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Resumo

Resumo

APLICAGAO DE TECNICAS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR E DE METODOS
QuUIMIOMETRICOS NA AVALIAGAO DE MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

A utilizagao dos fitoterapicos no mercado nacional tem se tornado crescente
nas ultimas décadas. Desse modo, o controle de qualidade para os produtos de
origem vegetal, assim como para os medicamentos tradicionais, € de extrema
importancia; e ndo so6 para o produto tecnologicamente acabado, como também para
sua matéria-prima. Contudo, garantir a qualidade de um produto implica em um
aumento de custos para as industrias. Atualmente, uma das maiores praticas para a
padronizacdo das ervas baseia-se na identificacdo de marcadores quimicos,
caracteristicos para as espécies, mas que muitas vezes ndo apresentam qualquer
relacdo com sua atividade bioldégica. Assim sendo, essa abordagem se mostra
incompleta, ou muitas vezes, insatisfatoria para o controle de qualidade desse tipo
de medicamento.

Para contornar esse problema recentes desenvolvimentos, principalmente no
aumento da sensibilidade e na capacidade analitica das técnicas existentes,
tornaram possivel a avaliagdo de extratos de plantas complexos em sua totalidade.
O presente trabalho descreve uma metodologia de analise para os fitofarmacos
catuaba, espinheira-santa e guaco, fundamentada na abordagem analitica
conhecida como metabolic profile, onde a Ressonancia Magnética Nuclear, assim
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, sdo empregadas para a obtencéo
do fingerprinting desses fitomedicamentos. Entretanto, os dados gerados (espectros
de H e cromatogramas) apresentaram um perfil muito complexo sendo entao
necessaria a utilizagao da quimiometria para sua avaliagdo. O emprego de métodos
multivariados possibilitou a extragdo de informacgdes relevantes, assim como, a
constatacdo da autenticidade das amostras comerciais analisadas.

O emprego da RMN de HR-MAS, juntamente com a quimiometria, na analise
de amostras comerciais de catuaba, se mostrou mais eficiente quando comparado a
RMN de liquidos, indicando que a espécie mais comercializada como o fitofarmaco é
a Trichillia catigua. Entretanto, os resultados obtidos para a espinheira-santa foram
contrarios, evidenciando a limitagdo da HR-MAS no que diz respeito a constituicdo

fisiolégica do material analisado. Adicionalmente a RMN, a utilizacdo da CLAE
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possibilitou verificar que a maioria das amostras comerciais de espinheira-santa nao
utiliza a espécie Maytenus ilicifolia em sua formulagado. Ja para o fitofarmaco guaco
os resultados obtidos, tanto com a RMN como com a CLAE, se mostraram
contraditérios, sendo necessaria a utilizacdo de uma outra técnica analitica
complementar. Assim sendo, o trabalho também descreve a utilizagdo do
acoplamento da CLAE com a Espectrometria de Massas Tandem, através dos
experimentos de SRM, na avaliagao de extratos de amostras comerciais de guaco.
O emprego dessa técnica permitiu a deteccdo da cumarina 1,2-benzopirona em
todas as amostras analisadas, devido a sua elevada sensibilidade, atestando assim
suas autenticidades.

Portanto, através dos resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho,
pdde-se concluir que a Ressonancia Magnética Nuclear, assim como a CLAE, aliada
a Quimiometria, apresentam um grande potencial em estudos que visam a avaliagéo
de matrizes complexas, como os medicamentos fitoterapicos. Em casos especificos,
onde uma maior sensibilidade no método analitico se faz necessaria, a

Espectrometria de Massas pode ser empregada de forma complementar.

Xvil



Abstract

Abstract

APPLICATION OF NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE TECHNIQUES AND MULTIVARIATE
METHODS TO EVALUATE PHYTOTHERAPIC MEDICINES

The use of herbal medicines in the Brazilian market has increased in the last
few decades. Therefore, the quality control for herbal products, as well as traditional
medicines, is extremely important and for both: the manufactured products and the
raw material. However, to guarantee the product’s quality implies in an increase of
the process costs in an industry. Currently, the quality of herbal extracts is predicted
by analysis of selected marker compounds, which are often characteristic chemicals
of a specific herb, but that many times do not present any relation with bioactivity. As
a consequence, the marker-based approach is an incomplete and unsatisfactory
method for quality control of herbal medicines

In order to cope with this problem, current developments in improving
sensitivity and analytical capacity of known techniques, had made possible the
plant's complex extract evaluation. The present work describes an analytical
methodology for the phytomedicines catuaba, espinheira-santa and guaco, based on
the metabolic profile approach, where the Nuclear Magnetic Resonance techniques,
as well as the High Performance Liquid Chromatography, are employed to obtain a
fingerprinting of these herbal medicines. Nevertheless, due to the complex spectral
data profile ("H spectra and chromatograms) evaluation it was necessary to employ
chemometrics. These multivariate methods made possible to extract some relevant
information and to prove the authenticity of the analyzed commercial samples.

The commercial catuaba samples analysis by HR-MAS NMR/ chemometrics
showed be more efficient, when compared with liquid NMR, indicating that the
species sold as the phytomedicine catuaba is Trichillia catigua. Whereas, the results
obtained for espinheira-santa showed an opposite situation pointing out that the
efficiency of the HR-MAS is correlated with the physiological constitution of the plant
material analyzed. Beside NMR results, HPLC analysis showed that the majority of
the espinheira-santa commercial samples do not employ Maytenus ilicifolia species.
The guaco results obtained by both, NMR and HPLC techniques were inconclusive
needing the use of a complementary technique. Therefore, the present work also

describes the use of the High Performance Liquid Chromatography coupling with
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Tandem Mass Spectrometry, by means of SRM experiments, to evaluate some
commercial guaco samples. This technique provides the detection of the coumarin
1,2-benzopyrone in all the analyzed samples, due to the SRM high sensitivity, thus
certifying its authenticity.

The results obtained by Nuclear Magnetic Resonance, High Performance
Liquid Chromatography and chemometrics, proved to be valuable tools for the
evaluation of complex phytomedicines matrix. In specific cases, where high
sensitivity in the analytical method is required, Mass Spectrometry can be used as an

additional technique.
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Introdugéo

1. Introducgao

Os produtos de origem vegetal, denominados fitoterapicos, estao
relacionados com a exploragao tecnoldgica e econémica de vegetais empregados na
prevencdo, no tratamento e na cura de disturbios, disfuncdes ou doencgas. A
utilizacdo desses medicamentos remonta ao inicio da humanidade e supde-se que a
grande maioria dos medicamentos derivados de plantas tenha sido desenvolvida de
forma empirica, com base apenas no conhecimento folclérico’.

Entretanto a definicdo do termo medicamento fitoterapico, bem como dos
requisitos necessarios para garantir sua qualidade e eficacia enquanto

medicamento, surgiu apenas com a edi¢do da Resolugdo n° 135 de 29/05/2003.

TABELA 1.1: Algumas definicbes segundo a Resolugéo n°® 135 da ANVISA.

Planta medicinal ou suas partes, apds processos de coleta,
Droga vegetal estabilizacdo e secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada
ou pulverizada.
Medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
Fitoterapico reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia é
ou validada através de levantamentos etnofarmacologicos de
Medicamento utilizacdo, documentagdes tecnocientificas em publicacbes ou
Fitoterapico ensaios clinicos de fase 3. Nao se considera medicamento
fitoterapico aquele que, na sua composi¢cdo, inclua substancias
ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagdes destas
com extratos vegetais.
Foérmula Relagdo quantitativa de todos os componentes de um
Fitoterapica medicamento fitoterapico.
Componente ou classe de compostos quimicos (ex: alcaldides,
flavondides, acidos graxos, etc.) presente na matéria-prima
vegetal, idealmente o proprio principio ativo, e preferencialmente
Marcador
que tenha correlagdo com o efeito terapéutico. Utilizado como
referéncia no controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos
medicamentos fitoterapicos.

Remédio Qualquer substancia ou recurso (ex. radioterapia...) usado para
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combater uma moléstia. Apesar de ser muito usado, sobretudo
popularmente, este termo deve ser trocado por "Medicamento"
quando se quer falar especificamente de uma formulagao
farmacéutica (contendo um ou varios principios ativos,
denominados farmacos) usado para tratar (ou prevenir) uma
doenga.

Produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado, com

Medicamento . : - . o
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico.

Atualmente esses produtos representam mais de 50% dos medicamentos que
estdo em uso clinico no mundo, sendo que nos ultimos anos pelo menos uma
dezena de novas drogas foram desenvolvidas a partir de espécies vegetais®. A
Organizagdo Mundial da Saude estima que mais de 80% da populacdo mundial
emprega, em alguma instancia, medicamentos fitoterapicos para o tratamento ou
prevencdo de doengas®, e isso se deve a um aumento no interesse global pela
medicina alternativa e pelo tratamento por plantas medicinais. Acredita-se que esse
aumento deve ter sido impulsionado pelo fato de ser raro, ou existente apenas em
algumas regides do globo terrestre, o acesso a medicina moderna, como € o caso de
paises em desenvolvimento, além de uma maior aceitagdo dos fitoterapicos®. Um
dos grandes problemas relacionados a administragdo desses medicamentos é que a
maioria da populacdo acredita que sua utilizagdo nao confere riscos a saude por se
tratar de uma terapia natural. Por essa razdo sua utilizacdo ocorre de forma
indiscriminada e normalmente os pacientes ndo comunicam seus médicos,
acarretando sérias conseqiiéncias®. Na literatura existem diversos trabalhos
relatando a utilizagdo de plantas com efeitos colaterais indesejaveis como € o caso
da Ephedra® e sua relagdo com alguns problemas cardiovasculares ou ainda a
relacdo entre o consumo da Kava-kava e sua hepatoxidade’. Adicionalmente aos
efeitos colaterais indesejaveis é necessario levar-se em consideracgao interagées que
possam ocorrer com a administragdo concomitante de drogas tradicionais,
diminuindo a eficacia do tratamento farmacoldégico ou ocasionando manifestagdes
téxicas graves®. Alguns autores relatam o aumento da pressdo arterial quando o
Ginkgo biloba é administrado com alguns diuréticos® e diversas interagdes entre a
erva de Sao Jodo (Hypericum perforatum) quando administrada juntamente com

alguns antidepressivos e contraceptivos'°.
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Além de todas essas observagdes que os consumidores devem levar em
consideragao a administracdo segura dos fitoterapicos também esbarra, assim como
todo medicamento, no fator confianga. Os produtos de origem vegetal utilizados
necessitam de um controle da qualidade adequado, tanto para suas matérias-primas
(plantas), quanto para o produto tecnologicamente acabado (farmaco)''. Este
controle contribui, sem duvida, para o tripé eficacia, seguranga e qualidade,
refletindo como principal resultado no bindmio custo-beneficio. Estes principios sao
necessarios ao desenvolvimento cientifico e tecnolégico dos medicamentos
fitoterapicos pois asseguram uma melhor aceitacdo pela classe médica que os
prescreve, propiciando confiabilidade aqueles que os venham a consumir.
Atualmente, ainda no que diz respeito ao inadequado controle de qualidade, com o
advento da Internet a abrangéncia desse problema é ainda maior. A rede mundial
oferece diariamente novos produtos conferindo assim um novo promissor mercado
para esses medicamentos. Entretanto, nos ultimos anos os primeiros casos de
reacdes adversas provenientes de fitomedicamentos adquiridos na rede mundial
apareceram em alguns jornais médicos'>'*. Na maioria das vezes a informagao
disponibilizada sobre esses medicamentos ¢€ insuficiente ou muito variavel,
possibilitando a comercializagédo indiscriminada de medicamentos que apresentam
diversos efeitos colaterais indesejaveis'®"’.

Infelizmente qualidade € um paradmetro muito complexo quando se trabalha
com espécies botanicas. Esse € um dos maiores desafios para qualquer industria
que queira produzir um produto confiavel e garantir os efeitos farmacologicos
prometidos. Uma das maiores praticas seguida pela industria das ervas para a
padronizacao € a identificagdo de marcadores quimicos, em particular aqueles em
que se acreditam serem responsaveis, pelo menos em parte, pela bioatividade do
medicamento’®. Entretanto o que ocorre com a maioria dos fitofarmacos é que a
contribuicdo de componentes especificos a sua eficacia € normalmente especulativa,
ou as vezes, totalmente desconhecida. Nestes casos os extratos sdo avaliados de
acordo com alguns marcadores quimicos que sdo caracteristicos para aquelas
espécies, mas que ndo apresentam qualquer relagdo com sua atividade'®. Além do
mais, a bioatividade de certas espécies esta interligada a sinergia de diversos
compostos, sendo que este efeito € negligenciado quando apenas um marcador é

20,21

analisado”"“". Como consequUéncia direta, os métodos baseados em marcadores
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quimicos sao incompletos, ou muitas vezes insatisfatérios, para o controle de
qualidade desse tipo de medicamento.

Recentes desenvolvimentos, principalmente no aumento da sensibilidade e na
capacidade analitica das técnicas existentes, tornaram possivel a utilizacdo de uma
nova metodologia onde extratos complexos de plantas sdo avaliados em sua

2224 o (tiliza, de

totalidade. Essa nova abordagem €& denominada metabolic profile
uma maneira geral, o fingerprinting®?® das espécies em estudo. Como principal
resultado, um grande numero de amostras pode ser analisado juntamente com seu
grande numero de constituintes, gerando uma enorme quantidade de dados de
elevada complexidade. O metabolic profile surgiu como consequéncia direta do
advento de uma nova proposta analitica utilizada na avaliacdo de sistemas
biolégicos complexos. Essa nova abordagem é dividida em duas linhas principais
mas que se complementam: metabonomics e metabolomics e vem recebendo
atencao especial principalmente nos ultimos dois anos.

E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos descrevendo o emprego

2129 principalmente quando se busca uma maior

dessa nova metodologia
compreensao a respeito de metabdlitos presentes em uma célula ou tecido. O termo
Metabolomics foi definido como uma colecédo qualitativa e quantitativa de todas as
moléculas com baixo peso molecular presentes em células, e que participam de uma
maneira geral de diversas reagbes, sendo necessarias para a manutengao,
crescimento e o funcionamento normal de um organismo®. A tabela a seguir

exemplifica as estratégias existentes dentro do metabolomics:

TABELA 1.2: Conceitos de estratégias empregadas na analise por metabolomics™".

Metabolomics ldentificacdo e quantificacdo de todos os metabdlitos em um
sistema bioldgico.
Metabolite Identificacdo e quantificacdo de metabdlitos pré-definidos que
profile geralmente apresentam alguma relagdo com uma via
metabdlica especifica.
Metabolic Analise global, realizada de maneira rapida, de um conjunto de
fingerprinting ~ amostras que permita uma classificagdo. A identificacédo e a
quantificagdo de metabdlitos ndo sdo empregadas.
Metabolite Analise qualitativa e quantitativa de um ou mais metabdlitos

target analysis relacionados a reagdes especificas.
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Metabonomics Avaliagdo de tecidos e fluidos biolégicos que apresentaram

modificagdes devido a doencgas ou tratamentos terapéuticos.

No caso do termo metabonomics este foi definido como “a medida quantitativa
de uma resposta metabdlica dindmica de sistemas vivos com relagdo a estimulos
patofisioldgicos ou modificacbes genéticas”. A analise de tecidos ou biofluidos (urina
e plasma sanguineo), dentro dessa nova linha, vem propiciando uma maior
compreensao bioquimica com relacédo as respostas de um organismo vivo frente ao
estresse ao qual foi submetido®.

Para atingir os objetivos envolvidos no metabolomics no que diz respeito a
identificacao de todos os metabdlitos presentes, tdo rapido quanto possivel, em uma
célula é necessario a utilizagado de diversas técnicas analiticas. Dentre as inUmeras
possibilidades a espectrometria de massas (EM) se estabeleceu como a primeira
opgao devido a sua sensibilidade. Entretanto, a ressonancia magnética nuclear
(RMN) vem ocupando um lugar de destaque. Essa nova posigao se deve ao fato de
que qualquer molécula que contenha um ou mais atomos com um momento
magnético diferente de zero pode vir a ser detectada na RMN, desde que seus
isotopos sejam preferencialmente 'H, *C, N e *'P. Os sinais da RMN sio
caracterizados por suas frequéncias (deslocamento quimico), intensidade,
multiplicidade e por algumas propriedades de relaxagao fornecendo assim uma boa
idéia do ambiente em que se encontra o nucleo detectado. Dessa forma, um
espectro de RMN contém uma grande quantidade de informagao sobre a identidade
da molécula detectada podendo ser empregada tanto na identificagdo, quanto na
quantificacdo de metabdlitos de amostras provenientes de sistemas bioldgicos. Na
verdade a versatilidade desta técnica € mais extensa do que se pressupde uma vez
que se trata de uma técnica nao destrutiva, sendo possivel a obtencédo de espectros
de células em suspensao, tecidos intactos ou até mesmo da planta como um todo,
além do emprego de extratos ou metabolitos pré-purificados®. Além do que, tudo
isso pode ser feito com uma manipulagdo minima da amostra e nao necessitando de
métodos elaborados. Com base em todas essas informagdes podemos concluir que
a RMN se trata de uma técnica para metabolic fingerprinting nata, permitindo muitas
vezes, através de sistemas totalmente automatizados e do acoplamento com a

cromatografia liquida a analise de centenas de amostras por dia>*.
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Os espectros gerados pela de RMN de 'H normalmente apresentam uma
grande quantidade de sinais sobrepostos devido a complexidade dos sistemas
analisados. Como consequéncia direta temos que métodos tradicionais de analise,
onde uma unica variavel é avaliada por vez, ndo sdo suficientes para extrair
informacdes desses conjuntos de dados sendo necessario a utilizacdo da
quimiometria, pois esta provém excelentes técnicas para reduzir o tamanho desses
conjuntos de dados, possibilitando a extragdo de informagdes relevantes, além de

possibilitar a identificagcado de padrdes.

1.1. HR-MAS (High Resolution Magic Angle Spinning)

Na analise de sistemas heterogéneos por RMN a informagédo espectral é
muito limitada devido ao aumento da largura de linha, impossibilitando a
diferenciagcao de ressonancias individuais. Isto se deve ao fato de tais amostras
apresentarem a restricdo do movimento molecular além da heterogeneidade fisica
inerente da amostra. Entretanto, a técnica HR-MAS permite a combinagdo das
vantagens da Ressonancia Magnética Nuclear no estado sélido e no estado liquido,
pois ao mesmo tempo em que permite se trabalhar com materiais heterogéneos,
também fornece uma resolugdo espectral semelhante a de liquidos®.

Em uma das primeiras aplicagbes em sistemas heterogéneos Keifer. e
colaboradores®® fizeram comparacdes entre espectros de RMN obtidos para
amostras de produtos de sintese em fase sdlida por sondas de alta resolugao
convencionais e sondas de HR-MAS, onde foi constatado que a resolugéo
apresentada por esta técnica foi muito proxima a obtida para a RMN de liquidos.
Neste trabalho ainda é possivel encontrar os parametros e os principios envolvidos
na aquisicao dos espectros de RMN de qualquer fase liquida dentro de uma amostra
heterogénea. Além da resolugao obtida com emprego da HR-MAS, por se tratar de
uma técnica nao destrutiva, ela ainda possibilita 0 acompanhamento da reagdo sem
a interferéncia dos subprodutos provenientes da clivagem do produto final para
posterior analise®’. Dessa forma, a partir deste ponto foram surgindo inimeras
aplicacdes para a HR-MAS de tal forma que esta se estabeleceu como a principal
técnica na analise de amostras heterogéneas. Atualmente seu universo de aplicagéo
engloba desde a quimica combinatéria®®, passando por polimeros®, materiais

porosos*’, alimentos*', tecidos vegetais*?, até bidpsia de tecidos animais®.
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O principal requisito para uma amostra ser considerada um sistema
heterogéneo é que esta apresente algum grau de mobilidade. No caso de produtos
de sintese em fase sodlida ou de polimeros, essa mobilidade pode ser alcangcada
quando um solvente € adicionado para inchar a amostra. Entretanto, esta condigao
ja é satisfeita para tecidos, vegetais e animais, pois a agua contida nas células
permite uma certa mobilidade aos metabdlitos, fazendo com que folhas frescas, por
exemplo, possam ser analisadas in natura através da técnica de HR-MAS. Os
primeiros trabalhos empregando HR-MAS na analise de tecido vegetal e animal 44,45
surgiram na década passada.

Assim como para qualquer material vegetal a diminuicdo na mobilidade de
sistemas heterogéneos faz com que a resolucdo espectral seja severamente
limitada. Isto ocorre, pois alguns efeitos que n&o eram antes observados na RMN de
liguidos passam agora a contribuir de maneira mais efetiva para o aumento da
largura de linha. Estes efeitos sdo: o acoplamento dipolar, o deslocamento quimico
anisotropico e a susceptibilidade magnética da amostra.

e Acoplamento dipolar - o acoplamento dipolar se refere ao fendmeno no qual
0s spins nucleares interagem magneticamente através do espacgo, ou seja, sem 0O
intermédio dos elétrons presentes nas ligagdes ou de um outro atomo qualquer. Este
efeito depende da posicdo que cada nucleo ocupa no espacgo. De acordo com essa
posicao, o campo magnético gerado pelo spin de um nucleo pode se somar (vetores
no mesmo sentido) ou subtrair (vetores no sentido oposto) a forca do campo
magnético (Bic) aplicado ao nucleo vizinho*®. Esse novo “campo magnético
flutuante” faz com que um unico nucleo apresente uma extensa banda de
frequéncias.

Este efeito esta diretamente relacionado com o movimento das moléculas e
com o tempo que estas irdo efetivamente sentir o campo magnético flutuante.
Quando as moléculas possuem um movimento molecular aleatério, isto €, rapido e
isotropico, este efeito € anulado ou pelo menos minimizado. Isto ocorre pois estas
moléculas ndo permanecem tempo suficiente em uma determinada posicao, de tal
forma que a interacdo espacial ocorra. Deste modo, o acoplamento dipolar ndo é
observado na RMN de liquidos*®.

e Deslocamento Quimico Anisotropico - a distribuicdo eletrénica nas ligagdes
quimicas de uma molécula ndo ocorre de maneira simétrica ou isotropica.

Entretanto, o movimento randémico em solugao faz com que apenas uma frequéncia
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meédia seja observada para um determinado nucleo. No caso de sistemas
heterogéneos, a restricdio do movimento molecular, faz com que nucleos
correspondentes apresentem deslocamentos quimicos distintos, provenientes das
diversas orientagdes que a molécula pode assumir em relagdo ao campo magnético
principal (Bp). Esses deslocamentos quimicos correspondentes sdo conhecidos
como deslocamentos quimicos anisotrépicos contribuindo assim para o aumento da
largura de linha dos sinais no espectro. Em moléculas com alta distribuigao
eletrdnica, como por exemplo, o benzeno os sinais de *C podem apresentar uma
variagao de centenas de ppm, de acordo com a posicdo que a molécula assume em
relagdo ao campo magnético®®.

e Susceptibilidade magnética — normalmente os sistemas analisados por HR-
MAS possuem uma heterogeneidade fisica inerente de tal forma que a
homogeneidade magnética local da amostra seja comprometida. Essa diferenga de
susceptibilidade magnética criada nas interfaces da amostra, entre as particulas
sélidas, o solvente e o ar, leva a um alargamento muito intenso nas linhas de
ressonancia.

Resumidamente, o acoplamento dipolar e o deslocamento quimico
anisotropico contribuem para o alargamento dos sinais no espectro devido a
diferencas entre os campos magnéticos locais (Bi,c) experimentados por spins
nucleares equivalentes. Esses campos magnéticos locais estdo relacionados com o
momento magnético dos spins segundo a equagdo Bi,e= +usris™ (3cos?0s-1), onde o
Bioc corresponde ao campo magnético experimentado por um nucleo |, us ao
momento magnético do nucleo S, ris "a distancia intermolecular entre os nucleos e 6
ao angulo entre o vetor intermolecular e o campo Bp. O sinal + corresponde a
orientagcdo dos spins em relagdo ao campo magnético aplicado. Matematicamente,
quando o angulo 6 é igual a 54,74°, o termo 3cos?0;s-1 torna-se zero fazendo com
gue o0 momento magnético nuclear também seja anulado. Dessa forma, se a amostra
for inclinada exatamente a 54,74° em relagdo ao campo magnético principal (Bo), e
girada a uma velocidade compativel com o campo magnético principal, teremos a
eliminacdo ou minimizagdo do campo magnético local (Bi,c) assim como de seus
efeitos. Por esta razdo este angulo é conhecido como angulo magico.
Adicionalmente a rotagdo no angulo magico o giro do rotor em velocidades elevadas,

normalmente de 3 a 5 KHz (dependendo de By), faz com que o efeito da
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susceptibilidade magnética também seja minimizado contribuindo assim para o
estreitamento das linhas de ressonancia®’.

Além de todos esses aspectos 0 movimento molecular também é fundamental
no processo de relaxagao existindo uma diferenga significativa entre a RMN de
liquidos e de sdlidos quando levamos em consideragao os tempos de relaxagao
spin-rede (T4) e spin-spin (T2). Enquanto a relaxagao longitudinal (T1) ocorre devido
a perda de energia dos spins, a relaxagéo transversal (T;), ocorre devido a uma
troca mutua de energia entre os spins. Dessa forma, enquanto a relaxagao
longitudinal € um processo entalpico a relaxagdo transversal € um processo
entropico. Na RMN de liquidos quando trabalhamos com moléculas pequenas, em
solventes pouco viscosos e com grande mobilidade molecular as velocidades de
relaxagao spin-rede e spin-spin sdo muito proximas (T4 = T), mas a restricdo do
movimento molecular, no caso dos sélidos, faz com que o tempo de relaxacéo spin-
spin (T2) seja curto pois as interagcdes dipolo-dipolo aumentam a eficiéncia da
relaxagao entre os spins.

Este efeito também é observado para macromoléculas bioldgicas e polimeros,
onde o movimento molecular é restrito, resultando no alargamento de seus sinais. A
eliminagao dos sinais provenientes de moléculas com tempo de relaxagao spin-spin
(T2) curto pode ser feita utilizando-se a sequéncia de pulsos conhecida como
sequéncia de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG). Na verdade a sequéncia CPMG foi
desenvolvida para se estimar o tempo de relaxacdo spin-spin e consiste na

aplicagao de um pulso de 90° seguido por uma sequéncia de spin-eco (FIGURA 1.1).

Y
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FIGURA 1.1: Seqliéncia de pulsos CPMG.

Nesta sequéncia o tempo t representa o tempo de espera (tempo de eco)
necessario para a eliminagdo dos efeitos de difusdo e modulagdo por J, e n

corresponde ao numero de ciclos em que esse eco é repetido. O periodo de
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relaxagao por T, € representado por 2tn sendo ajustado para cada amostra. Na
aplicagao para a técnica de HR-MAS esta sequéncia é utilizada para “filtrar” os sinais
de substancias que, por serem maiores e mais rigidos, possuem valores de T, muito
curtos fornecendo sinais alargados que podem se sobrepor aos sinais de moléculas
pequenas e de interesse?®.

Além da sequéncia CPMG, e ao contrario do que se imagina, os experimentos
de HR-MAS nao requerem técnicas especiais ou mesmo o emprego de poténcias
elevadas nos seus pulsos, muito comum na RMN de soélidos. Normalmente a
configuragédo do espectrdmetro € exatamente a mesma daquela empregada na RMN
de liquidos, inclusive com as mesmas sequéncias de pulsos. Os Unicos
equipamentos adicionais para a realizacdo desses experimentos sdao uma sonda
especifica e uma unidade pneumatica que possibilite o giro da amostra com
velocidades em torno de 5 KHz. Ja para o preparo da amostra sdo necessarios
rotores e alguns acessoérios especificos, que conferem uma geometria esférica no
interior do rotor, contribuindo para aumentar a homogeneidade da amostra e a

estabilidade do giro.

1.2. Experimentos envolvendo Selected Reaction Monitoring (SRM).

Devido a sua velocidade, seletividade e sensibilidade o acoplamento da CLAE
com a espectrometria de massas Tandem tornou-se o método de escolha na
identificacdo de metabdlitos, na descoberta de novos farmacos e no seu

desenvolvimento*®°,

Através desse acoplamento é possivel resolver misturas
complexas separando os diversos compostos com o auxilio da CLAE enquanto que
os dados provenientes da Espectrometria de Massas sao gerados in-line. No que diz
respeito a elucidacao estrutural, a simples utilizacdo de diferentes analisadores de
massas possibilita a obtengdo de maiores informagdes estruturais, evitando longos
processos de purificacdo de analitos presentes em matrizes complexas.

Dentre os analisadores mais comumente utilizados atualmente, podemos
destacar o analisador quadrupolar, que pode ser do tipo linear onde um campo
elétrico permite que somente determinadas relagdes m/z que vem da fonte chegue
até o detector, e também do tipo ion-trap, que usa o um campo elétrico para
armazenar todos os ions (m/z) e entdao desestabiliza um destes ions em um

determinado tempo para gerar um espectro de massas®’.
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Os quadrupolos lineares consistem de dois pares de barras cilindricas ou
hiperbdlicas dispostas paralelamente como mostradas na FIGURA 1.2. Estas quatro
superficies condutoras sdo os polos, onde duas destas sdo conectadas
eletricamente com uma voltagem DC positiva e as outras duas superficies séo
conectadas com uma voltagem DC negativa. Uma freqliéncia RF fixa é entao
aplicada as quatro superficies, com uma amplitude oscilando entre positivo e
negativo. Dessa forma, ions com diferentes relagbes massa/carga (m/z) sao
acelerados para dentro deste campo quadrupolar que os separa em funcdo de uma
dada corrente (DC) e uma amplitude de radio frequéncia (RF). A variacdo dessa
amplitude de radio frequéncia e da corrente aplicada faz com que seja possivel a
deteccdo de uma faixa de ions com diferentes relagbes m/z dando origem ao
espectro de massas. Os ions com relacdo massa/carga diferentes dessa faixa séo

“filtrados” no feixe idnico através do choque com as barras do quadrupolo.

Barras do
quadrupolo

FIGURA 1.2: Representagcdo esquematica de um quadrupolo linear.

Com uma configuragdo que emprega dois destes detectores em linha,
interigados por uma cela de colisdo (um hexapolo, por exemplo), temos um
analisador do tipo triplo-quadrupolo (QgQ). A funcdo da cela de colisdo é
proporcionar a fragmentacéo dos ions selecionados no primeiro quadrupolo, através
da colisdo com um gas inerte (geralmente argbnio) que possui sua energia
controlada. Com este arranjo, podemos realizar diversos tipos de experimentos para
se obter maiores informacdes estruturais além de maior seletividade e sensibilidade,

como apresentado na FIGURA 1.3 e na TABELA 1.2, a seguir.
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FIGURA 1.3: Esquema de um analisador de triplo-quadrupolo.

TABELA 1.3: Diferentes experimentos utilizando-se equipamento com triplo-

quadrupolo®.

MS' Cela de colisdo MS?
Escaneando
Full scan é Inativa
Estatico Escaneando
Product ion e Com gas
(ion produto) é
Escaneando Estatico
Precursor ion Com gas —_—
(ion precursor) %
Estatico Com gas Estatico
SRM — —_—
Escaneando Escaneando
Neutral loss Com gas

(perda neutra)

<

<

Alguns destes experimentos como os de ions produto e de ions precursores
permitem a obtencdo de informagdes com respeito a estrutura molecular do
composto analisado. Por exemplo, nos experimentos de ions produto o primeiro
quadrupolo é programado para que apenas uma determinada relagdo massa/carga

atravesse o analisador, filtrando-se todos os demais ions. Assim, este ion pode ser
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fragmentado com uma energia conhecida e determinada na cela de colisdo, e todos
seus fragmentos podem ser analisados no segundo quadrupolo. A origem de um
determinado ion precursor também pode ser determinada, invertendo-se as funcoes

dos quadrupolos.

Altissima seletividade (cerca de 100 vezes mais que MS/MS convencional)
pode ser conseguida através de experimentos de SRM, pois nesses, ambos o0s
quadrupolos s&o programados para deixarem passar apenas uma determinada
relacdo massa/carga. Assim, podemos analisar um ion em pequenas concentragoes,
mesmo em uma matriz complexa e sem qualquer resolugdo cromatografica, desde
que se conheca a fragmentacédo especifica deste ion (precursor). O equipamento,
entdo, ird detectar somente o par determinado (precursor e produto), fornecendo
uma curva Gaussiana no Cromatograma de fons Totais (TIC). Portanto, neste modo

de analise, nenhum espectro de massas & obtido®?.

Outro tipo de experimento, denominado Perda Neutra, também possibilita
excelente seletividade, entretanto neste experimento todas as perdas de mesma
massa serdao detectadas. Assim, a especificidade € um pouco prejudicada, pois
varias moléculas podem apresentar uma perda de 18 Da, referente a perda de uma
molécula de H,O, por exemplo. Esta técnica também nao fornece um espectro de
massas e sim um cromatograma dos ions responsaveis pela fragmentagao

desejada, assim como a SRM.

1.3. Quimiometria

A quimiometria € uma area da quimica onde o emprego de diversos métodos
estatisticos possibilita o planejamento, a selecdo, e como consequéncia, a
otimizacdo de experimentos e medidas com a finalidade de extrair o maximo de
informacdo a respeito de dados quimicos. Dentre as diversas técnicas
quimiométricas podemos citar a Analise Exploratéria de Dados (PCA), o
Reconhecimento de Padrdo ndo Supervisionado (HCA), o Reconhecimento de
Padrao Supervisionado (KNN e SIMCA), Modelos de Regressao ou Calibragao (PCR

e PLS) entre outros™.

1.3.1. Analise Exploratéria de Dados
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A analise exploratéria de dados é utilizada inicialmente para determinar
algumas relagdes gerais entre os dados, agrupando as amostras com caracteristicas
semelhantes. Esta técnica também auxilia na identificacdo de amostras que nao
seguem o padrdo da maioria, também chamado de outliers>.

Em uma analise exploratoria um conjunto de dados complexo é reduzido, pelo
emprego de algoritmos matematicos, de tal forma que sua interpretagdo seja mais
simples e direta. Apds a sua aplicagdo, 0 que se tem sao poucas variaveis
provenientes do conjunto de dados originais sinalizando para as correlagdes
existentes entre as amostras.

A técnica mais utilizada dentro da Analise Exploratoria de Dados € a Analise
de Componentes Principais®®. O PCA reduz a dimensionalidade de um conjunto de
dados de forma que as informacdes relevantes fiquem condensadas nas primeiras
componentes. Dessa forma, a primeira componente principal (PC1) descreve uma
maior variancia em relagao as componentes subsequentes. O valor de variancia esta
relacionado com a quantidade de informagédo referente aos dados originais e
normalmente se apresenta sob a forma de porcentagem.

E possivel utilizar um objeto qualquer, como mostra a FIGURA 1.4, para
exemplificar o que exatamente as componentes principais de um conjunto de dados
descrevem. Baseando-se nos conceitos de variancia maxima e na redugao da
dimensionalidade pelo emprego do PCA, podemos observar que para um aparelho
de televisdo, por exemplo, seu comprimento total sera sempre descrito pela primeira
componente principal (PC1), pois este € o eixo que detém a maior quantidade de
informagdes sobre um objeto qualquer (valor de variancia maxima). Para o segundo
eixo, perpendicular ao primeiro, teriamos a descricdo de toda a largura de sua tela
correspondendo assim a segunda componente principal (PC2). Finalmente, o
terceiro eixo (perpendicular aos dois primeiros) estaria descrevendo a altura desse
televisor e corresponderia, entdo, a terceira componente principal (PC3).
Consequentemente, um grafico bidimensional que compreenda os eixos PC1 X PC2
€ sempre o mais informativo, seguido das proje¢des PC1 X PC3 e PC2 X PC3.
Dessa forma, um grafico ou uma tabela que compreenda os valores de variancia
versus as subsequentes componentes principais possibilita a visualizacdo do
numero de PCs necessario para descrever uma certa porcentagem do objeto em

estudo®®.
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FIGURA 1.4: Perspectiva de um objeto com os eixos das Componentes Principais:
PC1, PC2 e PC3.

Matematicamente um conjunto de dados originais € sempre modelado pelos

PCs através da transformacao de sua matriz, a qual possui a forma:
X=TxL'
onde:

e T é chamado de scores e possui 0 mesmo numero de linhas (amostras) que
os dados originais (no nosso caso o numero de espectros para cada
amostra),

e L é chamado de loadings e possui 0 mesmo numero de colunas (variaveis)
que os dados originais (no nosso caso os deslocamentos quimicos em cada
espectro),

¢ O numero de colunas da matriz T equivale ao numero de linhas na matriz L.

E possivel calcular as matrizes de scores e loadings independentemente de
seu tamanho sendo que cada matriz de scores consiste de uma série de colunas
vetoriais e cada matriz de loadings de uma série de linhas vetoriais. Normalmente,
essas matrizes sdo compostas por diversos vetores sendo que os primeiros vetores
da matriz de scores e de loadings representam as dire¢des da primeira componente

principal®.
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Todos os scores e os loadings possuem as seguintes propriedades:

e A soma de suas projegdes é sempre igual a zero. Alguns autores consideram
esses vetores mutuamente ortogonais uma vez que a terminologia da quimiometria
provém da estatistica multivariavel, onde cada PC corresponde a um vetor em um
espac¢o multidimensional.

e Cada loading é também normalizado, sendo que o soma de seus quadrados é
sempre igual a um. A matriz ao quadrado possui a propriedade da matriz identidade
onde suas dimensdes sao sempre correspondentes ao numero de PCs.

Apos a obtencdo dos scores e dos loadings, através do emprego do PCA, é
possivel medir a real contribuicdo de cada componente principal. Normalmente esta
contribuicdo € denominada autovalor e as primeiras componentes, como visto
anteriormente, sempre sdo mais significantes. O autovalor de um PC pode ser
definido como sendo a soma dos quadrados dos scores e estes autovalores sao
representados em porcentagem. A porcentagem cumulativa é utilizada para
determinar a proporgcdo dos dados que foram modelados pelos PCs. Quanto mais
proximo dos 100 % mais representativo € o modelo. Uma simples regra para a
rejeicdo de PCs seria eliminar os PCs cujo autovalor cumulativo fosse menor que
5%, no caso da RMN, ou da ordem do erro experimental®.

Previamente a aplicagdo do PCA é possivel realizar o pré-tratamento dos
dados. O objetivo € remover matematicamente fontes de variagbes indesejaveis que,
eventualmente, possam ndo ser removidas durante a analise dos dados,
influenciando assim nos resultados finais. Esse pré-tratamento pode ser empregado
tanto nas amostras quanto nas variaveis.

Normalmente o pré-processamento envolve a aplicacdo de operagdes
matematicas exclusivamente as amostras do conjunto de dados analisado, e a
escolha correta € essencial para o sucesso de qualquer analise. Dentre os pré-
processamentos mais comuns temos:

e dados centrados na média: algumas vezes é mais facil visualizar as
correlagdes entre as amostras quando a origem dos eixos é trazida para o centro do

grafico como exemplificado na FIGURA 1.5 a seguir:
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FIGURA 1.5: Visualizagdo de amostras de acidos graxos de diferentes coquinhos apés o pré-

processamento centrado na média®®.

Normalmente este pré-processamento pode ser empregado em quase todos
os conjuntos de dados desde que o deslocamento para a regido central do grafico
nao influencie nas relacdes existentes entre as amostras.

e escalamento pela variancia: quando duas ou mais variaveis apresentam
escalas diferentes, a de maior magnitude ira influenciar a variancia dos dados
mascarando possiveis influéncias. Normalmente isso ocorre quando as variaveis sao
provenientes de medidas de diferentes propriedades das amostras. No caso de
medidas espectroscopicas as variaveis de menor e de maior magnitudes se
correlacionam de tal forma que ndo se observa um acobertamento das informagdes.

e autoescalamento: esse pré-processamento pode ser definido como a
combinagdo dos dois anteriores. A sua aplicacdo promove uma padronizagdo das
amostras fazendo com que estas possuam um mesmo peso ou influéncia na
obtencgao do grafico de scores.

e escalamento pela variacdo (Range): este pré-processamento € empregado no
preparo das amostras que serdo apresentadas graficamente nas formas bi e
tridimensionais. Normalmente os eixos sao ajustados de tal forma que as amostras
preencham todo o grafico. Como todos os valores estao entre 0.0 e 1.0 este pré-
processamento € muito sensivel a presencga de outliers.

Além dos pré-processamentos apresentados, ainda é possivel fazer algumas
combinacdes, como por exemplo, escalar as linhas inicialmente por uma constante e
depois autoescalar o conjunto de dados. Também é possivel atribuir diferentes
pesos para as variaveis seguindo um critério qualquer de importancia. Aléem do
escalamento seletivo de algumas variaveis por uma constante total ou a divisdo das

variaveis em blocos para se fazer o escalamento separadamente.
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Assim como o pré-tratamento das amostras assegura a eliminagao de fontes
de variagdo indesejaveis também é possivel aplicar operagbes matematicas nas
varidveis com o mesmo intuito®®. Essas operacgdes constituem o pré-tratamento das
variaveis de um conjunto de dados com o objetivo de remover variagdes aleatorias
ou sistematicas que podem mascarar as informacdes relevantes. Normalmente as
variagbes aleatorias (ruido experimental) podem ser tratadas por meio de técnicas
de alisamento (smoothing) com o objetivo de aumentar a relagao sinal/ruido. Ja as
variagdes sistematicas sao reduzidas ou eliminadas por meio de corre¢des de linha
de base.

Os alisamentos provenientes da aplicacdo da primeira e segunda derivadas,
além do smooth, baseiam-se na aplicagdo de um filtro polinomial de Savitzky-
Goaly®’. Estes métodos visam um aumento na relacdo sinal/ruido dos dados, que
entretanto, pode ocasionar a perda de informacdes relevantes. Especificamente, a
primeira derivada faz com que todos os espectros tenham o mesmo ponto de partida
(do zero) e a segunda derivada faz com que todos os espectros terminem no mesmo
ponto, eliminado a inclinacdo dos mesmos. Essas transformacdes podem ser

observadas na FIGURA 1.6:

a) S : A b)

Primeira

derivada Segunda
derivada

Maior /

resolugao

FIGURA 1.6: Visualizagao das variaveis apos a aplica(é:éo do a) smooth e b) da primeira e segunda
derivadas™.

Outras transformacdes que se referem as correcdes de linha de base sio: o
logaritmo, a normalizagao, multiplicagéo, subtragdo, entre outras. Na aplicagdo do
logaritmo de base 10, exemplificado na FIGURA 1.7, os valores absolutos de cada
variavel independente sdao computados utilizando-se esta base, de tal forma que as

intensidades muito pequenas sejam enfatizadas.
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a) b)

FIGURA 1.7: Representagao grafica de um conjunto de dados qualquer a) sem e b) com a aplicagdo da
funcdo logaritmo de base 10°°.

Existem muitas definicdes para a normalizacdo dos dados. Mas todas
compartiiham a idéia da divisdo de cada uma das variaveis por um fator de
normalizacao, de tal forma, que todas as amostras fiquem em uma mesma escala.
Esta transformacao, mostrada na FIGURA 1.8, ndo € aconselhada para conjuntos de

dados com poucas variaveis.

FIGURA 1.8: Representagéo grafica de um conjunto de dados qualquer a) sem e b) com a
normalizaco dos dados®.

No caso da multiplicagdo das variaveis o que ocorre € a multiplicagao destas
por um valor constante. Este procedimento € muito util quando os valores sao
extremamente grandes ou pequenos como quando, por exemplo, a aplicagao
concomitante da segunda derivada diminui a magnitude dos dados

significativamente.

1.3.2. Reconhecimento de Padrao nao Supervisionado
Normalmente caracterizado pela Analise Hierarquica de Clusters® seu
algoritmo produz um unico resultado: o dendograma ou diagrama de arvore. Esse

dendograma apresenta o grupamento dos objetos (ou variaveis) evidenciando sua
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semelhanga, além de permitir a visualizagcdo daqueles que sado andmalos, sem
pressupor qual a origem das amostras analisadas®. Isso é feito através do calculo
da distancia entre os pares de amostras e sua posterior comparagao. Quando as
distdncias encontradas sao relativamente pequenas isto representa uma maior
similaridade entre as amostras, pelo menos na técnica empregada para a sua
avaliagdo. Em situacdo contraria as amostras mais distintas se apresentam mais
distantes, ou até mesmo em posi¢des opostas no dendograma. Como esta técnica é
fundamentada na similaridade entre as amostras é possivel trabalhar com quatro
caminhos diferentes para determinar quao similares os objetos s30°;

- Coeficiente de correlagdo entre amostras: um coeficiente de correlagao igual a 1
indica que as amostras possuem caracteristicas idénticas. Alguns usuarios utilizam o
quadrado ou valor absoluto do coeficiente de correlacdo e isto depende da
interpretacao fisica, assim como da presenca de coeficientes negativos. Alguns
autores assumem que quanto mais negativo o coeficiente de correlacdo menor a
similaridade entre as amostras®>.

- Distancia euclidiana: a distancia entre duas amostras pode ser definida através de
uma expressao matematica onde existam n medidas. O menor valor encontrado por
esta expressao descreve uma maior similaridade entre as amostras, conferindo
assim um carater contrario ao coeficiente de correlagéo.

- Distancia Manhattan: esta medida se difere da anterior no que diz respeito a sua
expressdo matematica e sera sempre maior (ou em casos excepcionais igual) a
distancia Euclidiana.

- Distancia Mahalanobis: este método é muito popular entre os quimiometristas e
apresenta similaridade com a distancia Euclidiana, levando em consideracao a
correlagdo de algumas variaveis. Entretanto, este método é de pouca aplicagéo nos
casos onde o nimero de varidveis excede o nimero de amostras®°.

Apos o calculo das distancias entre todos os pares de amostras serem
efetuados, a partir de um dos quatro caminhos apresentados, o proximo passo €&
conectar as amostras, comecando por aquelas que se apresentarem mais similares.
De maneira continua um cluster formado se conecta a um outro até o completo
grupamento de todas as amostras ou clusters existentes. Assim como no caso das
distancias existem varias aproximacdes para a realizagdo dessa conexao entre as
amostras, e as mais comuns sdo: single, complete, centroid, incremental, mediam e

group average. Cada tipo de conexdo apresenta uma aproximagao matematica

20



Introdugéo

diferente como a menor distancia entre as amostras, a média, o ponto médio, a
soma dos quadrados da distancia intercluster, entre outras, de tal forma que deva

ser selecionada previamente a obtencao do dendogramas6.

1.3.3. Reconhecimento de Padrao Supervisionado

Apesar das técnicas de PCA e HCA propiciarem uma idéia geral do
comportamento dos conjuntos de dados analisados, muitas vezes a obtencdo de
uma classificacdo mais detalhada das amostras € necessaria, requerendo a
utilizacdo do Reconhecimento Supervisionado de Padrbes ou de Modelos de
Classificagao. Normalmente essas técnicas sao utilizadas para identificar diferencas
e semelhancas em diversos tipos de amostras, comparando-as entre si. Estas
técnicas se fundamentam nas seguintes suposic¢oes:

e amostras do mesmo tipo sdo semelhantes,

e existem diferencgas entre diferentes tipos de amostras e,

e as semelhancas e diferencas sao refletidas nas medidas utilizadas para
caracterizar essas amostras.

Fundamentalmente para o emprego dessas técnicas € necessario o
conhecimento prévio das amostras para a determinacdo dos critérios de
classificagao. Por isso, estas técnicas sao ditas SUPERVISIONADAS e quanto maior
o conjunto de treinamento (amostras conhecidas) melhor serdo os resultados
obtidos®®. Dentre as diversas filosofias do reconhecimento supervisionado de
padrées podem-se utilizar diversas técnicas baseadas na similaridade,como KNN e
SIMCA, para a classificacdo das amostras:

e KNN (K™ Nearest Neighbor) — neste método calculam-se as distancias entre
as amostras desconhecidas e todas as outras amostras do conjunto de treinamento.
A atribuicdo a uma classe € feita por votos usando-se a classe de amostras mais
proximas como critério. Nessa técnica todas as amostras sao atribuidas a uma das
classes pré-definidas.

e SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy) — neste método
modela-se a localizacao e distribuicdo das classes através do uso de componentes
principais e, baseando-se na suposi¢cdo de que quanto mais as amostras se
assemelham entre si mais proximas elas estardo no espaco multidimensional, é
realizada a atribuicdo. Nessa técnica as amostras podem ser classificadas como

pertencentes a uma classe ou pertencentes a nenhuma das classes existentes.
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Entre esses dois modelos de classificagdo o SIMCA possibilita uma predigao
mais realistica quando comparado ao KNN. Isso ocorre porque as amostras
anbmalas ou com perfis muito diferenciados serdo classificadas como nao
pertencentes a qualquer uma das classes, enquanto, que no KNN estas serao
alocadas mesmo que nao tenha sentido algum. Na verdade o emprego do SIMCA
nos possibilita obter trés resultados para a predicdo das amostras: a amostra
pertence apenas uma classe; a amostra pertence a mais de uma classe ou a
amostra ndo pertence a nenhuma das classes pré-definidas®.

Para a aplicacdo do método SIMCA, o primeiro passo é construir um modelo
matematico referente a algumas medidas (por ex. espectros) de uma série de
objetos e seus grupos conhecidos, os quais sdo chamados de conjunto de
treinamento. Na verdade cada grupo € independentemente modelado usando o PCA
e pode ser descrito por um numero diferente de PCs®°. Uma vez que isto tenha sido
feito determina-se entdo o qudo o modelo é capaz de predizer esses grupos. E
importante notar que algumas classes sempre serdao mais bem modeladas do que as
outras e isto pode ser avaliado através da porcentagem de variancia. Normalmente
os conjuntos de treinamento fazem boas predi¢cdes, pois 0 modelo foi construido a
partir desses dados e, utilizando uma aproximagao mais elaborada temos que a
distdncia na qual cada grupo ocupa um lugar no espago nos fornece uma
confiabilidade de 95%. O passo seguinte é examinar a qualidade das predi¢des
utilizando um conjunto de teste, que se refere a uma série de amostras que foram
deixadas de fora dos calculos originais, funcionando como um teste “cego”. Deve-se
assumir que estas amostras pertencem a uma classe desconhecida e em seguida o
modelo previamente construido é aplicado nessas amostras extras®®. A utilizacdo do
conjunto de treinamento muitas vezes é empregada nédo sé para determinar a
qualidade das predigdes, mas como uma forma de validagcdo. Uma segunda
aproximacao seria utilizar a validagdo cruzada. Neste caso, um simples conjunto de
treinamento é necessario onde um de seus objetos (ou grupo) € removido e o
modelo é entdo gerado com as demais amostras. A partir deste ponto a classe
predita é testada no grupo de objetos que foi removido. Este procedimento é
repetido diversas vezes até que todos os objetos tenham sido testados. Se o modelo
nao for muito satisfatério existem varias maneiras de melhora-lo. A primeira opcao
seria utilizar um algoritmo computacional diferente®. A segunda, seria modificar o

modelo existente, por exemplo, pela selecdo de apenas algumas variaveis.
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Finalmente, se todas as possibilidades forem excluidas e a porcentagem de
variancia continuar baixa seria necessario uma melhor avaliagcido das amostras e das
variaveis. Normalmente para um simples screening, valores menores sédo aceitaveis,
mas se isto for utilizado para classificar, por ex. produtos farmacéuticos, valores
maiores dessa porcentagem se tornam necessarios. Os limites de aceitabilidade nao
sao definidos estatisticamente, mas levando em consideragdo as necessidades
fisicas® de cada conjunto analisado e a representatividade da classificagao.

1.4. Os fitomedicamentos avaliados

Infelizmente ha apenas algumas décadas € que se iniciou o processo de
regularizacdo do mercado de fitoterapicos®' no Brasil. Em Outubro de 1994 uma
comissao criada pelo Ministério da Saude apresentou uma proposta de diretrizes
publicada pelo Servigo de Vigilancia Sanitaria. Essa proposta passou entdo por
varias revisdes até que no ano de 2004 foi reeditada através da Resolugcédo n° 48,
mostrada anteriormente. Essa resolugdo define e regulamenta o registro dos
produtos fitoterapicos, bem como, estabelece os requisitos necessarios para sua
producdo e comercializacdo. Diante dessa portaria a obtencdo de formas
farmacéuticas fitoterapicas, que se enquadrem dentro das normas de qualidade
fixadas pela legislagdo, torna o processo de fabricagdo demorado e com custos
elevados. Dessa forma temos no cenario nacional a falta de interesse e a néao
disponibilizacdo de recursos tecnoldgicos adequados por parte das industrias
farmacéuticas fazendo com que exista uma certa falta de confiabilidade pela
populacdo na utilizacdo desses fitofarmacos. Aliada a caréncia de pesquisas, a
exploracao de plantas de uso medicinal da flora nativa, por meio da extracao direta
nos ecossistemas tropicais, tem levado a redugdes drasticas das espécies naturais
seja pelo processo predatério ou pelo desconhecimento dos seus mecanismos de
perpetuacdo. Como a maioria das plantas medicinais utilizadas é obtida por
extrativismo, sdo enormes os impactos provocados afetando a sobrevivéncia de
certas espécies.

A transformacdo de uma planta em um medicamento deve prover a
preservagdo da integridade quimica e farmacolégica do vegetal, garantindo a
constancia de sua agao biolégica e a seguranga de sua utilizagdo. Para alcancgar

esses objetivos existe a necessidade de estudos prévios relacionados aos aspectos
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botanicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmacoldgicos, toxicologicos e de

desenvolvimento de métodos analiticos de controle de qualidade.

1.4.1. A Catuaba (Anemopaegma arvense Stellfeld)

A espécie Anemopegma arvense muitas vezes também conhecida por
alecrim-do-campo, catuaba, catuabinha, caramuru, piratancara, marapuama, pau-de-
resposta é utilizada amplamente por sua atividade afrodisiaca e seu conhecimento
cientifico remonta desde 1859, quando o Dr. Francisco Freire Alemao descreveu
pela primeira vez sua “acdo afrodisiaca”®. Este fitofarmaco é também considerado
um ténico poderoso e estimulante do sistema nervoso®® sendo utilizado também
contra insOnia, neurastenia, nervosismo e falta de memaéria. Normalmente as raizes
sdo empregadas na forma de cha®, mas também é possivel encontrar o produto sob
a forma de tinturas e capsulas do material vegetal moido.

No que diz respeito a sua comercializagdo existe um questionamento sobre
sua denominacdo botanica e sinonimia ligadas ao seu regionalismo®. Na primeira
edicdo da Farmacopéia Brasileira em 1929, Rodolfo Albino Dias da Silva, incluiu
dados sobre algumas raizes de uma Bignoniaceae, denominada Anemopaegma
arvense, comercializada como Catuaba®.

Essa espécie vegetal apresenta-se sob a forma de um rizoma irregularmente
cilindrico, tortuoso e que mede de 6-10 cm de comprimento por 8-15 mm de

largura®’, como mostra a FIGURA 1.9 a seguir:

FIGURA 1.9: Fotos da espécie vegetal Anemopaegma arvense.
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Com uma coloragdo pardo-amarelada o rizoma seco é inodoro e de sabor
adstringente e através de estudos quimicos foram identificadas algumas classes de
compostos como saponinas, quinonas, flavondides, taninos, cumarinas, lactonas e
acUcares®. Desta forma esta espécie estabeleceu-se como a espécie oficial,
utilizada comercialmente como a “verdadeira Catuaba”. Porém, a sua utilizagao
progressiva, de forma predatoria e sem incentivos ao cultivo, provocou a escassez e
em algumas regides a sua extingao.

Na busca por alternativas econémicas, diversas outras espécies vegetais
comegaram a serem comercializadas como Catuaba. De acordo com a literatura®
diferentes géneros das mais diversas familias como, por exemplo: Burseraceae,
Euphorbiaceae, Apocynaceae, Erythroxylaceae, Bignoniaceae, Sapotaceae,
Myrtaceae, Meliaceae sao comumente conhecidas e utilizadas como o
fitomedicamento Catuaba.

Adicionalmente, devido a uma abertura na legislacdo que facilita o registro de
produtos inscritos na monografia farmacopéica, alguns laboratorios farmacéuticos
comecaram a utilizar diferentes espécies levando ao surgimento de inumeros
produtos comercializados como Catuaba®’.

Recentemente, foi confirmado por MARQUES™® que a planta mais
comercializada no Brasil como o produto comercial Catuaba, trata-se da espécie
vegetal Trichillia catigua pertencente & familia Meliaceae’’. Esta espécie também é
conhecida como caatigua, cedrinho e angelim-rosa apresentando uma ampla
distribuicado na América do Sul e Central, concentrando-se nas regides Sul e Sudeste
do Brasil. Essa espécie constitui-se numa arvore de aproximadamente 10 metros de
altura, com ramos de uma coloragcdo acinzentada e uma floragdo branco-

amarelada®” como pode ser visto na FIGURA 1.10:
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FIGURA 1.10: Fotos da espécie vegetal Trichilia catigua.

Na sua constituigho quimica encontram-se flavolignanas, cumarinas,
sesquiterpenos e limondides, entre outros constituintes quimicos, que Ihe conferem
algumas atividades terapéuticas72'74. Entretanto, a literatura relaciona a atividade
“afrodisiaca” do fitomedicamento Catuaba com a presenga de alcaléides

75,76

(yoimbina) caracteristicos a espécie Anemopegma arvense.

MeO—_ -~
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FIGURA 1.11: Estrutura do alcaldide yoimbina.

Recentemente, alguns estudos com uma espécie vegetal denominada
Erythroxylum vacciniifolium, coletada na Paraiba e também conhecida popularmente
como Catuaba, confirmaram a presencga de alcaldides tropanicos (catuabinas) nos
extratos desta planta’”’. Assim diante da problematica apresentada sobre as
espécies utilizadas para o preparo do medicamento fitoterapico comercializado com

o nome de Catuaba é que se justifica a proposta de se desenvolver métodos
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analiticos para a avaliagdo da autenticidade de amostras comerciais deste

fitomedicamento.

1.4.2. A Espinheira-Santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek)

Maytenus ilicifolia pertence a familia Celastraceae sendo conhecida no Brasil
como Espinheira-Santa em alusao as suas folhas que possuem bordas espinhosas e
propriedades medicinais. E uma planta nativa do Brasil ocorrendo desde o Estado
do Mato Grosso até o Rio Grande do Sul, além de estar presente também em outros
paises como: Argentina, Uruguai, Paraguai, Bolivia e Chile’®. Nesses paises suas
principais indicagdes populares sao: anticancerigena, contraceptiva, cicatrizante,
analgésica, febrifuga, antiespasmoddica e antiasmatica enquanto que no territério
nacional € amplamente utilizada para o tratamento de gastrites, ulcera gastrica e
duodenal™, sendo seu efeito farmacoldgico comparavel ao da cimetidina e ao da
ranitidina. A Maytenus ilicifolia também é conhecida como cancerosa, cancorosa-de-
sete-espinhos, cancrosa, coromilho-do-campo, espinheira-divina, espinho-de-deus e
erva-santa. Na regido sul do pais existe a espécie Maytenus acquifolia Mart.%*®" que
é frequentemente confundida com a Maytenus ilicifolia, devido a semelhanca
morfolégica entre elas, causando alguns problemas na sua comercializagao.
Entretanto estudos recentes demonstram que ambas as espécies apresentam acdes

farmacoldgicas similares.

FIGURA 1.12: Foto da espécie vegetal Maytenus ilicifolia.

Apesar de haver literatura antiga relatando as propriedades da Espinheira-
Santa, os resultados expressivos de seus estudos fitoquimicos e farmacoldgicos

surgiram no final da década de 80. Dados da literatura publicados nos ultimos 30
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anos®® relacionam grupos quimicos, bem como suas atividades farmacoldgicas

(TABELA 1.3), encontrados em diferentes partes da espécie Maytenus ilicifolia. Nota-
se uma predominancia de terpenos (a-amirina, B-amirina, friedelina, friedelanol,
pristimerina e maitenina), flavondides (antocianinas e quercetina), alcaloides
(cafeina, maitambutina, maitansina e maitamprina), taninos hidrolisaveis (acido
tanico), pseudotaninos (acido clorogénico) e mucilagens, presentes nas folhas e
partes aéreas. Nas raizes, ocorrem os flavondides (chalconas e auronas), taninos e

triterpenos, enquanto que os 6leos parecem estar restritos as sementes®.

Tabela 1.4: Principais a¢des farmacoldgicas de alguns constituintes quimicos

presentes na Maytenus ilicifolia.

Principios Anti Anti Antibidtica Anti Analgésica
Ativos Ulcera Tumoral Inflamatdria
Pristimerina X
Maitenina X
Friedelina X X X
Quercetina X X
Maitansinodides X

Cangorosina A
Cangorisina B
Atropcangorosina A
Dihidroatropcangorosina

A literatura descreve os triterpenos friedelan-33-ol e friedelina como os
compostos mais abundantes na espécie Maytenus ilicifolia, e portanto, os principais
responsaveis por suas propriedades fitoterapicas, transformando-se assim nos seus

marcadores quimicos® 2.

FIGURA 1.13: Estruturas dos triterpenos a) friedelan-3p-ol e b) friedelina.

Entretanto, outros estudos pressupdem que a atividade antiulcerogénica se

deva a presenca de substancias fendlicas. Apds extensivo trabalho de extracado das
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folhas observou-se que os constituintes de baixa solubilidade representavam apenas

1% do infuso total®

. Esses constituintes compdem a cera foliar de M. ilicifolia o que
explica sua baixa solubilidade em agua, e embora o friedenlan-3p3-ol seja o principal
componente, sua maior parte fica retida nas folhas apds a infusdo reforgando assim
sua natureza hidrofébica. Os flavondides tém sido os principais constituintes
detectados nas fragdes butandlica e hidroalcélica, sendo que a quercetina e o
campferol ja foram previamente identificados. Embora o friedenlan-3p-ol também
tenha se mostrado ativo contra ulceras, sua concentragcao no infuso € sempre muito
baixa para torna-lo o principal responsavel por essa atividade. A ocorréncia
majoritaria de heterosideos no infuso desta espécie, provavelmente, tem uma
participacdo mais significativa no seu potencial untiulcerogénicogo.

Devido as comprovadas propriedades da Espinheira-Santa e ao alto custo
dos medicamentos de origem sintética, usualmente empregados no tratamento de
ulceras gastricas, o uso desse medicamento fitoterapico pela populagéo e por alguns
programas alternativos de fitoterapia tem se expandido no Brasil. O cultivo da
Espinheira-Santa vem sendo estudado visando a obtencdo da droga vegetal com
sua qualidade assegurada®’, evitando assim que esta espécie sofra uma ameaca de
extingdo devido a uma exploragcado predatoria, especialmente nas regides Sul e
Sudeste do Brasil. Contudo a adulteracido de plantas medicinais € um problema real
na saude publica sendo necessario um controle de qualidade mais rigoroso tanto
para os extratos brutos como para as preparagdes fitofarmacéuticas. No caso da
Espinheira-Santa a analise morfolégica €, algumas vezes, muito limitada, pois
existem varias espécies do mesmo género Maytenus com fisiologias muito
semelhantes. Além disso, a discriminagao entre a Maytenus ilicifolia e outras duas
espécies conhecidas como mata-olho (Sorocea bonplandii (Baillon) Burger —
Moraceae) e falsa espinheira-santa (Zollernia ilicifolia Vog. — Caesalpiniaceae) so
pode ser feita com estas espécies in vivo e por um botanico experiente®®. A Unica
diferenca observada para a espécie Zollernia ilicifolia € a presencga de estipulas que
nao sado encontradas na Maytenus, enquanto que a diferenciacdo da espécie
Sorocea bonplandii pode ser feita pela quebra de um de seus ramos. Normalmente
ocorre a liberacdo da seiva na forma de um latex e o mesmo nao ocorre com a
espécie Maytenus ilicifolia. Entretanto, se os tecidos foliares estiverem muito secos,

as dificuldades de distingdo entre essas espécies aumentam drasticamente sendo
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que, ao contrario de um botanico experiente, qualquer herbalista poderia confundir

essas especies devido a sua similaridade.

LA

FIGURA 1.14: Fotos das espécies vegetais a) Sorocea bonplandii, b) Maytenus ilicifolia e
c¢) Zollernia ilicifolia.

9394 como sendo uma unica e

Isto facilita a comercializacido dessas espécies
quando isto ocorre, existem implicagdes tanto para o consumidor como para a
industria. No caso do consumidor, ele esta sendo enganado. No caso da industria

farmacéutica, a qualidade do produto estara certamente comprometida.

1.4.3. O Guaco (Mikania glomerata Sprengel)

O género Mikania (Asteraceae) apresenta aproximadamente 415 espécies
distribuidas, principalmente, nas Américas do Sul e Central. No Brasil, 0 género com
171 espécies, ocorre de norte a sul, tendo sua principal area de dispersao nos
Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana®. Dentre as espécies
pertencentes ao género a espécie mais utilizada para fins medicinais € a Mikania
glomerata, que juntamente com a Mikania hirsutissima DC, foi oficializada como
fitofarmaco na primeira edicdo da Pharmacopéia dos Estados Unidos do Brasil®.

A espécie Mikania glomerata também €& popularmente conhecida como cip6-
cabeludo, cipé-catinga, coragcdo-de-jesus, erva-cobre, erva-das-serpentes, guaco,
guaco-de-cheiro, guaco-liso”. Trata-se de uma trepadeira sub-lenhosa, de grande
porte, perene, que pela popularidade de seu uso medicinal, vem sendo cultivada em
varios outros estados. Esta planta é utilizada na medicina popular ha décadas e sao
atribuidas as seguintes propriedades: ac¢ao ténica, depurativa, febrifuga e peitoral,
estimulante do apetite, antigripal e antialérgica®®. Destas propriedades apenas sua
acao sobre as vias respiratorias, justificadas pelo seu efeito broncodilatador, foi

99-101

confirmado em estudos cientificos . Dessa forma, seu emprego como medicagao
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com estas indicagdes vem ocorrendo de forma crescente em alguns programas de
fitoterapia, como € o caso do Botica da Familia da Prefeitura de Campinas. A
literatura ainda refere que o uso de doses altas chega a provocar vémitos e diarréia,
mas que desaparecem com a suspensao do seu consumo.

A Mikania glomerata também possui odor aromatico agradavel lembrando
baunilha, transmitidos as formas farmacéuticas com ela elaboradas. Devido a essa
propriedade a industria alimenticia se utiliza dessa espécie como corretivo para
sabor e odor, além do preparo de licores e doces em geral'®.

A analise fitoquimica desta espécie revelou a presenca de varios
constituintes, principalmente da cumarina 1,2 benzopirona e em grandes
quantidades, além de outras substancias dela derivadas. Existem diversos trabalhos
na literatura que atribuem a atividade broncodilatadora do Guaco a este

103,104

composto e a acao antimicrobiana tem sido atribuida a presenca de diterpenos

do tipo caurano'® muito usuais no género Mikania'®.

FIGURA 1.15: Estruturas da a) cumarina 1,2-benzopirona e do b) acido kaurenaico.

Além da espécie Mikania glomerata Sprengel existem outras espécies que se
destacam na medicina popular. Uma delas é a Mikania laevigata Schultz Bip ex
Baker, o guaco do mato, que apresenta atividade farmacoldgica que permite o seu
uso como substituta a espécie Mikania glomerata'®’. A similaridade morfoldgica
normalmente leva a algumas confusdes entre essas duas espécies, ainda mais na
regidao Sul do Brasil onde a espécie Mikania laevigata (FIGURA 1.15) é mais
comumente cultivada devido a sua abundancia local. Entretanto, a troca dessas

espécies na fabricacéo de fitomedicamentos nao constitui uma adulteracao.
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FIGURA 1.16: Foto da espécie vegetal Mikania laevigata.

Existem ainda “Guacos” de outros géneros como Eupatorium bupleurifolium
DC e de outras familias como a Aristolochia fragrantissima Ruiz, conhecida como
guaco de tierra caliente, e ainda a Anacardiaceae Comocladia integrifélia Jacq.
Baseando-se nestes fatos podemos observar que existe uma enorme confusao com
relacdo aos nomes cientificos e comuns dentre diversos autores. Aliado a esse
problema, ainda temos a utilizagao predatéria da maioria das plantas medicinais e a
falta de interesse por parte dos produtores, no que diz respeito a autenticidade e

qualidade da matéria-prima comercializada.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve por objetivos:

1. O desenvolvimento e a aplicagdo da técnica HR-MAS, juntamente com a
sequéncia de pulsos CPMG (filtro de T,), em amostras de diferentes medicamentos
fitoterapicos, na tentativa de se obter um fingerprinting da espécie vegetal, avaliando
assim, a potencialidade da técnica quando aplicada a matrizes complexas;

2. Utilizar a técnica de RMN de liquidos nos extratos ou solugcdes das mesmas
amostras anteriores como mais uma ferramenta na diferenciacdo das mesmas,
através da utilizacdo de todo o espectro obtido ou de determinadas regides
espectrais responsaveis pela distingdo entre as amostras analisadas;

3. Empregar técnicas analiticas adicionais como a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia ou a Espectrometria de Massas, através da SRM (Selected Reaction
Monitoring), propiciando informag¢des adicionais que possam corroborar com a
Ressonancia Magnética Nuclear no estudo da autenticidade de amostras comerciais
de fitofarmacos;

4. A aplicagdo de métodos multivariados (PCA, HCA, SIMCA) tanto nos
espectros obtidos com a HR-MAS e a RMN de liquidos, como nos cromatogramas
obtidos pelo emprego da CLAE, na tentativa de correlacionar as diferengas ou
similaridades encontradas em amostras comerciais de determinados produtos

fitoterapicos frente a padrbes conhecidos das espécies em estudo.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Material Vegetal
3.1.1. Catuaba

A amostra da espécie oficial de Trichilia catigua foi coletada no més de
outubro de 2001 no parque “Horto Florestal Dr. Luiz Teixeira Mendez” em Maringa e
um exemplar (Exsiccata 9908) foi depositado no Horto de Plantas Medicinais —
“Erenice Silva” da Universidade Estadual de Maringa. A amostra referente a espécie
oficial de Anemopaegma arvense foi coletada no més de junho de 2002 no municipio
de ltirapina no Estado de Sdo Paulo. Essas amostras foram fornecidas pelo, até
entdo, aluno de doutorado Flavio L. Beltrame através do trabalho de colaboragao
existente entre o Laboratorio de RMN e de CLAE do Departamento de Quimica da
UFSCar. Posteriormente, um numero maior de amostras de T. catigua com
classificacdo botanica foi fornecido pelo Prof. Dr. José Rubens Pirani do
Departamento de Botanica da USP e do Prof. Dr. Ricardo R. Rodrigues da ESALQ —
USP. Para a espécie A. arvense uma outra amostra com classificagdo botanica foi
conseguida através da colaboracdo da Prof. Dra. Maria Inés Salgueiro Lima do
Departamento de Botanica da UFSCar.

As amostras comerciais de Catuaba foram adquiridas em diversas drogarias,

mercados municipais e através de “mateiros” de diferentes regides do Brasil.

3.1.2. Espinheira-Santa

As amostras de Maytenus ilicifolia, Maytenus aquifolia e seu hibrido foram
obtidas através da Dra. Glyn Mara Figueira do CPQBA/UNICAMP. E importante
ressaltar que a aquisicdo dessas amostras, bem como de outras, s6 foi possivel
através da parceria entre o laboratério de RMN do DQ/UFSCar e do CPQBA, que
vem atuando decisivamente no desenvolvimento de outros trabalhos dentro dessa
mesma linha de Fitoterapicos. A espécie Maytenus ilicifolia foi coletada més a més e
utilizada, posteriormente, na avaliagdo de amostras comercias. O estudo de
autenticidade também teve o suporte de outras duas espécies: Sorocea bonplandii e
Zollernia ilicifolia, confundidas pela maioria da populacdo com a Espinheira-Santa
devido a similaridade morfoldgica, fornecidas pela Profa. Dra. Miriam B. Falkenberg
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC.

As amostras comerciais de Espinheira-Santa foram adquiridas em drogarias

na cidade de Sao Carlos.
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3.1.3. Guaco

Assim como para a Espinheira-Santa as amostras de Mikania laevigata e
Mikania glomerata (classificadas botanicamente) também foram cedidas pela Dra.
Glyn Mara Figueira do CPQBA/UNICAMP. As amostras de M. laevigata também
foram coletadas més a més e utilizadas para a avaliagdo da autenticidade de
amostras comerciais. Para o estudo geografico também foram utilizados padroes de
M. laevigata provenientes das seguintes cidades: Jales, Altindpolis e Sao Carlos
fornecidos pelo CPQBA através de um trabalho de colaboragéo.

As amostras comerciais de Guaco foram adquiridas em drogarias na cidade

de Sao Carlos.

3.2. Preparo das amostras para RMN
3.2.1. Preparo das amostras para a Catuaba

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H HR-MAS as amostras
comerciais foram utilizadas sem nenhum tratamento prévio. Quando adquiridas sob
a forma de capsulas estas foram desencapsuladas e o po, finamente dividido, foi
utilizado; e quando adquiridas sob a forma de cascas, estas foram previamente
pulverizadas em um moinho de facas da TECNAL modelo TE-631. Para a obtengao
dos espectros de RMN de 'H de liquidos foi feito um extrato metandlico através do
processo de maceracao a frio de 300 mg de amostra em 50 mL de metanol por um
periodo igual a 7 dias. Apds o periodo de maceracgéo o extrato foi filtrado em papel
de filtro qualitativo (80g, ©@=12,5 cm, SATELIT) e concentrado em evaporador
rotatério da marca BUCHI (modelo B-490) e o extrato bruto seco foi entdo dissolvido

em 600 uL de metanol deuterado.

3.2.2. Preparo das amostras para a Espinheira-Santa e para o Guaco

As amostras fornecidas pelo CPQBA/UNICAMP vieram sob a forma de folhas
previamente secas em uma estufa de ventilacdo forcada a 40°C por um periodo de
48 horas. Esse material seco foi moido em um moinho de facas da TECNAL modelo
TE-631 e o p6 resultante foi empregado para a obtengao dos espectros de RMN de
'H HR-MAS. O procedimento de moagem também foi empregado para as amostras
comerciais. Para Espinheira-Santa algumas amostras foram adquiridas sob a forma
de capsulas e mais uma vez estas foram desencapsuladas e o pd, finamente

dividido, foi utilizado.

35



Materiais e Métodos

Para a obtengdo dos espectros de RMN de 'H de liquidos foi necessaria a
obtencdo dos chas, tanto para os padrdes como para as amostras comerciais, de
Espinheira-Santa e de Guaco. Os chas foram obtidos através da infusdo de 3 g de
folhas secas em 50 mL de agua em ebulicdo por um periodo de 5 min. Apds esse
periodo o infuso foi filtrado em papel de filtro qualitativo (80g, ¥=12,5 cm, SATELIT),
esperou-se que o mesmo esfriasse e, entdo, 600 uL foram transferidos para o tubo

de RMN para aquisicéo dos espectros de 'H.

3.3. Preparo das amostras para CLAE

As solugbes de Espinheira-Santa e Guaco utilizadas para obtengdo dos
cromatogramas foram obtidas a partir da extragdo de 3g de folhas secas moidas em
um moinho de facas (TECNAL modelo TE-631) com 50 mL de metanol a temperatura
ambiente por um periodo de 3 horas. Apds a extragao, as solugdes foram filtradas
em papel de filtro qualitativo (80g, ¥=12,5 cm, SATELIT), e acondicionadas em
vidros (vials) de 1mL. A utilizagcdo destas solugdes, em substituicdo aos respectivos

chas, possibilitou uma maior otimizagao das corridas cromatograficas.

3.4. Instrumentacao
3.4.1. Ressonancia Magnética Nuclear de HR-MAS

Todas as medidas foram realizadas em um equipamento de 9.4 Tesla (400,13
MHz para frequéncia do hidrogénio), marca BRUKER, modelo DRX400 utilizando-se
uma sonda especifica de HR-MAS, rotores de zircénio de 4 mm de diametro interno
com espagador e unidade de controle pneumatica para insergdo e injecdo da
amostra e o giro no angulo magico. Para a aquisicdo dos espectros de 'H HR-MAS
para os fitofarmacos analisados a sequéncia de pulso CPMG com pré-saturagao
(zgpr) foi utilizada, com tempo de eco d20 de 1,0 ms, numero de ciclos (L) de 150 e
poténcia de pré-saturagéo (pl9) de 60dB. O tempo de espera entre cada aquisigao
(d1) foi de 1,8s e a duragdo do pulso para hidrogénio (p1) de 11,80 us. O giro foi
ajustado para 5000 Hz e utilizou-se D,O como solvente e TMSP-d4, como referéncia
interna. Apds a aquisicdo dos espectros o processamento foi realizado com zero

filling (S1 > TD) e multiplicagao exponencial (Ib) de 1Hz.

Adicionalmente, para as amostras de Catuaba a largura espectral (SWH)
utilizada foi de 6868 Hz, o tempo de aquisigao (aq) de 2,38 s e foram acumulados
(ns) 256 FIDs.
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Para as amostras de Epinheira-Santa os espectros foram adquiridos
utilizando-se uma largura espectral (SWH) de 6218 Hz, tempo de aquisi¢édo (aq) de

2,63 s com o acumulo de (ns) 512 FIDs.

E finalmente, para as amostras de Guaco empregou-se uma largura espectral
(SWH) de 5952 Hz, tempo de aquisigao (aq) de 2,75 s e foram acumulados (ns) 512
FIDs.

3.4.2 — Ressonancia Magnética Nuclear de Liquidos

Todas as medidas foram realizadas em um equipamento de 9.4 Tesla (400,13
MHz para frequéncia do hidrogénio), marca BRUKER, modelo DRX400 utilizando-se
uma sonda de 5 mm com deteccgao inversa e gradiente de campo na dire¢ao do eixo
z. Para todas as amostras o tempo de espera entre cada aquisigao (d1) foi de 1,8s e
a duragao do pulso para hidrogénio (p1) de 8,50 us. Apds a obtencéo dos espectros
o processamento foi realizado com zero filling (S| > TD) e multiplicagcdo exponencial
(Ib) de 0.3 Hz.

Para as amostras de Catuaba os espectros foram adquiridos utilizando-se a
sequéncia de pulso CPMG com pré-saturagao (zgpr), com tempo de eco d20 de 1,0
ms, numero de ciclos (L) de 150, poténcia de pré-saturagao (pl9) de 60dB, largura
espectral (SWH) de 6039 Hz, tempo de aquisicao (aq) de 2,71 s e foram acumulados
(ns) 256 FIDs. Utilizou-se MeOH-44 como solvente e TMS como referéncia interna.

Para as amostras de Espinheira-Santa e de Guaco os espectros foram
adquiridos utilizando-se a sequéncia de pulsos zgpr, com poténcia de pré-saturagao
(pl9) de 60 dB, largura espectral (SWH) de 6410 Hz, tempo de aquisi¢ao (aq) de
2,56 s com o acumulo de 64 e 128 FIDs, respectivamente. O volume de cha utilizado
foi de 600 uL com adigdo de trés gotas de D,O para ajustar a homogeneidade do

campo magnético.

3.4.3 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As analises por CLAE foram realizadas em um sistema Shimadzu para
eluicdo gradiente, composto por duas bombas LC-10AD, um auto-injetor SIL-
10ADVp e detector UV foto-diodo SPD-M10A, controlados por um controlador de

sistema SCL-10A. As analises adquiridas foram processadas utilizando-se o
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programa Shimadzu Class-VP 5.0. A coluna utilizada foi uma Hypersil 15 ODS de
250 X 4,6 mm.

Para a Espinheira-Santa o sistema de eluigdo empregou um gradiente onde a
porcentagem de metanol (bomba B), contendo 1% de Acido Férmico, variou de 15%
a 45% em 40 min, de 45% a 95% de 40 min a 60 min e mantida constante em 95%
até 65 min. Ao término da corrida empregou-se um gradiente de volta de 95% a 15
% de B em 5 min e o tempo de espera para acondicionamento da coluna foi de 10
min. Na bomba A foi utilizado uma solucdo de H,O com 1% de Acido Férmico. A
vazédo empregada foi de 1,0 mL/min e em cada analise foram injetados 30 uL de
solucao preparada como descrito, previamente, no item 3.3.

Para o Guaco o sistema de eluicdo empregou um gradiente onde a
porcentagem de metanol (bomba B) variou de 10% até 36% em 26 min, de 36% a
100% de 26 min a 30 min e mantida constante em 100% até 55 min. Apds o término
da corrida empregou-se um gradiente de volta de 100% a 10% de B em 5 min e o
tempo de espera para acondicionamento da coluna foi de 10 min. Na bomba A foi
utilizado H,O MilliQ. A vazdo empregada foi de 0,7 mL/min e em cada analise foram
injetados 30 pL de solugao preparada como descrito no item 3.3.

Devido ao elevado tempo de analise todas as corridas cromatograficas, tanto

para a Espinheira-Santa quanto para o Guaco, nao foram realizadas em replicatas.

3.5. Analise quimiomeétrica dos dados

Os espectros de RMN (HR-MAS e RMN de liquidos) foram reduzidos ao
formato ASCII através do software WINNMR (v. 3.11, Bruker GmbH, Germany). Para
a construgdo da matriz os dados foram importados pelo programa Origin (v. 5.0,
Microcal, USA) onde a regido espectral referente ao sinal residual da agua (6 4,6 a
5,8 ppm) foi removida. Dessa forma, a variabilidade inerente a supressdo pode ser
eliminada, ou pelos menos minimizada. Em seguida o sinal correspondente aos
hidrogénios do TMSP-44 € do TMS (6 0,0 ppm) também foram removidos. A matriz
construida foi entdo copiada para a planilha de trabalho do programa Pirouette®
(v.2.02, Infometrix, USA) para a aplicacao dos métodos multivariados.

O mesmo procedimento foi adotado para o processamento dos
cromatogramas, empregando-se inicialmente o software CLASS LC10 para a

reducao dos dados ao formato ASCII.
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3.6. SRM (Selected Reaction Monitoring)

Inicialmente, uma solugéo (50ug/mL) contendo a cumarina 1,2-benzopirona
em diclorometano foi preparada e injetada diretamente no espectrémetro de massas
para a otimizagao das condi¢cdes de analise. As condicdes consideradas ideais para

estas analises estdo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Condi¢des do espectrometro de massas (ESI) no modo positivo.

Parametros Scan para m/z 149 e 91
Temperatura da fonte (°C) 130
Temperatura do probe (°C) 350

Capilar (KV) 3,57

Cone (V) 41

Extrator (V) 6

Fluxo do gas secante (N) (L/h) 350

Estabelecida as condicdes de analise via EM, foram desenvolvidas as
condicbes de analise via CLAE-EM. Diferentes gradientes de eluicao envolvendo
fase reversa (ODS) foram testados até se estabelecer as condi¢des desejadas de
analise, empregando-se um gradiente onde a porcentagem da bomba B (MeOH,
Mallincrodt) foi variada de 5% até 95% durante 30 min e nos 5 minutos finais (30-
35min) a composi¢do da fase movel foi mantida em 95% de B. Na bomba A foi
utilizado H,O (MilliQ). A vazdo empregada foi de 0,5 mL/min e em cada anadlise
foram injetados 20 uL de solugdo. O equipamento de CLAE utilizado foi descrito
anteriormente e o Espectrometro de Massas empregado foi um QuattroLC —Triplo-
Quadupolo (ESI/APCI) da MICROMASS. O modo de ionizagdo escolhido foi por
Eletrospray (ESI) no modo positivo.

Na sequéncia, foram otimizados os parametros para a analise via SRM, que

estao sintetizados na Tabela 3.2 abaixo:

Tabela 3.2: Condi¢cbes do espectrometro de massas para SRM.

fon fon Produto Inter Energia de
Precursor (m/z) channel- Dwell (s)  colisao (eV)

(m/z) delay (s)

149 103 0,03 0,08 20

149 91 0,03 0,08 20
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4. Resultados e Discussao

4.1. Resultados para a Catuaba

4.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de HR-MAS

Através dos espectros de RMN de 'H HR-MAS, obtidos para os padrées de
Anemopaegma arvense e Trichillia catigua, pode-se observar a presencga de sinais
caracteristicos para cada uma dessas espécies (hidrogénios anoméricos para a

sucrose e a a e B-glucose).e a alta concentragéo de sinais na regido polissacaridica.

Anemopaegma arvense

suc

Trichillia catigua

. L

T T T T T T

T T T T T T T T T
7.0 6.6 6.0 6.6 6.0 45 4.0 3.6 3.0 26 20 1.6 1.0 0.6 ppm

i\

ESPECTRO 4.1: Espectros de '"H HR-MAS para os padrées de T.catigua e A. arvense.

Todos os espectros, tanto para as amostras comerciais como para 0s
padrdes, foram obtidos sob as mesmas condigdes experimentais para que os erros
fossem minimizados de tal forma que n&o influenciassem as separagdes e/ou
agrupamentos na analise quimiométrica. A seguir sdo mostrados os espectros de H

HR-MAS obtidos para algumas amostras comerciais:
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Pildora
I 1 1 1 1 1 1 1
55 5.0 45 40 3.5 3.0 25 ppm
Rosario
I 1 1 1 1 1 1 1
55 5.0 45 40 3.5 3.0 2.5 ppm
‘ Alexandrina ‘

55 5.0 45 40 35 30 25 ppm

ESPECTRO 4.2: Espectros de 'H HR-MAS para amostras comerciais de catuaba.

Os espectros apresentados acima sao muito semelhantes sendo dificil uma
diferenciagdo entre essas amostras baseando-se em uma simples analise visual.
Porém, podemos observar também que estes ndo se assemelham com aqueles
obtidos para os padroes. Dessa forma qualquer analise visual mais detalhada seria
inviavel levando em consideragdo apenas esses resultados espectroscopicos e
considerando também os espectros em ftriplicatas.

De forma contraria, os espectros apresentados a seguir, s&o muito
diferentes entre si, além de ndo apresentarem nenhuma semelhanga com os demais
espectros anteriormente mencionados. Mais uma vez uma analise visual e
comparativa seria infrutifera devido a grande quantidade de sinais presentes nos

espectros ndo caracterizando nenhuma regiao ou substancia em particular.
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Caléndula JJWLM
JJ\M d,
65 650 45 40 35 30

7.0 6.5 6.b 25 20 1.6 1.0 0.5 ppm

Embrafarma

Catuaba Baiana

T T T T T T T T T T T T T T T

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 05 ppm

ESPECTRO 4.3: Espectros de 'H HR-MAS para amostras comerciais e catuaba.

O primeiro método estatistico empregado para a analise desse conjunto de
dados foi o PCA na tentativa de extrair algumas informacgdes relevantes. Inicialmente
os dados foram autoescalados (pré-processamento) e normalizados (transformagao)
e em seguida obtiveram-se os valores de variancia, os quais sao utilizados para
estimar o posto, ou seja, o numero de PCs que descrevem uma matriz. Esses dados
se apresentam em porcentagem cumulativa utilizada para determinar a proporgao
dos dados que foram modelados pelos PCs e quanto mais préximo dos 100 % mais
representativo € o modelo. Uma simples regra para a rejeicao de PCs seria eliminar
os PCs cujo valor de porcentagem cumulativa fosse menor que 5 %. De acordo com
a TABELA 4.1, apresentada a seguir, o posto estimado para o PCA dos dados
originais foi 5, pois PC 5 representa 61,5% de todo o conjunto de dados. Apds a

seleg¢édo do numero de PCs obteve-se o grafico de scores, que para esse conjunto
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TABELA 4.1: Dados de variancia obtidos a partir dos dados de catuaba.

PCs Variancia Porcentagem Cumulativa
PC1 3404.55713 21.75714 21.75714
PC2 1976.20142 12.62910 34.38624
PC3 1582.12427 10.11071 44.49695
PC4 1410.53601 9.01416 53.51111
PC5 1246.96460 7.96884 61.47995
PC6 930.64227 5.94736 67.42731
PC7 775.90472 4.95849 72.38580
PC8 687.21680 4.39172 76.77752
PC9 593.85468 3.79508 80.57260
PC10 425.47299 2.71902 83.29163

E possivel observar no grafico de PC1 versus PC2 alguns grupos distintos
de amostras. Na parte mais a direita, a triplicata para a amostra MT1 encontra-se
agrupada e distante das demais, evidenciando seu perfil diferenciado, permitindo a
suposi¢cao que a planta empregada como matéria-prima deva ser muito diferente
quando comparada as demais. Outra observacgao interessante diz respeito a sua
origem, uma vez que esta amostra € precedente do estado do Mato Grosso do Sul,
em particular da regido de Campo Grande. Na parte superior observa-se a triplicata
TF que corresponde as folhas de Trichillia catigua. Esse comportamento ja era
esperado uma vez que a parte comercializada da planta, na forma de capsulas e/ou

tintura, é a casca e nao as folhas. Porém, resolvemos utilizar também as folhas, pois

esse material poderia se configurar como uma possivel fonte de adulteragao.
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FIGURA 4.1: Grafico de scores obtido a partir da técnica HR-MAS para a catuaba :
PC1 (21.8%) vs PC2 (12.7%).

Na parte esquerda do grafico encontram-se as demais amostras em trés
grupos distintos. O grupo que se encontra mais a esquerda corresponde as
triplicatas do padrao de Anemopaegma arvense e, como nhao ha nenhuma amostra
junto a esse grupo, pode-se supor que as amostras comerciais analisadas nao
empregam a catuaba verdadeira em sua formulagédo. O grupo mais abaixo se refere
a uma amostra com composi¢ao quimica bem diferente dos padrdes. O maior grupo
refere-se as demais amostras juntamente com o padrao de Trichillia catigua. Dessa
forma podemos inferir que essas amostras utilizaram como matéria-prima a mesma
espécie com pequenas variacbes, que podem ser provenientes da época de
colheita, tipo de armazenamento ou até mesmo dos processos de fabricagdo. Esses
dados estdo de acordo com MARQUES™, no que diz respeito ao género e a espécie
de planta mais comercializada na regiao sul do pais, com o0 nome de catuaba e que
sao pertencentes ao género Trichillia catigua.

ApoOs a realizagdo do PCA, o segundo método quimiométrico utilizado foi o
HCA. A FIGURA 4.2 esta representando o primeiro dendograma obtido para os dados

utilizando-se conexao incremental ou média ponderada.
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FIGURA 4.2: Grafico de HCA com conexéo incremental (indice de similaridade 0.443).

O dendograma acima nos mostra um agrupamento das amostras de
acordo com a similaridade entre elas e podemos observar os mesmos resultados
obtidos pelo PCA. A triplicata proveniente da amostra do Mato Grosso do Sul (MT1-
MT3) e a proveniente das folhas de Trichillia catigua (TF1-TF3) se apresentaram nas
extremidades com um indice de similaridade muito pequeno em relagdo as demais
amostras. Podemos ainda observar dois grupos distintos relacionados as triplicatas
do padrdao de Anemopaegma arvense (AR1-AR3) e da amostra Caléndula (Ca1l —
Ca3), e um grupo majoritario formado pelas demais amostras e pelo padrdo de
Trichillia catigua (caule).

Um dos fatores mais importante quando se trabalha com HCA ¢é o indice de
similaridade. Este se encontra representado na parte superior do dendograma e
possui um intervalo que varia de 0.0 até 1.0. Quanto menor for o valor desse indice
menor a similaridade entre as amostras. Na literatura valores de até 0,5 sdo
considerados confiaveis, pois ja permitem a distingdo entre as amostras ou mesmo o
agrupamento destas. No dendograma acima, o indice de similaridade utilizado foi de
0,443.
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FIGURA 4.3: Grafico de HCA com conexao incremental (indice de similaridade 0.459).

No dendograma da FIGURA 4.3 o indice de similaridade utilizado é de 0,459
e podemos observar os mesmos resultados encontrados para o dendograma
anterior, a ndo ser pela distribuicdo do maior grupo em dois outros grupos distintos.
Isto ocorre, pois o padrdao de Trichillia catigua (TC1) e a amostra Em1 sao
provenientes do estado do Parana enquanto que as demais amostras sao
provenientes do Estado de Sao Paulo. Podemos observar, a partir deste resultado,

que o local de aquisicdo das amostras pode influenciar o grupamento das amostras.

4.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Liquidos

Para a realizacdo desse estudo as amostras comerciais foram
desencapsuladas e a partir deste material foi feito um extrato metandlico que ficou
em maceragao a frio por uma semana. No caso dos padrdes o extrato foi feito a
partir da casca moida das plantas. Apds o periodo de maceragcao o solvente foi
evaporado e o produto novamente dissolvido em metanol deuterado. (MeOH-q).
Para a obtengdo das medidas foi utilizada uma sonda de 5 mm, com detecgao

inversa e gradiente de campo na diregao do eixo z.
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ESPECTRO 4.4: Espectros de RMN de 'H para os padrdes de A. arvense e T. catigua.

Podemos observar que os espectros acima também apresentam sinais
caracteristicos para cada uma das espécies vegetais em estudo e que além da
grande quantidade de sinais na regido polissacaridica também encontramos sinais
na regido aromatica (6 6.0 — 8.0 ppm). Esse comportamento nao foi observado para
as medidas com a HR-MAS provavelmente pela quantidade majoritaria de
carboidratos presentes na constituicio do material vegetal intacto. Devido a
presenca desses sinais minoritarios na regido aromatica, os dados foram
autoescalados previamente a aplicacdo dos métodos quimiométricos para que os
mesmos tivessem o mesmo peso ou influéncia no conjunto de dados. Novamente
devido a grande quantidade de sobreposicdes, a identificacdo de substancias
individuais ficou comprometida sendo possivel averiguar apenas a presencga da
sucrose e da a e pB-glucose.

A seguir sdo mostrados os espectros para algumas amostras comerciais:
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ESPECTRO 4.5: Espectros de RMN de H para amostras comerciais de catuaba.

Assim como para a analise por HR-MAS alguns espectros obtidos por RMN
de liquidos apresentaram um perfil muito semelhante, como mostrado acima, o que
dificulta uma diferenciacdo entre as amostras baseando-se exclusivamente em uma
simples analise visual. Pode-se observar também que estes espectros nido se
assemelham com aqueles que foram obtidos para os padrdes das espécies com
classificagao botanica de Anemopaegma arvense e Trichillia catigua.

Contrariamente aos resultados apresentados anteriormente, os espectros a
seguir sdo muito diferentes entre si, além de ndo apresentarem nenhuma
semelhanga com os espectros obtidos para os padrdes e para as demais amostras
comerciais, da mesma maneira que o observado para a técnica HR-MAS. Mais uma
vez uma analise visual comparativa seria infrutifera devido a grande quantidade de

sinais presentes nos espectros ndo caracterizando nenhuma regido em particular.
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ESPECTRO 4.6: Espectros de RMN de H para amostras comerciais de catuaba.

O primeiro método estatistico empregado para a avaliagdo dos dados foi a
Analise por Componentes Principais (PCA). Os dados de variancia foram ent&o
obtidos e o posto (numero de PCs) da matriz também foi estimado como sendo 5,
com aproximadamente 79,4 % dos dados do conjunto, sendo que os demais fatores
subsequentes apresentaram pouca contribuigdo. Uma vez estimado o posto da
matriz obteve-se o grafico de scores, autoescalado e normalizado, onde se observa
uma distribuicdo diferente daquela encontrada para a sonda de HR-MAS (FIGURA
4.4). As amostras nao se apresentam em grupos distintos a nao ser pela
quintuplicata referente a amostra MTQ que se encontra a esquerda do grafico e
distante das demais amostras. Esse comportamento € proveniente do fato desta
amostra ser procedente do estado do Mato Grosso do Sul e, muito provavelmente,
estar empregando uma outra espécie vegetal em sua formulagao. Ao longo do eixo
PC1 observa-se um espalhamento maior das amostras e isto deve ser decorrente da
influéncia de substéncias minoritarias (metabdlitos secundarios) que se
concentraram apds o periodo de maceracdo a frio em metanol. Na parte inferior
podemos observar um agrupamento das quintuplicatas TCQ e ANAQ referente aos

padrdes de Trichillia catigua e Anemopaegma arvense, respectivamente.
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FIGURA 4.4; Grafico de scores obtido a partir da técnica RMN de liquidos para a catuaba:
PC1 (23.5%)vs PC2 (18.9%).

Ainda no grafico de scores ao longo do eixo PC2 nota-se uma aproximagao
maior da quintuplicata EMQ em relagao aos padrées. Isto deve estar ocorrendo pois
esta amostra, assim como o padrao de Trichillia catigua empregado, € proveniente
do estado do Parana. Mas a partir desses resultados ainda néo é possivel afirmar
qual das espécies vegetais estd sendo empregada na formulagcdo da amostra
pertencente a quintuplicata EMQ. Uma alternativa para melhorar o resultado seria a
selecédo de regides especificas do espectro como mostra o capitulo 4.1.3 a seguir.
Apés a realizagdo da analise de componentes principais (PCA) o segundo método
utilizado foi o HCA na tentativa de se obter informacdes adicionais. A FIGURA 4.5
abaixo esta representando o dendograma obtido para os dados originais utilizando-

se conexao incremental ou média ponderada.
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Inicialmente o dendograma nos mostra os mesmos resultados obtidos pelo
PCA, mas com a sua ampliagao € possivel observar a distingdo quanto a matéria-
prima empregada na formulagdo da quintuplicata EMQ. Na ampliacdo do grafico de
HCA na FIGURA 4.6, a esquerda, a quintuplicata se encontra agrupada ao padrao de
Trichillia catigua (TCQ1-TCQ5), nos permitindo concluir qual a origem da espécie
vegetal empregada em sua formulacdo. Assim como nos resultados obtidos
anteriormente para a sonda HR-MAS a quintuplicata proveniente da amostra do
Mato Grosso do Sul (MTQ) se apresentou bem distinta das demais e na ampliagéo a
direita (FIGURA 4.6) podemos observar dois grupos minoritarios distintos, um
referente @ amostra CaQ e o outro, a amostra GeQ. Essa quintuplicata na
extremidade inferior do dendograma (GeQ1 — GeQ5) se refere a amostra Gerbras e

este comportamento pode ser atribuido ao fato de que essa amostra foi adquirida

51



Resultados e Discussao

sob a forma de uma solucao hidro-alcoolica, diferindo assim das demais amostras
utilizadas no estudo. No dendograma anterior, o indice de similaridade utilizado foi
de 0,467.

4.1.3. Otimizagao dos dados quimiométricos para a RMN de Liquidos

Diante dos dados encontrados para a RMN de 'H de liquidos uma possivel
abordagem para a otimizagao seria considerar as regides espectrais individualmente
e, posteriormente, aplicar os meétodos quimiométricos. A seguir temos a

representacao das principais regides espectrais encontradas.

Regiao dos carboidratos

A. arvense Regiao alifatica

Regido aromatica

86 80 76 70 &6 &0 6:5 B.ICI 4:6 40 3.15

T. catiqua

T T T T T

85 80 75 70 65 60 65 6O 45 40 85 80 25 20 15 10 ppm

ESPECTRO 4.7: Espectros de RMN de 'H e suas principais regibes.

Inicialmente escolheu-se a regido alifatica para aplicar a Analise por
Componentes Principais, mas como podemos observar na FIGURA 4.7 nao houve
nenhuma melhora com relagdo aos resultados obtidos anteriormente. Novamente
temos a formagao de grupos distintos referente as amostras CaQ e GeQ, bem como,

0 agrupamento das amostras dos padrdes de A. arvense e T. catigua e da amostra
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EmQ na parte esquerda do gréafico. As demais amostras comerciais mostraram-se

dispersas ao longo do eixo PC1.
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FIGURA 4.7: Grafico de scores obtido para a regido alifatica do espectro de RMN de H.

Posteriormente aplicou-se a Analise por Componentes Principais a regido dos
carboidratos. No grafico de scores representado na FIGURA 4.8 & possivel verificar
que as amostras apresentaram uma nova distribuicdo. Os padroes se mostraram
distintos na parte superior do grafico e a replicata da amostra EmQ se apresentou
dispersa, juntamente com as demais amostras comerciais ao longo do eixo PC2.
Mais uma vez as replicatas das amostras CaQ e GeQ se mostraram distintas das
demais e a replicata MTQ, referente a amostra procedente do estado do Mato

Grosso do Sul, voltou a se apresentar distante do grupo maijoritario.
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FIGURA 4.8: Grafico de scores obtido para a regido dos carboidratos do espectro de RMN de H.

Finalmente a regidao aromatica foi submetida ao PCA como podemos observar

na FIGURA 4.9 abaixo:

Parana
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FIGURA 4.9: Grafico de scores obtido para a regido aromatica do espectro de RMN de H:
PC1 (35,8%) vs PC2 (19.2%).

No gréafico de scores podemos observar a presenga de cinco grupos distintos:

dois grupos minoritarios referentes as amostras MTQ e GeQ (proveniente do Estado
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do Mato Grosso do Sul e tintura hidro-alcéolica, respectivamente), um grupo central
correspondente a replicata do padrdo de Anemopaegma arvense, um grupo a
esquerda do grafico contendo todas as demais amostras comercais e um ultimo
grupo a direita com a replicata do padrao de Trichillia catigua e a amostra EMQ
(ambas provenientes do Estado do Parana). O PCA foi obtido com o pré-
processamento: centrado na média e a transformagdo: normalizado. E importante
salientar que os resultados obtidos com a regido aromatica se mostraram mais
proximos aqueles obtidos anteriormente com a sonda de HR-MAS e os valores de
variancia para PC1 e PC2 (35.8% e 19.2%) foram maiores do que os valores de PC1
e PC2 (23.5% e 18.9 %, respectivamente) encontrados para a analise quimiométrica
do espectro de RMN de "H como um todo.

Adicionalmente aos resultados obtidos empregou-se o método HCA para a
analise da regido aromatica do espectro. Podemos observar no lado esquerdo da
ampliagdo do dendrograma (FIGURA 4.10) a formacédo de um grupo distinto com as
amostras EMQ e o padrdo de T. catigua como observado anteriormente para os
dados obtidos com o PCA. Também ¢é possivel observar a formacéo dos grupos

distintos referentes as amostras MTQ, GeQ e ao padréo de A. arvense.
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FIGURA 4.10: Grafico de HCA com conexao incremental para a regido aroméatica
do espectro de RMN de 'H.

A Unica diferenca encontrada entre os resultados do PCA e do HCA esta na

ampliagdo do dendograma a esquerda (FIGURA 4.11). O grupo majoritario das
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amostras comerciais se subdividiu e agora a replicata da amostra comercial FaQ se
mostrou diferente das demais mas infelizmente ainda nao foi possivel concluir qual o
material vegetal empregado na fabricagdo desses fitomedicamentos através da RMN

de liquidos.
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FIGURA 4.11: Ampliacao do grafico de HCA.

4.1.4. Aplicagao de modelos de classificagao para a Catuaba

Apesar da obtencdo prévia de resultados satisfatorios através da Analise
exploratéria de dados os métodos empregados, PCA e HCA, propiciam apenas uma
idéia geral do comportamento dos conjuntos de dados analisados. Para a obtencao
de uma classificacdo mais detalhada das amostras foi necessaria a utilizacdo do
Reconhecimento Supervisionado de Padrées ou de Modelos de Classificacao. Para
0 emprego dessas técnicas € necessario o conhecimento prévio das amostras para
a determinagao dos critérios de classificagdo e quanto maior o conjunto de
treinamento (amostras conhecidas) melhor serdo os resultados obtidos.

Com a obtencdo de novos padroes e de novas amostras comerciais,
proveniente de diversas regides do Brasil, foi possivel aplicar modelos de
classificagdo para as amostras comerciais de catuaba utilizando-se a técnica HR-
MAS. A seguir sdo apresentados os espectros de '"H HR-MAS obtidos para novos

padrdes da espécie oficial de catuaba (Anemopaegma arvense).
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ESPECTRO 4.8: Espectros de 'H HR-MAS para diferentes padroes de Anemopaegma arvense.

Nos espectros apresentados acima se pode observar uma diferenga entre os
sinais principalmente com a respeito a sua intensidade. No espectro que se encontra
na parte superior podemos notar que a intensidade dos sinais em 6 3,1 e 3,4 ppm ¢é
bem menor quando comparada com os sinais do espectro na parte inferior. Além
disso neste espectro ainda podemos notar a presenga de um sinal em 6 4,8 ppm que
também nao esta presente no espectro inferior. Apesar da pequena quantidade de
amostras para a espécie oficial de catuaba acredita-se ser possivel a classificacao
de amostras comerciais uma vez que o perfil do espectro é caracteristico para a
especie.

Para a espécie Trichillia catigua foi possivel a obtengdo de uma quantidade
maior de padrdes provenientes de diferentes regides do Brasil. A seguir sao

apresentados os respectivos espectros de 'H HR-MAS:
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ESPECTRO 4.9: Espectros de 'H HR-MAS para os diferentes padrées de Trichillia catigua.

Nos espectros para os padrbes de T. catigua a diferenca entre os sinais

pPpm

é um

pouco mais complexa. Além da variacdo de alguns sinais com relagdo a sua

intensidade ainda podemos observar e presenca e/ou auséncia de alguns sinais de

acordo com a procedéncia das amostras, mas apesar do aumento da variabil

idade

dos sinais um maior numero de amostras propicia uma classificacdo mais confiavel

das amostras comerciais.

Além de novos padrbes para ambas as espécies de A. arvense e T. catigua

também foram adquiridas novas amostras comerciais, de diferentes regidées do
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Brasil. A maior diversidade das amostras nos possibilitou avaliar se o emprego da
RMN juntamente com a quimiometria possibilita ndo somente a distingdo do material
vegetal empregado, mas se também é possivel encontrar alguma relagdo com o

local onde a planta é adquirida. Os espectros de RMN de 'H HR-MAS s3o
apresentados a seguir.
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ESPECTRO 4.10: Espectros de 'H HR-MAS para novas amostras comerciais de catuaba.

59



Resultados e Discussao

Mato Grosso do Sul

Mato Grosso do Sul

Mato Grosso

R L. -

70 65 60 65 650 45 40 85 80 256 20 15 10 05

" 88—

ESPECTRO 4.11: Espectros de 'H HR-MAS para novas amostras comerciais de catuaba.

Os espectros das amostras comerciais apresentaram os mais diversos perfis
e dessa forma realizou-se 0 emprego de métodos multivariados. O primeiro método
estatistico utilizado foi o PCA na tentativa de se obter uma idéia geral sobre o
comportamento dos dados para posterior emprego dos modelos de classificagdo. O
grafico de scores mostrado na FIGURA 4.12 indica a presenga de seis grupos
principais. A esquerda temos quatro grupos distintos que se referem as amostras
provenientes das cidades de Salvador (SAL 1,2,3), de Belém (PARA 1,2,3), de
Toledo (STA 1,2,3) e de Sédo Carlos (SAN 1,2,3) e estas ndo se aproximam de
nenhum dos padrbes (A. arvense e T. catigua) indicando que provavelmente o
material vegetal seja proveniente de outras espécies. Na parte inferior temos um
grupo formado pelas amostras provenientes de Campo Grande (IRZ 1,2,3) e Cuiaba
(NSF 1,2,3) além do padrao para T. catigua proveniente de Bonito-MS (TCB 1,2,3) o
que indica que o material vegetal empregado nessas amostras € muito similar e que,
provavelmente, seus fabricantes utilizem T. catigua em suas formulagdes. Na parte
direita do grafico de scores temos o maior grupo com o restante das amostras
comerciais juntamente com os padrdes restantes, tanto para A. arvense quanto para

T. catigua.
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FIGURA 4.12: Grafico de scores para o novo conjunto de dados: PC1 (24%) vs PC2 (15%).

Para uma visualizagdo melhor dos dados a regiao direita do grafico de scores
foi ampliada na FIGURA 4.13. O grande grupo de amostras apresenta agora novos
subgrupos sendo possivel observar na regido central e na parte inferior do grafico de
scores as triplicatas para as amostras TFol e Cal, que estavam presentes
anteriormente e que apresentaram o mesmo comportamento. E importante notar que
a triplicata referente a amostra MS (na parte superior e a esquerda) continuou se
mostrando diferente das demais mesmo com a existéncia de uma outra amostra
comercial desse mesmo Estado (IRZ 1,2,3), o que nos permite inferir que a espécie
vegetal empregada neste fitomedicamento € muito diferente e que néo se trata nem
de T. catigua e nem de A. arvense. Os padrdes para A. arvense (regido central do
grafico) se mostram diferentes entre si e das demais amostras o que nos permite
concluir que nenhuma das amostras comerciais analisadas empregam a espécie
oficial em sua fabricagdo. Na parte mais a direita do grafico de scores temos o maior
subgrupo que compreende a grande maioria das amostras comerciais adquiridas no
estado de S&o Paulo, bem como os demais padrdes de T. catigua, indicando a
utilizacdo dessa espécie vegetal para sua fabricagdo. Ainda nesse subgrupo pode-
se observar uma maior proximidade entre o padréo de T. catigua - TCau - e a
amostra Emb e isto ocorre devido ao fato de ambas serem procedentes do Estado

do Parana.

61



Resultados e Discussao

20
. "MS3 )
Ms2 MS1 folhas
............. b 4 002
"TFol3" Pilogo0 T QINIS2
10 TFol2 TFOM
e . -Flgro'ia‘?
- Al02 .
N E
,/ ARai3 '\ “Pil3 3?631.
o / "ARai2 “W
o ) A arvense | & y < TCaud
J \
U ARai1.’
"3 Cal2 T. catigua
“h
A0
7 . \\
(| AN )
\__,I . : , . T T '
0 10 20 30
PC1

FIGURA 4.13: Expanséo do grafico de scores: PC1 (24%) vs PC2 (15%).

Apos a realizagdo do PCA, o segundo método quimiométrico utilizado foi o
HCA. A FIGURA 4.14 esta representando o dendograma obtido para os dados
utilizando-se conexao incremental ou média ponderada. Nele encontramos os
mesmos resultados obtidos pelo PCA - a presenga de quatro grupos distintos

referentes as amostras de Salvador, Para, Toledo e Sdo Carlos.

=

\
F i
Cursar
Similarity
0.000

Mode
Similarity
0.000

P————————————— 1| Distance
331227

Descendants
52

FIGURA 4.14: Grafico de HCA com conexao incremental para o novo conjunto de dados.
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Também podemos observar o agrupamento da amostra proveniente do
estado do Mato Grosso do Sul (NSF 1,2,3) com o padrédo de T. catigua proveniente

de Bonito, mostrado na ampliagdo do dendograma a esquerda (FIGURA 4.15).

FIGURA 4.15: Ampliacdo do grafico de HCA.

Na parte direita da ampliagdo do dendograma pode-se observar o
agrupamento da amostra Emb com o padréo de T. catigua proveniente do estado do
Parana (TCau). As amostras anémalas referentes as folhas (TFol) e a triplicata MS
se encontram nas extremidades do dendograma mostrando quao diferentes estas
sao das demais amostras presente no conjunto de dados.

ApOs a utilizagdo da analise exploratéria de dados (PCA e HCA) na tentativa
de se ter uma idéia do comportamento do conjunto de dados realizou-se a
construgcédo e o emprego dos modelos de classificagdo. Dentre as diversas filosofias
do reconhecimento supervisionado de padrdées podem-se utilizar diversas técnicas
baseadas na similaridade para a classificagdo de amostras, mas o0s mais
encontrados na literatura sdo KNN e SIMCA.

No caso especifico deste conjunto de dados optou-se pela utilizacdo do
SIMCA, uma vez que andlise exploratoria de dados (PCA) mostrou a presencga de
grupos distintos que nao poderiam ser classificados nem como T. catigua € nem
como A. arvense. Para o emprego do SIMCA ¢é necessario estabelecer um modelo
com as amostras padrbes utilizando-se a analise exploratéria de dados (PCA)
individualmente para cada classe. Posteriormente este modelo é utilizado para a
classificagado das demais amostras.

Inicialmente obteve-se o grafico de variancia, representado na FIGURA 4.16,
para a classe 1 referente as amostras do padrao A. arvense, o qual foi utilizado para

estimar o posto (numero de PCs) da matriz. Isto também pode ser feito observando-
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se o0 mesmo resultado em forma de tabela (TABELA 4.2) que na maioria das vezes
apresenta os dados em porcentagem cumulativa. A porcentagem cumulativa é

utilizada para determinar a proporcao dos dados que foram modelados pelos PCs.
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FIGURA 4.16: Grafico de varidncia para a classe do padrao A. arvense (classe1).

Para esta classe optou-se trabalhar somente com duas PCs devido ao
numero reduzido de amostras e ao fato de que com esse numero de PCs temos
98,6% dos dados analisados (TABELA 4.2).

TABELA 4.2: Dados de variancia obtidos para a classe do padrao A. arvense.

PCs Variancia Porcentagem Cumulativa
PC1 7476.68359 96.92432 96.92432
PC2 132.47440 1.71734 98.64165
PC3 45.37003 0.58816 99.22981
PC4 35.11596 0.45523 99.68504
PC5 24.29560 0.31496 100.00000

O mesmo procedimento foi realizado para a classe numero 2 referente as
amostras do padrao T. catigua. A seguir é apresentado o grafico de variancia para

esta classe.
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FIGURA 4.17: Grafico de varidncia para a classe do padrao T.catigua (classe 2).

No caso do padrao de T. catigua escolheu-se trabalhar com trés PCs,
representando 94,4% dos dados, pois esta classe apresenta um numero maior de

amostras. A seguir a Tabela 4.3 mostra os dados de variancia:

TABELA 4.3: Dados de variancia obtidos para a classe do padrao T.catigua.

PCs Variancia Porcentagem Cumulativa
PC1 16586.00977 65.18230 65.18230
PC2 5898.13965 23.17943 88.36174
PC3 1546.50281 6.07769 94.43943
PC4 798.37537 3.13758 97.57701
PC5 312.68243 1.22883 98.80584

Com a escolha do numero de PCs para cada classe os dados foram entao
modelados e a partir do estabelecimento do modelo o mesmo foi utilizado para se
fazer a classificagdo das amostras comerciais. Como dito anteriormente a classe 01
se refere ao padrao de A. arvense e a classe 02 ao padrao de T. catigua e a TABELA
4.4 abaixo mostra o resultado obtido para a classificagcao:
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TABELA 4.4: Classificacdo das amostras comerciais de catuaba.

Amostra Classe Amostra Classe
AlO1 2.00000 Phy1 2.00000
AlO2 2.00000 Phy2 2.00000
AlO3 2.00000 Phy3 2.00000
Cal1 0.00000 Pil1 0.00000
Cal2 0.00000 Pil2 0.00000
Cal3 0.00000 Pil3 2.00000
Fa01 2.00000 Ro01 2.00000
Fa02 0.00000 Ro02 0.00000
Fa03 2.00000 Ro03 0.00000

GIMS1 0.00000 SALA1 0.00000

GIMS2 0.00000 SAL2 0.00000

GIMS3 0.00000 SAL3 0.00000
IRZ1 0.00000 SAN1 0.00000
IRZ2 0.00000 SAN2 0.00000
IRZ3 0.00000 SAN3 0.00000
MS1 0.00000 STA1 0.00000
MS2 0.00000 STA2 0.00000
MS3 0.00000 STA3 0.00000
NSF1 2.00000 TFol1 0.00000
NSF2 2.00000 TFol2 0.00000
NSF3 2.00000 TFol3 0.00000

PARA1 0.00000

PARA2 0.00000

PARA3 0.00000

A partir da TABELA 4.4 podemos observar que algumas amostras foram
classificadas erroneamente (mostradas em negrito) e isto pode ocorrer devido ao
fato do modelo estar trabalhando com 95% de confianga. Um aumento dessa
porcentagem poderia levar a mais erros uma vez que as classes foram criadas a
partir de amostras com perfis bem distintos, entretanto a grande maioria das
amostras foi classificada corretamente. Como ja esperado as amostras pertencentes
aqueles grupos distintos (Salvador, Para, Toledo e Sao Carlos) ndo foram
classificadas assim como as replicatas MS e Cal. As amostras Al, Fa, Phy, Pil e Ro
foram classificadas como pertencentes a T. catigua (classe 2) — resultado obtido
anteriormente para o antigo conjunto de dados. A replicata NSF referente a uma
amostra do Mato Grosso do Sul foi classificada como pertencente a classe 2 (T.
catigua) e isto pode ser decorrente do fato que um dos padrdes analisados € de
Bonito-MS.

Além da classificagdo das amostras o SIMCA ainda nos fornece algumas
informagdes adicionais sobre o modelo. A TABELA 4.5 a seguir mostra os residuos
gerados entre as classes. Quando os elementos da diagonal (CS1/CS1 e CS2/CS2)

sdo pequenos, significa que os elementos dentro de uma classe estdo bem juntos,
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ou seja, a similaridade entre os mesmos € grande. Para os residuos fora da
diagonal, residuos interclasses, quanto maior eles forem maior € a separagao entre
as classes. No caso dos valores encontrados para o modelo, mostrados a seguir,
pode-se observar a coesdo dentro de uma mesma classe e uma grande diferencga

interclasses, 0 que aumenta em muito a confiabilidade do modelo.

TABELA 4.5: Tabela de residuos para as classes.

CS1 CS2
CS1 0.20817 2.19424
CS2 2.85518 0.59290

Outro dado importante € o que se refere a distancia entre as classes. Quanto
maior for essa distancia mais confiavel sera a classificacdo do modelo uma vez que
temos classes bem distintas. A TABELA 4.6 mostra uma grande distancia interclasses

e a distancia de uma classe com ela mesma & sempre zero.

TABELA 4.6: Tabela de distancias interclasses.

CS1 CS2
CS1 0.00000 4.73047
CS2 4.73047 0.00000

A distancia entre as classes também pode ser visualizada utilizando-se o
grafico mostrado a seguir. As linhas que se interpolam representam 95% de
confianga e a regido que se encontra entre uma das linhas e os eixos CS1 e CS2 é
utilizada para classificar as amostras. Na FIGURA 4.18 pode-se observar uma grande
quantidade de amostras presentes na regiao entre uma das linhas e o eixo CS1 que
significa que estas sao classificadas como pertencentes a classe 2 (resultado obtido
anteriormente) e as demais amostras que se encontram totalmente fora dessas
regides sdo aquelas que ndo podem ser classificadas em nenhuma das classes

previamente estabelecidas.
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FIGURA 4.18: Gréfico de distancias entre as classes.

O SIMCA ainda possibilita saber qual a regido espectral que esta sendo
responsavel pela classificagdo das amostras. Através do grafico do poder
discriminante das variaveis mostrado na FIGURA 4.19 é possivel observar que os
sinais referentes a regido dos carboidratos sdo maijoritarios, conferindo assim um

alto poder de discriminagéo.
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FIGURA 4.19: Grafico do poder descriminante das variaveis.
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A utilizagdo do método SIMCA, ao contrario das técnicas PCA e HCA,
permitiu uma classificagcdo mais detalhada das amostras agrupando-as nas classes
pré-definidas ou como ndo pertencentes a nenhuma destas. Através dos resultados
obtidos podemos observar que nenhuma das amostras comerciais foi classificada
como pertencente a classe da espécie A. arvense o que nos permite concluir que os
fitofarmacos analisados ndo empregam a espécie oficial de catuaba em sua
fabricagdo. Além disso, a grande maioria das amostras foi classificada como nao
pertencente a estas classes apontando para o fato de que outras espécies sao
comercializadas com o nome deste fitomedicamento, principalmente nas regides

Norte e Nordeste do nosso pais.

4.2. Resultados para a Espinheira-Santa

4.2.1. Ressonancia Magnética Nuclear de HR-MAS

Devido ao trabalho de colaboracdo entre o laboratério de RMN do DQ-
UFSCar e o do CPQBA/UNICAMP foi possivel a obtengcédo da espinheira-santa com
classificagdo botanica (Maytenus ilicifolia) més a més, durante todo o ano,
permitindo verificar possiveis variagbes para esta espécie. A seguir sao

apresentados os espectros de 'H HR-MAS para algumas coletas desta planta:
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ESPECTRO 4.12: Espectros de 'H HR-MAS para amostras de Maytenus ilicifolia.
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Nos espectros apresentados podemos observar que a quantidade de sinais
presentes € muito pequena, mesmo na regido dos carboidratos. Isto ocorre devido
ao fato das folhas de Maytenus ilicifolia apresentarem um teor de umidade muito
pequeno. A técnica HR-MAS necessita que os metabdlitos presentes no material
vegetal apresentem certa mobilidade para que o ganho de resolugao seja real e
neste caso, como a quantidade de agua presente na folhas é muito pequena, a
obtengdo de um espectro mais informativo com relagdo aos metabdlitos fica
comprometida. Na tentativa de se melhorar o experimento o material vegetal moido
ficou suspenso em D,0O durante 30 minutos antes da obteng¢ao dos espectros, mas
nenhuma diferenga foi observada com relagdo a quantidade de sinais presentes ou
intensidade dos mesmos. Em um segundo experimento utilizou-se o material vegetal
fresco para verificar se o processo de secagem era responsavel pela pouca
informacdo espectral mas, mais uma vez, o perfil do espectro nido foi alterado.
Apesar disso, 0os espectros para as amostras coletadas nos meses seguintes foram
obtidos e novamente os métodos multivariados foram aplicados a este novo conjunto
de dados, na tentativa de verificar se apesar da pouca informacédo espectral, era
possivel obter alguma informacéo relevante.

O primeiro método estatistico utilizado para a avaliagcado desse conjunto de
dados foi a Analise por Componentes Principais. Para esta matriz o posto foi
estimado como sendo 4 representando 96,7% dos dados analisados. Apds a
selecdo do numero de PCs obteve-se o grafico de scores, onde as amostras foram
centradas na média e as variaveis normalizadas. E possivel observar no grafico de
PC1 versus PC3 (FIGURA 4.20) que apesar da pouca informagéo espectral houve a
formagado de grupos distintos. Na parte direita do grafico temos um grupo formado
pelas amostras referentes a coleta dos meses de julho e agosto. Ja na parte central
a esquerda temos um grupo referente as amostras de novembro, dezembro e janeiro
juntamente com as amostras restantes. Esse resultado nos mostra uma tendéncia
de agrupamento das amostras de acordo com as estagcdes do ano, verao e inverno,
ou devido a presenca ou auséncia de chuva durante todo este periodo. Ainda
podemos observar que as amostras coletadas nos meses onde a variagao climatica
ou a incidéncia de chuva, ocorre de uma maneira mais distribuida, apresentaram um
comportamento mais similar. As unicas amostras com perfil um pouco diferenciado

sao aquelas referentes aos meses de setembro e fevereiro.
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FIGURA 4.20: Grafico de scores obtido a partir da técnica HR-MAS para a M. ilicifolia:
PC1 (54.4%) vs PC3 (9.9%).

Apés a realizagao do PCA, o segundo método quimiométrico empregado
foi o HCA. A FIGURA 4.21 esta representando o primeiro dendograma obtido para os

dados utilizando-se conexao incremental ou média ponderada.
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FIGURA 4.21: Grafico de HCA para amostras da espécie M. ilicifolia.
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Com um indice de similaridade de 0.484 podemos observar que assim como
obtido para o PCA as amostras coletadas nos meses com temperaturas mais
elevadas se agruparam na parte superior do dendograma. Além dos meses de
novembro, dezembro e janeiro temos também o agrupamento das amostras de abril
e setembro (que se apresentaram distintas anteriormente). Na parte cental do
dendograma temos um grupo com as amostras cuja coleta foi realizada nos meses
com temperaturas mais amenas e, finalmente, na parte inferior temos os dois grupos
referentes a amostra de fevereiro e as amostras de julho e agosto.

Apos a realizacdo desse estudo também foi possivel a avaliagdo de uma
outra espécie de Maytenus, a M. aquifolium, também comercializada como
espinheira-santa devido a sua semelhangca morfolégica. Além dessa outra espécie
de Maytenus, o CPQBA nos forneceu uma amostra de uma planta a qual acredita-se
ser um hibrido, uma vez que a analise morfoldgica da planta ndo permitiu distinguir
com exatidao a qual espécie este exemplar pertencia, apresentando caracteristicas
de ambas as espécies. Esta planta cresceu espontdnemanente no intervalo entre os

canteiros de M. ilicifolia e M. aquifolium.

M. ilicifolia

2.0 1.5 1.0 0.5 o

M. aquifolium

Hibrido

ESPECTRO 4.13: Espectros de 'H HR-MAS para a M. ilicifolia, M. aquifolium e o hibrido.
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Podemos observar que os espectros de '"H HR-MAS destas plantas sdo muito
similares impossibilitando a obtengdo de informagdes relevantes. Novamente a
obtencdo e uma maior informagéo espectral ficou prejudicada devido ao fato das
folhas da espécie M. aquifolium, assim como o hibrido, também apresentarem baixo
teor de umidade. Os novos espectros foram entdo adicionados ao conjunto de dados
anterior para subsequente emprego da quimiometria. Apds a estimativa do posto
dessa nova matriz como sendo 5 (97,4%) aplicou-se o PCA, com os dados
previamente centrados na média e normalizados. O grafico de scores € mostrado a

seguir na FIGURA 4.22:
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FIGURA 4.22: Grafico de scores obtido a partir da técnica HR-MAS para a M. ilicifolia,
a M. aquifolium e o hibrido: PC1 (63.1%) vs PC2 (21.9%).

No grafico de scores apresentado as amostras se distribuiram em trés grupos
distintos. O maior grupo na parte superior a esquerda é formado pela maioria das
amostras provenientes da espécie Maytenus ilicifolia, a nao ser pela amostra
referente a coleta do més de fevereiro, que se diferenciou das demais formando um
grupo distinto como mostra a figura acima. A esquerda temos um grupo com
amostras de M. ilicifolia referentes as coletas de julho e agosto e agrupadas a elas
temos as amostras de M. aquifolium e o hibrido. A similaridade da amostra referente
a M. aquifolium e do hibrido com as amostras de M. ilicifolia do més de julho pode
estar relacionada com a época de coleta, pois estes foram coletados exatamente no

mesmo més. Infelizmente o estudo sazonal mostrou que as amostras de julho e
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agosto apresentaram um comportamento anémalo com relacdo as demais,
comprometendo a obtencdo de maiores informacdes a respeito da amostra de M.
aquifolium. Nesse caso especifico seria necessario um numero maior de amostras
desta espécie, e de meses diferentes, para avaliarmos a real similaridade do perfil
quimico entre ambas as espécies. E importante notar que a amostra referente ao
hibrido também se aproximou tanto da M. ilicifolia quanto da M. aquifolium, e que ela
também foi coletada no més de julho. Adicionalmente aos resultados obtidos
empregou-se o método HCA para a analise deste conjunto de dados mas os
resultados encontrados foram idénticos. O dendograma abaixo (FIGURA 4.23) mostra
a presenca de trés grupos majoritarios e um grupo na extremidade inferior referente

a amostra de fevereiro.
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FIGURA 4.23: Grafico de HCA para M. ilicifolia, M. aquifolium e o hibrido.

Na ampliacdo a esquerda (FIGURA 4.24) é possivel verificar uma maior
similaridade entre a amostra referente a espécie M. aquifolium e ao hibrido com as
amostras de M. ilicifolia de julho e agosto e na ampliagcdo a direita temos o maior

grupo referente as demais amostras de M. ilicifolia.
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M. aquifolium
e o hibrido

M. ilicifolia

FIGURA 4.24: Ampliacao do grafico de HCA

Alguns estudos demonstraram que as espécies M. ilicifolia e M. aquifolium
apresentam acgdes farmacologicas muito semelhantes portanto a troca destas
espécies nao caracteriza propriamente uma adulteragcdo. Entretanto, existem outras
duas espécies Zollernia ilicifolia (Fabaceae) e Sorocea bonplandii (Moraceae) que
também tem as margens espinhosas sendo facilmente confundidas com a
espinheira-santa. Através de um trabalho de colaboragdo com a Profa. Miriam
Falkerberg do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC foi possivel a
obtengcdo dessas duas espécies com classificagdo boténica. A seguir sé&o
apresentados os espectros de 'H HR-MAS para as espécies Maytenus ilicifolia e

Zollernia ilicifolia:

Z. ilicifolia

M. ilicifolia

ESPECTRO 4.14: Espectros de 'H HR-MAS para M. ilicifolia e Z. ilicifolia.
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O perfil dos espectros apresentados € completamente diferente uma vez que
as folhas da espécie Zollernia Iilicifolia possuem um teor de umidade maior
apresentando assim, uma maior quantidade de sinais na regido dos carboidratos.
Posteriormente o espectro de "H HR-MAS obtido para a Zollernia ilicifolia foi incluido
ao antigo conjunto de dados, contendo as amostras de M. ilicifolia juntamente com a
amostra de M. aquifolium e o hibrido, para posterior aplicagdo de métodos
multivariados. Infelizmente, até esse momento a coleta da espécie Soroceae
bonplandii nao havia sido realizada.

Novamente os dados de variancia foram obtidos e escolheu-se trabalhar com
5 PCs, com uma representagao dos dados analisados de 93.6%. Através do grafico
de scores (FIGURA 4.25), previamente centrado na média e normalizado, é possivel
observar que a amostra referente a espécie Zollernia ilicifolia € completamente
diferente das demais como esperado. A maioria das amostras de M. ilicifolia se
agrupou na parte esquerda do grafico e a amostra de M. aquifolium, assim como o
hibrido, manteve-se agrupada a amostra referente ao més de julho (a direita do

grafico).
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FIGURA 4.25: Grafico de scores obtido a partir da técnica HR-MAS para as espécies de Maytenus
e a Zollernia ilicifolia: PC1 (54.6%) vs PC2 (18.9%).

ApoOs a realizacdo da analise de componentes principais (PCA) o segundo

método utilizado foi o HCA, mas os resultados foram idénticos aos anteriores ndo
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sendo possivel a obtengao de qualquer informagao adicional sobre o comportamento
das amostras. Dessa forma o dendograma ndo € mostrado. Diante desses
resultados deu-se inicio a analise das amostras comerciais. Essas amostras foram
obtidas no comércio local de Sao Carlos, tanto na forma de folhas secas moidas
como na forma de capsulas. Inicialmente obtiveram-se os espectros de 'H HR-MAS

para essas amostras, os quais sdo mostrados a seguir:
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ESPECTRO 4.15: Espectros de 'H HR-MAS para amostras comerciais de espinheira-santa.

Da mesma forma que para as analises anteriores o posto (numero de PCs) da
matriz foi estimado como sendo 5, com aproximadamente 81,2 % dos dados
analisados. Apods a selegao do numero de PCs o conjunto de dados foi centrado na
média (pré-processamento) e normalizado (transformacdo) para a obtengdo do
grafico de scores. E possivel observar no grafico de PC1 versus PC2, em direcdes
opostas, os grupos referentes as amostras de M. ilicifolia e o agrupamento da M.
aquifolium, assim como o hibrido, com as amostras de julho e agosto (parte inferior).
Ainda temos dois grupos referentes as amostras de fevereiro (na parte superior) e a
amostra da espécie Zollernia ilicifolia. As amostras comerciais se distribuiram de
forma aleatéria, mas bem distantes dos padrées de M. ilicifolia 0 que nos permite
inferir que as amostras comerciais podem nao ter empregado a espécie oficial de

espinheira-santa em sua formulagéo.
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FIGURA 4.26: Grafico de scores obtido a partir da técnica HR-MAS para as amostras comerciais
de espinheira-santa: PC1 (42.4%) vs PC2 (17.3%).

Ap0s a realizagdo do PCA empregou-se o HCA na tentativa de se obter mais
informagdes sobre o conjunto de amostras. No dendograma apresentado na FIGURA
4.27 podemos observar a presencga de dois grupos majoritarios sendo que um deles

é referente a maioria das amostras de M. ilicifolia.
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FIGURA 4.27: Grafico de HCA para as amostras comerciais de espinheira-santa.
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Para uma melhor visualizagdo temos a ampliagdo do grupo na parte superior
do dendograma. Podemos observar a presenga da amostra de M. aquifolium e do
hibrido, juntamente com as replicatas de julho e agosto, na parte inferior da
ampliacdo e da amostra de Zollernia ilicifolia na parte superior, sendo que uma de
suas replicatas (Zoller.1) mostrou ser um outlier. A amostra comercial EPSHer
formou um grupo com a amostra de M. ilicifolia referente a coleta de fevereiro, mas
devido ao comportamento anémalo desse padrdo n&o foi possivel inferir que esta

seja a espécie utilizada na fabricagdo da amostra comercial em questao.
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FIGURA 4.28: Ampliagao do grafico de HCA.

e g |3

A utilizacdo da técnica HR-MAS e métodos multivariados para a avaliagao de
amostras comerciais de espinheira-santa ndo permitiu concluir qual a espécie
vegetal empregada. Como mencionado anteriomente, o baixo teor de umidade nas
folhas dessa planta aliados a um processo de secagem, muito provavelmente, sem
controle por parte dos produtores dificultou ainda mais a obtencdo de maiores

informacdes espectrais, limitanto assim a analise.
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4.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Liquidos

Para a realizacdo desse estudo o cha foi obtido, a partir das amostras
comerciais bem como dos padrdes, e adicionado diretamente ao tudo de RMN para
a obtencdo das medidas a temperatura ambiente. As amostras utilizadas foram as
mesmas empregadas no estudo anterior com a técnica HR-MAS. Inicialmente
realizou-se o estudo sazonal dos chas através da RMN de liquidos e alguns

espectros sdo mostrados a seguir:

Janeiro ’

Outubro

ESPECTRO 4.16: Espectros de RMN de H para amostras de M. ilicifolia.

Devido ao processo de extracdo com a agua fervente podemos observar nos
espectros acima uma quantidade se sinais muito maior do que a encontrada quando
se utiliza a HR-MAS. Nesse caso a baixa umidade das folhas ndo comprometeu o
perfil do espectro e o tempo de infusdo (5 min.) passou ser o fator determinante,
principalmente, no aumento da efetividade do processo de extracado refletindo na
intensidade dos sinais do espectro. Entretanto, mais uma vez, a complexidade do
espectro de RMN de 'H faz com que uma simples analise visual seja infrutifera
havendo a necessidade de se utilizar os métodos quimiométricos.

Devido a maior quantidade de sinais presentes no espectro o emprego dos

métodos quimiométricos foi realizado, inicialmente, no espectro total e em seguida
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individualmente em cada regido espectral: regido alifatica (6 0.0 a 6 3.0 ppm), regido
dos carboidratos (6 3.0 a 5 6.0 ppm) e regido aromatica (6 6.0 a 5 9.0 ppm), mas os
resultados obtidos foram muito similares. Dessa forma, optou-se por apresentar os
resultados obtidos para todo o espectro por ser mais representativo com a relagao a
constituicdo quimica da planta.

Seguindo os estudos anteriores o primeiro método empregado foi o PCA. E
possivel observar no grafico de scores da FIGURA 4.29 que as amostras
apresentaram uma dispersao diferente a obtida anteriormente, muito provavelmente
devido ao processo de extracdo durante o preparo das amostras. Entretanto, as
replicatas se mostraram proximas evidenciando a repetibilidade do método.
Podemos ainda observar um grupo referente a amostra coletada em fevereiro, na
parte superior a direita, repetindo assim seu comportamento anémalo. As Unicas
amostras de meses subsequentes que se agruparam foram as de setembro e de
outubro ndo caracterizando qualquer agrupamento baseando-se nas estagbes do

ano ou nas épocas de chuva
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FIGURA 4.29: Grafico de scores obtido de RMN de liquidos para amostras de M.ilicifolia:
PC1 (44.8%) vs PC3 (8.4%).

Para a obtencao dos grafico de scores mostrado acima o posto dessa matriz

foi estimado como sendo 5 representando 76,9% dos dados. O segundo método
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quimiométrico a ser utilizado foi o HCA mas nenhuma informacéao adicional foi obtida
de tal forma que o dendograma n&o é mostrado.

Subsequentemente, os espectros de RMN de 'H provenientes dos chas da
espécie M. aquifolium e do hibrido foram obtidos e sdao mostrados a seguir. Da
mesma forma também nao foi possivel uma diferenciagdo entre as espécies de
Maytenus ou mesmo do hibrido. Estes espectros foram entdo adicionados ao

conjunto de dados existente para posterior analise quimomeétrica.
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' e e T Al DL B AL L AL L B
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ESPECTRO 4.17: Espectros de RMN de H para M. ilicifolia, M.aquifolium e o hibrido.

Assim como para os estudos anteriores os dados de variancia para esse novo
conjunto de dados foram obtidos com a selecdo de 5 PCs (71,2% de
representatividade). Em seguida as amostras foram centradas na média e as
variaveis normalizadas para posterior obtengao do grafico de scores representado
na FIGURA 4.30:
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FIGURA 4.30: Grafico de scores obtido a partir da RMN de liquidos para M.ilicifolia, M. aquifolium
e o hibrido: PC1 (44.8%) vs PC3 (8.4%).

As amostras referentes as coletas de

setembro e outubro mantiveram-se

agrupadas e dispostas na parte inferior a direita. As amostras de M. aquifolium e seu

hibrido se apresentaram, mais uma vez, proximas a coleta de julho. Entretanto estas

estdo mais dispersas ao longo de PC1 de

referente a M. aquifolium, praticamente se

tal forma que a replicata EPSAqQ1,
encontra agrupada a amostra de

fevereiro. Além do mais, a replicata referente ao hibrido novamente se encontra

proxima tanto da M. ilicifolia quanto da M. aquifolium.

Dando sequéncia a analise dos dados
conexao incremental ou a média ponderada,

dendograma obtido:

&3

empregou-se o HCA, utilizando-se a

e a FIGURA 4.31, a seguir, mostra o
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FIGURA 4.31: Grafico de HCA para M. ilicifolia, M.aquifolium e o hibrido.

Os resultados obtidos para o HCA foram muito similares aos resultados para o
PCA, a nao ser pelo fato de que as amostras referentes a M. aquifolium e o hibrido
agora se apresentam como um grupo distinto e préximo as amostras de setembro e
outubro (ampliacdo). A replicata referente a amostra de fevereiro se encontra na
parte inferior da ampliagdo do dendograma (FIGURA 4.32) mantendo dessa forma um

comportamento distinto das demais amostras.

1.0 0.8 0.6 0.4
|m === === = — | e e —— -4 |
. [ESPHib3 i i
i [ESPHib2 Ej— i |
i JESPHib1 ! ;
1 ESPAqu1 1 :
I MESPAqu3 — | |
L _ JEspaqu |- apepepepey SURUNRRURPRPRURR | :

ESPOut3 .
ESPOut! !
ESPSet3 !
ESPSetl :
ESPNov3 '
ESPHov2? :
ESPJul3 I ey :
ESPJul2 || !
ESPJun3d !
ESPMai? !
ESPAgo3 '
ESPAgo2 I
ESPAgo1 :
ESP.Jult :
ESPMai1 :
ESPABI3 !
_ QESPAbO_ _ | I
I WESPFew3 — ! !
1 ESPFev2 1 !
:  BESPEawt —_ ! ;

[ e e e )

FIGURA 4.32: Ampliacao do grafico de HCA.
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Apesar das pequenas diferencas encontradas nos espectros de RMN de 'H e
a partir das distribuicées encontradas no PCA e no HCA, podemos inferir que o perfil
quimico dos metabdlitos primarios e dos metabdlitos secundarios extraidos das
espécies M. ilicifolia e M. aquifolium € muito similar, corroborando com o fato de
suas atividades farmacoldgicas serem semelhantes. Além disso, podemos inferir
também que o hibrido € muito mais semelhante a espécie M. aquifolium.

Assim como para a técnica HR-MAS a espécie Zollernia ilicifolia também foi
analisada por RMN de liquidos, além da espécie Sorocea bonplandii. A seguir s&o

mostrados seus espectros de RMN de 'H:
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ESPECTRO 4.18: Espectros de RMN de 'H para amostras de M. ilicifolia, S. bonplandii e Z. ilicifolia.

Através dos espectros é possivel observar que a espécie Sorocea bonplandii
nao apresenta sinais na regido aromatica caracterizando assim um perfil quimico
muito diferenciado com relacdo as demais espécies. Também podemos observar
que a regiao dos carboidratos é bem distinta tanto para a Maytenus ilicifolia quanto
para a Sorocea bonplandii e a Zollernia ilicifolia o que facilita uma diferenciacdo das
amostras comerciais nos estudos subsequentes. Esses espectros foram inseridos ao
conjunto de dados anterior e novamente empregou-se métodos estatisticos para sua

analise. Mais uma vez selecionou-se 5 PCs a partir dos dados de varidncia com
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67,9% de representacédo dos dados analisados. No grafico de scores da FIGURA 4.33
as amostras dos adulterantes, Zollernia ilicifolia e Sorocea bonplandii, se mostraram
muito diferentes das espécies de Maytenus analisadas. Também podemos observar
que novamente a M. aquifolium e o hibrido se aproximam das amostras referentes a
setembro e outubro. O restante das amostras apresentou o mesmo perfil anterior,
onde as amostras de margo, junho e dezembro encontram-se opostas as demais.
Para a obtencdo deste grafico de scores utilizou-se o pré-processamento centrado

na média e as variaveis foram normalizadas.
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FIGURA 4.33: Grafico de scores obtido a partir da RMN de liquidos para as espécies de Maytenus,
S. bonplandii e Zollernia ilicifolia: PC1 (33.4%) vs PC2 (13.9%).

A partir desses resultados os espectros referentes as amostras comerciais
foram incluidos no conjunto de dados. Assim como anteriormente, o material vegetal
moido foi utlizado para a obtencao dos respectivos chas. Previamente ao emprego
do PCA os dados foram centrados na média e normalizados e através dos dados de
variancia escolheu-se o posto como sendo 6 com 67,0% de informacao. Na parte
superior a direita do grafico de scores (FIGURA 4.34) encontram-se todas as amostras
referentes ao estudo sazonal realizado com a espécie M. ilicifolia. Juntamente a
essas amostras temos a espécie M. aquifolium e o hibrido, o que vem confirmar sua
similaridade quanto a composi¢do quimica. Temos ainda dois grupos (na regido

central e na parte inferior) referentes aos adulterantes, Zollernia ilicifolia e Sorocea
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bonplandii, e a maioria das amostras comerciais se apresentam distribuidas ao longo

dos eixos PC1 e PC2 de forma aleatdria. Entretanto a triplicata da amostra ESPFar

encontra-se agrupada ao padrao de Soroceae bonplandii nos permitindo inferir que

muito provavelmente esta seja a espécie vegetal empregada em sua formulagéo.
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FIGURA 4.34: Grafico de scores obtido a partir da RMN de liquidos para as amostras comerciais
de espinheira-santa: PC1 (29.9%) vs PC2 (13.8%).

Ainda no gréfico de scores da FIGURA 4.34 podemos observar que a triplicata

da amostra EPSKalcp encontra-se muito préxima ao

padrao de Zollernia ilicifolia

indicando que, possivelmente, esta seja a espécie comercializada. Entretanto, para

obtermos informagdes mais consistentes o método HCA também foi empregado na

analise desse conjunto de amostras. A seguir, a FIGURA 4.35 mostra o dendograma

obtido:
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FIGURA 4.35: Grafico de HCA para as amostra comerciais de espinheira-santa.

Basicamente os resultados n&o foram muito diferentes dos obtidos
anteriormente. O grupo majoritario se refere as amostras do estudo sazonal
juntamente com a M. aquifolium e o hibrido. Entretanto houve uma modificagdo no
grupamento da espécie M. aquifolium que se aproximou da amostra comercial
ESPBot indicando assim uma maior similaridade entre essas amostras. Mesmo
assim o hibrido ainda se apresenta muito proximo a esta espécie. Na ampliacéo a
esquerda do dendograma (FIGURA 4.36) podemos observar que a amostra comercial
EPSKalcp ndo se agrupou com o padrédo de Zollernia ilicifolia como esperado,
impossibilitando assim uma conclusdo no que diz respeito a espécie utilizada neste
fitomedicamento. De forma contraria ao que foi observado para essa amostra
comercial, na ampliacdo a direita, podemos observar o agrupamento da amostra
EPSFar com o padrdo de Sorocea bonplandii levando a confirmagao de que este
fitomedicamento nao utiliza a espécie M. ilicifolia, a verdadeira espinheira-santa, em

sua formulagéo.
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FIGURA 4.36: Ampliacao do grafico de HCA.
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Com relacdo as demais amostras comerciais nao foi possivel concluir qual a
espécie empregada em sua formulagdo sendo necessario a obtengcdo de mais
informagdes. Uma possibilidade seria o emprego de uma outra técnica analitica e a

aplicagao de métodos quimiomeétricos para uma nova avaliagao dessas amostras.

4.2.3. Dados obtidos para a CLAE (A 270 nm)

Assim como para as técnicas de RMN as amostras foram submetidas a um
estudo utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccéo
por Ultra-Violeta (UV). A escolha dessa técnica analitica se baseou no fato de existir
uma grande quantidade de relatos na literatura onde a CLAE é empregada no
controle de qualidade de fitoterapicos, através da obtengdo de um cromatograma
que represente o perfil quimico (fingerprinting) dessas plantas medicinais.
Normalmente esses cromatogramas apresentam uma grande quantidade de picos
sendo necessaria novamente a utilizacdo de métodos estatisticos para sua
avaliacao.

Para esse estudo, as solugcbes de espinheira-santa utilizadas foram obtidas
utilizando-se metanol como solvente, descrito no item 3.3 da secdo Materiais e
Métodos, empregando as amostras dos estudos anteriores. A otimizagdo do
gradiente de eluicdo empregado teve como ponto de partida corridas pré-
estabelecidas para outras plantas no laboratério de Massas do DQ-UFSCar. A seguir
sdo mostrados alguns cromatogramas para as amostras de M. ilicifolia, coletadas em

diferentes meses do ano, com classificagao botanica:
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FIGURA 4.37: Cromatogramas obtidos para M. ilicifolia nos meses de a) Janeiro, b) Abril, ¢) Julho e
d) Novembro.

Empregou-se um detector de arranjo de fotodiodos com selegcédo da faixa de
comprimento de onda entre 200 — 400 nm na regiao do UV e as corridas nao foram
realizadas em triplicatas. O comprimento de onda de 270 nm foi escolhido por
apresentar as absor¢des da maioria dos compostos presentes no extrato. Podemos
observar na FIGURA 4.37 acima que através de uma simples analise visual realmente
nao é possivel identificar qualquer diferenga com relacdo aos picos presentes nos
cromatogramas. Dessa forma o primeiro método estatistico empregado foi o PCA. A
matriz de dados foi construida utilizando-se os cromatogramas do estudo sazonal da
espécie M. ilicifolia, da amostra referente a espécie M. aquifolium e do hibrido.
Inicialmente o posto da matriz foi estimado, através dos dados de variancia, como
sendo 5 com 94,9 % dos dados analisados. Para a obtencao do grafico de scores

(FIGURA 4.38) as amostras foram centradas na média e as variaveis, normalizadas.
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FIGURA 4.38: Grafico de scores obtido para os cromatogramas de M. ilicifolia, M. aquifolium

As amostras referentes a espécie de M. ilicifolia se agruparam a
grafico e apenas a amostra referente ao més de coleta de novembro se mostrou
distinta das demais. Do lado oposto do grafico de scores temos um grupo formado
pela espécie M. aquifolium e o hibrido. Entretanto a variacdo da escala em PC1 nao
€ muito grande o que indica uma similaridade entre as espécies de Maytenus. A

seguir sdo mostrados os cromatogramas para as espécies de M. ilicifolia e M.

e o hibrido: PC1 (50.0%) vs. PC2 (23.0%).
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FIGURA 4.39: Cromatogramas obtidos para a) M. ilicifolia, b) M. aquifolium.
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Através dos cromatogramas podemos observar que a espécie M. aquifolium
apresenta basicamente quase os mesmos picos que a espécie M. ilicifolia, havendo
uma diferenca apenas com relagao a intensidade destes. Esse resultado evidencia a
similaridade existente entre as composicdes quimicas o que explica a semelhanca
nas atividades farmacolégicas destas espécies.

Subsequentemente os cromatogramas para os adulterantes: Sorocea
bonplandii e Zollernia ilicifolia também foram obtidos e inseridos na matriz anterior
para posterior emprego da quimiometria. O perfil desses cromatogramas é
completamente diferente daqueles obtidos para as espécies de Maytenus como

mostra a FIGURA 4.40:
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FIGURA 4.40: Cromatogramas obtidos para a) Sorocea bonplandii e b) Zollernia ilicifolia.

Previamente a aplicacdo dos métodos quimiométricos foi realizada a corregao
de linha de base nos cromatograma, minimizando assim a inclinagdo da linha de
base proveniente da eluicdo gradiente e da baixa concentragdo dos compostos. No
grafico de scores da FIGURA 4.41 podemos observar a similaridade entre as espécies
de Maytenus ao longo de PC2 e o perfil distinto dos adulterantes, Sorocea

bonplandii e Zollernia ilicifolia, com relagao a estas espécies.
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FIGURA 4.41: Grafico de scores obtido para os cromatogramas das amostras de Maytenus,
Sorocea bonplandii e Zollernia ilicifolia: PC1 (36.0%) vs. PC2 (24.0%).

Inicialmente os dados de variancia foram obtidos e o posto da matriz foi
estimado como sendo 5 com 90,8% de representatividade. Em seguida os dados
foram centrados na média e normalizados previamente a obtengado do grafico de
scores da figura acima.

Diante desses resultados as amostras comerciais foram submetidas a analise
por CLAE e seus respectivos cromatogramas foram adicionados na matriz de dados
para emprego do PCA. Dando-se continuidade, os dados de variancia foram obtidos
e o posto da matriz foi estimado como sendo 5, com 85,5% dos dados. Para a
obtengao do grafico de scores nenhum pré-processamento foi aplicado as amostras
e apenas a fungao smooth (alisamento) foi aplicada as variaveis.

Podemos observar no grafico de scores (FIGURA 4.42) que as amostras
referentes ao estudo sazonal de M. ilicifolia se agruparam a direita e juntamente a
elas temos a amostra comercial EPSRo. Entretanto, levando em consideragao que
os resultados anteriores com a RMN ndo mostraram este grupamento seria
necessario o emprego de outras analises para afirmar que este fitomedicamento
emprega esta espécie em sua formulacdo. Ja, a amostra comercial EPSFar se
agrupou a espécie Sorocea bonplandii, confirmando os resultados obtidos para o
PCA e o HCA da RMN de liquidos, permitindo assim concluir que essa é a espécie
vegetal empregada por este fitofarmaco. Além dessa, ainda podemos observar que a

amostra comercial EPSKalc também se agrupa a espécie de S. bonplandii. No
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entanto, apenas quando o HCA foi empregado a técnica de RMN de liquidos é que
houve uma aproximacdo dessa amostra comercial com a espécie em questao.
Dessa forma uma certa cautela se torna necessaria ao afirmarmos que este

medicamento emprega esta espécie em sua formulagao.
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FIGURA 4.42: Grafico de scores obtido para as amostras comerciais de espinheira-santa:
PC1 (39.8%) vs. PC2 (21.7%).

A similaridade entre os cromatogramas das amostras comerciais Far e Kalcp
(FIGURA 4.43), assim como quando comparados com o obtido para a espécie
Sorocea bonplandii, sinaliza a possibilidade real que ambas as amostras se utilizem

dessa espécie.
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FIGURA 4.43: Cromatogramas obtidos para as amostras de espinheira-santa a) Far e b) Kalcp.
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Todavia o comprimento de onda utilizado é caracteristico para grande maioria
de substancias aromaticas ndo apresentando uma especificidade. Uma alternativa
seria a utilizagdo de um comprimento de onda referente a uma classe especifica de

substancias dessa forma a analise seria inequivoca.

4.2.4. Dados obtidos para a CLAE (A 350 nm)

A comprovacao da atividade antiulcerogénica da espinheira-santa tem sido
bem documentada, bem como a auséncia de efeitos toxicos. Entretanto a natureza
dos seus constituintes bioativos ainda nao esta completamente elucidada. Os
triterpenos friedelan-3p-ol e friedelina tém sido indicados como os principais
responsaveis pelas propriedades fitoterapicas®®, mas outros estudos pressupdem
que sua atividade farmacolégica se deva a presenca de substancias fendlicas, em
especial a presenca de determinados flavonoides®®. Baseando-se nessa informacéo
o estudo com HPLC foi repetido utilizando-se o comprimento de onda de 350 nm, um
valor médio, por ser caracteristico'®® para a absorcdo maxima referente a banda |
para essa classe de substancias.

Acompanhando os estudos anteriores, os cromatogramas para as amostras
do estudo sazonal de M. ilicifolia foram obtidos e constuiu-se uma nova matriz a
partir dos dados gerados com o comprimento de onda de 350 nm. A seguir, nas

FIGURAS 4.44 e 4.45, temos os alguns cromatogramas para esta espécie:
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FIGURA 4.44: Cromatogramas obtidos para M. ilicifolia nos meses de a) margo, b) julho.
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FIGURA 4.45: Cromatogramas obtidos para M. ilicifolia nos meses de c) outubro e d) dezembro.

Assim como para os dados gerados com o comprimento de onde de 270 nm
os cromatogramas referentes a diferentes amostras da espécie M. ilicifolia s&o muito
similares. Apenas a amostra referente a coleta do més de outubro foi que
apresentou um perfil diferenciado com relagdo as demais. Esses cromatogramas
foram utilizados para a construgdo de uma nova matriz contendo as amostras de
M.ilicifolia, de M. aquifolium e do hibrido. A seguir o grafico de scores (FIGURA 4.46) &

mostrado e para sua obtencao utilizou-se o pré-processamento centrado na média.
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FIGURA 4.46: Grafico de scores obtido para as amostras de M.ilicifolia, M.aquifolium e o hibrido :
PC1 (58.9%) vs. PC2 (22.5%).

Novamente houve o grupamento das amostras do estudo sazonal para a

espécie M. ilicifolia e a amostra referente a coleta de outubro se apresentou ao lado
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oposto destas no grafico de scores. Esse comportamento ja era esperado uma vez
que seu cromatograma, apresentado anteriormente, se mostrou diferente dos
demais. A espécie M. aquifolium e o hibrido se posicionaram na parte inferior do
grafico de scores. Previamente ao emprego do PCA os dados de variancia foram
obtidos para esta matriz e seu posto foi estimado como sendo 4 com 96,5% da
representatividade para os dados.

Mais uma vez os cromatogramas, no comprimento de onda de 350 nm, foram
gerados para as espécies: Zollernia ilicifolia e Sorocea bonplandii. Podemos
observar na FIGURA 4.47 que os perfis cromatograficos sdo bem distintos daqueles

obtidos para as espécies de Maytenus:
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FIGURA 4.47: Cromatogramas obtidos para a) M. ilicifolia, b) M. aquifolium,
¢) Sorocea bonplandii e d) Zollernia ilicifolia.

AplOs a obtengcdo desses cromatogramas estes foram inseridos a matriz
anterior e novamente empregou-se a Analise de Componentes Principais.
Previamente a obtencao do grafico de scores o posto desta nova matriz foi estimado

como sendo 4, o que representa 97,5% dos dados analisados. Assim como
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anteriormente podemos observar no grafico da FIGURA 4.48, a seguir, um
agrupamento das amostras referentes ao estudo sazonal de Maytenus ilicifolia.
Muito proximo a este grupo temos a amostra de Maytenus aquifolium e do hibrido.
Na parte superior do grafico de scores temos a amostra referente a coleta do més de
outubro que se mostra, mais uma vez, andmala quando comparada com as demais
amostras do estudo sazonal. E na parte inferior temos as amostras referentes as

espécies: Zollernia ilicifolia e Sorocea bonplandii.
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FIGURA 4.48: Grafico de scores obtido para os cromatogramas das amostras de Maytenus,
Sorocea bonplandii e Zollernia ilicifolia: PC1 (66.2%) vs. PC2 (22.0%).

ApOs a obtencdo desses resultados os cromatogramas das amostras
comerciais a 350 nm foram gerados e adicionados a matriz ja existente. Assim como
para o comprimento de onda de 270 nm empregou-se o PCA nesta nova matriz com
0 pré-processamento centrado na média e a normalizagdo das variaveis. No grafico
de scores (FIGURA 4.49) temos 0 mesmo comportamento anterior onde as amostras

do estudo sazonal de Maytenus ilicifolia se agrupam.
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FIGURA 4.49: Grafico de scores obtido para as amostras comerciais de espinheira-santa:
PC1 (54.2%) vs. PC2 (28.3%).

Podemos ainda observar uma diferenciacdo da amostra de outubro e a
aproximacdo da amostra referente a espécie de Maytenus aquifolium. Os
adulterantes mostraram—se distintos da verdadeira espinheira-santa e agrupado com
a espécie Sorocea bonplandii temos as duas amostras comerciais EPSFar e
EPSKac. Este comportamento se deve ao fato dos cromatogramas em 350 nm
dessas amostras comerciais, mostrados a seguir, serem muito similares ao obtido
para a especie S. bonplandii (FIGURA 4.47), mostrado anteriormente, o que vem
confirmar resultados prévios de que estes fitofarmacos empregam esta espécie em

sua formulagao.
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FIGURA 4.50: Cromatogramas obtidos para as amostras de espinheira-santa a) Far e b) Kalcp.
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Para a obtencado do grafico de scores da FIGURA 4.49 o posto da matriz foi

estimado como sendo 5 com 94.9% de representatividade dos dados analisados.

4.2.5. Dados quimométricos para todas as técnicas

Na tentativa de se obter informagdes adicionais sobre as amostras e as
técnicas empregadas neste estudo uma nova matriz foi construida utilizando-se
agora as proprias Componentes Principais geradas para cada técnica,
individualmente, como variaveis de uma nova matriz. Dessa forma o grafico de
loadings possibilita verificar qual técnica esta relacionada ou contribuindo de
maneira mais efetiva para a distribuicdo das amostras no grafico de scores. Para
cada técnica foram selecionados 3 PCs (HR-MAS, RMN de liquidos, CLAE 270 nm e
CLAE 350 nm) totalizando 12 novas variaveis. As amostras utilizadas foram as
mesmas dos estudos anteriores, entretanto, para a técnica HR-MAS a amostra
Sorocea bonplandii nao estava presente na matriz sendo necessaria sua retirada
neste estudo.

Apos a construgdo da nova matriz empregou-se o PCA. Previamente os
dados foram autoescalados e normalizados e a seguir o grafico de scores (FIGURA
4.51) foi obtido. A distribuicdo apresentada pelas amostras foi muito similar aquelas
obtidas nos estudos anteriores, onde a espécie M. aquifolium se aproxima do estudo
sazonal de M. ilicifolia. O adulterante Z. ilicifolia se mostou distinto e as amostras

comerciais n&o se agruparam a nenhuma dessas espécies.
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FIGURA 4.51: Grafico de scores obtido para todas as técnicas: PC1 (29.0%) vs. PC2 (16.7%).

No respectivo grafico de loadings (FIGURA 4.52) podemos observar que 0s
PCs referentes a técnica HR-MAS se posicionaram na parte esquerda do grafico
enquanto que em posicéo oposta temos os PCs da RMN de liquidos. Entretanto n&o
podemos atribuir a distincdo das amostras comerciais apenas a RMN pois nestas
duas técnicas ndo houve o agrupamento das amostras comerciais com a espécie
verdadeira de espinheira-santa. Ainda na parte direita do grafico de loadings temos
todos os PCs referentes ao estudo com CLAE, utilizando o comprimento de onda de
270 nm, responsavel por um melhor grupamento das amostras referente a espécie
de Maytenus ilicifolia.

Ainda no grafico de loadings podemos observar ao longo de PC2 que a
maioria dos PCs referentes a técnica CLAE encontra-se na parte inferior, e que
muito provavelmente, sejam responsaveis pelas posi¢des das amostras comerciais
EPSFar e EPSKac no grafico de scores. A auséncia de uma amostra referente a
espécie Sorocea bonplandii, impossibilitou observar seu agrupamento com as
amostras comerciais, anteriormente encontrado para as técnicas individuais.

A variavel PC2HR, na parte inferior e a esquerda do grafico de loadings,
referente a técnica HR-MAS deve estar contribuindo mais efetivamente para o
posicionamento da amostra referente a espécie Zollernia ilicifolia no grafico de

Scores.
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FIGURA 4.52: Grafico de loadings obtido para todas as técnicas.

De uma maneira geral a aplicacdo de métodos quimiométricos em todas as
técnicas utilizadas n&o forneceu informagdes adicionias aquelas obtidas
anteriormente para cada técnica. Entretanto, foi possivel evidenciar a necessidade
do emprego de diversas técnicas analiticas no estudo de matrizes complexas como

€ o caso de fitomedicamentos para uma melhor compreensao do sistema analisado.

4.3. Resultados para o Guaco
4.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear de HR-MAS

Na Farmacopéia Brasileira a espécie Mikania glomerata € descrita
oficialmente como guaco mas o extrativismo predatério fez com que esta espécie
quase se extinguisse. Atualmente a espécie Mikania laevigata € a espécie mais
comercializada, principalmente na regido Sul do Brasil, devido a sua abundancia de
tal forma que para o estudo em questdo optou-se trabalhar com esta espécie.
Novamente, devido a um trabalho de colaboragao entre o laboratério de RMN do
DQ-UFSCar e do CPQBA/UNICAMP foi possivel a obtengdo de amostras de guaco
com classificacdo boténica (Mikania laevigata) més a més, durante todo o ano,
possibilitando novamente a avaliacido de possiveis variagdes. Além disso, também
foi possivel a obtencdo de um exemplar de Mikania glomerata para a
complementacao desse estudo. A seguir sdo apresentados os espectros de 'H HR-

MAS para diferentes meses de coleta desta planta:
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ESPECTRO 4.19: Espectros de 'H HR-MAS para amostras de Mikania laevigata.

Nos espectros acima podemos observar a predominancia dos sinais na regiao
dos carboidratos, como esperado, uma vez que o material vegetal moido intacto
apresenta em sua composigdo grandes quantidades de sacarideos, celulose,
ligninas, entre outros. Adicionalmente, na regido aromatica podemos notar a
presenga de alguns sinais muito pouco intensos, que provavelmente podem estar
relacionados a presenca da cumarina (1,2-benzopirona) responsavel, em parte, pela
atividade farmacolégica desta planta. Entretanto os espectros desta espécie,
coletados em meses diferentes, ndo apresentaram diferengas significativas com
relacdo a presenga e/ou auséncia de determinados sinais. Dessa forma deu-se
continuidade & obtencéo dos espectros de 'H HR-MAS, inclusive para o padréo de

Mikania glomerata, mostrado a seguir:
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ESPECTRO 4.20: Espectros de 'H HR-MAS para as espécies a) Mikania glomerata e b) Mikania
laevigata.

Assim como anteriormente podemos observar nos espectros de 'H HR-MAS a
predominancia dos sinais na regido polissacaridica para ambas as espécies.
Entretanto a regido aromatica para a espécie Mikania glomerata nao apresenta os
sinais, mesmo que muito pouco intensos, encontrados para a espécie Mikania
laevigata, confirmando assim estudos prévios que relatam a presenca da cumarina
em quantidades muito maiores na espécie Mikania laevigata'”’.

Apoés a obtencéo de todos os espectros estes foram utilizados na construgao
da matriz para o emprego de métodos multivariados. O primeiro método a ser
utilizado foi o PCA e a partir dos dados de variancia o posto da matriz foi estimado
como sendo 5 com 93,4% de representacdo dos dados. A obtencédo do grafico de
scores foi realizado utilizando-se todo o espectro (FIGURA 4.53) e, posteriormente,
para as diferentes regides espectrais: regido alifatica, carboidratos e aromatica que
nao sao apresentados devido a similaridade dos resultados obtidos. A obtengao do
grafico de scores, a seguir, se deu com o pré-processamento centrado na média e a

normalizac&o das variaveis.
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FIGURA 4.53: Grafico de scores obtido para as espécies M. laevigata e M. glomerata:
PC1 (65.9%) vs PC2 (15.4%).

No grafico de scores acima podemos observar que as amostras de Mikania
laevigata do estudo sazonal se distribuiram de forma aleatdéria ndo havendo
grupamentos que indicassem as diferentes estagdes do ano. Apenas na parte
inferior e a esquerda é que temos o grupamento das amostras referentes aos meses
de fevereiro e dezembro que sdao meses quando as temperaturas estdo mais
elevadas. Ja para a amostra de Mikania glomerata podemos observar seu
grupamento com as replicatas referentes aos meses de abril e julho evidenciando
uma tendéncia no que diz respeito a época de coleta, uma vez que este exemplar
também foi coletado em Julho.

O segundo método estatistico empregado foi o HCA utilizando-se a conexao
incremental e um indice de similaridade de 0.49. Na ampliagcdo do dendograma
(FIGURA 4.54) a seguir podemos observar os mesmos resultados obtidos
anteriormente para o PCA. Na ampliacdo a direita, na parte superior, € importante
notar o grupamento da amostra referente a replicata de Mikania glomerata com a
amostra de M. ilicifolia coletada no més de julho, reafirmando assim, a influéncia da
época de coleta. Diante desses resultados também podemos inferir que o perfil

quimico destas espécies € muito similar quando se utiliza a técnica HR-MAS.

105



Resultados e Discussao

o
T i JGuaGlo3 T
H : [GuaGlo2 3’7 H !
H i fGuaGloa : 1
. : fGuadul3 : '
i Qeualulz 5 H
| : [Gualuld — : !

i @ Gualhr3

i Qouanbrz i
HRY Te{TEV U AR S

GuaSetd

GuaSet2

GuaSet.1

Gualov.3
GuaNov.2
GuaNow.1
Guahgo.d
Guahgo.2
GuaAgo.1

5'7
B
- 3
z S
T
1 R, i E
) T

GuaMai.1

Mar¢o, Outubro Guatti 3

Gualan3

e Dezembro. Gualan2

Gualan.l

FIGURA 4.54: Grafico de HCA para as amostras de M. laevigata e M. glomerata.

Para este fitomedicamento além da analise realizada com amostras coletadas
més-a-més também foi possivel realizar um estudo geografico. Mais uma vez
através da parceria com o CPQBA/UNICAMP foi possivel a obtencdo de amostras
de Mikania laevigata provenientes de diferentes regides do estado de Sao Paulo. Os
exemplares foram coletados nas cidades de Altindpolis, Jales, Sdo Carlos e
Campinas (CPQBA) e o mapa abaixo mostra a localizagdo geografica dessas

cidades no estado:

Altindpolis

Campinas

= 0\ %
ﬂ A Ministério l :H‘:‘

dos Transportes =

FIGURA 4.55: Mapa do estado de Sdo Paulo com as cidades de coleta.
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Com a obtencédo desses novos padrdes os respectivos espectros de 'H HR-
MAS, mostrados a seguir, foram obtidos e posteriormente adicionados a matriz

anterior para a analise quimiométrica.

a)
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ESPECTRO 4.21: Espectros de 'H HR-MAS para as espécies de Mikania laevigata provenientes
de a) Altinépolis, b) Jales e c) Sao Carlos.

De acordo com os espectros apresentados acima € possivel observar que o
perfil de sinais para cada uma das amostras é caracteristico, e que, apesar de serem
da mesma espécie ndo existe similaridade entre os mesmos. O unico padrao que se
repete € a grande quantidade de sinais na regido compreendida entre 5 3,0 e 5,0
ppm (carboidratos). Estes espectros foram acrescentados a matriz anterior e
novamente aplicaram-se métodos estatisticos na tentativa de relacionar o
comportamento andmalo dessas amostras.

Dando continuidade, os dados de variancia foram obtidos e o posto da nova
matriz também foi estimado como sendo 5 com 90,7% de representatividade.
Posteriormente os dados foram centrados na média e normalizados e o grafido de
scores foi entdo obtido. O perfil distinto desses padrées foi confirmado no grafico de
PC1 versus PC2 (FIGURA 4.56) onde as amostras apresentam-se distribuidas
aleatoriamente. A replicata referente a amostra coletada em Jales foi a que mais se

mostrou distante das demais, seguida por Sdo Carlos e Altinépolis. Provavelmente
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esta distribuicdo se deve ao fato de uma maior proximidade entre as cidades de Sao
Carlos, Altinépolis e Campinas, ndo conferindo assim grandes variagbes de clima e
solo. Para a amostra da cidade de Jales possivelmente a diferenca no perfil quimico
se deve ao fato da cidade estar situada na regido noroeste do estado onde as
diferencas climaticas sao maiores e as temperaturas mais elevadas quando
comparadas com a regiao sudeste, influenciando de maneira mais significativa o

metabolismo da planta.
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FIGURA 4.56: Grafico de scores obtido para o estudo sazonal e geografico da M. laevigata:
PC1 (60.8%) vs PC2 (16.8%).

Ainda no grafico de scores podemos observar a repeticdo do grupamento da
amostra referente a Mikania glomerata com a amostra do estudo sazonal coletada
em julho. O segundo método quimiométrico empregado para esse novo conjunto de
dados foi o HCA mas o resultado obtido foi muito semelhante ao encontrado com o
PCA e portanto, o dendograma nao € mostrado.

Ap0s todas essas analises um novo conjunto de dados foi construido a partir
da insercdo dos espectros de 'H HR-MAS das amostras comerciais na matriz
anterior. Dando continuidade, os dados de variancia foram obtidos e o posto foi
estimado como sendo 6 com 85,3 % dos dados analisados. As amostras do estudo
sazonal apresentaram o mesmo comportamento, seguidas pelas amostras do estudo
geografico e da replicata referente a espécie Mikania glomerata. Para as amostras

comerciais os grupamentos foram diferentes. As triplicatas referentes as amostras
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GuaRo e GuaCal posicionaram-se préoximas as amostras de Mikania laevigata o que
nos permite inferir que o fitomedicamento emprega esta espécie em sua formulagao,
entretanto as replicatas se mostraram distintas ndo evidenciando qualquer relagao

com a época de coleta.
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FIGURA 4.57: Grafico de scores obtido para as amostras comerciais de guaco:
PC1 (53.4%) vs PC2 (16.3%).

Na ampliagdo da regido inferior do grafico de scores acima, mostrada na
FIGURA 4.58, podemos observar que as amostras comerciais GuaPil e GuaKal
também se aproximaram da espécie Mikania laevigata confirmando os relatos da

literatura de que a espécie Mikania glomerata é pouco utilizada na atualidade.
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FIGURA 4.58: Ampliacao do grafico de scores.

ApOs a realizagado do PCA, o segundo método quimiométrico utilizado foi o
HCA. A FIGURA 4.59 esta representando apenas as ampliagbes do dendograma,
devido a grande quantidade de amostras, obtido para os dados utilizando-se

conexao incremental ou média ponderada.
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FIGURA 4.59: Ampliagdes do grafico de HCA para as amostras comerciais de guaco.

E importante notar na ampliacdo a esquerda (FIGURA 4.59) que a replicata da
espécie Mikania glomerata aparece muito proxima a amostra referente ao més de
julho ressaltando a similaridade do metabolismo primario de plantas pertencentes a
mesma familia e ao mesmo género. Na ampliacéo a direita podemos observar que
as amostras comerciais pertencem a grupos previamente formados pela espécie

Mikania laevigata confirmando os resultados obtidos anteriormente para o PCA.
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4.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Liquidos

As amostras utilizadas foram as mesmas empregadas no estudo com a
técnica HR-MAS. Inicialmente obtiveram-se os espectros referentes as amostras de
Mikania laevigata juntamente com a espécie Mikania glomerata, os quais sdo

mostrados a seguir:

b)
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ESPECTRO 4.22: Espectros de RMN de 'H para as espécies a) Mikania laevigata e
b) Mikania glomerata.

Os espectros de RMN de 'H apresentaram uma quantidade de sinais muito
maior quando comparado aqueles obtidos com a técnica HR-MAS. Além da
predominancia dos sinais na regido dos carboidratos o processo de extragdo, que
ocorre durante o preparo das amostras, faz com que as outras regides espectrais
também apresentam uma grande quantidade de sinais. Entretanto, o comportamento
da regido aromatica quando comparamos as duas espécies se repete no estudo
com a RMN de liquidos, pois os sinais apresentados pela Mikania laevigata ndo sao
encontrados na Mikania glomerata. Comparando-se o0s espectros da Mikania
laevigata com o espectro de uma solugdo contendo a cumarina (1,2-benzopirona)
em metanol-44 (ESPECTRO 4.23) podemos concluir que os sinais presentes na regiao

aromatica séo referentes a essa substancia, além de outras minoritarias, e que sua
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quantidade é realmente muito superior a encontrada na espécie oficial de guaco —

Mikania glomerata.
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ESPECTRO 4.23: Espectros de RMN de H para uma amostra de a) Mikania laevigata e
b) para a cumarina 1,2 benzopirona.

Para o guaco o emprego dos métodos quimiométricos foi realizado como
anteriormente, iniciando-se com o espectro total e em seguida avaliando regides
espectrais distintas. Apesar da grande quantidade de sinais na regido aromatica,
evidenciando a presenca da cumarina, os resultados provenientes do PCA e do HCA
foram muito similares ndo sendo possivel a obtencdo de informacdes adicionais.
Assim sendo, os resultados apresentados se remetem a utilizacdo dos espectros
em sua totalidade por serem mais representativos.

Todos os espectros de RMN de 'H foram utilizados na construcdo da matriz
para o emprego do PCA onde as amostras foram centradas na média e aplicou-se a
funcao primeira derivada nas variaveis além de sua normalizacdao. Para a obtencao
do grafico de scores, mostrado a seguir na FIGURA 4.60, estimou-se o posto da

matriz como sendo 5, com 93,0 % de representatividade dos dados analisados.
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FIGURA 4.60: Grafico de scores obtido para amostras de M. laevigata e M. glomerata:
PC1 (44.2%) vs PC2 (23.7%).

No grafico de scores acima podemos observar que a maioria das amostras de
Mikania laevigata se agruparam na regiao central, a n&o ser pela triplicata referente
ao més de dezembro que se encontra distinta das demais. Dentro do grupo
majoritario de Mikania laevigata existem subgrupos referentes aos meses
subsequentes de janeiro e fevereiro (na parte superior) e aos meses de maio e junho
(na parte inferior). A amostra de Mikania glomerata se mostrou diferente agrupando-
se na parte inferior e a esquerda do grafico de scores.

O segundo método quimiométrico empregado foi o HCA com conexao
incremental e os resultados foram idénticos aos obtidos para o PCA. A ampliacdo do
dendograma a seguir (FIGURA 4.61) evidencia o perfil anébmalo da amostra referente
a coleta de dezembro assim como o comportamento diferenciado da amostra
referente a espécie Mikania glomerata. Essas replicatas se encontram nas

extremidades do dendograma.
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FIGURA 4. 61: Grafico de HCA para as espécies de Mikania.

Assim como para a técnica HR-MAS foi possivel a realizagdo do estudo
geografico utilizando-se padrées de Mikania laevigata provenientes de Altindpolis,
Jales e S&o Carlos. A partir dos chas dessas amostras os espectros de RMN de 'H
foram obtidos, mostrados a seguir, e adicionados a matriz anterior para o posterior

emprego de métodos multivariados.
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ESPECTRO 4.24: Espectros de RMN de H para amostras de guaco provenientes de a) Altinépolis,
b) Jales e c) Sao Carlos.
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Da mesma maneira que para as analises prévias os dados de variancia foram
obtidos com a selegcdo de 5 PCs (posto da matriz) o que representa 89,0% dos
dados. Para a obtencdo do grafico de scores as amostras foram novamente
centradas na média e aplicou-se a funcado primeira derivada as variaveis além de
sua normalizagdo. Podemos observar no grafico da FIGURA 4.62 que novamente as
amostras do estudo geografico apresentaram-se dispersas ao longo de PC1 e de
PC2. A amostra de dezembro permaneceu distante dos demais padrdes de Mikania
laevigata e a replicata referente a espécie Mikania glomerata se agrupou na parte
inferior a direita do grafico de scores. Entretanto é importante notar que a variagao
que ocorre nos eixos PC1 e PC2 é relativamente pequena, caracterizando uma
maior proximidade mesmo para as amostras mais distintas. Provavelmente, esse
aumento de proximidade deve estar relacionado a uma presenca mais efetiva dos

metabdlitos secundarios.

Altinépolis

c2

P
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Mikania glomerata PC1

FIGURA 4.62: Grafico de scores obtido para o estudo geografico de M. laevigata:
PC1 (40.2%)vs PC2 (26.3%).

Apds a obtencdo do grafico de scores o segundo método estatistico
empregado foi o HCA. Como os resultados foram muito similares aos obtidos
anteriormente o dendograma nao € mostrado.

Na sequéncia os espectros referentes as amostras comerciais foram
adicionados a matriz de dados para posterior emprego do PCA. Inicialmente

obtiveram-se os valores de variancia para este novo conjunto de dados os quais
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foram utilizados para estimar o posto da matriz (5 com 84,3% dos dados). Para a
obtengdo do grafico de scores o pré-processamento utilizado nas amostras foi
centrado na média e como transformagcdo das varidveis empregou-se a
normalizacdo e a primeira derivada. No grafico de PC1 versus PC2 podemos
observar 0 agrupamento da maioria das amostras de Mikania laevigata a direita do
grafico. Na parte superior desta mesma regidao temos a replicata referente a
dezembro e na regido inferior, a espécie Mikania glomerata. Algumas das amostras
comerciais (GuaCal e GuaRos) apresentaram um comportamento totalmente
diferente do encontrado para a técnica HR-MAS, onde elas se mostraram proximas a
espéecie Mikania laevigata. Para a RMN de liquidos essas amostras se apresentaram
distintas desta espécie e dispersas ao longo de PC2. Adicionalmente a elas temos

um outlier referente a replicata 1 da amostra comercial GuaKal.

Mikania? laevigata

PC1

FIGURA 4.63: Grafico de scores obtido para as amostras comerciais de guaco:
PC1 (37.8%) vs PC2 (18.8%).

Na ampliacdo da regido a direita do grafico de scores, mostrada na FIGURA
4.64 a seguir, podemos observar o agrupamento das amostras comerciais GuaPil e
GuakKal repetindo o resultado encontrado para a técnica HR-MAS corroborando para
a conclusao de que esses fitomedicamentos utilizam a espécie Mikania laevigata em

sua formulacgéo.
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FIGURA 4.64: Ampliacao do grafico de scores.

Subsequentemente, aplicou-se o HCA a esse conjunto de dados e os
resultados encontrados confirmam os previamente obtidos para o PCA. Na
ampliagdo a esquerda (FIGURA 4.65) do dendograma podemos observar a formagéo
de um grupo distinto referente as amostras comerciais GuaRo e GuaCal, além do
outlier GuaKal1, sinalizando para o fato que, contrariamente ao que se obteve para a
HR-MAS, esses fitofarmacos utilizam uma outra espécie em sua fabricagdo. No
dendograma a direita € possivel verificar o grupamento das demais amostras
comerciais assim como a formagdo de um grupo distinto, na extremidade inferior,

referente a espécie Mikania glomerata.
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FIGURA 4. 65: Ampliagao do grafico de HCA para as amostras comerciais de guaco.
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4.3.3. Dados obtidos para a CLAE (A 274 nm)

Assim como para a espinheira-santa as amostras de guaco também foram
submetidas a um estudo utilizando-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com detector de Ultra-Violeta (U.V.). Mais uma vez empregou-se um
detector por arranjo de fotodiodos selecionando-se o comprimento de onda de 274
nm por apresentar o maior numero de absorgoes.

Para esse estudo as solugdes de guaco utilizadas foram obtidas a partir de
um extrato metandlico, empregando as amostras dos estudos anteriores. A seguir
sao mostrados alguns cromatogramas para as amostras de Mikania laevigata, com

classificagao botanica:
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FIGURA 4.66: Cromatogramas obtidos para M. laevigata nos meses de a) janeiro, b) margo,
¢) julho e d) outubro.

Através dos cromatogramas, apresentados na FIGURA 4.66, podemos
observar que a maioria deles apresenta os picos com o0s seguintes tempos de
retencdo: 20, 25 e 36 minutos havendo uma diferenca apenas com relacdo a

intensidades dos mesmos, além da presenga e ou auséncia de alguns picos com
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tempos de retencao inferiores. Ja para o cromatogrma referente ao més de margo
seu perfil se mostrou muito diferente dos demais ndo sendo possivel obter qualquer
informagéo relevante sobre esse conjunto de dados. Subsequentemente, esses
cromatogramas foram utilizados para a constru¢do de uma matriz a qual foi
submetida a Analise de Componentes Principais. Inicialmente os dados de variancia
foram obtidos para a estimativa do posto da matriz que foi 5 com 92,6% dos dados
analisados. Previamente a obtengcdo do grafico de scores (FIGURA 4.67) os dados
foram centrados na média e normalizados.

Podemos observar que na parte superior e a direita do grafico temos um
grupo referente as amostras dos meses com temperaturas um pouco mais elevadas
e que, provavelmente, apresentaram um cromatograma muito similar ao encontrado

para a amostra do més de margo.
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FIGURA 4.67: Grafico de scores obtido para as amostras de Mikania laevigata:
PC1 (38.8%) vs PC2 (26.8%).

Ainda no grafico scores obtido para as amostras de Mikania laevigata temos o
agrupamento dos meses subsequentes de maio, junho, julho e agosto posicionados
na parte inferior a direita. Este grupo refere-se a estagcéo de inverno onde existe uma
escassez de chuva e as temperaturas sdo mais amenas. As demais amostras
posicionaram-se de forma aleatdria sendo que os meses de outubro e janeiro foram

0s que se mostraram mais distintos.
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Da mesma forma que para as técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear a
espéecie Mikania glomerata e as amostras de Mikania laevigata provenientes de
Altinépolis, Jales e Sdo Carlos também foram analisadas por CLAE na tentativa de
se estabelecer uma comparagao entre as espécies. Os cromatogramas da FIGURA
4.68 mostram que a amostra proveniente de Altinépolis apresenta um perfil
cromatografico diferenciado com dois picos sobrepostos nos tempos de retengao de
13 e14 minutos. Ja os demais cromatogramas sao muito similares, havendo apenas

uma pequena variacao nas intensidades dos picos existentes.
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FIGURA 4.68: Cromatogramas obtidos para M. laevigata de a) Altindpolis, b) Jales,
¢) Sao Carlos e d) Campinas (CPQBA).

Posteriormente estes cromatogramas também foram adicionados a matriz
prévia para novamente empregar-se métodos multivariados. Seguindo os estudos
anteriores os dados de variancia foram obtidos para esta nova matriz, seu posto foi
estimado como sendo 5 com 86,5% dos dados analisados, e entdo, o grafico de
scores foi obtido. Para essa analise as amostras foram centradas na média e as

variaveis normalizadas.
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De acordo com o grafico da FIGURA 4.69 podemos observar que o
comportamento das amostras foi muito semelhante ao obtido anteriormente. As
amostras referente a epoca do ano com temperaturas mais elevadas se agruparam
na parte superior enquanto que os meses subsequentes de maio, junho e julho e
agosto (referentes ao inverno) se posicionaram de maneira oposta. A amostra da
espécie M. glomerata, assim como as amostras referente ao estudo geografico, se
aproximaram de um grupo de amostras de M. laevigata pertencentes ao segundo
semestre, entretanto, este comportamento n&o confere nenhuma relagdo entre

essas amostras.
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FIGURA 4.69: Grafico de scores obtido para as amostras de M. laevigata e M. glomerata:
PC1 (35.5%) vs PC2 (20.8%).

Diante desses resultados as amostras comerciais foram submetidas a analise
por CLAE e seus respectivos cromatogramas, mostrados na FIGURA 4.70 a seguir,

foram adicionados a matriz de dados para emprego do PCA.
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FIGURA 4.70: Cromatogramas obtidos para as amostras comerciais de guaco a) Ro e b)Cal.

Assim como para os estudos anteriores os dados de variancia foram obtidos e
0 posto da matriz foi estimado como sendo 5 com 89,0%% de representacdo dos
dados. Para a obtengédo do grafico de scores o pré-processamento centrado na

média foi aplicado as amostras e as variaveis foram normalizadas.
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FIGURA 4.71: Grafico de scores obtido para as amostras comerciais de guaco:
PC1 (33.3%) vs PC2 (23.0%).

No grafico de scores da FIGURA 4.71 temos a mesma disposi¢do das amostras
obtida anteriormente. O grupamento das amostras referentes aos meses com
temperaturas mais elevadas se posicionou na parte superior a direita e o

grupamento referente a estagcao de inverno na parte inferior. As demais amostras de
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Mikania laevigata e do estudo geografico dispuseram-se de forma aleatéria ao longo
dos eixos PC1 e PC2. Da mesma maneira as amostras comerciais se mostraram
dispersas no grafico de scores, mantendo-se proximas umas das outras. Nao foi
possivel obter qualquer informacao suplementar dessas amostras com relagdo ao
estudo sazonal ou geografico.

Ainda para esse conjunto de dados aplicou-se o HCA. A seguir temos o
dendograma (FIGURA 4.72), com conexao incremental ou média ponderada, obtido
para as amostras comerciais de guaco. Os resultados obtidos foram muito similares
aos do PCA onde as amostras comerciais se aproximam da M. laevigata, entretanto,
a amostra comercial GuaCal se aproximou da espécie M. glomerata. Para as
técnicas de RMN esse comportamento ndo foi observado, o que ndo nos permite
inferir sobre qual a espécie utilizada na fabricagdo deste fitomedicamento. Da
mesma forma que a amostra comercial Ro, para a técnica de CLAE, se mostra
similar as espécies de M. laevigata, na RMN de liquidos (FIGURA 4.63) o resultado foi
contrario. Para maiores conclusdes a respeito dessas amostras comerciais seria

necessaria a utilizagao de técnicas analiticas complementares.
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FIGURA 4. 72: Grafico de HCA para as amostras comerciais de guaco.

4.3.4. Dados quimiométricos para todas as técnicas

Da mesma maneira que para a espinheira-santa uma nova matriz foi
construida utilizando-se agora as proprias Componentes Principais geradas para

cada técnica, individualmente, como variaveis de uma nova matriz. No caso do
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guaco para cada técnica foram selecionados 3 PCs (HR-MAS, RMN de liquidos,
CLAE 274 nm) totalizando 9 novas variaveis. As amostras utilizadas para este
estudo foram as mesmas dos estudos anteriores. Apds a construcdo da nova matriz
empregou-se a Analise de Componentes Principais com o pré-processamento
autoescalado e a normalizagdo das variaveis. A distribuicdo apresentada pelas
amostras no grafico de scores (FIGURA 4.73) foi muito similar aquelas obtidas nos
estudos anteriores, onde as amostras de M. laevigata e aquelas referente ao estudo
geografico se agruparam. A amostra referente a espécie M. glomerata se mostrou

um pouco distinta e as amostras comerciais Ros e Cal se diferenciaram das demais.
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FIGURA 4.73: Grafico de scores obtido para todas as técnicas: PC1 (21.4%) vs PC3 (16.5%).

Analisando o gréfico de loadings (FIGURA 4.74) podemos observar que os PCs
a esquerda contribuem para o comportamento das amostras comerciais Ros e Cal.
Esses PCs pertencem as trés técnicas utilizadas neste estudo. Da mesma forma
temos os demais PCs a direita do grafico contribuindo para o grupamento das

amostras de M. laevigata e a diferenciagao da espécie M. glomerata.
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FIGURA 4.74: Grafico de loadings obtido para todas as técnicas.

Para o estudo com o guaco uma técnica complementar seria necessaria para
conferir maior confiabilidade aos resultados obtidos. Dessa forma seria possivel
avaliar o perfil das amostras comerciais Cal e Ros quanto ao material vegetal

utilizado em sua formulacgao.

4.3.5. SRM (Selected Reaction Monitoring)

Inicialmente os extratos de guaco obtidos a partir de hexano, diclorometano,
dicloro:metanol e metanol foram analisados por espectrometria de massas na
tentativa de se encontrar a cumarina 1,2-benzopirona. A relagdo massa/carga dessa
molécula tanto pela ionizagdo por Eletrospray (ESI) no modo positivo quanto por
Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) é igual a 147 [M+H]*, e como
podemos observar na FIGURA 4.75, a seguir, ela s6 ndo é encontrada no extrato

proveniente da extracdo com hexano:dicloro.
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FIGURA 4.75: Espectros de massas para os extratos de guaco utilizando a) diclorometano,
b) hexano:dicloro, c) dicloro:metanol e d) metanol.

Dentre os extratos analisados, o extrato diclorometanico foi o escolhido para o

estudo da fragmentacdo da cumarina 1,2-benzopirona devido a uma maior

concentragdo desta substancia e uma melhor volatilidade do solvente. Em seguida

foram testadas diversas energias de colisdo de tal forma que o espectro de massas
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no modo full scan pudesse fornecer a melhor relagcdo entre a molécula protonada

(m/z 147) e seus respectivos fragmentos. Esses espectros sdo mostrados a seguir:
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FIGURA 4.76: Espectros de massas full scan para a cumarina 1,2-benzopirona utilizando
diferentes energias de colisado.

Dentre as energias de colisdo utilizadas a de 20eV foi a que resultou em uma
melhor relagdo, onde a molécula protonada ainda apresenta uma intensidade
aproximada de 30%, e seus fragmentos (m/z 91 e 103) sdo os picos majoritarios no
espectro de massas full scan. Dessa forma foi possivel estabelecer as transicoes
utilizadas na técnica SRM como sendo m/z 147 — m/z 103 e m/z 147 —- m/z 91. A
escolha dessas transigdes se baseou na seguinte proposta de fragmentacdo para a

cumarina 1,2-benzopirona, apresentada no ESQUEMA 4.1:
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EsSQUEMA 4.1: Proposta de fragmentagéo para a cumarina 1,2-benzopirona.

A escolha dessas transigdes para posterior emprego da SRM proporciona

uma elevada seletividade a esta técnica, uma vez que, a possibilidade de existir um

outro fragmento com mesma relagdo massa/carga (m/z 147) e que apresente o

mesmo perfil de fragmentacédo, gerando m/z 103 e m/z 91, é quase nula. Assim

sendo, a técnica SRM foi aplicada as amostras de guaco comerciais. Inicialmente os

quadrupolos Q1 e Q3, FIGURA 4.77, foram fixados para detectar as transicbes m/z

147 - m/z 103 e m/z 147 — m/z 91:

|| Q2 Q3
f >
Cela de
m/z fixo colisao m/z fixo

FIGURA 4.77: Esquema do funcionamento do analisador de massas em SRM.
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Dessa forma, os extratos metandlicos feitos a partir das amostras comerciais
de guaco e do padrdo de Mikania laevigata foram analisados via CLAE-ESI-MS/MS.
O emprego da técnica SRM mostrou uma curva Gaussiana no Cromatograma de
ions Totais (TIC) para a transicdo m/z 147— m/z 103 em todas as amostras
comerciais, indicando a presenca da cumarina 1,2-benzopirona, como mostra a

FIGURA 4.78:
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FIGURA 4.78: Cromotograma de ion totais (TIC) obtidos para as amostras comerciais de guaco
referentes a transicdo m/z 147— m/z 103.
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A mesma Gaussiana, referente a uma substancia com o mesmo tempo de
retencdo de aproximadamente 17 minutos, também foi observada para a transigao

m/z 147— m/z 91, como mostra a FIGURA 4.79, confirmando o resultado anterior.
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FIGURA 4.79: Cromotograma de ion totais (TIC) obtidos para as amostras comerciais de guaco
referente a transicdo m/z 147— m/z 91.

Diante desses resultados, podemos concluir que todas as amostras
comerciais possuem a cumarina 1,2-benzopirona, mesmo que em pequenas
quantidades. Entretanto, o resultado obtido ndo nos permite concluir qual a espécie
vegetal empregada na formulacdo desses fitomedicamentos. E possivel inferir

apenas que estes possuem o marcador quimico para a espécie Mikania laevigata.

130



Conclusbées

5. Conclusoées

Os resultados obtidos durante a execugao deste trabalho permitem concluir
que a Ressonancia Magnética Nuclear, assim como outras técnicas analiticas
aliadas a Quimiometria, apresenta um grande potencial em estudos que visam a
avaliagao de matrizes complexas como € o caso dos medicamentos fitoterapicos.

Dentre as técnicas utilizadas durante a execucao deste trabalho a HR-MAS
propicia uma maior confiabilidade dos resultados por se tratar de uma técnica nao
invasiva, conservando todas as propriedades do material vegetal em estudo.
Entretanto, esta técnica apresentou algumas limitacbes com relagdo ao material
analisado, uma vez que uma certa mobilidade dos metabdlitos se faz necessaria
para a obtencao de espectros com uma quantidade de informagao adequada. Assim
sendo, a constituicao fisioldgica do material vegetal em estudo mostrou ser um fator
limitante para a utilizagdo desta técnica, mesmo quando aliada a métodos
multivariados.

Através do processo de extragao envolvido na utilizacdo de RMN de liquidos,
ao contrario da HR-MAS, foi possivel observar uma maior contribuicdo dos
metabdlitos secundarios, que se apresentam em pequenas quantidades, e que
muitas vezes, sao responsaveis pela atividade farmacolégica do fitofarmaco.
Contudo, o processamento das amostras pode interferir nas analises quimiométricas
se a repetibilidade do método empregado nao for garantida. Neste caso a
confiabilidade nos resultados pode ser prejudicada. Entretanto, dependendo das
caracteristicas fisiolégicas do material vegetal analisado a RMN de liquidos se
caracteriza como a técnica analitica de escolha.

O emprego da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia possibilitou a selegao
de classes de compostos de acordo com sua absorgao no detector, por arranjos de
fotodiodos, conferindo uma maior especificidade as analises. Apesar dessa maior
especificidade a utilizagdo do cromatograma como um todo, assim como para o
espectro de RMN de 'H, nos permitiu obter uma “impresséo digital” para as espécies
analisadas possibilitando a posteiror avaliagdo de amostras comerciais. Entretanto,
este método também nao fornece uma indicagdo quanto a presenca de outros
constituintes que podem ser extremamente téxicos.

Independentemente da técnica utilizada a complexidade dos dados gerados
foi muito grande sendo necessaria a utilizacdo de métodos quimiométricos. Dentre

as diversas técnicas existentes, a Analise de Componentes Principais (PCA) e a
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Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) foram as que melhores resultados
apresentaram, possibilitando a extragao de informagdes relevantes de uma maneira
simples e objetiva. A utilizagdo do Reconhecimento de Padrdo Supervisionado
(SIMCA), para as amostras comerciais de Catuaba, possibilitou a sua classificagao
inequivoca reafirmando os resultados preliminares, que a espécie mais
comercializada se tratava da espécie Trichillia catigua.

De maneira complementar as técnicas anteriores, a utilizacdo da SRM
(Selected Reaction Monitoring) permitiu concluir inequivocamente que todas as
amostras comerciais de Guaco apresentaram a cumarina 1,2-benzopirona, marcador
quimico para a espécie M. laevigata. Entretanto, ainda n&o foi possivel atestar a
autenticidade dessas amostras e, devido a seletividade desta técnica para esta
substancia, a analise de possiveis compostos tdxicos ficou inviabilizada.

De uma maneira geral cada técnica individual, aliada ou ndo a quimiometria, é
uma ferramenta poderosa, entretanto, &€ necessaria uma avaliagao prévia do material
a ser estudado bem como do problema a ser resolvido para uma escolha adequada,
observando as peculiaridades, e de tal forma, que os dados obtidos realmente

representem a matriz de estudo propiciando confiabilidade dos resultados.
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