicos majoritarios dos extratos de M.
glomerata (Figura 5; item 5.1) foram realizados, o que permitiria sua definicdo, como

marcadores quimicos, conforme discutido no item 5.2.5. Entretanto, um dos requisitos para
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que uma substancia seja definida como marcador quimico de uma espécie vegetal ¢ que ela
seja estavel quimicamente nas etapas associadas ao crescimento no campo, secagem,
processamento e estocagem da droga vegetal e dos fitoterapicos (LAZAROWYCH; PEKOS,
1998). Porém, derivados cindmicos presentes nos extratos de M. glomerata nao preencheram
esse requisito, uma vez que durante o isolamento sofreram degradacdo quimica.

Seguindo a linha de raciocinio para defini¢do de marcador quimico, sabe-se que a
bioatividade das espécies vegetais esta ligada ao sinergismo entre diversos compostos, sendo
que esse efeito € negligenciado quando apenas um marcador € analisado. Derivados
caurdnicos presentes em ambas as espécies t€m sido apontados como responsaveis, a0 menos
em parte, pelos efeitos terapéuticos dos guacos (CUNHA et al., 2001; TIRAPELLI et al.,
2002; BIAVATTI et al., 2004; AMBROSIO et al., 2006). Por esse motivo, também foram
definidos como marcadores quimicos de ambas as espécies de guaco trabalhadas.

Porém, para a defini¢do de uma substancia como marcador quimico, também deve-se
considerar sua facilidade de obten¢@o. Cumarina (33) e 4cido o-cumarico (42) sdo disponiveis
comercialmente, ja os diterpenos cauranicos [4acidos caurendico (2), benzoilgrandiflorico
(39)e cinamoilgrandiflorico (4)] ndo. Entretanto, dentre os derivados cauranicos, ao menos o
acido caurendico pode ser obtido de fonte alternativas, uma vez que ocorre em abundancia em
sementes de Xylopia frutescens, nas quais o teor ¢ de 3,16% p/p ou ainda a partir das partes
aéreas de Wedelia paludosa cujo teor ¢ de 0,85% p/p (MELO ef al., 2001; BATISTA et al.,
2005).

Diante do exposto, foi possivel definir, para M. laevigata, cinco marcadores quimicos,
dentre eles os derivados cinamicos, 33 ¢ 42, e os diterpenos cauranicos (2, 39 e 4). Para M.

glomerata, definiram-se como marcadores quimicos apenas os trés diterpenos cauranicos.

5.4 DESENVOLVIMENTO DE METODO DE CLAE-DAD PARA QUANTIFICACAO DE
MARCADORES QUIMICOS EM M. laevigata E M. glomerata

5.4.1 M. laevigata

O desenvolvimento do método de quantificacdo de marcadores quimicos nas espécies
de Mikania selecionadas para este estudo teve inicio com M. laevigata devido a maior

complexidade de seu perfil cromatografico. O método de desenvolvimento foi realizado com
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amostras fortificadas com 0,1 mg/mL de acido o-cumarico, considerando a baixa intensidade

do pico desse constituinte, observada na corrida exploratoria (Figura 29 condicao A)).
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Figura 29. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-DAD para folhas de Mikania laevigata durante
corridas exploratorias empregando ACN (A; e A;) e MeOH (B) como modificadores orgénicos. A;:
amostra ndo fortificada, A, e B: amostras fortificadas com 0,01 mg/mL de acido o-cumarico
Condig¢oes cromatograficas: vide condigdes cromatograficas A e B na Tabela 10, item 4.9.3.3 ou nos
graficos inseridos nos cromatogramas de maneira simplificada. (Inser¢do) Ampliagdo da secdo do
cromatograma obtido para Mikania laevigata. Picos: 1, acido o-cumarico; 2, cumarina; 3, acido
benzoilgrandiflorico; 4, acido cinamoilgrandiflérico; 5, acido caurendico.

Durante o desenvolvimento do método, além da aten¢ao com a resolu¢ao adequada das
substancias de interesse (Rs > 1,5), a seletividade de cada condicdo foi avaliada pela pureza
espectral dos picos no UV, obtidos on-line a 210 nm.

ACN e MeOH foram inicialmente avaliados como modificadores organicos,
empregando-se gradiente linear de 5% a 95% do modificador em 65 min, temperatura de 40
°C ¢ fluxo de 1,0 mL/min (Figura 29, condi¢gdes A; ¢ B). ACN, embora ndo tenha apresentado

melhor separacdo que o metanol, como esperado resultou em picos com menores tempos de
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retencdo e menor flutuagdo de linha de base e, por isso, a principio foi selecionado para o
desenvolvimento do método. Isopropanol e tetrahidrofurano ndo foram avaliados como
modificadores orgédnicos porque apresentam valores de cut-off acima do comprimento de onda
selecionado para a deteccdo (210 nm).

Como ja mencionado, o desenvolvimento da condigdo cromatografica foi realizado
visando obter resolugdo adequada (Rs > 1,5) para andlise quantitativa dos marcadores
quimicos, além de menor tempo de analise. Por isso, inicialmente tentou-se melhorar a
resolugdo entre o0 acido o-cumadrico e a cumarina e reduzir o tempo de analise dos derivados
caurdnicos, desde que, no intervalo entre 20-45 min, nenhum pico de interesse analitico foi
eluido.

Para isso, a inclinacdo do gradiente foi aumentada pela redugdo no tempo de elui¢do
para 30 min e a temperatura fixada em 30 °C. O perfil cromatografico resultante (Figura 30,
condicao C) foi similar aquele da corrida exploratdria, com melhoria da resolucdo dos picos
correspondentes aos diterpenos cauranicos, ¢ tempos de retengdo abaixo de 30 min.

A fim de melhorar a resolu¢do dos picos da parte inicial do cromatograma (até 15
min), correspondente & eluicdo dos derivados cindmicos, a temperatura foi reduzida para 25
°C, como previamente relatado para analises de acidos fenolicos e hidroxicinamicos (WEN et
al., 2005). De fato, pequena melhora na resolugdo foi observada entre o acido o-cumarico ¢ o
pico vizinho co-eluido (Figura 30 condi¢do D). Portanto, essa temperatura foi selecionada
para as condi¢des cromatograficas subseqiientes.

A substituicdo do modificador organico sem alterar sua for¢a ¢ uma ferramenta
poderosa para melhorar a seletividade cromatografica (SNYDER et al., 1997). A corrida
exploratoria inicial com MeOH sugeriu melhor resolucdo dos derivados do acido cindmico em
relagdo aqueles eluidos com ACN (Figura 29, condicdo B). Por essa razdo, a porcentagem
inicial de 15% de MeOH foi avaliada na condicdo E, resultando em melhora na separacdo
entre os picos do &cido o-cumdrico e cumarina (Rs = 1,42), cujo par critico apresentou
resolucdo proxima a aceitavel (Rs = 1,50). Vale a pena destacar, ainda, que os modificadores
organicos apresentaram seletividade marcante para a cumarina, alterando a seqiiéncia de
eluicdo da sua banda em relagdo a outros derivados do acido cindmico (Figura 30 condicdo

E).
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Figura 30. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para folhas de Mikania laevigata durante o
desenvolvimento do método. Vide condi¢des cromatograficas C-F na Tabela 10 item 4.9.3.3 ou nos
graficos inseridos nos cromatogramas de maneira simplificada. Os picos dos marcadores quimicos
identificados ndo apresentam pureza espectral, com exce¢do de 1 e 2 nas condi¢des cromatograficas E.
Picos: 1, acido o-cumarico; 2, cumarina; 3, acido benzoilgrandiflorico; 4, acido cinamoilgrandiflérico;
5, acido caurenoico.

Como esperado, o cromatograma obtido na condi¢ao E apresentou marcante flutuacao
na linha de base ap6s 20 min de eluigdo, devido ao aumento no conteido de MeOH, resultante
da proximidade entre o valor de cut-off desse modificador organico (205 nm) e o
comprimento de onda estabelecido para a detec¢do do perfil cromatografico (210 nm). Para
minimizar esse problema, a eluicdo alternada de MeOH e ACN foi avaliado na condigdo F.

Nessa condi¢do, o gradiente de MeOH foi empregado até 20 min, sendo modificado para

ACN apos esse tempo, utilizando-se porcentagem do modificador com for¢a equivalente de
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eluicao (Figura 30 condi¢do F). No entanto, nenhuma banda correspondente aos marcadores
quimicos apareceram nos primeiros 10 min de elui¢do e a resolugdo entre os picos do acido o-
cumarico e da cumarina foi inadequada (Rs < 1,5).

A redugdo no tempo de analise foi introduzida na condi¢do G, pelo aumento na forca
do eluente, iniciando-se a eluicdo com gradiente linear de 37-50% de MeOH em 15 min,
seguido por gradiente linear de 40-90% de ACN (Tabela 10, item 4.9.3.3). Essa condi¢do
diminuiu o tempo de eluicdo em aproximadamente 7 min, mas o pico correspondente a
cumarina eluiu parcialmente sobreposto ao seu pico vizinho (Figura 31 condicdo G). No
entanto, um ajuste fino na propor¢do do modificador organico para 34% de MeOH resultou
em Rs = 1,88 entre os picos do acido o-cumdrico e cumarina, os quais exibiram pureza
espectral nas analises por DAD (Figura 31 condicdo H). Nao foi observada melhora adicional
na resolucdo destes picos pela reducdo do fluxo de 1,0 mL/min para 0,9 mL/min (Figura 31
condicao I). Ressalta-se, no entanto, que o cromatograma na condicdo H, ainda exibiu um
intervalo, entre aproximadamente 15 a 30 min, sem eluicdo de picos de interesse analitico, ao
lado de uma pequena flutuagdo na linha de base na regido correspondente aos picos dos
diterpenos cauranicos, atribuida a inclinacao acentuada do gradiente de elui¢do.

Dessa forma, para reduzir o espago ocioso foi introduzido, no intervalo de 16 a 20 min
uma elevagao abrupta da for¢a do metanol de 40 para 65%. Esse aumento correspondeu a 6,25
%/min, o qual foi em seguida reduzido para 1,0%/min no intervalo de 20 a 35 min (condicao
J). Como resultado dessa modificacao, a flutuagao na linha de base desapareceu, entretanto, os
picos dos diterpenos cauranicos permaneceram com resolugcdo inadequada para analises
quantitativas (Rs < 1,5) (Figura 32 condicdo J). A inclinagdo do gradiente foi, entdo,
sequencialmente suavizada apos 20 min de 1,0%/min de ACN (condi¢ao J) para 0,75
(condi¢ao K), 0,65 (condigdo L) e 0,60 %/min (condicdo M). Com o emprego dessas
alteracdes, observou-se aumento gradual na resolugdo ao longo da série, porém com
concomitante alargamento dos picos dos diterpenos caurdnicos, somados a sobreposi¢cao
parcial dos picos dos acidos benzoilgrandiflorico e cinamoilgrandiflorico aos picos vizinhos,
em todas as condi¢des ensaiadas (Figura 32 condi¢des K, L e M).

A nova condigdo estabelecida (condicdo N) possibilitou a eluig¢do dos cinco
marcadores quimicos nas folhas de M. laevigata com resolucdo satisfatoria para andlise

quantitativa (R > 1,5), no itervalo de 38 min de corrida (Figura 33).
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Figura 31. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para folhas de Mikania laevigata durante o
desenvolvimento do método. Vide condigdes cromatograficas G-I na Tabela 10 item 4.9.3.3 ou nos
graficos inseridos nos cromatogramas de maneira simplificada. Picos: 1, acido o-cumarico; 2,
cumarina; 3, acido benzoilgrandiflorico; 4, acido cinamoilgrandiflérico; 5, acido caurenoico.

A partir desses resultados, selecionou-se a condigdo K para modifica¢des adicionais.
Espectros no UV registrados on-line no DAD para os acidos benzoilgrandiflérico e
cinamoilgrandiflorico indicaram maximos de absor¢des nos comprimentos de onda de 230 nm
e 270 nm, respectivamente, enquanto as substancias ndo identificadas, correspondentes aos
picos vizinhos, apresentaram A, de 210 nm.

Tendo em vista que todas as tentativas prévias para melhorar a resolu¢ao dos
derivados cauranicos falharam, utilizou-se como estratégia a deteccdo dos marcadores
quimicos em diferentes comprimentos de onda, 210 nm para a cumarina e acidos o-cumarico
e caurendico, 230 nm para o acido benzoilgrandiflérico ¢ 270 nm para o A&cido
cinamoilgrandiflorico. Essas alteragcdes conduziram a obtencdo de picos com pureza espectral
para todos os marcadores quimicos. Adicionalmente, a condigdo K teve seu gradiente de
elui¢do com ACN interrompido aos 38 min, haja visto que nenhum pico dos marcadores

quimicos eluiu apos esse periodo.
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Figura 32. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para folhas de Mikania laevigata durante o
desenvolvimento do método. Vide condig¢des cromatograficas J-M na Tabela 10 item 4.9.3.3 ou nos
graficos inseridos nos cromatogramas de maneira simplificada. Picos: 1, acido o-cumarico; 2,
cumarina; 3, acido benzoilgrandiflorico; 4, acido cinamoilgrandiflérico; 5, acido caurenoico.

A condicao cromatografica também incluiu a eluicdo isocratica por 2,0 min de 95% de
ACN para a limpeza da coluna, seguido por um periodo de 5 min de gradiente linear reverso
para a condicdo inicial (34% de MeOH), sendo concluido apds 10 min de re-equilibrio da
coluna. No total, a corrida cromatografica teve duracdo de 55 min, um tempo razoavel
considerando a complexidade da matriz e as diferencas de polaridade entre os marcadores
quimicos analisados. Finalmente, foi introduzido um programa de deteccdo dos picos dos

marcadores quimicos (Tabela 32), o que permitiu registrar cada um deles no comprimento de

onda de absorbancia maxima, num unico cromatograma (Figura 34).
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Figura 33. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para folhas de Mikania laevigata na condigdo N
(condigdo estabelecida). Condicées cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1.
Detecgdo: Nyjo: 210 nm; Nysg: 230 nm; Ny7o: 270 nm. Picos: 1, acido o-cumarico; 2, cumarina; 3, acido
benzoilgrandiflorico; 4, acido cinamoilgrandiflérico; 5, acido caurendico.

Tabela 32. Programa de deteccdo empregado para registro de perfis cromatograficos e analise de
marcadores quimicos em folhas de Mikania laevigata.

Intervalo de tempo Comprimento de onda Marcador quimico detectado

(min) (nm)

0-30 210 acido o-cumarico e cumarina
31.0-32.4 230 acido benzoilgrandiflorico
32.5-34.0 270 acido cinamoilgrandiflorico
34.1-38.0 210 acido caurenoico

Condicoes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1.

A confiabilidade da condi¢do estabelecida foi examinada por testes de adequagdo do
sistema, compreendo a avaliagdo da resolucdo (Rs), fator de cauda (7), numeros de pratos
teoricos (N), fator de retencdo (k) e repetibilidade da resposta dos picos [DPR do tempo de
retencdo (n = 6) para os picos dos marcadores quimicos]. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 33, juntamente com os limites recomendados pelo FDA (FDA, 2000). Todos os
valores determinados estdo de acordo com as recomendagdes, exceto a resolucdo entre o acido
o-cumarico e a cumarina. Entretanto, considerando tratar-se de matriz biologica, esses valores
podem ser aceitos, pois testes de adequag@o do sistema apresentam limites menos rigorosos
para matrizes biologicas e andlise de tracos (DONG et al., 2007). Além disso, alguns autores

consideram Rs de 1,5 adequada para analises quantitativas ¢ ndo recomendam valores muito
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superiores, que podem gerar aumento desnecessario no tempo de analise (MEYER, 1996;

DONG et al., 2007).
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Figura 34. Cromatograma obtido por CLAE-DAD para folhas de Mikania laevigata usando a
condi¢cdo cromatografica estabelecida. Condi¢do cromatografica: vide Parte Experimental, item
4.9.5.1 ou no grafico inserido no cromatograma de maneira simplificada. Programa de detecg¢do: 0-
30 min: 210 nm; 31,0-32,4 min: 230 nm; 32,5-34,0 min: 270 nm; 34,1-38,0: 210 nm. Pices: 1, acido o-
cumarico; 2, cumarina; 3, acido benzoilgrandiflérico; 4, acido cinamoilgrandiflorico; 5, 4cido
caurendico.

Reten¢do reprodutivel e resolugdo dos marcadores quimicos sdo de suma importancia
para métodos de rotina. Assim, testes de adequagdo do sistema sdo diretamente afetados pela
repetibilidade da reten¢ao da amostra. Variagdes na retencao dos picos de corrida para corrida
indicam irreprodutibilidade do sistema (DONG et al., 2007). No método estabelecido, o maior
DPR para o tempo de retencdo foi observado para a cumarina (0,40%), atestando a alta

reprodutibilidade para a condicdo cromatografica, incluindo o tempo adequado de re-

equilibrio.

Tabela 33. Pardmetros de adequagio do sistema determinados para as analises de marcadores
quimicos em folhas de Mikania laevigata, empregando a condigdo cromatografica estabelecida.

Marcadores quinfi?clf)zmetros R, T N k (n?i{n) RS(I;3=fg)r "
acido o-cumérico (1) 1,88 1,05 5.125 6,69 8,24 0,32
cumarina (2) 1,88 1,19 5.085 7,57 9,18 0,40
acido benzoilgrandiflorico (3) 2,62 1,10  43.398 28,58 31,78 0,09
acido cinamoilgrandiflorico (4) 2,62 1,09  43.175 30,06 33,27 0,03
acido caurendico (5) 2,03 1,08  42.024 31,42 34,76 0,08
e pmnsios P90 o2 7oz 2om ke20 - NSDEDE

"Amostras fortificadas de M. laevigata foram empregadas nesse ensaio, pela adi¢do dessa substancia (0,01
mg/mL). Vide detalhes no texto. Condicio cromatografica: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1. Programa
de detec¢do: 0-30 min: 210 nm; 31,0-32,4 min: 230 nm; 32,5-34,0 min: 270 nm; 34,1-38,0: 210 nm.
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5.4.2 M. glomerata

As condicdes cromatograficas estabelecidas para M. laevigata foram avaliadas em
amostras de folhas de M. glomerata. Como previamente descrito (item 5.3), apenas os
diterpenos cauranicos foram identificados como marcadores quimicos para as amostras de M.
glomerata (Figura 35a), embora alguns autores relataram a ocorréncia de acido o-cumarico e
cumarina nessa espécie (OLIVEIRA et al., 1984; LANCAS et al., 1997, VENEZIANI e
OLIVEIRA, 1999; CELEGHINI et al., 2001; SANTOS et al., 2006; F.BRAS IV, 2005).
Portanto, as condi¢des cromatograficas para M. glomerata nao foram modificadas, desde que

cumarina pode ser detectada em outras amostras.

Testes de adequacao do sistema foram realizados para M. glomerata, de forma similar a
M. laevigata (Tabela 34). Todos os parametros analisados encontram-se dentro dos limites
estabelecidos pelo FDA, exceto a resolugdo do 4cido caurendico (FDA, 2000). Apesar disso, o
valor obtido (Rs = 1,73) pode ser considerado adequado para analises quantitativas (MEYER,
1996; DONG et al., 2007), como previamente discutido para M. laevigata (item 5.4.1). Da
mesma forma, a pureza dos picos correspondentes aos trés diterpenos caurdnicos, atestada
pela homogeneidade espectral, indicaram a seletividade do método também para M.

glomerata.
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Figura 35. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para folhas de Mikania glomerata na condigdo
cromatografica estabelecida. (a), extrato sem adicdo de substancias de referéncia; (b), extrato
fortificado com acido o-cumarico e cumarina. Condi¢do cromatografica: vide Parte Experimental,
item 4.9.5.1. Programa de detec¢do: 0-30 min: 210 nm; 31,0-32,4 min: 230 nm; 32,5-34,0 min: 270
nm; 34,1-38,0: 210 nm. Picos: 1, acido o-cumarico; 2, cumarina; 3, acido benzoilgrandiflérico; 4,
acido cinamoilgrandiflorico; 5, acido caurenoico.
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Tabela 34. Parametros de adequagdo do sistema determinados para as analises de marcadores
quimicos em folhas de Mikania glomerata, empregando a condi¢do cromatografica estabelecida.

arimetros Ry T N k tr RSD for tr
Marcadores quimicos (min) (n=6)
acido o-cumérico (1)° 1,73 1,08 | 5.614 6,66 8,22 0,24
cumarina (2) 1,73 1,39 5.055 7,43 9,05 0,31
acido benzoilgrandiflorico (3) 2,51 1,12 | 44944 | 28,68 | 31,82 0,05
acido cinamoilgrandiflérico (4) 2,51 1,09 | 43.920 | 30,06 | 33,27 0,03
acido caurenoico (5) 1,73 1,19 | 40.122 31,36 | 34,69 0,05
E’B‘/‘ff;]) Ar’ezcg(%‘;“dados pelo p>o | T<2 | 2000 | k>2,0 | - I;izi e

“Amostras fortificadas de M. glomerata foram obtidas por adi¢do dessas substancias (0,01 mg/mL cada). Vide
texto para detalhes. Condicdo cromatografica: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1. Programa de detecgao:
0-30 min: 210 nm; 31,0-32,4 min: 230 nm; 32,5-34,0 min: 270 nm; 34,1-38,0: 210 nm.

Considerando que M. glomerata e M. laevigata sdo matrizes diferentes e que o acido
o-cumdrico ¢ a cumarina podem ocorrer em amostras da primeira espécie, realizou-se
avaliacdo da seletividade do método para M. glomerata. Amostras de M. glomerata foram
fortificadas com acido o-cumarico e cumarina e o cromatograma resultante exibiu pureza de
picos para ambos os marcadores (Figura 35b). Testes de adequacgdo do sistema realizados para
esses marcadores quimicos nas amostras de M. glomerata fortificadas também se encontraram
dentro dos limites recomendados pelo FDA (FDA, 2000), com excecdo da resolugdo (Rs =
1,73). Entretanto, esse valor foi considerado adequado, conforme previamente discutido para
o0 acido caurenoico nessa espécie. Portanto, os resultados obtidos confirmam que o método ¢

seletivo e reprodutivo para identificar todos os marcadores quimicos nessa espécie.

5.4.3 Analise dos perfis cromatograficos

Tanto nos perfis cromatograficos exploratdrios dos extratos brutos (item 5.1), bem
como nas amostras de M. laevigata e M. glomerata empregadas durante o desenvolvimento
do método cromatografico (item 5.3.1 e 5.3.2) foram observadas diferencas marcantes entre
ambas as espécies de guaco trabalhadas, com presenca dos derivados cauranicos (4cidos
benzoilgrandiflorico, cinamoilgrandiflérico e caurendico) em ambas as espécies e a auséncia
dos derivados cinamicos (cumarina e acido o-cumarico) na segunda espécie.

Em conformidade com os dados do presente estudo, diferentes acessos de M.

glomerata coletados em distintas regides do Estado de Sdo Paulo também ndo apresentaram
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cumarina (REHDER et al., 2000). Entretanto, ndo € possivel assegurar que M. glomerata nao
contenha esses compostos, desde que esses constituintes ja foram relatados para essa espécie
(OLIVEIRA et al., 1984; VILEGAS; MAECHI, 1997; VENEZIANI; OLIVEIRA; 1999;
CELEGHINI et al., 2001; SANTOS et al.; 2006).

Os resultados conflitantes podem ser originarios de identificagdo botanica incorreta da
espécie nesses estudos, visto que espécies de Mikania conhecidas como guaco apresentam
semelhancas morfolégicas (RITTER et al, 1992; RITTER; MIOTTO, 2005). Situagdo
semelhante, de identificacdo errdnea de espécies medicinais, tem ocorrido com a espécie
Mapytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. e Maytenus aquifolium Mart. (DUARTE; DEBUR, 2005;
TIBERT et al., 2007).

Existem muitas controvérsias sobre a identificagcdo botanica das espécies de guaco e,
perante a confusdo existente observa-se a necessidade iminente de estudos que estabelecam as
diferencas quimicas e genéticas de diferentes acessos dessas espécies e que, possam definir
por meio de perfis cromatograficos e DNA fingerprints, a espécie e suas variedades que

devem ser cultivadas para a produgdo de fitoterapicos.

5.5 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

A extragdo ¢ uma etapa crucial para a quantificacdo simultanea de derivados do acido
cindmico [4cido o-cumarico (42) e cumarina (33)] e de diterpenos caurdnicos [acidos
caurenodico (2), benzoilgrandiflorico (39) e cinamoilgrandiflorico (4)] em M. laevigata e M.
glomerata (BERTOLUCCI et al., 2009), uma vez que os compostos selecionados apresentam
diferencas marcantes na polaridade, sendo os constituintes da segunda classe,
consideravelmente mais lipofilicos do que o da primeira. Por isso, avaliaram-se diversas
condicdes extrativas de sonicagdo com distintos solventes, tempo e ciclos de extragdo (Tabela
35; Figuras 36 e 37). O rendimento das extragdes foi avaliado comparando-se as areas dos

picos das substancias de interesse.
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Tabela 35. Condig¢les extrativas ensaiadas durante o desenvolvimento do método para quantificagéo
de marcadores quimicos em M. laevigata ¢ M. glomerata. Os resultados correspondentes estdo
apresentados nas Figuras 30 e 31.

Sonicacio

s di Ciclos x
Codigo Solvente Tempo (min) volume (mL)
EtOAc Acetato de etila 20 3x30
DCM Diclorometano 20 3x30
D/E Diclorometano seguido de Etanol 20 3 x 30 cada
EtOH Etanol 20 3x30
D:E 20 Diclorometano:Etanol 1:1 (v/v) 20 3 x30
D:E 30 Diclorometano:Etanol 1:1 (v/v) 30 3x30
D:E 45 Diclorometano:Etanol 1:1(v/v) 45 3 x30
D:E 60 Diclorometano:Etanol 1:1 (v/v) 60 3 x30

O rendimento extrativo dos acidos cinamoilgrandiflérico (4) (M. laevigata e M.
glomerata) e benzoilgrandiflorico (39) (M. laevigata) ndo variou estatisticamente em todas as
condicdes avaliadas ( p > 0,05), ao contrario dos demais fitoconstituintes avaliados. No caso
de M. laevigata (Figura 36A), extragdo com EtOH absoluto (3 x 20 min) resultou em altos
rendimentos das substincias de interesse, exceto para o acido o-cumdrico (42)
(BERTOLUCCI et al., 2009). Extragdo com CH,Cl, seguida de EtOH, trés ciclos de 20 min
cada (condi¢ao D/E), mostrou ser uma condi¢do adequada para os diterpenos cauranicos (2,
39 ¢ 4) e acido o-cumarico (42), mas nao foi adequada para a extragdo de cumarina (33). Esse
resultado conduziu a selecdo do EtOH como solvente extrator dos marcadores quimicos de M.
laevigata, haja visto que a cumarina (33) ¢ considerada o principal constituinte ativo de ambas
espécies de Mikania e o acido o-cumarico (42) ¢ seu precursor biossintético e, portanto,
espera-se encontrar baixos teores na droga vegetal (OLIVEIRA, et al. 1984; SANTOS et al.,
1984; VENEZIANI; OLIVEIRA, 1999; . SANTOS et al., 2006).
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Figura 36. Efeito de diferentes condigdes extrativas no rendimento de marcadores de M. laevigata (A)
e M. glomerata (B). As condigdes de extragdo avaliadas nesse estudo estdo detalhadas na Tabela 35.
CO, cumarina; OC, 4acido o-cumarico, BA, 4acido benzoilgrandiflorico, CA, acido
cinamoilgrandiflorico; KA, acido caurendico. Resultados expressos como média das areas + DPR (n =
3) dos picos. Colunas com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes, para cada substancia (p <

0,05).

As condicdes extrativas avaliadas para M. glomerata sugeriram que CH,Cl, (3 x 20
min) e CH,Cl, seguido de EtOH (3 x 20 min cada solvente) sdo as condi¢des mais efetivas
para extracdo simultdnea dos marcadores quimicos encontrados nessa espécie [acidos

caurenoico (2), benzoilgrandiflérico (39) e cinamoilgrandiflorico (4)] (BERTOLUCCI et al.,
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2009). As areas dos picos obtidos pelas condicdes supracitadas ndo diferiram estatisticamente
da extracdo com EtOAc. Esta ultima, no entanto, ndo foi significativamente diferente das
demais condigdes avaliadas nesse estudo (Figura 36B) (BERTOLUCCI et al., 2009). Acido o-
cumarico e cumarina ndo foram encontrados nas matrizes analisadas e, portanto, nenhuma
conclusdo sobre o melhor extrator pode ser obtida para essas substancias em M. glomerata
(BERTOLUCCI et al., 2009).

Considerando que a meta inicial desse estudo era desenvolver um método que pudesse
ser empregado indistintamente para a analise de ambas espécies de Mikania, selecionou-se
EtOH como extrator para M. glomerata. O uso de condi¢des analiticas idénticas para M.
laevigata e M. glomerata constituiria uma ferramenta 1til para a diferenciagdo das espécies,
cujo emprego da-se de forma indistinta, devido a similaridades da morfologia foliar, levando a
erros na identificagdo. O fato da cumarina estar potencialmente presente em amostras de M.
glomerata, e ser efetivamente extraida por EtOH, contribuiu para a selecdo desse solvente
como extrator, ao contrario das condi¢gdes de extragdo com DCM ou D/E (BERTOLUCCI et
al., 2009). A eficacia do uso de EtOH como extrator para ambas espécies também foi avaliada
em estudos de recuperacao (item 5.6.7) (BERTOLUCCI et al., 2009).

A partir da defini¢ao de EtOH como extrator, avaliou-se o numero de ciclos requerido

para a maxima extragdo das substancias de interesse (Figura 37).
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Figura 37. Efeito de diferentes ciclos de extragdo no rendimento de marcadores de M. laevigata (A) e
M. glomerata (B) por sonicagdo com etanol. CO, cumarina; OC, acido o-cumadrico; BA, acido
benzoilgrandiflérico; CA, acido cinamoilgrandiflérico; KA, acido caurendico. Resultados expressos
como média das areas £ DPR (n = 3) dos picos. Colunas com letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes, para cada substancia (p < 0,05).
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Os dados obtidos indicaram ndo haver diferengas estatisticamente significativas entre
as areas dos picos das substincias avaliadas, resultantes do segundo e terceiro ciclos de
extracdo ( p > 0,05). Portanto, sonicacdo com EtOH, em dois ciclos de 20 min cada, foi
definido como a condi¢do extrativa para ambas espécies de Mikania (BERTOLUCCI et al.,
2009).

4.6 VALIDACAO DO METODO DE CLAE-DAD PARA QUANTIFICACAO DE
MARCADORES QUIMICOS EM M. laevigata

A condicdo cromatografica definida e que resultou na adequada separacdo das cinco
substancias de interesse [(cumarina (33) e acidos o-cumdarico (42), caurendico (2),
benzoilgrandiflorico (39) e cinamoilgrandiflérico (4)] nas matrizes de M. laevigata e M.
glomerata foi validada seguindo os critérios do guia ICH (International Conference on
Harmonisation) e da Resolugdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

4.6.1 Seletividade

A seletividade da condi¢do cromatografica estabelecida (item 5.4) foi avaliada para
amostras de M. laevigata e M. glomerata preparadas conforme o método extrativo otimizado
(sonicagdo com EtOH absoluto, 2 x 30 mL) (item 5.5) e para o pool das substancias
marcadoras (item 4.9.3.2). A condi¢do cromatografica estabelecida foi seletiva para os cinco
constituintes quimicos de interesse [(cumarina (33) e acidos o-cumarico (42), caurendico (2),
benzoilgrandiflorico (39) e cinamoilgrandiflorico (4)] em ambas as espécies e para o pool de
referéncias. A Figura 38 ilustra a seletividade obtida para os marcadores quimicos em M.
laevigata, assegurada pela homogeneidade espectral dos picos nas bases ascendente e
descendente dos picos, determinada pelo DAD, nos comprimentos de onda especificos para
cada marcador. Essas andlises garantem que as determinagdes quantitativas dos marcadores
quimicos nos extratos etandlicos de M. laevigata e M. glomerata nao estdo sujeitas a

interferéncias de outros componentes das matrizes (BERTOLUCCI et al., 2009).
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Figura 38. Cromatograma obtido por CLAE-DAD para extrato etanélico de folhas de M. laevigata
para avaliagdo da seletividade dos marcadores quimicos. Condi¢io cromatogrifica: vide Parte
Experimental, item 4.9.5.1. Programa de detec¢fo: 0-30 min: 210 nm; 31,0-32,4 min: 230 nm; 32,5-
34,0 min: 270 nm; 34,1-38,0: 210 nm. Picos: 1, acido o-cumarico; 2, cumarina; 3, acido
benzoilgrandiflorico; 4, acido cinamoilgrandiflorico; 5, acido caurendico. Os espectros no UV
correspondem a extracdo na base ascendente e descendente dos respectivos picos dos derivados
cinamicos (A) e cauranicos (B) obtidos on-line pelo detector DAD.

A confiabilidade da condi¢@o cromatografica estabelecida foi garantida por testes de
adequagdo do sistema, compreendendo avaliagdes de resolucdo, fator de cauda, numero de
pratos tedricos, fator de retengdo e repetibilidade da resposta dos picos, avaliada pelo DPR do
tempo de retencdo de seis determinagdes para cada pico de interesse. Os resultados obtidos
sdo similares aqueles previamente descritos para os extratos em CH,Cl,:EtOH (1:1), relatados
durante o desenvolvimento da condi¢do de eluigdo (item 5.4.2), inclusive para as amostras de

M. glomerata fortificadas com acido o-cumarico e cumarina (BERTOLUCCI et al., 2009).

Todos os picos referentes aos marcadores quimicos exibiram pureza espectral e os
valores obtidos para os testes de adequagao do sistema estdo de acordo com as recomendagdes

do FDA, com exce¢do da resolucdo de cumarina / 4cido o-cumarico em M. laevigata (R,
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=1,77) e M. glomerata (R, =1,72), bem como de acido caurendico para a ultima espécie (R
=1,89) (FDA, 2000). No entanto, isso ndo constitui um problema, e valores menos rigorosos
sdo aceitos para testes de adequacdo do sistema em matrizes bioldgicas e andlise de tragos
(DONG et al., 2007). Alguns autores consideram Rs > 1,5 adequada para analises
quantitativas e ndo recomendam valores muito superiores, pois podem implicar em tempos

longos de analise (MEYER, 1996; DONG et al., 2007).

Tabela 36. Pardmetros de adequacdo do sistema determinados para as analises de marcadores
quimicos em folhas de Mikania laevigata, empregando a condig¢do cromatografica estabelecida.

Parametros R, T N k RT RSD
Marcadores quimic (RT, n=6)

M. laevigata

L. - 1,77 1,06 5.577 6,63 8,19 0,16
acido o-cumarico

. 1,77 1,38 5.040 7,38 9,07 0,16
cumarina
acido benzoilgrandiflorico 2,75 1,08 44.971 28,29 31,59 0,02
.. . . oy 2,75 1,00 43.266 29,86 33,15 0,02
acido cinamoilgrandiflorico

2,02 0,92 40.027 31,18 34,51 0,02

acido caurendico

M. glomerata

. . L 1,72 1,10 5.586 6,67 8,22 0,22
acido o-cumarico

. 1,72 1,38 5.037 7,43 9,05 0,29
cumarina
acido benzoilgrandiflorico 2,57 1,08 44.609 28,33 31,66 0,04
.. . . oy 2,57 1,00 44.386 29,87 33,17 0,03
acido cinamoilgrandiflorico

1,89 0,95 42.787 31,18 34,52 0,03

acido caurendico
Valores recomendados pelo Ry >2/ R, RSD < 1%.
FDA (FDA, 2000) > 1.5 Ts2  >2000  k>20 - paran>5
"Amostras fortificadas de M. glomerata foram empregadas nesse ensaio, pela adigdo dessas substancias (0,01
mg/mL). Condicido cromatografica: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1. Programa de deteccdo: 0-30
min: 210 nm; 31,0-32,4 min: 230 nm; 32,5-34,0 min: 270 nm; 34,1-38,0: 210 nm.

4.6.2 Linearidade

Para a constru¢do das curvas analiticas dos marcadores quimicos, visando avaliar a
linearidade do método, fez-se necessario estimar inicialmente a faixa de concentragdes dessas
substancias nas drogas vegetais de Mikania spp. Esses dados foram obtidos a partir dos
materiais vegetais trabalhados e de dados de teores previamente relatados na literatura
(VILEGAS et al., 1997; PEREIRA et al., 2000 e F.BRAS.IV, 2005). Os dados estimados e os

valores relatados na literatura estdo apresentados na Tabela 37.
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Tabela 37. Teores estimados dos marcadores quimicos em M. laevigata ¢ M. glomerata para
constru¢do das curvas analiticas.

Teores (%) A B C D
Marcadores quimicos

M. laevigata

acido o-cumarico 0,12 0,12 - -
cumarina 0,25 0,07 - 0,10
acido benzoilgrandiflorico 0,28 0,32 - -
acido cinamoilgrandiflorico 0,18 0,17 - -
acido caurendico 0,21 0,32 - -

M. glomerata
acido o-cumarico - - - -

cumarina - - 0,44 -
acido benzoilgrandiflorico 0,19 0,28 - -
acido cinamoilgrandiflorico 0,09 0,07 - -
acido caurenoico 0,73 0,96 0,22 -

Legenda: A, material vegetal que originou o extrato etanolico bruto obtido por percolagéo (item 4.7); B,
material vegetal utilizado nos ensaios de otimizagdo das condi¢des de extragdo dos marcadores quimicos
(item 4.9.3); C, dados relatados por Vilegas et al. (1997); D, teor (%) minimo especificado pela
Farmacopéia Brasileira (F.Bras.IV, 2005).

Foram obtidas duas curvas analiticas, em dois dias consecutivos, para cada marcador.
Diferentes aliquotas de solugdes estoques de acido o-cumarico (100 e 250 pg/mL), cumarina
(50 e 200 pg/mL), 4cido benzoilgrandiflorico (250 pg/mL), 4cido cinamoilgrandiflorico (100
pg/mL) e acido caurendico (160 e 500 pg/mL) foram injetadas no cromatografo, em triplicata,
na faixa de 4-32 pL. A Tabela 38 apresenta, para cada marcador, nos dois dias de analise, os
valores de massa injetada e suas respectivas dreas e desvio padrao relativo.

Todas as curvas analiticas construidas indicaram relacdo linear entre a massa injetada
das substancias (ug) versus as areas dos picos correspondentes, sendo obtidos coeficientes de
determinacdo (r*) com valores superiores a 0,9993 (BERTOLUCCI et al., 2009). Os dados da
analise de regressao linear, dos dois dias de analises, e as curvas analiticas obtidas pela média
das duas curvas, para os derivados cindmicos e para os diterpenos cauranicos, estdo

apresentados nas Figuras 39 e 40 e Tabelas 39 e 40, respectivamente.
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Tabela 38. Massa injetada, areas médias (n = 3) e desvio padrdo relativo das curvas analiticas, para
cada marcador quimico, nos dois dias de analise.
Volume Massa Dia 1 Dia 2
injetado (uL)  injetada (ug) Area média DPR (%) Area média DPR (%)
ACIDO 0-CUMARICO
Solugdo de referéncia (50 pg/mL)

5,0 0,25 1.150.405 0,32 1.148.709 0,20
10,0 0,50 2.337.127 0,12 2.333.137 0,12
20,0 1,00 4.692.408 0,17 4.679.757 0,18
Solugdo de referéncia (200 pg/mL)
10,0 2,00 9.293.700 0,26 9.281.363 0,29
20,0 4,00 18.766.253 0,30 18.743.090 0,30
CUMARINA
Solugdo de referéncia (100 pg/mL)
5,0 0,5 3.635.385 0,06 3.411.314 0,27
10,0 1,0 7.298.436 0,19 7.267.659 0,19
30,0 3,0 23.761.650 0,23 23.687.880 0,22
Solucdo de referéncia (250 ug/mL)
16,0 4,0 31.867.740 0,13 31.778.640 0,23
20,0 5,0 39.899.220 0,15 39.776.760 0,04

ACIDO BENZOILGRANDIFLORICO
Solugdo de referéncia (250 pg/mL)

4,0 1,0 2.218.407 0,08 2.280.597 0,59
8,0 2,0 4.501.400 0,20 4.636.321 0,28
16,0 4,0 9.444.620 0,14 9.338.970 0,92
24,0 6,0 14.236.440 0,17 14.244.719 0,42
32,0 8,0 19.045.825 0,17 19.152.341 0,40

ACIDO CINAMOILGRANDIFLORICO
Solugdo de referéncia (100 pg/mL)

4,0 1,0 1876616 0,97 1870902 0,11
8,0 2,0 3749158 0,15 3755151 0,15
16,0 4,0 5624942 0,24 5650982 0,08
24,0 6,0 7531447 0,06 7532222 0,31
32,0 8,0 11343732 0,10 11347536 0,31
ACIDO CAURENOICO
Solugdo de referéncia (160 pg/mL)
5,0 0,5 309.124 0,71 308.556 1,04
10,0 1,0 1.059.492 1,08 1.040.605 2,47
30,0 3,0 1.724.775 2,31 1.803.826 1,05
Solucdo de referéncia (500 ug/mL)
16,0 4,0 3.505.516 1,16 3.500.938 1,44

20,0 5,0 5.471.270 1,14 5.485.414 0,39
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Figura 39. Média das curvas analiticas obtidas por CLAE-DAD, em dois dias consecutivos, para os
derivados cinamicos.

Tabela 39. Resultados da regressdo linear para curvas analiticas dos derivados cinamicos, em dois
dias consecutivos de analise.

Parametros estatisticos Acido o-cumirico Cumarina
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Faixa linear (nug) 0,25-4,0 0,5-5,0
Coeficiente de correlagdo 1,0000 1,0000 1,0000 0,9999
DPR da curva (%) 0,60 0,58 2,17 2,45
Inclinagdo (x 10°) 46,91 46,86 81,11 81,03
Erro padrio da inclinagdo (x 10°) 0,1431 0,1400 0,2719 0,4265
Intercepto (x 10°) -0,2355 -0,2616 -7,1570 -5,8470
Erro padrio do intercepto (x 10%) 0,2954 0,2890 0,8706 1,3650
250 120
. 200 = 100
= = 80
p 150 5 0
E 100 y=24,11x- 2,16 <40 y=37,89x - 0,34
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Massa de acido benzoilgrandiflorico x 105 (ng) Massa de ac. cinamoilgrandiflérico x 105 (ng)
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Figura 40. Média das curvas analiticas obtidas por CLAE-DAD, em dois dias consecutivos, para os
diterpenos cauranicos.
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Tabela 40. Resultados da regressdo linear para curvas analiticas dos diterpenos caurdnicos, em dois
dias consecutivos de analise.

Parametros estatisticos Dia 1 oA Dia 2 Dia 1 A Dia 2 Dia 1 4 Dia 2
Faixa linear (pg) 1,0-8,0 1,0-8,0 0,5-5,0
Coeficiente de correlagao 0,9999  0,9999 1,0000 1,0000 0,9993  0,9992
DPR da curva (%) 0,59 0,83 0,32 0,19 2,62 2,81
Inclinagdo (x 10°) 24,12 24,10 37,89 37,90  4,5770  4,5800
Erro padrdo da inclinagdo (x 10°) 0,103  0,1445 0,1003  0,0609 0,0698 0,0753
Intercepto (x 10°) 2,404 -0,1922 -0,3646 -0,3275 -0,7570 -0,6367

Erro padrdo do intercepto (x 10°)  0,5066 07110  0,1822 0,107 04740  0,5111

Legenda: BA: acido benzoilgrandiflorico; CA: acido cinamoilgrandiflorico; KA: 4cido caurendico.

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

marcadores quimicos, o0 método apresentou linearidade adequada.

4.6.3 Limite de quantificacio

A determinacdo dos limites de quantificagdo dos marcadores quimicos foi realizada,
em um primeiro momento, a partir da equagcdo que emprega os parametros das curvas
analiticas, conforme descrito no item 4.9.5.7. Para os calculos, foram utilizados o desvio
padrao do intercepto ¢ a inclinacdo das curvas analiticas obtidas na determinacao da

linearidade, em dois dias de analises.

Posteriormente, o limite de quantificacdo foi determinado pela inje¢do, em
quintuplicata, de massas decrescentes de cada marcador quimico (0,025 — 0,7 pg), obtidas por
dilui¢des seqiienciais das solugdes estoque (50 — 250 pg/mL) ou por ajustes no volume de
inje¢do (item 4.9.5.7). Apresenta-se, na Tabela 41, as dreas médias e os desvios padrdo
relativos determinados para cada marcador quimico, em massa (ug) injetada descrescente. O
limite de quantificagdo foi determinado como a menor massa injetada que apresentou

resultados com precisdo adequada (DPR < 2,00%).
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Tabela 41. Areas médias e desvios padrio relativos para os marcadores quimicos, empregados na
determinagdo do limite de quantificagdo do método por CLAE-DAD.

Marcador quimico Massa injetada (ng) Area média (x 10°) DPR (%)

0,100 4,3900 1,0922

Acido o-cumarico 0,050 22557 1,8960

0,045 1,6927 0,8997

0,040 1,4945 3,2063

0,200 14,5149 0,3203

Cumarina 0,100 7,2788 0,9371

0,050 3,8220 1,3724

0,025 1,7906 3,7088

Acido 0,500 11,2954 0,5112

benzoilgrandiflérico 0,250 5,2913 1,9316

0,200 42912 2,8100

0,100 3,7213 0,4474

Acido 0,050 1,8976 1,3897

cinamoilgrandiflorico 0,025 0.9730 1,838

0,0125 0,3554 6,8648

o ‘. 0,800 3,1269 1,9483
Acido caurendico

0,700 2,8899 3,0006

Os valores de limites de quantificagdo obtidos por meio dos dois métodos estdo

listados na Tabela 42.

Tabela 42. Limite de quantificacdo (LQ) dos marcadores quimicos determinados pela equagdo de
regressdo e experimentalmente a partir dos valores de desvio padrio relativo das areas dos picos.

Marcador quimico LQ curva analitica (ung) LQ experimental
Dia 1 Dia 2 DPR <2% (ng)
Acido o-cumarico 0,0629 0,0616 0,045
Cumarina 0,1073 0,1684 0,050
Acido benzoilgrandiflorico 0,2100 0,2950 0,250
Acido cinamoilgrandiflorico 0,0480 0,0292 0,025

Acido caurendico 1,0354 1,1159 0,800
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Os dados da Tabela 42 indicam proximidade entre os valores calculados pela curva
analitica no 2° dia e os determinados experimentalmente pelo DPR das areas dos picos, com

excec¢do da cumarina.

A determinagio do limite de quantificagdo com base nos pardmetros da curva analitica
¢ util para estimar os valores dos limites de quantificagdo do analito. Porém, a injecdo de
solucdes diluidas do analito no cromatdgrafo permite avaliar o DPR entre as areas dos picos e

determinar com precisdo e exatiddo, os limites de quantificacao.

4.6.4 Limite de deteccao

Inicialmente, os limites de deteccdo dos marcadores quimicos foram estimados a partir
da equagdo descrita no item 4.9.5.8. Os valores de desvio padrdo do intercepto e inclinagdo
foram obtidos das curvas analiticas correspondentes a cada marcador quimico, nos dois dias

de analise.

Em seguida, foram realizadas injecdes de massas decrescentes de cada marcador
quimico (0,007—0,24 pg), obtidas por diluigdes seqiienciais das solugdes estoque (50-250
pug/mL) (item 4.9.5.4.2). Os valores de limites de detecgdo calculados pela curva analitica e

pela razao sinal/ruido (S/N = 3) sdo apresentados na Tabela 43.

Tabela 43. Limite de detec¢do (LD) dos marcadores quimicos determinados pela equacdo de
regresssao e experimentalmente a partir da razao sinal/ruido.

Marcador quimico LD curva analitica (ng) LD (S/R=3)
Dia 1 Dia 2 (ng)
Acido o-cumarico 0,0208 0,0203 0,013
Cumarina 0,0354 0,0555 0,015
Acido benzoilgrandiflorico 0,0693 0,0973 0,075
Acido cinamoilgrandiflorico 0,0158 0,0096 0,007
Acido caurendico 0,3416 0,3682 0,240

Os limites de deteccao calculados pela equagdo, obtidos nos dias 1 e 2, ndo
apresentaram variagoes consideraveis, com excecdo do acido benzoilgrandiflorico e cumarina.

Pode-se também observar que, com excecdo da cumarina para a curva do dia 2, e do acido
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cinamoilgrandiflorico para a curva do dia 1, os valores dos limites de deteccdo determinados

pela razdo sinal/ruido estdo abaixo daqueles obtidos pela curva analitica 2.

4.6.5 Estabilidade dos marcadores quimicos

A estabilidade dos marcadores quimicos nos extratos etanolicos empregados nas
analises quantitativas foi avaliada, mantendo as amostras preparadas conforme descrito no
item 4.9.5.2 no carrossel do amostrador do cromatografo em vial, a temperatura ambiente (23
+ 2 °C), e sob diferentes intervalos de tempo (0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ¢ 42 h). Tanto M.
laevigata quanto M. glomerata, ndo apresentaram diferengas estatisticamente signficativas
(andlise de variancia e teste de Tukey; p > 0,05) entre os teores quantificados de cumarina e
acidos o-cumadrico, benzoilgrandiflorico, cinamoilgrandiflorico e caurendico dentro dos
periodos ensaiados (n = 6 para cada matriz), conforme representado na Figura 41

(BERTOLUCCI et al., 2009).

033 a0 B
D’3 2,5 l,__n—n—ﬁ——ﬂ—n——H
- 0,25 P
g 032 g4
5 013 = 1.5 7
R SRR
0,0s 0,5 -
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Tempo (h) Tempo (h)
--s-- Arido o-cum drico —— Cum atina
Acido benzoilgrandifidrico  —o— Acido cinam oilgrandiflérico
—o— Arido caurendico

Figura 41. Teores médios (n = 6 para cada matriz) dos marcadores quimicos durante a
avaliagdo da estabilidade dos marcadores quimicos nas amostras preparadas de M. laevigata
(A) e M. glomerata (B) a temperatura ambiente (23 + 2 °C), por até¢ 42 h. Os dados sdo
expressos como teor médio de seis determinagdes. As médias dos teores de todos os
marcadores quimicos, entre os periodos analisados, em ambas as espécies, nao diferiram entre
si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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4.6.6 Precisao

5.6.6.1 Precisdo intra-dia

A precisdo intra-dia foi determinada pela analise dos teores dos marcadores quimicos
em seis amostras de drogas vegetais de cada espécie de guaco. Os teores e os desvios padrao

relativos de cada marcador quimico no material vegetal foram calculados.

A Tabela 44 apresenta os valores da precis@o intra-dia obtidos para os marcadores

quimicos em M. laevigata e M. glomerata.

Os valores de desvio padrio relativo abaixo de 5,0 % indicam que o método
desenvolvido apresenta precisdo intra-dia adequeda, segundo os critérios da ANVISA

(BRASIL, 2003).

Tabela 44. Teores percentuais e desvio padrao relativo de marcadores quimicos de M. laevigata e M.
glomerata utilizados para a determinagdo da precisdo intra-dia do método.

Amostra ocC CO AB CA KA
M. laevigata

1 0,0455 0,1100 0,1476 0,0612 0,3140

2 0,0447 0,1014 0,1507 0,0568 0,3122

3 0,0449 0,1079 0,1523 0,0601 0,3194

4 0,0450 0,1087 0,1527 0,0608 0,3162

5 0,0454 0,1070 0,1546 0,0596 0,3210

6 0,0497 0,1112 0,1582 0,0597 0,3247

Teor médio (%) 0,0457 0,1077 0,1527 0,0597 0,3179
DPR (%) 4,36 3,21 2,35 2,60 1,46

M. glomerata

1 - - 0,1270 0,0441 1,119

2 - - 0,1165 0,0416 1,074

3 - - 0,1231 0,0429 1,121

4 - - 0,1202 0,0440 1,050

5 - - 0,1233 0,0424 1,090

6 - - 0,1244 0,0409 1,032

Teor médio (%) - - 0,1234 0,0426 1,0808
DPR (%) - - 3,09 3,05 3,36

Legenda: OC: 4acido o-cumarico; CO: cumarina; AB: 4cido benzoilgrandiflorico; CA: acido
cinamoilgrandiflérico; KA: acido caurenoico.
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5.6.6.2 Precisdo inter-dia

A precisdo inter-dia foi avaliada por meio de seis determinagdes dos teores dos
marcadores quimicos nas drogas vegetais de M. laevigata e M. glomerata, em dois dias
consecutivos, com analistas diferentes (n = 12). Além dos teores, os desvios padrao relativos

de cada marcador quimico no material vegetal também foram calculados.

A Tabela 45 apresenta os valores para a precisdo inter-dia obtidos para os marcadores

quimicos em M. laevigata e M. glomerata.

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

As médias dos teores entre os dois dias de determinagdes foram comparadas pelo teste

t (p <0,05). Os teores nao diferiram entre o primeiro e o segundo dias de analises.
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Tabela 45. Valores de teores prrcentuais e desvio padrdo relativo de marcadores quimicos de M.

laevigata e M. glomerata empregados para determinagdo da precisdo inter-dia do método.

Dia Amostra ocC CUM AB ACI ACA
M. laevigata

1 0,0455 0,1100 0,1476 0,0612 0,3140

2 0,0447 0,1014 0,1507 0,0568 0,3122

1 3 0,0449 0,1079 0,1523 0,0601 0,3194

4 0,0450 0,1087 0,1527 0,0608 0,3162

5 0,0454 0,1070 0,1546 0,0596 0,3210

6 0,0497 0,1112 0,1582 0,0597 0,3247

1 0,0427 0,1033 0,1547 0,0624 0,3122

2 0,0458 0,1066 0,1515 0,0639 0,3122

) 3 0,0472 0,1069 0,1509 0,0619 0,3178

4 0,0469 0,1103 0,1457 0,0585 0,3201

5 0,0445 0,1104 0,1546 0,0618 0,3273

6 0,0490 0,1139 0,1539 0,0573 0,3255

Teor médio (%) 0,0459 0,1081 0,1523 0,0603 0,3185
DPR (%) 4,37 3,20 2,21 3,49 1,69

M. glomerata

1 - - 0,1270 0,0441 1,119

2 - - 0,1165 0,0416 1,074

1 3 - - 0,1231 0,0429 1,121
4 - - 0,1202 0,0440 1,050

5 - - 0,1233 0,0424 1,090

6 - - 0,1244 0,0409 1,032

1 - - 0,1281 0,0439 1,0946

2 - - 0,1225 0,0399 1,0066

2 3 - - 0,1270 0,0417 1,0728

4 - - 0,1203 0,0411 1,0125

5 - - 0,1244 0,0420 1,0747

6 - - 0,1183 0,0429 1,0864

Teor médio (%) - - 0,1229 0,0423 1,0694
DPR (%) - - 2,93 3,16 3,51

Legenda: OC: 4acido o-cumdrico;

analises para todos os marcadores quimicos, em ambas as espécies, pelo teste ¢ (p > 0,05).

CUM:

cumarina;

AB: 4cido benzoilgrandiflorico; ACI: 4acido
cinamoilgrandiflorico; ACA: acido caurendico. Os teores ndo diferiram entre o primeiro e o segundo dias de
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4.6.7 Exatidao

Os testes de recuperacdo foram realizados a partir da fortificacdo de amostras de folhas
pulverizadas de M. laevigata e M. glomerata com massas conhecidas das substancias de
referéncia. A Tabela 46 mostra os resultados de recuperacdo para os marcadores quimicos em

ambas as espécies.

Tabela 46. Recuperagdo de derivados do acido cindmico e diterpenos caurdnicos nas folhas de M.
laevigata e M. glomerata (média, n = 3).

Analito  Nivel de Massa na Massa Massa Massa DPR Recuperag:ﬁod
fortificacao droga fortificada teérica® experimental® (%) (%)
vegetal® (ug) (ng) (ng) (ng)
M. laevigata
1 0,15 0,25 0,40 0,42 3,54 105,29
ocC 2 0,15 1,0 1,15 1,16 10,04 101,08
3 0,15 2,0 2,15 2,25 8,51 104,93
1 1,40 0,5 1,90 1,99 10,97 104,57
CO 2 1,40 1,5 2,90 3,05 5,93 105,03
3 1,40 2,5 3,90 3,99 0,62 102,28
BA 1 3,64 1,5 5,15 5,29 5,75 102,82
CA 1 2,50 0,5 3,00 3,00 7,42 100,05
KA 1 4,59 1,0 5,59 5,58 3,67 99,87
M. glomerata
1 ausente 0,25 0,25 0,29 7,84 117,41
oC 2 ausente 1,0 1,00 0,86 6,92 86,32
3 ausente 2,0 2,00 2,16 8,39 108,07
1 ausente 0,5 0,50 0,37 5,19 73,24
CO 2 ausente 1,5 1,50 1,34 5,98 89,52
3 ausente 2,5 2,50 2,29 0,63 91,63
BA 1 2,34 1,5 3,84 3,95 3,57 102,91
CA 1 1,00 0,5 1,50 1,56 3,69 104,17
KA 1 11,08 1,0 12,08 12,52 4,01 103,63

Legenda: OC: 4cido o-cumarico, CO: cumarina; BA: 4acido benzoilgrandiflorico, CA: acido
cinamoilgrandiflérico; KA: acido caurenoico.
* Massa média (n =3) do marcador quimico presente na droga vegetal correspondente a 10 ul de amostra injetada.
® Massa (ug) do marcador quimico na droga vegetal + massa fortificada (ug) = Massa tedrica (ug)
¢ Massa (ug) correspondente a 10 pl de amostra fortificada injetada no cromatografo.

% recuperag@o = (massa experimental + massa tedrica) x 100.

Para M. laevigata, a recuperacdo dos cinco marcadores quimicos compreendeu a faixa
de 99,9% a 105,3%, assim como para os diterpenos cauranicos em M. glomerata. Esses valores
de recuperagao obtidos estdo proximos ao valor desejavel de 100 = 2% (SNYDER et al., 1997,
BRASIL, 2003; GONZALEZ; HERRADOR, 2007). No entanto, em M. glomerata, a

recuperagdo dos derivados cindmicos (acido o-cumarico e cumarina) encontrou-se na faixa de

73,2 a 117,4%, portanto, fora dos valores limitrofes desejaveis para exatiddo de métodos
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analiticos. A auséncia dessas duas substancias nas matrizes analisadas, pode explicar esse
resultado, o que gerou baixas concentragbes na amostra apds a fortificagdo e,

conseqiientemente, dispersao nos valores de recuperacao.

4.6.8 Robustez

A robustez do método foi avaliada pela analise comparativa de amostras analisadas
nas condi¢des cromatograficas estabelecidas e frente a alteracdes deliberadas na temperatura

da coluna (26 °C e 28 °C), lote da coluna e analistas.

As Figuras 42 e 43 apresentam os valores obtidos no estudo de robustez do método

para os marcadores quimicos em M. laevigata e M. glomerata, respectivamente.
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Figura 42. Influéncia de analistas, lote de coluna e temperatura na robustez do método para
quantificagdo de marcadores quimicos em folhas M. laevigata (média, n = 6). As médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Os dados da analise de variancia e do teste de Tukey indicaram nao haver diferencas
estatisticas dos resultados ( p > 0,05), assegurando a robustez do método frente a pequenas
variagdes nas condi¢des analiticas estabelecidas, sem comprometer a confiabilidades dos

resultados (BERTOLUCCI et al., 2009).
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Figura 43. Influéncia de analistas, lote de coluna e temperatura na robustez do método para
quantificagdo de marcadores quimicos em folhas M. glomerata (média, n = 6). As médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

4.7 VARIACAO SAZONAL DOS TEORES DE MARCADORES QUIMICOS EM
FOLHAS DE M. laevigata E M. glomerata, CULTIVADAS EM TRES NIVEIS DE
SOMBREAMENTO

Espécimens de M. laevigata e de M. glomerata foram cultivados sob trés niveis de
interceptacdo da radiacdo solar (0%, 40% e 80% de sombreamento), empregando malhas
termo-refletoras Aluminet” (item 4.6). O material vegetal foi coletado e beneficiado conforme
descrito no item 4.9.6. As amostras foram preparadas conforme descrito no item 4.9.5.2 ¢ as
determinagdes quantitativas dos marcadores quimicos foram realizadas empregando-se o
método por CLAE-DAD desenvolvido e validado (item 5.5). Os teores dos marcadores

quimicos nas amostras foram calculados usando fator de resposta (SNYDER et al., 1997).

Os teores calculados para cada marcador (n = 6) foram submetidos a andlise de
variancia pelo teste de F (p < 0,05). Foi empregado o esquema em parcelas subdivididas no

tempo, em que o sombreamento foi estudado na parcela e as estagdes do ano na subparcela. A
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subparcela constou, também, da interacdo do sombreamento x estacdes, para verificar
possivel influéncia de um fator sobre o outro. Quando tal interacdo foi significativa procedeu-
se ao desdobramento da parcela (sombreamento) dentro das subparcelas (estagdes) pela
analise de variancia pelo teste de F (p < 0,05) e as médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05). Quando a interagdo ndo foi significativa, as médias dos tratamentos
para dados qualitativos (estacdes do ano) foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05), enquanto aquelas para dados quantitativos (sombreamento) foram submetidos a analise

de regressao.

Os resultados das analises mostraram diferengas marcantes entre as espécies, as épocas
de colheita e os ambientes de cultivo para os derivados do 4cido cindmico. O acido o-
cumarico foi detectado em M. laevigata, mas em teor abaixo do limite de quantificagdo (<
0,045 %) estabelecido para o método, e somente nas plantas cultivadas sob 80% de
sombreamento e coletadas no outono. Por outro lado, o 4cido o-cumarico ¢ a cumarina nao
foram detectados nas amostras analisadas de M. glomerata.

Diversos autores relataram a presenga de cumarina em M. glomerata, com teores nas
folhas secas compreendidos na faixa entre 0,02 e 1,59%, empregando diversos métodos para
quantificagdo (Tabela 1, pag37) (OLIVEIRA et al., 1984; VILEGAS et al., 1997b; SANTOS
et al., 1998; VENEZIANI; OLIVEIRA, 1999; CELEGHINI et al., 1999; ABOY et al., 2000;
CABRAL et al., 2001; CELEGHINI et al., 2001; PEREIRA et al., 2000; CASTRO et al.,
2003; BIAVATTI et al., 2004; SANTOS et al., 2006). Por outro lado, Rehder et al. (2000b)
ao avaliar acessos de Mikania coletados em diferentes regides do estado de Sdo Paulo
relataram quatro espécimens de M. laevigata com teores de cumarina entre 1,10 e 2,61%, e
trés individuos de M. glomerata para os quais ndo foi detectada a cumarina, resultado
semelhante ao obtido no presente trabalho.

Tendo em vista que a identidade botanica da espécie M. glomerata em estudo foi
confirmada por diferentes especialistas e, portanto, a incorrecao da classificagdo botanica esta
descartada, pode-se supor que acessos distintos de M. glomerata seriam responsaveis pela
auséncia de cumarina nos individuos estudados.

Com relagcdo aos teores de cumarina em M. laevigata determinados no presente
trabalho, observou-se variagdo estatisticamente significativa (p < 0,05) para os niveis de
sombreamento, estacdes do ano, bem como para a interagdo desses fatores (Tabela 47). As

tabelas de analise de varidncia para a cumarina apresentadas a seguir (Tabelas 47 ¢ 48)
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exemplificam como os dados foram tratados estatisticamente, quando houve significancia

estatistica para as variaveis de respostas.

Tabela 47. Andlise de varidncia dos teores de cumarina em folhas de M. laevigata coletadas em
diferentes épocas do ano e cultivadas sob trés niveis de interceptacdo da radiagéo solar.

EV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SOMBREAMENTO 2 0.204344 0.102172 15.009 0.0003*
erro 1 15 0.102110 0.006807

ESTAGAO 3 3.381333 1.127111 132.371 0.0000%*
ESTAGCAO* SOMBREAMENTO 6 1.077666 0.179611 21.094 0.0000%*
erro 2 45 0.383165 0.008515

Total corrigido 71 5.148618

*Significativo pelo teste F (p<0,05).

Tabela gerada a partir do software Sisvar”™, versio 5.0 (Ferreira, 2007).

O desdobramento dos niveis de irradiancia dentro das épocas do ano mostrou que
houve efeito significativo do sombreamento nas estacdes inverno e verdo, ndo sendo

significativo para o outono e a primavera, pelo teste F (p < 0,05) (Tabela 48).

Tabela 48. Analise de variancia do desdobramento dos niveis de sombreamento dentro das estagdes
do ano para os teores de cumarina em folhas de M. laevigata.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SOMBREAMENTO/ INVERNO 2 0.136434 0.068217 8.012 0.0010%
SOMBREAMENTO/OUTONO 2 0.012725 0.006362 0.747 0.4757
SOMBREAMENTO/PRIMAVERA 2 0.034421 0.017210 2.021 0.1415
SOMBREAMENTO/VERAO 2 1.098431 0.549216 64.502 0.0000%
Residuo 45 0.383165 0.008515

"significativo pelo teste F (p<0,05).

Tabela gerada a partir do software Sisvar”™, versdo 5.0 (Ferreira, 2007).

O maior teor de cumarina (0,94 + 0,24 %) foi observado para as amostras do verdo
cultivadas sob 80% de sombreamento. No entanto, ao contrario do verdo, no inverno o teor de
cumarina ¢ tanto maior (0,24 + 0,09 %) quanto menor o sombreamento (Figura 44). Esses
resultados sugerem que a estacdo do ano e a incidéncia de radiagdo solar sdo determinantes
para a producao desse metabolito em M. laevigata.

O reduzido nivel de irradiancia (20%) somado as condi¢des climaticas do verdo, que
apresentou alto indice de precipita¢ao (227 mm) durante a realizagdo do experimento (Tabela
49), forneceram condig¢des semelhantes ao habitat natural de M. laevigata, que é adaptada a
climas sem deficiéncia hidrica e com baixa luminosidade (6%) (ANTONACIO;
WISINIEWSKI, 1998).
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Figura 44. Variagdo sazonal e do cultivo sob diferentes niveis de sombreamento nos teores médios
(%) de cumarina em folhas de M. laevigata.As médias seguidas de mesma letra dentro de cada estagdo
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05) (n = 6).

Tabela 49. Dados meteorologicos médios durante o periodo do estudo de variagdo sazonal de
metabolitos em M. laevigata e M. glomerata.

Estacao Temp. Temp. Temp. Prec. total UR (%) Insol. (h)
max. (°C) min. (°C) média (°C) (mm)
Outono 28,5 16,0 21,2 33,8 69,7 7,9
Inverno 26,2 11,3 17,8 7,8 62,7 8,5
Primavera 29,2 16,0 21,7 80,2 62,3 7,5
Verao 28,6 17,8 22,2 227,6 77,0 6,1

Fonte: Estacdo climatoldogica do Departamento de Engenharia Agricola/UFLA. Legenda: Temp. max.:
temperatura maxima; Temp. min.: temperatura minima; Temp. média: temperatura média; Prec. total:
precipitacdo total; UR: umidade relativa do ar; Insol.: insolagao.

Independente do nivel de sombreamento estudado, observou-se que no verao os teores
de cumarina sdo estatisticamente superiores as demais estagdes (Figura 45). Esse resultado
sugere que, além das condi¢cdes ambientais favoraveis, o estadio fisioldgico da planta também
contribui para o aumento dos teores de cumarina nesse periodo.

No verdo, M. laevigata encontra-se em pleno desenvolvimento vegetativo,
caracterizado por biomassa abundante, especialmente de folhas jovens. Os maiores teores de
cumarina observados nessa época do ano podem estar diretamente relacionados a proporcao
de folhas jovens nas amostras analisadas, corroborando os resultados relatados por Pereira et
al. (2000) e Castro et al., (2006), que quantificaram concentragcdes de cumarina cerca de trés
vezes maiores em folhas jovens de M. glomerata em comparagao com folhas maduras.

Ao avaliar os teores de cumarina nas plantas de M. laevigata cultivadas a pleno sol, os

maiores teores observados foram nas estacdes verdo (0,37% + 0,10%) e inverno (0,24% =+
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0,09 %) (Figura 45). Esses resultados sdo condizentes com os relatados por Pereira et al.

(2000), que observaram teores maximos de cumarina de 0,24% e 0,29%, respectivamente no
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Figura 45. Teores (%) sazonais de cumarina em folhas de M. laevigata cultivadas sob diferentes
niveis de sombreamento. As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott (p < 0,05) (1n = 6).

Luz e temperatura sdo fatores ambientais intimamente relacionados a atividade

fotossintética (TAIZ; ZEIGER, 2004). O segundo maior teor obtido de cumarina, em M.

laevigata cultivada a pleno sol, foi no inverno. Esse resultado sugere que o fator temperatura

também pode ter influenciado a sintese desse metabolito secundario. Varios estudos sobre a

influéncia dos niveis de sombreamento no cultivo de espécies vegetais ndo sdo conclusivos se

o beneficio do sombreamento é resultante da diminui¢cdo da incidéncia de luz ou da redugao
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da temperatura (ALVARENGA et al., 2003; SOUZA et al., 2007b; POLYSACK..., 2008).
As telas termo-refletoras Aluminet® refletem as ondas de calor reduzindo a
temperatura em cerca de 10 a 20%. A diminui¢do da temperatura faz com que ocorra aumento

da umidade relativa, com consequente reducdo da necessidade de irrigagdo e nebulizacdo

(POLYSACK..., 2008).

No presente estudo, as plantas cultivadas sob a malha termo-refletora, certamente
foram submetidas a uma temperatura média inferior aquela do ambiente a pleno sol (temp.
média do ar 17,9 °C), e isto pode ter contribuido para a limitada sintese desse metabolito nos
ambientes protegidos de radiagdo durante o inverno.

Por outro lado, o excesso de luz e temperatura pode suprimir o metabolismo de
carbono pela saturagdo das taxas fotossintéticas e inducdo de injurias oxidativas ao aparelho
fotossintético (KISLYUK et al., 2004). Durante o verdo, quando o clima ¢ caracterizado por
temperaturas elevadas (Temp. média do ar 22,2 °C), as plantas cultivadas sob a malha termo-
refletora, que fornece temperatura mais amena, estariam protegidas de superaquecimento
durante o dia. Como M. laevigata ¢ uma espécie encontrada, naturalmente, no interior de
matas, o nivel de sombreamento de 80% pode ter favorecido as taxas fotossintéticas por
proteger o aparelho fotossintético contra a radiacdo solar excessiva e, conseqlientemente,
induziu o aumento dos teores de cumarina. Entretanto, respostas conclusivas sobre essas
suposi¢des s6 poderdo ser obtidas por estudos de ecofisiologia vegetal relacionados a sintese
de metabdlitos secundarios.

Os resultados do estudo da variagdo sazonal de diterpenos cauranicos também foram
consideravelmente distintos entre as espécies. M. laevigata apresentou maiores teores dos
acidos benzoilgrandiflorico e cinamoilgrandiflérico no cultivo a pleno sol independente da
época do ano, sendo que nos cultivos sob sombreamento seus teores variaram conforme a
estacdo do ano. J& o acido caurendico foi o diterpeno mais abundante em M. glomerata,
independentemente da estagdo do ano e do nivel de irradiancia.

A andlise de variancia dos dados obtidos para o acido benzoilgrandiflérico em M.
laevigata revelou que os niveis de sombreamento, as estagdes do ano, bem como a interagao
desses fatores alteraram significativamente os teores desse metabolito (p < 0,05).
Considerando o desdobramento dos niveis de sombreamento dentro das épocas do ano,
observou-se efeito estatisticamente significativo do sombreamento dentro das estacdes (p <

0,05). Em todas as estagdes do ano, o maior teor de acido benzoilgrandiflérico ocorreu nas
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plantas de M. laevigata cultivadas a pleno sol, com excecdo do verdo, onde as plantas
cultivadas no nivel de 40% de sombreamento também apresentaram teores elevados, sendo o
teor estatisticamente equivalente aquela da condi¢do a pleno sol (Figura 46). Nao se observou

variagdo sazonal nos teores do acido benzoilgrandiflorico na condi¢do a pleno sol (Figura 47).
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Figura 46. Variacdo sazonal e do cultivo sob diferentes niveis de sombreamento nos teores médios
(%) de acido benzoilgrandiflérico em folhas de M. laevigata. As médias seguidas de mesma letra
dentro das estagdes do ano ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) (n = 6).
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Figura 47. Teores (%) sazonais de acido benzoilgrandiflorico nas folhas de M. laevigata, cultivadas a
pleno sol. As médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott) (p <
0,05) (1 = 6).

Os teores do acido benzoilgrandiflorico em folhas de M. glomerata apresentaram
comportamento distinto de M. laevigata, frente aos ambientes de cultivo e a variagao sazonal.
Na primeira espécie, os teores desse marcador foram afetados pelos niveis de sombreamento e
pelas estacdes do ano (p < 0,05), mas diferente do que foi observado na segunda, ndo foi

afetado pela interacdo de ambos os fatores (p > 0,05) (Tabela 50). A tabela de andlise de
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varidncia para o acido benzoilgrandiflérico em M. glomerata é apresentada a seguir para
exemplicar o tratamento estatistico dos dados, quando ndo houve significancia na interagao

sombreamento x estacdes.

Tabela 50. Analise de variancia dos teores de acido benzoilgrandiflorico em folhas de M. laevigata
coletadas em diferentes épocas do ano e cultivadas sob trés niveis de interceptagdo da radiagao solar.

EV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SOMBREAMENTO 2 0.010863 0.005431 3.880 0.0438*
erro 1 15 0.020995 0.001400

ESTACAO 3 0.026525 0.008842 9.369 0.0001~*
ESTACAO* SOMBREAMENTO 6 0.009414 0.001569 1.663 0.1524
erro 2 45 0.042469 0.000944

Total corrigido 71 0.110265

*Significativo pelo teste F (p<0,05).
Tabela gerada a partir do software Sisvar”™, versdo 5.0 (Ferreira, 2007).

O fato da interagdo estacdo x sombreamento ndo ter sido estatisticamente significativa
para a variacdo do teor do acido benzoilgrandiflorico implica que o sombreamento nao
depende das estagoes, sendo o inverno a estacdo que proporciona maior teor desse marcador,
independentemente do nivel de sombreamento estudado. Com relagdo a influéncia do
sombreamento no teor do acido benzoilgrandiflorico em M. glomerata, observou-se uma
resposta quadratica melhor evidenciada durante o verdo e o inverno, com teores maximos de
0,21 £ 0,01 e 0,26 + 0,07%, respectivamente, no cultivo sob 40% de sombreamento. Com o
aumento no nivel de sombreamento os teores de 4cido benzoilgrandiflorico tenderam a
decrescer (Figura 48). No que se refere aos teores maximos de acido benzoilgrandiflorico em
ambas as espécies, M. laevigata apresentou teor cerca de duas vezes maior (0,39 + 0,10 %) do

que o observado em M. glomerata (0,23 £ 0,03%).

Os teores do 4cido cinamoilgrandiflorico apresentaram comportamento inverso ao
observado para o 4cido benzoilgrandiflorico nas espécies. Em M. laevigata, o teor desse
metabolito foi influenciado significativamente pelos niveis de sombreamento, bem como
pelas estagdes do ano (p < 0,05), mas nao foi afetado pela interagdo de ambos os fatores (p >
0,05). Em M. glomerata, observou-se efeito significativo para todas as variaveis de respostas,

inclusive para a interagdo entre elas (p < 0,05).

O estudo da variagdo do teor de acido cinamoilgrandiflorico em M. laevigata revelou
que esse constituinte apresenta comportamento linear, decrescente a medida que o nivel de luz

diminui. O seu maior teor ocorreu durante o verdo, sendo estatisticamente diferente as demais
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estagdes, as quais apresentaram significancia estatistica equivalente (Figura 49).
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Figura 48. Variagdo sazonal e do cultivo sob diferentes niveis de sombreamento nos teores médios
(%) de acido benzoilgrandiflorico em folhas de M. glomerata. As médias dos teores nas estagdes

seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) (n

6).*Significativo pelo teste F (p < 0,05).
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Figura 49. Variagdo sazonal e do cultivo sob diferentes niveis de sombreamento nos teores médios
(%) de acido cinamoilgrandiflorico em folhas de M. laevigata. As médias dos teores nas estacdes

seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) (n

6).*Significativo pelo teste F (p < 0,05).

Em M. glomerata, observou-se efeito do sombreamento apenas no inverno; em
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contrapartida, as demais estacdes ndo mostraram significancia pelo teste F (p < 0,05) (Figura
50).
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Figura 50. Variagdo sazonal e do cultivo sob diferentes niveis de sombreamento nos teores médios
(%) de acido cinamoilgrandiflérico em folhas de M. glomerata. As médias seguidas de mesma letra
entre as estacdes, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) (n = 6).

Na condigdo a pleno sol, observou-se flutuacdo dos teores de acido
cinamoilgrandiflorico em M. glomerata durante as estacdes do ano. O teor maximo
ocorre no inverno (0,10 £ 0,01%), havendo reducdo estatisticamente significativa na
primavera (0,08 = 0,005 %) e no verdo (0,06 + 0,004%), voltando a elevar no outono

,08 £0, o) (Figura .
(0,08 + 0,02 %) (Fi 51)
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Figura 51. Teores (%) sazonais de acido cinamoilgrandiflérico nas folhas de M. glomerata, cultivadas

a pleno sol. As médias seguidas de mesma letra entre as estacdes do ano, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott) (p <0,05) (n = 6).

Para o acido caurenoico, observou-se diferenga estatisticamente significativa (p <
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0,05) para os niveis de sombreamento, as estagdes do ano e para a interacdo desses fatores nas
duas espécies. Em M. laevigata, o teor maximo de acido caurendico ocorreu nas plantas
cultivadas a pleno sol, com exce¢do do verdo, onde as plantas cultivadas sob 40% de
sombreamento também apresentaram teor elevado e, estatisticamente, equivalente a condi¢do
a pleno sol (Figura 52A). No inverno, o teor do acido caurenodico foi menor quanto maior o
nivel de sombreamento. No outono e na primavera, embora se observe uma tendéncia de
queda, n3o houve diferenca estatiscamente significativa entre os niveis de 40 ¢ 80% de

sombreamento.
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Figura 52. Variagdo sazonal e do cultivo sob diferentes niveis de sombreamento nos teores médios
(%) de acido caurendico em folhas de M. laevigata (A) e M. glomerata (B). As médias dos teores nas
estacdes seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) (n = 6).

Os teores de acido caurendico em M. glomerata, de maneira semelhante aqueles em
M. laevigata, também foram maiores na condi¢cdo de cultivo a pleno sol, com excecao do
verdo. Entretanto, no outono e na primavera os teores nas plantas cultivadas sob 40% de
sombreamento nao diferiram estatisticamente da condic¢ao a pleno sol (p > 0,05). No verdo, o

teor maximo desse constituinte foi observado nas plantas cultivadas sob 40% de
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sombreamento. Em todas as estacOes, os teores minimos de acido caurendico foram
observados nas plantas cultivadas sob 80% de sombreamento, ndo sendo estatisticamente
diferentes dos teores no inverno sob 40% de sombreamento e no verdo a pleno sol (Figura
52B).

A avaliagdo sazonal de M. laevigata e M. glomerata cultivadas sob pleno sol indicou
maior producdo de 4acido caurendico no inverno. Em M. glomerata cultivada sob
sombreamento (40 e 80%), a producdo de acido caurenoico foi independente da estacdo. Ja
em M. laevigata durante o verdo, nos dois niveis de sombreamentos estudados, ¢ no inverno,
para o nivel de 40% de sombreamento, apresentaram os maiores teores desse constituinte

(Figura 53).
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Figura 53. Teores (%) sazonais de acido caurendico nas folhas de (A) M. laevigata e (B) M.
glomerata, cultivadas sob diferentes niveis de sombreamento. Médias seguidas de mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott) (p < 0,05) (n = 6).
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M. laevigata e M. glomerata sdao espécies encontradas em habitats caracteristicos de
borda ou interior de mata (RITTER; WAECHTER, 2004). Embora no presente trabalho nao
se tenha avaliado o teor de constituintes quimicos em relagdo ao crescimento vegetativo das
plantas, observou-se maior vigor vegetativo (maior produg¢do de biomassa) das plantas
cultivadas sob niveis de sombreamento do que aquelas cultivadas a pleno sol, em todas as
estacoes do ano.

Os resultados mostraram que o teor da cumarina ¢ fortemente afetado pela variagdo
sazonal e pelo nivel de sombreamento nas plantas de M. laevigata. A producdo de cumarina,
em todas as condi¢des de radiacdo estudadas, € mais pronunciada no verdo, e ¢ drasticamente
aumentada em plantas cultivadas sob elevado nivel de sombreamento.

No que se refere aos diterpenos caurdnicos, com exce¢do do acido
benzoilgrandiflorico em M. glomerata, de maneira geral observaram-se maiores teores nas
plantas cultivadas sob radiagdo solar plena. A biossintese de diterpenos ocorre pela via
cloroplastidica DOXP/MEP (1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato/2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato), a
partir dos intermediarios da via glicolitica, 4cido piravico e 3-fosfogliceraldeido
(LICHTENTHALER, 1999). A via DOXP/MEP opera eficientemente sob altas irradidncias
(LICHTENTHALER, 2007). Esse mesmo autor relatou que folhas de plantas cultivadas sob
alta incidéncia de luz possuem cloroplastos “tipo-sol”, adaptados a altas taxas de assimilacdo
fotossintética de CO, e de pigmentos fotossintetizantes, quando comparadas com folhas
cultivadas na sombra. Tendo em vista esses relatos, pode-se supor que os maiores teores de
diterpenos observados nas plantas cultivadas a pleno sol, no presente estudo, sejam resultantes
do aparato fotossintético que se adaptou favoravelmente ao excesso de luz, levando ao
incremento na produgao dos diterpenos.

Em suma, os resultados obtidos indicam que M. laevigata necessita de cultivo
protegido sob Aluminet” 80% para maximizar os teores de cumarina, a custa da diminuigéo
dos teores de diterpenos cauranicos, sendo a colheita realizada preferencialmente no verdo. M.
glomerata deve ser cultivada sob radiagdo solar plena e suas folhas coletadas no inverno para
obtenc¢ao de material vegetal com maiores teores de diterpenos cauranicos.

Considerando os resultados obtidos no que tange a pratica agrondmica e a
recomendacdo de teor minimo de 0,1% de cumarina pela Farmacopéia Brasileira IV,
recomenda-se o cultivo das espécies de guaco no ambiente a pleno sol, a fim de reduzir os

custos de produgao, e sua colheita realizada nas estagdes inverno e verdo, cujos teores obtidos
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foram respectivamente de 0,24 e 0,37%. Para obtencdo de maiores rendimentos de cumarina
recomenda-se o cultivo consorciado com espécies arboreas.

Existem fortes evidéncias de que a cumarina e diterpenos cauranicos sdo responsaveis
pelos efeitos farmacoldgicos dessas espécies (LEITE et al, 1993; MOURA et al., 2002;
SANTOS et al., 2006; AMBROSIO et al. 2006). A determinagdo de técnicas de manejo
agricola e da época de colheita que proporcione maximizagdo dos teores desses marcadores

quimicos contribuird para a padronizagdo de extratos dessas plantas e de suas fitopreparagdes.

5.8 ESTABILIDADE QUIMICA DOS MARCADORES QUIMICOS NAS DROGAS
VEGETAIS M. laevigata E M. glomerata DURANTE ARMAZENAMENTO

A integridade quimica da droga vegetal foi monitorada a partir da quantificacdo dos
teores dos derivados do 4cido cindmico (cumarina e 4cido o-cumarico) e diterpenos
caurdnicos (4cidos benzoilgrandiflorico, cinamoilgrandiflorico e caurendico), durante o
armazenamento de amostras de folhas secas de M. laevigata e M. glomerata.

O material vegetal foi cultivado, colhido, beneficiado e armazenado conforme descrito
no item 4.9.7. M. glomerata e M. laevigata foram armazenadas por um periodo maximo de 12
e 18 meses. Os estudos com M. glomerata foram interrompidos aos 12 meses porque sua
continuagdo ndo era justificada, j4 que a instabilidade dos derivados caurdnicos foi
demonstrada a partir do terceiro més de armazenamento da droga vegetal.

Durante todo periodo avaliado (12 meses), a cumarina (33) e o acido o-cumadrico (42)
ndo foram detectados nos perfis cromatograficos de M. glomerata (Figura 54), enquanto
apenas 33 estava presente em M. laevigata (Figura 55). Entretanto, andlises da pureza
espectral do pico correspondente a 33 acusaram a presenga de substancia co-eluida com este,

a partir do sexto més de armazenamento.
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Figura 54. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para o extrato etandlico de folhas de M.
glomerata durante armazenamento para avaliacdo de estabilidade de marcadores quimicos. Condi¢éo
cromatografica: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1. Programa de detec¢do: 0-30 min: 210 nm;
31,0-32,4 min: 230 nm; 32,5-34,0 min: 270 nm; 34,1-38,0: 210 nm. Picos: 3, acido
benzoilgrandiflorico; 4, acido cinamoilgrandiflérico; 5, acido caurendico. Legenda: Ty, tempo inicial
do estudo; Ts, 3 meses; Ts, 6 meses; Ty, 9 meses; Ti,, 12 meses; Tys, 15 meses € Tig, 18 meses de
armazenamento.

Os espectros no ultravioleta obtidos on-/ine pelo detector de DAD na base ascendente
e descendente do pico correspondente a 33 evidenciaram a presenca de um produto de

decomposi¢do formado durante a estocagem da droga vegetal (Figura 56).



Resultados e Discussao

0,401

AU

0,201

0,00-

Ty

040

AU

020

0,00-

T,

0,40+

AU

020

0,00-1

T

0,40+

AU

0,201

T,

0,00

040

AU

0.20]

0,00

0,401

AU

0,201

0,00-

040

AU

020

0,00-

[
20,00
Minutos

I
10,00

164

Figura 55. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para o extrato etanolico de folhas de M. laevigata
durante armazenamento para avaliagdo de estabilidade de marcadores quimicos. Condiciao
cromatografica: vide Parte Experimental, item 4.9.5.1. Programa de detec¢do: 0-30 min: 210 nm;
31,0-32,4 min: 230 nm; 32,5-34,0 min: 270 nm; 34,1-38,0: 210 nm. Picos: 2, cumarina; 3, acido
benzoilgrandiflorico; 4, acido cinamoilgrandiflérico; 5, acido caurendico. Legenda: T, tempo inicial
do estudo; T, 3 meses; Ts, 6 meses; Ty, 9 meses; T;,, 12 meses; Tys, 15 meses € Tyg, 18 meses de

armazenamento.
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O perfil espectral da impureza detectada na por¢do ascendente do pico € similar ao do
acido o-cumarico (42) (Figura 56); porém, nao ¢ descartada a possibilidade de ser o acido
melilotico (69), que apresenta espectro no UV semelhante. Os acidos o-cumarico e melildtico
apresentam maximos de absorcdo espectral no ultravioleta de 274 nm em etanol (STOKER;

BELLIS, 1962).
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Figura 56. Espectros no ultravioleta registrados on-/ine pelo detector de DAD na porgdo ascendente e
descendente do pico da cumarina nos cromatogramas da Figura 55. Legenda: T,, tempo inicial do
estudo; T3, 3 meses; Tg, 6 meses; Ty, 9 meses; Ty,, 12 meses; Tys, 15 meses e Ty, 18 meses de
armazenamento. € R, acido o-cumarico de referéncia.
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A presenga marcante do contaminante foi evidenciada nas amostras com 12 meses de

armazenamento (Figura 56).

A quantificacdo da cumarina durante o periodo avaliado (18 meses) ndo mostrou
diferencas estatatisticamente significativas (p > 0,05) nos teores dessa substancia (Figura 57).
Esse fato pode ser explicado pela integracdo conjunta do pico da cumarina e do contaminante

(42 ou 69).
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Figura 57. Teores médios (%) dos marcadores quimicos em folhas de M. laevigata cultivadas sob
diferentes niveis de sombreamento e armazenadas para avaliacdo de estabilidade de marcadores
quimicos. Legenda: T,, tempo inicial do estudo; T, 3 meses; Ts, 6 meses; Ty, 9 meses; Tyz, 12 meses;
Tis, 15 meses e Tyg, 18 meses de armazenamento. As médias seguidas de mesma letra nos diferentes
niveis de sombreamento, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05) (n = 6).

A hipotese de degradacdo da cumarina por abertura do anel lactonico ¢é respaldada por
trabalhos anteriores, que demonstraram a conversdao de cumarina em acido melil6tico, em

folhas de Melilotus alba L. (trevo-branco) e folhas de Melilotus officinalis L (trevo-amarelo)
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(STOKER; BELIS, 1972; KOSUGE; CONN, 1962; KOSUGE; CONN; 1959). A seqiiéncia
das transformacdes quimicas propostas por esses autores estd representada na Figura 58.
Adicionalmente, a presenca de lactonoidrolases (lactonases), enzimas que catalisam a

hidrolise reversivel de lactonas a hidroxiacidos, ja foi relatada em microorganismos, incluindo

fitopatogenos (SHIMIZU, et al., 1992; KATAOKA et al., 2000; HONDA, et al., 2002).

A glicosidase X
‘COOH
OGlic 0 o)
glicosideo do acido cumarina
cumarinico
Tenzima ldlhidrocumarina hidrolase
COOH . . COOH
glicosidase

T =T

OGilic OH
glicosideo do acido acido melilotico

melildtico

Figura 58. Seqiiéncia de rea¢Oes enzimaticas propostas para a conversdo de cumarina em acido
melildtico. Adaptado de STOKER; BELLIS, 1962; KOSUGE; CONN, 1962.

Apo6s a colheita e durante os processos de secagem e processamento de drogas
vegetais ocorre a destrui¢do de compartimentos celulares, que pode resultar em degradacao de
constituintes bioativos, devido a atividade enzimatica da droga (BAUMGERTEL et al.,
2003). Esses autores isolaram uma glicosidase de partes aéreas secas de Fagopyrum
esculentum Moench, responsavel pela conversdo de rutina (70) em quercetina (66) ¢
mostraram que a degradagdo enzimatica de compostos biologicamente ativos pode ocorrer em

varios estagios dos processos farmacéuticos.

OH
OH
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Quanto aos diterpenos cauranicos ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas (p > 0,05) para seus teores em M. laevigata durante o periodo de
armazenamento, com excecdo da concentragdo de acido benzoilgrandiflorico oriunda de
plantas cultivadas sob 80% de sombreamento (Figura 57). No entanto, os perfis
cromatograficos obtidos indicam alteragdes nos picos dos diterpenos cauranicos, a partir do
terceiro més (Figura 55). A analise da pureza espectral desses picos acusou impurezas a partir
do sexto més e perda significativa da resolucdo entre os picos correspondentes aos acidos

cinamoilgrandifldrico e caurendico, especialmente no nono més (Tabela 51).

Tabela 51. Valores de resolugdo cromatografica entre os picos dos acidos cinamoilgrandiflérico e
caurendico em M. laevigata, durante o armazenamento da droga vegetal.

To Ts Ts Ty T Tis Tis

PS 2,63 1,89 1,57 0,93 1,36 1,35 1,82
40% 2,62 1,81 1,52 0,92 1,35 1,26 1,84
80% 2,61 1,56 1,41 0,93 1,29 1,19 1,65

Legenda: Legenda: T, tempo inicial do estudo; T3, 3 meses; Ts, 6 meses; Ty, 9 meses; Ty,, 12 meses; Tis,
15 meses e Tyg, 18 meses de armazenamento. PS: pleno sol; 40% ¢ 80% de sombreamento.

Resultados semelhantes foram observados para os diterpenos cauranicos nas amostras
analisadas de M. glomerata. Conforme evidenciado pela Figura 54, a diminui¢do nos teores
dos diterpenos caurdnicos ocorreu a partir do terceiro més, acompanhada de perda de
resolugdo entre os picos dos acidos cinamoilgrandiflorico e caurendico no nono més de
analise, bem como a formagdo de produtos de decomposicdo, verificados pelos perfis

cromatograficos e analises de pureza de picos (Tabela 52, Figura 59).

Tabela 52. Valores de resolugdo cromatografica entre os picos dos acidos
cinamoilgrandiflorico e caurendico em M. glomerata, durante o armazenamento da droga
vegetal.

T, T; T Ty Ty

PS 1,99 1,45 1,32 nd 1,20
40% 2,01 1,33 1,26 nd 1,14
80% 1,98 1,23 1,15 nd 1,07

Legenda: Legenda: T,, tempo inicial do estudo; T;, 3 meses; T, 6 meses; To,
9 meses; Tz, 12 meses; Tys, 15 meses e Tys, 18 meses de armazenamento. PS:
pleno sol; 40% e 80% de sombreamento. nd: resolugcdo ndo determinada
devido alargamento das bandas.
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Os espectros no ultravioleta registrados na base ascendente e descendente do pico do
acido benzoilgrandiflérico em M. glomerata evidenciaram transformagdes quimicas durante a
estocagem, ja no terceiro més de analise (Figura 59). Um comportamento semelhante foi

observado para o pico correspondente ao acido caurendico em M. glomerata.
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Figura 59. Espectros no ultravioleta registrados on-/ine pelo detector de DAD na porgdo ascendente e
descendente do pico do acido benzoilgrandiflorico nos cromatogramas da Figura 55. Legenda: T,,
tempo inicial do estudo; T;, 3 meses.

Os teores dos diterpenos cauranicos em M. glomerata cultivada a pleno sol ndo
apresentaram diferencas estatisticas (p < 0,05) (Figura 60). No entanto, diferencas
significativas (p < 0,05) foram observadas para amostras provenientes do cultivo sob 40% e
80% de sombreamento, com excecdo do acido cinamoilgrandiflorico na ultima condi¢do de
cultivo (Figura 60).

A perda de resolugdo dos picos correspondentes aos diterpenos caurdnicos, a
diminuicdo significativa de seus teores em algumas amostras e a auséncia de pureza espectral
sugerem a ocorréncia de transformag¢des quimicas desses compostos.

Vale ressaltar que a perda de resolucdo observada para os diterpenos cauranicos nao resultou
da perda de eficiéncia da coluna, pois amostras ndo submetidas ao armazenamento

apresentaram resolucao similar aquela obtida no tempo inicial do estudo (T).
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Figura 60. Teores médios (%) dos marcadores quimicos em folhas de M. glomerata cultivadas sob
diferentes niveis de sombreamento e armazenadas para avaliacdo de estabilidade de marcadores
quimicos. Legenda: T,, tempo inicial do estudo; Tz, 3 meses; Tg, 6 meses; Ty, 9 meses e Ty, 12
meses de armazenamento. As médias seguidas de mesma letra nos diferentes niveis de sombreamento,
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05) (n = 06).

Variagcbes nos teores de diterpenos ent-labdenos em folhas pulverizadas de
Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees foram relatadas para droga vegetal armazenada a
temperatura ambiente por periodos de 0, 3, 6, 11, 12 e 15 meses. O teor de andrografolideo
(65) diminuiu nos trés primeiros meses mantendo-se constante até 15 meses. Por outro lado, o
teor de 14-desoxi-11,12-didesidroandrografolideo (63) aumentou com o tempo de estocagem,
apos ligeira redugdo no inicio do terceiro més (PHOLPHANA et al., 2004). As estruturas

quimicas de 65 e 63 estdo apresentadas no item 3.4.

O presente estudo demonstrou que a integridade quimica dos diterpenos cauranicos

(4cidos benzoilgrandiflorico, cinamoilgrandiflorico e caurendico) presentes nas drogas
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vegetais M. glomerata e M. laevigata ¢ afetada a partir do terceiro més de armazenamento. A
cumarina, presente apenas na segunda droga vegetal, ¢ afetada a partir do sexto més de
armazenamento. O teor minimo de cumarina preconizado pela Farmacopéia Brasileira [V para
a droga vegetal M. laevigata ¢ de 0,1%, mas ndo ha na literatura recomendagdes para teores
de diterpenos em guacos (F.Bras.IV, 2005). Os teores de cumarina quantificados nas amostras
de M. laevigata, durante os 18 meses de armazenamento da droga vegetal, com excecdo da
maioria das amostras provenientes do cultivo sob 80% de sombreamento, variaram de 0,10%
a 0,16% e estas seriam, portanto, aprovadas em procedimentos de controle de qualidade
(Figura 57). Mas deve-se levar em conta que os teores determinados nesse experimento tem
sua exatiddo comprometida devido a perda de especificidade do método cromatografico em
amostras armazenadas por periodos superiores a 3 meses, conforme ja discutido. A perda de
especificidade do método, nessas condi¢des, impossibilitou avaliar o percentual de redugdo do
teor de cumarina e de diterpenos cauranicos nas drogas vegetais armazenadas ao longo do
periodo do estudo.

Diante desses resultados, propde-se que estudos de atividade biologica sejam
realizados com drogas vegetais armazenadas, a fim de verificar se as alteragdes quimicas

observadas implicariam em variagdes dos efeitos farmacoldgicos.
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6 CONCLUSOES

e Os perfis cromatograficos das espécies de guaco trabalhadas (M. laevigata e M.
glomerata) apresentaram diferencas marcantes, com presenca dos derivados cauranicos
[acidos benzoilgrandiflorico (39), cinamoilgrandiflorico (4) e caurendico (2)] em ambas as
espécies e a auséncia dos derivados cindmicos [cumarina (33) e 4cido o-cumarico (42)] na

segunda espécie.

¢ O método cromatografico desenvolvido para andlise das drogas vegetais M. laevigata e M.
glomerata apresentou linearidade, precisdo, exatiddo, robustez e seletividade adequadas

para quantificacdo simultanea de cinco marcadores quimicos 33, 42, 39, 4 ¢ 2.

¢ O teor de 33 (0,94+0,24 %) ¢ incrementado nas plantas cultivadas no verdo e sob 80% de

sombreamento.

o M. laevigata necessita de cultivo protegido sob 80% de sombreamento para a
maximizagdo dos teores de 33, a custa da diminui¢do do teor de diterpenos cauranicos,

sendo a colheita realizada, preferencialmente, no verao.

o M. glomerata deve ser cultivada sob radiagdo solar plena e suas folhas coletadas no

inverno para obten¢do de material vegetal com maiores teores de diterpenos caurdnicos

(39,4 ¢ 2).

e Considerando os resultados obtidos no que tange a pratica agrondmica, para o incremento
dos teores de 33 e reducao de custo de produgdo, recomenda-se o cultivo consorciado de

M. laevigata com espécies arboreas, e sua colheita realizada nas estagdes inverno e verdo.

e A estabilidade quimica dos diterpenos cauranicos (39, 4 e 2) presentes nas drogas vegetais
M. glomerata e M. laevigata é afetada a partir do terceiro més de armazenamento e da 33,

presente apenas em M. laevigata, é afetada a partir do sexto més de armazenamento.

e A detecgdo de interferentes nos picos correspondentes aos marcadores quimicos (33, 39, 4
e 2) implicou em perda de seletividade do método cromatografico, o que comprometeu as

analises quantitativas.
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