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RESUMO

O 4-nerolidilcatecol (4-NRC) é o principal metabdlito secundario da espécie
Pothomorphe umbellata L. Mig. com comprovadas agbes antioxidante,
antiinflamatdria e fotoprotetora. No entanto, apds isolamento e armazenamento
deste observam-se evidéncias de fotoinstabilidade de modo que, a caracterizagao
dos fatores que influenciam tal instabilidade torna-se imperativa mediante a
perspectiva do desenvolvimento de um novo farmaco. Assim, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver e validar um método cromatografico capaz de analisar a
cinética de degradacdo do 4-NRC, na presenga dos produtos gerados,
empregando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector com
arranjos de fotodiodos (CLAE-PDA). Os resultados obtidos demonstraram que as
condigbes cromatograficas desenvolvidas utilizando gradiente de eluicdo contendo
MeOH:ACN:H,O como fase modvel possibilitou adequada sensibilidade (5 ug/mL),
linearidade (5-500 pg/mL), precisao intra (0,02 — 2,83%) e inter-dias (0,59 — 4,89%),
além de exatidao (98,46 - 104,88%) e robustez. O estudo fotolitico demonstrou
rapida degradacdo do 4-NRC (g = 26 min), com formagdo de um produto
majoritario (tr = 8 min). Dados do estudo hidrolitico evidenciaram elevada
instabilidade do 4-NRC em meio alcalino (pH 13,00), observando-se um produto
majoritario com tg proximo a 26 min. Na condigao acida (pH 1,00), a degradagao do
4-NRC foi lenta e parcial, mesmo apos 72 horas de exposi¢cao, sob aquecimento. O
principal produto de degradacgéo acida apresentou tg proximo a 12 min. A cinética
de degradagdo do 4-NRC, em meio acido e sob condi¢ao fotolitica, analisada
segundo o método grafico do decaimento da concentragcdo do 4-NRC, aponta que
ambas reagdes apresentam perfil sugestivo de 22 ordem. Neste contexto, sugere-se
o armazenamento da substédncia em pH neutro, sob condigdes refrigeradas e
protegidas da incidéncia da luz de modo a prevenir a degradagado. Deve-se evitar
ainda, o armazenamento em solugdes, principalmente alcalinas, pois a velocidade

de degradagao torna-se acelerada.

Palavras-chave: 4- nerolidilcatecol, estabilidade, produtos de degradacéo, cinética.



ABSTRACT

The 4-nerolidylcatechol is the main secondary metabolite of the species
Pothomorphe umbellata L. Mig. with established antioxidant, anti-inflammatory and
photoprotective actions. Nevertheless, after its isolation and storage, evidence of
photoinstability is observed, in a way that the characterization of the factors that
influence such instability become mandatory, facing the perspective of a new drug
development. Therefore, the aim of this paper was to develop and validate a
chromatographic methodology able to analyze the degradation kinetic of the 4-NRC,
in the presence of the degradation products, using the high performance liquid
chromatography coupled to a detector with photodiodes (HPLC-PDA). Our results
showed that the analytical method was selective (5 pg/mL) and linear over a wide
range of concentrations (5.0 to 500.0 pg/mL) indicating high intra-day (0,02 —
2.83%) and inter-day precision (0.59 — 4.89%), besides accuracy (98.46 — 104.88%)
and ruggedness. The photolytic study showed a fast degradation of 4-
nerolidylcatechol (tr = 25 min), generating a major product after a total run time of 8
min. The hydrolytic study showed high instability of the substance in alkaline
medium (pH 13.00), generating a major product after a chromatographic run time of
26 min. In acid conditions (pH 1.00), the degradation of 4-NRC was slow and patrtial,
even though after 72 hours of exposure, and under heating stress. The main product
of the acid degradation was seen after 12 min. The degradation kinetics of 4-NRC in
alkaline and photolytic conditions showed evidences of a 2° order profile, for both
reactions. Accordingly, it may be proposed the storage of 4-NRC in neutral medium,
under refrigerated conditions and also, protected from light incidence preventing
degradation. In addition, it must be avoided storage in solution, mainly in alkaline

conditions, once they accelerate the rate of 4-NRC degradation.

Keywords: 4-nerolidylcatechol, stability, degradation products, kinetic.
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1. INTRODUCAO

1.1 O 4-Nerolidilcatecol: origem, usos e aplicagcdes

A pesquisa de novas substancias, de origem natural, com potencial
terapéutico, tem despertado interesse na comunidade cientifica em todo o mundo.
Entre os anos 1970 e 2006, 24 novos farmacos foram aprovados. O Japao foi
responsavel por 37% destas descobertas, seguido pelos Estados Unidos (29%) e
por outros paises (Inglaterra, Suica, Canada, india e Russia). Grande parte destes
novos farmacos (10) possuem atividade antimicrobiana e, a maioria destes tem
origem policetidica, peptidica ou terpendide sendo que, 19 foram obtidos a partir de
microorganismos e 5 de plantas. (GANESAN, 2008).

Neste contexto mundial, a biodiversidade brasileira tem posicdo de destaque,
pois detéem 23% das riquezas naturais globais existentes em plantas, animais,
microrganismos e espécies marinhas (RATES, 2001; ROMANOS et al., 2002;
PINTO et al.,, 2002). Dentre as plantas que apresentam interesse terapéutico
destaca-se o género Pothomorphe, da familia Piperaceae. Este género foi descrito
em 1840 por Miquel, e representa cerca de dez espécies vegetais. No Brasil,
apenas duas delas s&o observadas: P. umbellata (L.) Miq. e P. peltata (L.) Miq.

A espécie P. umbellata (Figura 1), conhecida popularmente como pariparoba,
caapeba, catajé, malvarisco, aguaxima e caapeba verdadeira (PANIZZA, 1998), é
uma planta nativa da Mata Atlantica e pode ser encontrada em locais Uumidos,
sombreados e ricos em humus, nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito
Santo e Bahia, embora esteja amplamente distribuido no Brasil (PECKOLT, 1941;
RIEDEL, 1941; YUNKER, 1973).

Exemplares do género Pothomorphe apresentam baixa diversidade de
metabdlitos secundarios com poucas classes quimicas identificadas. Da espécie P.
umbellata, destaca-se o 4-nerolidilcatecol (4-NRC), um catecol prenilado (1)
(KIJJOA et al., 1980) cuja estrutura (Figura 2) se apresenta como uma molécula de
biossintese mista, formado por um grupo fendlico possivelmente proveniente do
acido cafeico ou do acido mevalbénico e, uma cadeia lateral isoprénica originaria do
nerolidol ou farnesol (LEWIS et al.,, 1995; KATO et al., 1998; BERGAMO et al.
2005). Outras classes quimicas incluem sesquiterpenos, como nerolidol (2)
(PARMAR et al., 1997); substancias fenilpropanoidicas, como apiol (3) (SILVA;



22

BAVER, 1972) e dilapiol (4) (BERNARD; TIELI, 1978); dimeros de catecol, como
peltatol A (5) (GUSTAFSON et al., 1992); aristolactamas, como piperumbelactama
DeE (6 e7) (TABOPDA et al., 2008) e, substancias com estruturas flavonoidicas
(8), 5,7-dimetoxi-3’,4’-metilenodioxi-flavonol (BASTOS, 1998). O 4-NRC (C21H300>)
€ 0 metabdlito secundario mais abundante das raizes da espécie P. umbellata, de
aspecto oleoso e coloracdo amarelo ouro, representando cerca de 21,5% deste,
embora tal concentragdo seja dependente de fatores sazonais (KIJJOA et al.,
1980).

Farmacologicamente, o extrato bruto desta espécie tem sido utilizado na
medicina popular para o tratamento de varias enfermidades, devido as suas
atividades antimalarica (AMORIM et al, 1988); inibidora da replicagao do virus HIV
(GUSTAFSON et al., 1992); analgésica (BIOKA; ABENA, 1990; PERAZZO et al.,
2005); antiinflamatéria (BARROS, 2005; PERAZZO, et at., 2005), antifungica
(TABOPDA et al., 2008), tranquilizante (BERNARD; TIELI, 1978); antimicrobiana
(MONGELLI et al., 1995), fotoprotetora (ROPKE et al., 2005, 2006) e citotdxica
(MONGELLI et al., 1999).
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Figura 1: Exemplares de Pothomorphe umbellata (L.) Mig. — Sdo Paulo. Fonte: L.
Borges, 2007.

A Farmacopéia Brasileira (SILVA, 1926), ainda na sua primeira edi¢cao
preconiza o uso das raizes de P. umbellata. Na atualidade, esta espécie tem sido

utilizada em dermocosméticos devido a sua acgao fotoprotetora (ROPKE et al.,
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2005). Testes realizados in vivo (ROPKE, 1999; ROPKE et al., 2003) e in vitro
(BARROS et al., 1997) demonstraram que, isoladamente, o 4-NRC possui
significativa atividade antioxidante, semelhante a da vitamina E, indicando-o como
potencial farmaco para usos em quadros de estresse oxidativo celular (BARROS et
al., 1997; DESMACHELIER et al.,, 1997a; DESMACHELIER et al., 1997b).
Verificou-se ainda que, quando aplicada a pele, a substéncia protege da agao
nociva dos raios ultravioleta do tipo UVB (BARROS et al., 1997). Estudos anteriores
demonstraram que o 4-NRC n&o apresenta potencial mutagénico em Salmonella
typhimurium nem em eritrocitos, tampouco toxicidade oral (BARROS et al., 2005).
Ademais, o 4-NRC apresenta efeito protetor da genotoxicidade induzida por
ciclofosfamida (VALADARES et al., 2007).

Nos ultimos 5 anos, um crescente numero de trabalhos tem sido publicados
destacando as propriedades farmacolégicas da espécie P. umbellata e do 4-NRC.
Entretanto, evidéncias de fotoinstabilidade do 4-NRC, quando isolado do extrato
bruto, podem ser observadas devido ao rapido enegrecimento, quando exposto a
luz ou armazenado em temperatura ambiente. Tais fatos juntamente com a vasta
utilizagdo popular e industrial, na dermocosmeética, justificam investigacbes das

condi¢cdes de armazenamento e prevengao de degradacao.
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Figura 2: Metabdlitos secundarios da espécie P. umbellata.
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1.2 Estudos de estabilidade

Os estudos de estabilidade s&o realizados visando avaliar a influéncia de
fatores como temperatura, luz, umidade, presengca de oxigénio, além de outros
agentes como pressdo, solventes e mudancas de pH que podem alterar as
caracteristicas originais de substancias farmacologicamente ativas (NUDELMAN,
1975).

A avaliagdo da estabilidade de farmacos e medicamentos pode ser realizada
de forma acelerada ou por meio de estudos de longa duragdo. Estes s&o projetados
de forma a acompanhar as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e/ou
microbiolégicas do farmaco durante ou, apds seu prazo de validade. Para estudos
de estabilidade acelerado sdo planejadas condicbes extremas de exposicdo e
armazenamento do farmaco (BRASIL, 2005), de maneira a avaliar as possiveis
alteragdes nas caracteristicas originais frente a fatores extrinsecos (p.e.
temperatura e umidade) e intrinsecos (p.e. variagao de pH). Ao final, os resultados
destes estudos permitem propor, ou confirmar, um prazo de validade e recomendar
adequadas condi¢des de armazenamento. Com a globalizagdo, evidenciou-se a
necessidade de padronizagdo das condigdes experimentais de conducido destes

estudos levando a instituir a Conferéncia Internacional de Harmonizacao (ICH).

1.2.1 Estudos de estabilidade segundo a Conferéncia Internacional de

Harmonizagéao (ICH)

Os guias elaborados pelo ICH tém por objetivo padronizar a interpretacéo e a
aplicacao de técnicas utilizadas no processo de registro de produtos de produtos
farmacéuticos de uso humano. O ICH considera e recomenda agbes que sao
descritas e adotadas por agéncias reguladoras da Unido Européia, Japao e Estados
Unidos. Tais guias s&o classificados em quatro categorias, segundo suas
finalidades, como demonstrado no Quadro 1. De acordo com tal classificagdo, sao
propostos guias para a condugao de estudos e avaliagdo de produtos.

Os estudos de estabilidade representam, portanto, uma importante ferramenta
para a avaliagdo da eficacia e seguranga de produtos farmacéuticos, despertando

crescente interesse do setor produtivo e de autoridades sanitarias.
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No Brasil, o teste de estabilidade é definido como um conjunto de ensaios

projetados para obter informagdes sobre a estabilidade de produtos farmacéuticos,

visando definir seu prazo de validade e periodo de utilizagdo em embalagens e

condi¢des de armazenamento especificadas pelo fabricante (BRASIL, 2005).

Quadro 1. Classificagao de guias do ICH por finalidade e aplicagao.

Finalidade Aplicagao Exemplos de guias
- Estabilidade de drogas e
produtos
Os guias de qualidade (Q) - Validag&o analitica
Qualidade estabelecem procedimentos para a | _ qualidade de produtos
avaliagao da qualidade quimica e biotecnolégicos
farmacéutica. - Sistema de qualidade
farmacéutica
- Estudos de
genotoxicidade
Os guias de seguranga (S) - Estudos de
Seguranca abordam a conduc¢ao de estudos carcinogenicidade
pré-clinicos in vivo e in vitro - Teste de toxicidade
- Estudos farmacoldgicos
- Estudos de dose-
Os guias de eficacia (E) preconizam | resposta
Eficacia a conducao de estudos clinicos em | - Fatores étnicos

humanos.

- Estudos clinicos

- Boas praticas clinicas

Multidisciplinar

Os guias multidisciplinares (M) sao
para tépicos que nédo se enquadram
em uma unica das categorias

anteriormente citadas.

- Terminologia médica
- Transmisséao eletrénica
de dados regulatoérios
- Correlagao de estudos
pré-clinicos e estudos

clinicos

Fonte: http://www.ich.org/cache/compo/276-254-1.html
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Para os orgéos regulamentadores da comunidade européia, Japédo e EUA a
elaboragao do guia Q1A, em 1996, veio para complementar os estudos iniciais de
investigacdo de farmacos. Neste guia estdo sugeridas as faixas de temperatura e
umidade de exposi¢gado do produto ou da substancia, bem como a duragao do teste.
Ja o guia Q1B (ICH, 1996), anexo ao guia Q1A, prevé as condigbes para a
realizagdo de testes de fotoestabilidade. A proposta destes guias é avaliar a
qualidade de farmacos e produtos sob condicbes extremas de temperatura,
umidade e luminosidade, bem como, estabelecer o prazo de validade de
farmacos/medicamentos. Baseado nos resultados destes testes € possivel prever
quais fatores que podem influenciar na qualidade e, consequentemente, afetar a
seguranga e/ou eficacia do produto/substancia (BAKSHI; SINGH, 2002), bem como

avaliar sua cinética de degradacgéo.

1.2.2 Aplicacoes dos estudos de estabilidade

Nos estudos de estabilidade, os processos de degradagao dos farmacos estao
associados as reag¢des quimicas que consomem energia e podem ser acelerados
pelo aumento de temperatura. Numa reac¢ao de degradacgao a substancia no estado
inicial € chamada de reagente, ou substrato, e a substancia formada, de produto.

A avaliacdo e quantificacdo de produtos de farmacos, originados por
processos de degradacdo, pode ser aplicada na determinagdo da cinética da
reacao. O monitoramento destes processos de degradacdo € frequentemente
realizado por estudos de estabilidade, utilizando métodos analiticos validados, de
acordo com as condi¢des indicadas pelos guias do ICH.

Exemplos incluem os farmacos bloqueadores seletivos a; — adrenérgicos,
prazosina (9), terazosina (10) e doxazosina (11) (Figura 3), utilizados no tratamento
de hipertens&o arterial e hiperplasia benigna da préstata. Estes sao suscetiveis a
varios agentes de degradagdo, quando submetidos a estudos de estresse. A
avaliacao dos produtos formados foi conduzida segundo método analitico validado.
Neste estudo, observou-se maior estabilidade dos farmacos em solugao neutra e
em condigdo oxidativa (H,O2 3% por 6 h e H,O2 30%, 24 h, em temperatura
ambiente). Nestas condicbes os produtos de degradagdo, mesmo em baixas
concentragbes, apresentaram-se mais polares que os farmacos investigados. Em
condicdes hidroliticas (HCI 0,1M e NaOH 0,1M, 40° C, por 7 dias), foi observada a
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formacgao de produto de degradacao maijoritario mais apolar que seus reagentes (9,
10 e 11). Estes produtos apresentaram caracteristicas cromatograficas
semelhantes e tiveram suas massas determinadas por CL/EM ESI* (290). No
estado sélido, os farmacos mostraram-se estaveis a condigao térmica (50° C, por 3
meses) (OJHA et al., 2003; BAKSHI; OJHA; SINGH, 2004).
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Figura 3: Farmacos bloqueadores seletivos as-adrenérgicos avaliados em estudos

de estresse.

Farmacos antimicrobianos, como secnidazol (12), tinidazol (13) e ornidazol
(14) (Figura 4), também foram monitorados quanto a estabilidade em condi¢ao de
estresse. Extensiva degradacao do secnidazol foi observada, especialmente em
meio alcalino (NaOH 0,1 M 80° C, 8 h) e oxidativo (H20, 3% por 6 h e H20, 30%,
48 h, em temperatura ambiente), assim como na presencga de luz, e em meio acido.
O farmaco apresentou estabilidade na condigdo térmica e em meio neutro,
apresentando degradagcéo de 2 e 5 a 8%, respectivamente (BAKSHI; SINGH,
2004a). Para tinidazol, observou-se que a degradagdo gera produtos com
caracteristicas cromatograficas similares tanto na condi¢do alcalina (NaOH 0,1 M

80° C e tampao pH 10 80°C, por 8 h) como na fotolitica (12 dias em camara de
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fotoestabilidade) (BAKSHI; SINGH, 2004b). Nos testes com ornidazol a técnica de
CLAE-PDA foi aplicada e possibilitou a detecgcédo de seis produtos de degradagéo
(BAKSHI et al., 2001). Os resultados dos estudos hidrolitico acido e oxidativo
revelaram que houve redugdo da concentragao do analito em estudo, entretanto,
nao se verificou a presenca de produto(s) de degradagao, possivelmente pela
auséncia de grupos cromoforos nas moléculas formadas. Analogamente, a
degradagdo do secnidazol ndo gerou produtos detectaveis/quantificaveis nas
condicbes alcalina e oxidativa; tampouco o tinidazol nos estudos alcalino e

fotolitico; assim como o ornidazol em meio acido e estudo oxidativo; (12, 13 e 14).
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Figura 4: Farmacos antimicrobianos submetidos a estudos de decomposigéo.

Os estudos com os farmacos ezetimibe (15) e gugulsterona (isbmeros Z e E)
(16 e 17) (Figura 5), indicados para o tratamento de hipercolesterolemia, foram
conduzidos para avaliar a estabilidade frente a agentes estressantes. No estudo do
ezetimibe a exposigao as condi¢des alcalinas (NaOH 0,1 M 40° e 80° C por 8 h) e
luz (2 dias em camara fotoestabilidade) promove efetiva instabilidade na molécula,
levando a formagao de um produto de degradacao maijoritario, mais apolar que o
reagente, em todas as condi¢des hidroliticas e fotolitica aplicadas. Sua velocidade
de degradacao hidrolitica acida foi mais lenta que a alcalina e neutra. No entanto, o
farmaco se mostrou estavel em condi¢gdes de estresse oxidativo (H202 3% e 20%,
Tamo/ 24 h) e térmico (50° C, 45 dias e 60° C, 7 dias) (SINGH et al., 2006). Para a
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gugulsterona, verificou-se que a degradacao deste farmaco em meio alcalino
(NaOH 1 N, 80° C por 1 h) ocorre mas rapidamente que em meio acido (HCI 5 N,
80° C por 1 h). Quando exposto ao meio oxidativo, a degradagéo de gugulsterona é
mais intensa na presenca de H;O, 50%, formando dois produtos de degradacéo
adicionais aqueles detectados na presenga de H,O2 6% (80° C, por 2 h). O estudo
demonstrou que ambos isbmeros de gugulsterona sao susceptiveis as condi¢des
de estresse as quais foi exposto, levando a formagao de produtos de degradagéo

mais polares que o reagente (AGRAWAL et al., 2004).
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Figura 5: Farmacos ezetimibe (15) e gugulsterona (Z e E) (16 e 17) indicados para

o tratamento e hipercolesterolemia, avaliados sob condicédo de estresse.

Nos estudos de estabilidade do sulfato de indinavir (18) e zidovudina (19)
(Figura 6), farmacos com atividade inibitéria do HIV, ha formagéo de produtos de
degradagado em todas as condigbes de estresse as quais estes foram submetidos.
No estudo do sulfato de indinavir (18) quando em tampé&o fosfato (pH 8,0 70° C, por
1 h) ou, em meio alcalino (NaOH 1 N 70° C, por 1 h) e oxidativo (H,O2 30% 65° C,
por 30 min) verificou-se a presenca de produtos mais polares que o farmaco
original. Ja na condigdo acida (HClI 1 N 70° C, por 1 h), ha a formagdo de um

produto mais apolar, similarmente ao estudo térmico (80° C, 2 h), verificando-se



31

formagao de ambos os tipos de produtos (KAUL et al., 2004). Diversamente, para a
zidovudina (19), todos os produtos de degradagao formados pela exposi¢ao do
farmaco (HCI 0,1 M 5 dias; H20, 5 dias; NaOH 0,1 M, 5 dias; H,O, 3 e 30%, 2 dias;

luminosidade por 5 dias) foram mais polares que o reagente (DUNGE et al., 2005).
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Figura 6: Farmacos utilizados no tratamento da AIDS: sulfato de indinavir (18) e
zidovudina (19).

Outros estudos de estresse, com diferentes especialidades terapéuticas de
farmacos, também foram realizados objetivando a avaliagdo da seguranga e
qualidade de produtos. Alguns exemplos s&o: farmacos de agao antiplaquetaria e
vasodilatadora (cilostazol) (20) (FAYED et al., 2007), anti-tuberculose (isoniazida)
(21) (BHUTANI et al., 2007), anti-hipertensiva (maleato de enalapril) (22)
(BHARDWAJ; SINGH, 2008), osteoartrite (diacereina) (23) (GIANNELLINI et al.,
2005), antidepressivo (venlafaxina) (24) (ASAFU-ADJAYE et al, 2007) e
antitumoral C 1311 (25) (BROK et al., 2005) (Figura 7). Nestes estudos, o
desenvolvimento de um método analitico, de acordo com ICH, assegurou o

monitoramento da formacao de produtos de degradacao.
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Figura 7: Farmacos submetidos a estudos de estabilidade, segundo ICH.

1.2.3 Reagoes quimicas relacionadas a processos de degradagao

Os farmacos expostos as condicdes de estresse em estudos de estabilidade
podem sofrer diferentes reagcdes, como por exemplo, hidrélise, oxidagao, reducao,
fotdlise e pirdlise. Outras reacbes como decomposi¢cdo e racemizacdo também
podem ocorrer sem haver correlagao ao agente de estresse.

Especificamente, os grupos fendlicos sdo mais suscetiveis as reagdes de
fotdlise e oxidacao. Nestes, as reacdes de oxidagao sdo determinadas pelo numero

de ligagbes carbono-oxigénio, levando a formagéo de quinonas, como apresentado
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no esquema abaixo, em que 1,4-dihidroxibenzeno é convertido em p-benzoquinona

(Esquema 1).

OH o () 0]
\
. 0, | OH
— +  2H + H,Op —> + H,0
OH o 5 |

)
1,4-dihidroxibenzeno p-benzoquinona

Esquema 1: Reacdo de oxidacao de grupo fendlico (CONNORS; AMIDON;
STELLA, 1986).

Ja as moléculas que apresentam grupos cromoforos como nitro, cetonas e
sulfonas, duplas e ftriplas ligagdes sao sensiveis a fotdlise. Quanto maior a
ocorréncia destes grupos maior mobilidade dos elétrons na molécula e menor

energia de ativagao para reag¢des de degradagdao (NUDELMAN, 1975).

1.2.4 Cinética das reagdes quimicas

A cinética € o estudo da velocidade das reacdes quimicas e dos mecanismos
envolvidos. Tais dados possibilitam verificar a rapidez com que os reagentes séao
consumidos no meio, monitorar a formagao de produtos, estabelecer a meia-vida de
farmacos e ainda, determinar e propor condi¢des ideais de uso e armazenamento
(KOSTENBAUDER; BOGARDUS, 1995). Adicionalmente, permitem avaliar a
influéncia da concentracdo dos reagentes e produtos, e a agao de fatores como
solventes, pressao e temperatura, na velocidade das reagdes quimicas.

A constante da velocidade da reagcao (k) € estabelecida pela concentracao
consumida do reagente ou pela concentragdo formada de produto (dc) por periodo
de tempo (dt). A velocidade reacional pode ser calculada aplicando-se a equagéao

geral (1), que descreve a relagado concentragao-velocidade.

-dc/dt=k 1)
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Onde, -dc / dt é a razdo com que a concentracado do reagente diminui em fungao do
tempo. O sinal negativo indica redugdo da concentragédo do reagente durante a
reacao.

A cinética das reagbes pode ser classificada, geralmente, em: reagdes de
ordem zero, de primeira ou segunda ordem. Na equacgao da velocidade, a soma dos
expoentes aos quais estao elevadas as concentragdes, é que determina a ordem
da reagdo (CONNORS; AMIDON; STELLA, 1986; RUSSEL, 1994).

As reagdes quimicas podem ser representadas pelas equagdes abaixo (2 e 3):

A—B
(2)

|| A+B—->C ||

3)

Nas reagdes (2 e 3) os produtos gerados sdo designados por (B e C),
respectivamente.

Nas reacdes de ordem zero, a velocidade da reacdo independe da
concentragdo do(s) reagente(s), ou seja, mesmo que ocorra aumento da
concentracdo de um reagente a velocidade da reagcdo permanece inalterada. A
velocidade de uma reagao de ordem zero pode ser calculada aplicando-se a

seguinte equacao (4):

” k=(Co—C)/t ”

Onde C; é a concentracéo inicial e C é a concentragédo no tempo t.
Para se estabelecer a meia-vida da reagao (t 1), ou seja, o periodo de
tempo necessario para que a concentragdo do reagente reduza a metade de seu

valor inicial, utiliza-se a equacgao (5):

|| t12=Co/ 2k || (5)

Onde Cy é a concentracéo inicial do reagente A.
Nas reacbes de primeira ordem existe proporcionalidade direta entre a
concentracdo de um dos reagentes e a velocidade de reagdo. Nestes casos,

quando a concentragdo de um reagente duplica, a velocidade da reagao também
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duplica. A velocidade de uma reagdo de primeira ordem pode ser calculada

empregando-se a equagao (6):

k=(1/t).InCo/C (6)

Para o calculo da meia-vida da reagdo de primeira ordem emprega-se a
equacdo 7. A meia-vida da reacdo de primeira ordem é independente da
concentragdo inicial, ja que o tempo necessario para a concentragdo do reagente
reduzir a metade do valor inicial € o mesmo necessario para a concentragao reduzir
a quarta parte, devido a proporcionalidade entre a concentragao e a velocidade da

reacao.

|| t o= 0693/ k || @

Nas reagcbes de segunda ordem, a velocidade de reag&o é proporcional a
concentragcédo de dois reagentes ou a segunda poténcia de um deles. Neste caso,
quando a concentracdo de um reagente € duplicada, a velocidade da reagao é
aumentada em quatro vezes. A equagao da velocidade de uma reagao de segunda

ordem pode ser expressa pela equacéao 8:

1/C = (1/Co) + kt

No calculo da meia-vida da reacédo de segunda ordem emprega-se a equagao
9. Neste caso, a meia-vida da reagcdo depende da concentragao inicial, ja que néao
ha proporcionalidade entre a concentragao do reagente consumido em fungao do

tempo.

t1/2 = 1 /kCO (9)

Aplicando-se o modelo grafico, para a determinagdo da cinética da reagao,
tem-se: para reagées de ordem zero o grafico deve ser construido com dados da

concentragcédo do reagente versus o tempo (Figura 8); para as reagdes de primeira



36

ordem, pelo logaritmo da concentragao versus o tempo (Figura 9); ou de segunda

ordem, pelo inverso da concentracéo versus o tempo (Figura 10) (RUSSEL, 1994).

Grafico Ordem Zero
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Figura 8: Representagdo grafica para reagdo de ordem zero: valores de

concentracédo do reagente A (mol/L™") em func&o do tempo (h).
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Figura 9: Modelo grafico para reacédo de primeira ordem: valores do logaritmo

natural da concentragao do reagente A em fungédo do tempo (min).
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Figura 10: Exemplo gréafico para reagao de segunda ordem: inverso dos valores da

concentracdo do reagente A (mol/L™") em funcgéo do tempo (s).

Mediante a analise do grafico elaborado como descrito anteriormente, verifica-
se e a correlagao entre os dados, e aquele que mais se aproxima da linearidade
indica a ordem da reagcao (NUDELMAN, 1975).

A correlagao entre o percentual do farmaco nao degradado versus o tempo é
usualmente empregada em graficos de dispersao XY na determinagdo da ordem da
reacao quimica. A literatura apresenta, dentre outros estudos, a avaliagdo da
influéncia do pH e temperatura nos processos de degradagdao do cloridrato de
cefetamete pivoxila. Neste caso, o farmaco foi exposto a diferentes condi¢des
hidroliticas (faixa de pH entre 0,44 e 8,00), e temperaturas variando entre 333 a 363
K (59,5 a 89,5° C), obtendo-se um processo de degradagdo que obedece a uma
cinética de segunda ordem (JELINSKA; DOBROWOLSKI; OSZCZAPOWICZ,
2004). Ja no estudo de fotoestabilidade do nifedipino realizou-se a exposi¢gao do
farmaco a luz UV (40 W, por 300 min), obtendo-se cinética de ordem zero no inicio
da reacdo (até 175 min) e, posteriormente, cinética de segunda ordem
(SHAMSIPUR et al., 2003).

Tal metodologia de avaliagdo da degradagdo também tem contribuido para a
determinacdo da cinética de degradacédo de produtos naturais. A estabilidade do

acido litospérmico B (LAB), um acido polifendlico da espécie Salvia miltiorrhiza, foi
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monitorada em meio com pH variados. Neste, foi possivel observar que LAB é mais
estavel em pH 2,0 demonstrando cinética de primeira ordem na reacao de hidrélise
(GUOQ et al., 2007).

Pelo exposto, o desenvolvimento e validagdo de um método analitico
indicativo da degradacdo do farmaco original € justificavel, pois possibilita o

monitoramento da qualidade de novos farmacos e /ou produtos farmacéuticos.

1.2.5 Métodos analiticos indicativos de estabilidade

O processo de degradacdo de um farmaco pode ser monitorado por um
método analitico suficientemente sensivel e seletivo, que permita detectar com
exatiddo e, precisdo, os produtos degradados. Os métodos indicativos de
estabilidade sdo metodologias analiticas validadas capazes de detectar mudangas
nas propriedades quimicas, fisicas ou microbiolégicas de um farmaco, de modo a
quantificar seus ativos, produtos de degradagdo ou outros componentes, sem
interferéncias (BAKSHI; SINGH, 2002).

As técnicas mais comumente empregadas nas analises de amostras
submetidas a testes de estabilidade sao titulometria, espectrometria, analise
térmica e cromatografia. Esta ultima, aliada a detectores por espectrometria de
massas e arranjo de diodos (PDA), tem sido aplicada com maior frequéncia devido
a possibilidade de quantificar concentracdes relativamente baixas de produtos de
degradacdo, com exatiddo, alta capacidade de resolucdo e sensibilidade mas,
principalmente, elevada especificidade (BAKSHI; SINGH, 2002).

Os detectores PDA, diferentemente dos detectores UV-VIS tradicionais
(operam com um feixe unico de radiagdao UV-VIS, medindo a absorbancia num
unico comprimento de onda), tém fontes intercambiaveis com lampadas de
tungsténio e deutério (Figura 11). As emissdes de radiacédo destas lampadas sao
focalizadas através de uma lente sobre a amostra. Assim, todo o espectro de
emissao da lampada incide sobre a mesma, sendo que a radiagao incidente sera,
em parte, absorvida. Esta radiagdo que atravessou a amostra ira incidir sobre uma
lente que focaliza o feixe sobre uma fenda, e desta sobre uma grade de difragao.
Esta grade ira difratar a radiagdo, separando os seus diferentes comprimentos de
onda, sendo que cada um deles ira incidir sobre um arranjo do diodo. Este diodo,

ao ser irradiado, produz uma corrente elétrica cuja magnitude depende da
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intensidade da emissdo. Através de um circuito de calibracdo adequado, esta
corrente sera transformada em absorbancia, na faixa de 200 a 800 nm, resultando
no espectro de absorgao por varredura (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
Adicionalmente, o uso do PDA também permite que seja realizada a avaliagéao
da pureza pela sobreposigcdo dos espectros do inicio, topo e final do pico

cromatografico (“upslope”, “top” e “downslope”) e o armazenamento simultaneo dos
dados. Com este recurso, &€ possivel reconhecer, de maneira eficiente, picos
interferentes nas analises cromatograficas, e ainda facilita na identificagcdo de
espécies e na escolha das melhores condigbes cromatograficas na determinagao

quantitativa de farmacos (MASTER, 1994; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Obturador N
Lente | | L)
~ el W
Amostra (N \ | W | Lampadade
< Y ) '-D' tungsténio
Lente | | L7 \J  Lampadade
Fenda [ W LI deutério

Grade

S Arranjo
de diodos

Figura 11: Esquema o6ptico de um espectrofotdmetro de detector de arranjo de

diodos (Fonte: http://www.chemkeys.com).

A utilizagdo de detector PDA permite ainda, a determinagdo da absortividade
molar (€), que representa a quantidade exata de luz UV que é absorvida pela
amostra. Esta € uma constante fisica que caracteriza a substancia analisada. Pela
medida do € é possivel verificar a quantidade de energia eletromagnética requerida
para excitar um elétron para um nivel superior de energia, provocando a transigéao
m — 1%, promovendo a absorgao de energia (MURRY, 2006). O célculo do € pode
ser realizado aplicando-se a equacéao (10) (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL,
1979):

€=A/(Cx]J) (10)

Onde: A é absorbancia; C concentracao (g por 100 mL) e / o caminho 6ptico através

da amostra (cm).
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Complementarmente a identificacdo cromatografica, a caracterizacdo quimica
estrutural dos produtos de degradacdo pode ser realizada utilizando-se técnicas
classicas como ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas

(EM), infravermelho (1V), dentre outras.

1.3 Validagao da metodologia analitica de quantificagcao de farmacos

A validagdo de metodologias quantitativas abrange um conjunto de
procedimentos que visam assegurar a confiabilidade dos resultados encontrados,
em ensaios experimentais (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Além disto, possibilita a
avaliacdo da adequacado do método analitico a aplicacdo pretendida e ainda, o
estabelecimento de procedimentos e cuidados necessarios para a realizacdo das
analises sendo, por isto, um dos requisitos para registro de produtos junto as
autoridades regulatorias mundiais.

No Brasil, a ANVISA e o INMETRO sao as agéncias responsaveis pela
certificagdo dos laboratérios aptos a realizarem validacdes analiticas comerciais.
Outras entidades como IUPAC e ICH, que tem atuagao internacional, também tém
estabelecidos guias e normas com recomendagdes e requisitos minimos para a
avaliacdo de métodos analiticos comerciais. Estas instituicbes visam, através da
normatizacdo, harmonizar diferencas nas aplicacbes de analises de produtos
farmacéuticos em todo o mundo.

Neste sentido, a validagcao analitica deve atender a finalidade de aplicagao do
método. Sendo assim, os procedimentos de validagdo de metodologia estao
classificados em 4 categorias, de acordo com a finalidade de procedimento analitico
empregado (Quadro 2). Para cada uma destas categorias estédo indicados os testes
a serem executados, como descritos no quadro 3.

Para o registro de medicamentos no Brasil, além da validagdo analitica,
publicou-se recentemente uma orientacdo legal que prevé o monitoramento da
degradacao de farmacos sob condigdes de estresse (BRASIL, 2008). Os ensaios
estabelecidos neste informe técnico preconizam a identificacdo e quantificagao de

produtos de degradacao, segundo método validado indicativo da estabilidade.
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Quadro 2. Classificagao dos testes, segundo sua finalidade.

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinagdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas

[l Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de
impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas

1] Testes de performance (p.e. dissolugao, liberagao do ativo)

Y Testes de identificacao
Fonte: BRASIL, 2003.

Quadro 3. Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua
finalidade.

Categoria ll Categoria
Parametro Categoria | L. Ensaio Categoria IV
Quantitativo| " 1l

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao intra-dia Sim Sim Nao Sim Nao
Precisao inter-dia ** > Nao > Nao
Limite de Nao Nao Sim * Nao
detecgao

Limite de Nao Sim Nao * Nao
quantificagao

Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** ndo é necessaria se houver comprovacgao da reprodutibilidade.
Fonte: BRASIL, 2003.

Para substancias isoladas ou matérias-primas pode-se monitorar a substancia
original realizando sua quantificagdo, desde que seletivamente. Neste caso, a
validagdo analitica é conduzida de modo a atender aos critérios exigidos para
metodologias analiticas da categoria |. Desta forma, os parédmetros a serem
avaliados na validagdo deste método analitico sdo: especificidade/seletividade,
linearidade, intervalo, precisdo, limite de quantificacdo, exatiddo e robustez
(BRASIL, 2003).
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1.3.1 Especificidade/seletividade

E a capacidade que o método possui de avaliar exatamente uma substancia
na presencga de outros componentes como p.e. impurezas, produtos de degradacgao
e componentes da matriz. No caso de medicamentos, a seletividade do método
pode ser demonstrada por meio da comparagao da analise de amostras contendo

apenas placebo, e aquelas contendo somente o analito (BRASIL, 2003).

1.3.2 Linearidade e Intervalo

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro
do intervalo especificado. Este pardmetro da validagdo pode ser expresso por uma
curva padrédo. Havendo relagao linear, os resultados do teste deverao ser tratados
por métodos estatisticos apropriados para determinacdo do coeficiente de
correlaco linear (R?), interseccdo com o eixo y, coeficiente angular e desvio padrao
relativo (BRASIL, 2003).

1.3.3 Limites de Detecgao e Quantificagao

O limite de deteccao (LD) é considerado a menor concentragdo do analito
presente em uma amostra que € possivel detectar, porém, ndo necessariamente,
quantificar. O limite de quantificacdo (LQ) é estabelecido como a menor quantidade
de analito de uma amostra que pode ser quantificado com precisédo e exatidao, sob
condi¢cbes analiticas estabelecidas (BRASIL, 2003).

1.3.4 Precisao

A preciséo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de amostra equivalente. A preciséo
pode ser expressa pelo desvio padrdao relativo (DPR) ou pelo coeficiente de
variagao (CV%) e é avaliada de duas formas (BRASIL, 2003).

A precisao intra-dia ou intra-ensaio avalia a repetibilidade do método, com o

mesmo analista e mesma instrumentacéo. Ja a precisao intermediaria, inter-dia ou
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inter-ensaio é avaliada por meio de analises em dias diferentes e/ou analistas
diferentes. Para métodos cromatograficos, o ICH preconiza controlar a variabilidade

a valores menores que 5% .

1.3.5 Exatidao

A exatidao de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo, em relagdo ao valor verdadeiro. A exatiddo é calculada
como porcentagem de recuperagao da quantidade conhecida do analito adicionado
a amostra, ou como a diferenga percentual entre as médias e o valor verdadeiro
aceito, acrescida dos intervalos de confianga (BRASIL, 2003).

A exatiddo do método deve ser determinada apos o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo. E expressa pela
relacdo entre a concentragdo média determinada experimentalmente e a

concentracao tedrica correspondente.

1.3.6 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variagcbes dos parametros analiticos. Indica sua
confianga durante o uso normal (BRASIL, 2003).

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagao
da robustez e, se verificada susceptibilidade do método as variagdes nas condi¢cdes
analiticas, estas deverao ser controladas e precaucdes devem ser incluidas durante

a analise.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

- Desenvolvimento e validacdo de um método analitico por CLAE-PDA para
quantificacdo do 4-NRC e separagao de seus provaveis produtos de degradacéo,
sob condi¢bes de estresse fisico-quimicas.

2.2 Objetivos Especificos

- Obtencao dos dados relativos aos parametros analiticos de validacao
cromatografica como seletividade, linearidade, limites de quantificacéo e detecgéo,
precisao intra e inter-dias, além de exatidao e robustez.

- Estudo preliminar da estabilidade do 4-NRC, frente a condi¢gdes de estresse
fotolitico e hidrolitico;

- Avaliagdo do modelo de cinética de degradacao do 4-NRC, sob condi¢des de

estresse.
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3. Material e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes e Solugdes

e Agua ultra pura obtida em unidade de purificacdo MilliQ (Simplicity 185,
Millipore®).

e Reagentes de grau analitico (P.A.): acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH)
(F. Maia®); acetona (ACE), diclorometano (DCM), éter etilico (ETE) e n-hexano
(HEX) (Vetec®); cloroformio (CHCI3) (Impex®); perdxido de hidrogénio 50% (H202)
(Brazmo®); acido cloridrico (HCI) (Quimex®); hidréxido de sédio (NaOH) (Biotec®).
e Reagentes de grau espectroscépico: acido trifluoracético (TFA) (Sigma
Aldrich®); acetonitrila (ACN), etanol (EtOH) e metanol (MeOH) (J. T. Backer®).

e Silica gel G 60 PF 254 (particulas 15 pm) para cromatografia em camada
preparativa; Sephadex® LH 20 para cromatografia em coluna aberta,
cromatoplacas de silicagel 60 sem indicador fluorescente para cromatografia em
camada delgada, com espessura 0,25mm (Merck®).

e As placas cromatograficas foram visualizadas com radiagdes na regidao do
ultravioleta (254 e 365 nm) e reveladas com vanilina sulfurica (1 g/100 mL + 2% de

acido sulfurico concentrado), com posterior aquecimento.

3.1.2 Equipamentos

e Balancas analiticas (A 6200, Tecnal®; AG 200, Gehaka® e FA 2104N, Celtac®);
bomba de vacuo (TE 058, Tecnal®); Rotaevaporador (Q 344 B, Quimis®);
peagémtero (TEC-2, Tecnal®); banho-maria (Alpha®).

e Camara de fotoestabilidade (Zem®) instalada na Industria Farmacéutica Halex
Istar Ltda. A camara dispde de fonte de luz similar ao padrao de emissao D65/ID65,
como lampada fluorescente artificial combinando emisséo visivel e UV (200 — 800
nm). D65 corresponde ao padrao internacional reconhecido para a luz do dia como
definido na ISO 10977 (1993). ID65 é o equivalente ao padrao de luz indireta de

interiores.
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e Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu®), acoplado a
detector de fotodiodos SPD M20A — DAD, hifenado a coluna analitica LC Column
Slim Pack CLC ODS (M) 5 pm, 250 x 4,6 mm (Shimadzu®) e pré-coluna CLC
GODS, 100 x 4,4 mm (Shimadzu®). As analises foram realizadas no programa
LCsolution.

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu®), acoplado a
detector de ultravioleta SPD 10AVVP, hifenado a coluna analitica LC Column Slim
Pack CLC ODS (M) 5 ym, 250 x 4,6 mm (Shimadzu®) e pré-coluna CLC GODS,
100 x 4,4 mm (Shimadzu®). As analises foram realizadas no programa Class VP
5.0.

e Luximetro digital (MLM 1010, Minipa®).

e Micropipetas de volume variavel 100 yL e 1000 pL (Pipetman, Gilson®).

3.1.3 Material botanico

As raizes de Pothomorphe umbellata foram coletadas no jardim de espécies
cultivadas de Piperaceae do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo
(USP), em margo de 2006. O material botanico foi identificado e uma amostra

depositada no Instituto de Botanica, da USP (exsicata kato-0671).

3.2 Métodos

3.2.1 Preparo do extrato bruto de Pothomorphe umbellata e isolamento do 4-
NRC

A obtencéo e fracionamento do extrato de P. umbellata foram executados
previamente de acordo com o método descrito por Soares (2007), no Laboratdrio de
Biofarmacia e Farmacocinética da UFG e sumarizado a seguir (Esquema 2).

O extrato de P. umbellata foi obtido a partir da secagem e moagem de suas
raizes em moinho de facas. O p6 obtido foi tamizado [tamis n° Il (Bertel®)] e
submetido a percolagdo, com EtOH: H,O (3 : 2 v/v) até o esgotamento da droga
vegetal, segundo Farmacopéia Brasileira 12 edicdo (1926). Este foi rotaevaporado e
seco. O fracionamento e purificacdo do 4-NRC foram realizados em coluna
cromatografica aberta (CCA) (300 x 20 mm) com Sephadex® LH 20, utilizando
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HEX: DCM: MeOH, na proporcéao de 2 : 5: 1, como fase movel. As fragdes obtidas
(6) foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) com Silicagel
60® (0,25 mm), utilizando CHCIs: EtOH (95 : 5) e purificadas até obtengao do 4-
NRC puro. Estas fragdes (6) foram mantidas sob refrigeracédo a -20° C e protegidas
com papel aluminio contra a incidéncia de luz. Quando descongeladas, procedeu-
se a reunidao destas de acordo com os perfis cromatograficos, reduzindo-as em
duas subfragbes (amostras | e Il), conforme esquema 2.

As amostras | e |l foram submetidas a CCA, seguindo as mesmas condi¢des
cromatograficas anteriormente descritas. Da amostra I, foram recolhidas 26 fragdes,
e da amostra I, 39 fragcdes (Tabela 1). Estas foram submetidas a evaporagao do
solvente e analise em CCD para reuniao e repurificagdo. Na analise em CCD foram
empregados dois sistemas cromatograficos, a saber: DCM: BZN: ETE (4:2:1),e0
outro, CHCI3: EtOH (95 : 5). Os resultados estao descritos no item 4.1.
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PO6 raizes
P. umbellata (201,2 g)

EtOH: H,O
3:2(v:v)

|| Extrato etandlico ||

CCA (300 x 20 cm) Sephadex ® LH 20
HEX: DCM: MeOH (2:5: 1)

F1 F2 F3 F4 F5 F6

CCD Silicagel 60®
(0,25 mm)

A Amostra ll
CCA (300 x 20 cm)
Sephadex ® LH 20
HEX: DCM: MeOH (2:5: 1)
26 fragdes 39 fracbes
CCD Silicagel 60® (0,25 mm)

[ ] G

Esquema 2: Fluxograma do fracionamento cromatografico do 4-NRC, a partir de

raizes de P. umbellata. Legenda: F1 - F6: fragbes 1 a 6.
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Tabela 1: Volumes das fragdes repurificadas do 4-NRC, a partir de CCA.

Amostra |
Fragoes Volume coletado (mL)
F1aF24 1 mL
F25 e F26 40mL
Amostra
Fragoes Volume coletado (mL)
F1eF2 9mL
F3-F5 7 mL
F6 a F35 1 mL
F36 a F38 2mL
F39 12 mL

3.2.2 Desenvolvimento e otimizagdao de método analitico em CLAE-PDA para

separagao de produtos de degradacao do 4-NRC

Para quantificacdo do 4-NRC e separagdo dos produtos de degradagao

relacionados foi desenvolvido um método analitico em CLAE, com detecgcao

fotométrica com arranjo diodos (PDA). Baseado em condigdes cromatograficas de
estudos anteriormente realizados (REZENDE, 2002; SOARES, 2007), desenvolveu-

se 0 meétodo analitico deste estudo. Diferentes gradientes de eluigdo, tempo e

propor¢ao entre os solventes organicos foram avaliadas para a mistura MeOH:

ACN: TFA 0,1%, com o objetivo de promover adequada separagao dos produtos de

degradacdo do 4-NRC. O fluxo de FM empregado nos testes foi de 1 ml/min,

durante toda a corrida. Alguns dos exemplos de sistemas de eluigédo testados:

- Sistema 1:
Tempo (min) MeOH (%) ACN (%) TFA 0,1% (%)
Oa1 55 5 40
1a15 67 15 18
15a25 52 30 18
25a 28 55 5 40
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- Sistema 2:
Tempo (min) MeOH (%) ACN (%) TFA 0,1% (%)
Oa1 55 5 40
1a15 67 15 18
15a 33 52 30 18
33a35 55 5 40
- Sistema 3:
Tempo (min) MeOH (%) ACN (%) TFA 0,1% (%)
Oa1 55 5 40
1a30 67 15 18
30a35 72 10 18
35a 38 52 30 18
- Sistema 4:
Tempo (min) MeOH (%) ACN (%) TFA 0,1% (%)
Oa1 55 5 40
1a30 67 15 18
30a50 55 5 40

A separagao cromatografica foi testada empregando-se amostra padrao do
4-NRC puro (100 pg/mL, em EtOH) e outra semi-quantitativa de 4-NRC degradado,

obtida apds exposicdo em condigdo oxidativa (H2O2 50%), por 48 horas, em meio

aquoso. Os subprodutos do 4-NRC obtidos foram extraidos utilizando CHClI3 e, em

seguida, diluidos com EtOH e posterior injegdo em CLAE. Os dados obtidos na

otimizagado do método analitico estdo apresentados no item 4.2.

3.2.3 Validagcao do método analitico para avaliagcao do 4-NRC, sob condi¢coes

de estresse fisico-quimicas, por CLAE-PDA

Na validacao do método analitico foram preparadas amostras de 4-NRC nas
concentragdes de 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 125,0; 250,0; 375,0 e 500,0 ug/mL em EtOH

e armazenadas em frascos ambar para protecdo contra incidéncia de luz.
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Duplicatas destas solugdes de trabalho foram analisadas por CLAE-PDA, em trés

dias consecutivos. As solugcbdes foram mantidas a -20° C.

As condicdes

empregando

cromatograficas

empregadas

foram desenvolvidas

MeOH: ACN: TFA 0,1% como fase modvel em modo gradiente

(sistema 4; tabela 2), fluxo de 1,0 mL/min e monitoramento a 254 e 282 nm, com

volume de injegao de 40 uL. O tempo total de corrida obtido foi de 50 minutos.

Tabela 2: Gradiente da fase mével empregado no método analitico validado.

Tempo MeOH (%) ACN (%) TFA 0,1% (%)
0a1min 55 5 40

1 a 30 min 67 15 18

30 a 50 min 55 5 40

As curvas de calibragdo foram construidas utilizando as areas dos picos
cromatograficos versus as concentragées nominais das solu¢des de trabalho para
obtencgao coeficiente de correlagao linear (r). Durante a validagcdo foram avaliados

os parametros de desempenho analitico do método.

3.2.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada a partir dos perfis cromatograficos da
fase mével (MeOH: ACN: TFA 0,1%), do solvente utilizado no preparo das solugdes
de trabalho (EtOH) e da solugdo do 4-NRC, em 254 e 282 nm,. A auséncia de
sobreposigcao de pico(s) cromatografico(s) no tempo de retencdo do 4-NRC

caracteriza a seletividade do método.

3.2.3.2 Linearidade

A linearidade do método foi estabelecida a partir da correlagdo entre as
areas dos picos cromatograficos das oito solugdes de trabalho do 4-NRC (5,0; 10,0;
25,0; 50,0; 125,0; 250,0; 375,0 e 500,0 pg/mL) versus as concentragdées nominais
do 4-NRC, sob monitoramento a 254 e 282 nm. A equagao da reta (y = ax + b) foi

determinada, calculando-se o intercepto (b), a inclinacdo (a) e o coeficiente de
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regressao linear (r). Para métodos cromatograficos analiticos, usualmente é
preconizado r =2 0,99 (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

3.2.3.3 Limites de Detec¢ao e Quantificagao
O LD e LQ foram calculados segundo dados obtidos da curva de calibragéo

realizada em 3 dias consecutivos (n=6), com concentragdes de 5,0 a 500,0 ug/mL.

Para os calculos de LD e LQ foram empregadas as seguintes equacdes 11 e 12:

LD = (3 x DPb) / IC || LQ = (DPb x 10) / IC " (11 e 12)

Onde: DPb é o desvio padrédo do intercepto com o eixo do Y (n=6) e IC é a

inclinagao da curva de calibragao (BRASIL, 2003).

3.2.3.4 Precisao

A precisao intra-dia do método foi avaliada durante 3 dias diferentes, com a
injecdo em duplicada de oito concentragdes do 4-NRC em EtOH. Para célculo da
precisao intra-dia avaliou-se o desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de
variacao (CV) das médias das concentragdes obtidas a cada dia.

Para a precisdo inter-dias foi considerada a razdo entre o desvio padrédo e a
média das médias diarias (n=3). Para calculo da precisdo utilizou-se a seguinte

equacéao 13:

DPR = (DP/CMD) x 100

(13)
Onde, DP é o desvio padrédo e CMD, a concentragcdo média obtida (BRASIL, 2003).

3.2.3.5 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pela relacdo entre a concentracao
média determinada experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente.

Para calculo de exatidao foi utilizada a equacéao 14:

Exatidao = concentracdo média experimental x 100 (14)

concentragao tedrica
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Adicionalmente, calculou-se a porcentagem de erro sistematico, pela equagao
15:

Exatidao-,.ro = conc. média experimental — conc. teérica x 100

conc. média experimental (15)

3.2.3.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada mediante alteracdo da fase mével como a
marca dos solventes e utilizacdo de analistas diferentes, em equipamentos
diferentes. Os resultados da validagdo analitica do método desenvolvido neste

trabalho estdo descritos no item 4.3.
3.2.4 Exposicao do 4-NRC a condigoes de estresse
Anteriormente a avaliacdo das amostras submetidas as condigdes de

estresse propostas neste trabalho, foi realizada a analise do 4-NRC intacto de
acordo com o método validado (sistema gradiente 4). Os resultados destas analises
estao apresentados no item 4.4.1.
3.2.4.1 Estudo fotolitico do 4-NRC
3.2.4.1.1 Preparo da amostra para exposic¢ao fotolitica

A solucéo utilizada no estudo fotolitico foi preparada a partir da pesagem do 4-
NRC padrdao puro (10 mg) e dissolugdo em 20 mL EtOH: H,O (2 : 1), para
concentracao final de 500 pg/mL. Aliquotas de 1 mL desta solugdo foram
transferidas para 10 “vials”. Destes, dois foram protegidos da luz (controle).

3.2.4.1.2 Exposi¢ao das amostras em camara de fotoestabildade

Os ‘“vials” foram dispostos, na camara de fotoestabilidade, lado a lado, de

modo a promover a exposicdo maxima a fonte de luz e evitar a formacao de
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sombra. As amostras foram expostas a ndo menos que 1,2 milhdes de lux/hora. O
teste foi conduzido sob condi¢gdes controladas de temperatura (30 £ 2° C) e
umidade (75 + 5%). As coletas, em duplicata, foram realizadas apés 6, 24, 72 e 144
horas, e submetidas a analise cromatografica. A amostra controle foi avaliada ao
final do experimento (144 h).

A determinacdo do periodo de exposi¢ao foi estabelecida empregando-se a
equacao 16, de acordo com o guia Q1B (ICH, 1996). Inicialmente, foi verificada a
incidéncia de luminosidade no interior da camara com o auxilio de luximetro digital.
Este valor foi aplicado a equagédo 16 e obtido o tempo minino de exposi¢do na

camara de fotoestabilidade para que ocorra a degradagao da substancia.

Tempo de exposi¢ao das amostras (h) = 1.200.000 / leitura do luximetro  (16)

Os resultados das analises das amostras expostas a acao fotolitica, por CLAE-

PDA, estao apresentados no item 4.4.2.

3.2.4.2 Estudo hidrolitico do 4-NRC

3.2.4.2.1 Preparo da amostra para exposic¢ao alcalina

A solucdo do 4-NRC (10 mg) foi preparada em 10 mL EtOH: NaOH 0,1 M
(1:4). A concentracao final da solugéo foi de 1000 ug/mL e o pH 13,00. A solugéo
foi acondicionada em tubo de vidro de borossilicato (tipo 1), vedado com tampa
rosqueavel e protegida da incidéncia de luz, por até 24 h. Decorridos os intervalos
de exposicao (1, 6, 12 e 24 horas), aliquotas (200 pL) foram retiradas e
imediatamente analisadas por CLAE-PDA. Os resultados das analises
cromatograficas das amostras expostas em meio alcalino estdo apresentados no
item 4.4.3.

3.2.4.2.2 Preparo da amostra para exposi¢ao acida
A solugao do 4-NRC (10 mgq) foi preparada em EtOH : HCI 0,1 M (1 : 1), para

concentracao final 1000 pg/mL e pH de 1,00. Igualmente, um tubo de vidro de

borossilicato (tipo 1) vedado com tampa rosqueavel, foi utilizado para acondicionar
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a solugao, ao abrigo da luz e aquecida a 60° C, por até 48 horas. Durante os
intervalos de exposicao (1, 6, 12, 24, 40 e 48 horas), aliquotas (200 pL) foram
retiradas e imediatamente analisadas por CLAE-PDA. As analises cromatograficas
das amostras acidas estao apresentados no item 4.4 .4.

E importante ressaltar que, anteriormente & realizacdo deste experimento, foi
realizado um estudo piloto em que a solugao do 4-NRC foi preparada como descrito
acima, entretanto, esta foi mantida em temperatura ambiente. A analise
cromatografica das amostras-piloto evidenciaram um lento decaimento na
concentragcado do 4-NRC, mesmo apds 48 h em meio acido. Baseado neste dado, o

estudo foi entdo ajustado e as amostras submetidas a aquecimento.



Resultados e Discussao
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4. Resultados e Discussao

4.1 Purificagao do extrato bruto de P. umbellata e obteng¢dao do 4-NRC

O processo de purificagdo do extrato bruto de P. umbellata, resultou na
obtengao de 0,42 g do 4-NRC, representando um rendimento de 11,5% em relagéo
ao extrato seco (raizes). A utilizagcdo das técnicas de CCA em Sephadex® e CCD
possibilitou a obtengcdo da substancia de interesse (4-NRC) com elevado grau de
pureza, preservando suas caracteristicas fisico-quimicas, com rendimento
relativamente alto quando comparado a purificacdo em fase estacionaria acidica,
como silica gel, onde observa-se a degradagdo do mesmo (SOARES, 2007).

Na analise da pureza das amostras de 4-NRC houve adequada separagao
cromatografica. O fracionamento das amostras | e Il (Esquema 2), quando
analisado por CCD de silicagel 60 e fase mével CHCIs: EtOH (95 : 5), evidenciou a
presenca de 4-NRC. Apds revelagdo com vanilina sulfurica (Figura 12) observa-se o

aparecimento de coloragao arroxeada. (Rf = 0,67), referente ao 4-NRC.

s‘e:;@él.o_a..t'oléi“!_‘"“_!_'.'_"‘."'

Figura 12: Cromatoplaca detalhando as fragdes contendo 4-NRC. Fase movel:
CHCIs3: EtOH (95 : 5); revelador: vanilina sulfurica 1%.

O perfil de pureza da amostra padrédo do 4-NRC selecionada para estudos
de estabilidade, com tg = 25,49 min, é destacado no cromatograma na figura 13.
Pelo monitoramento realizado em 282 (Figura 13A) e 254 (Figura 13B) nm observa-

se excelente simetria e resolugdo cromatografica dos picos (p.e. auséncia de cauda
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ou “front”) e auséncia de interferentes no espectro de varredura do 4-NRC (Figura

13C) evidenciando a pureza da amostra.
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Figura 13: Cromatogramas da fragdo 3 (sistema gradiente 4) por CLAE-PDA (A: 282;
B: 254 nm), fase movel MeOH: ACN: TFA 0,1%, coluna C18 (250 mm x 4,6 mm) e
fluxo de 1,0 mL/min. C: Espectro de varredura UV do pico do 4-NRC em tr 25,45 min.
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4.2 Otimizacao do método analitico para quantificacao do 4-NRC e separagao

de seus produtos de degradagao

Na analise do 4-NRC, a técnica CLAE tem sido amplamente aplicada por ser
uma metodologia de facil automatizacdo e dada sua seletividade e sensibilidade.
Geralmente as condi¢gdes cromatograficas empregadas utilizam fase mével com
elevada proporgdo de solventes organicos e fase estacionaria com caracteristica
apolar (p.e. C18), favorecendo a separagao e quantificacdo do analito, com boa
resolucao e relativa sensibilidade. Frequentemente, a detecgao ultravioleta tem sido
empregada como método de escolha na quantificagdo do 4-NRC na escala de
microgramas (REZENDE; BARROS, 2004; SILVA et al., 2005), dada a presenca de
sistemas 1 eletrénicos conjugados na molécula em questdo (MURRY, 2006).
Também tém sido empregadas outras propriedades fisico-quimicas de detecgao
desta molécula, como o potencial REDOX na deteccao eletroquimica (ROPKE et
al., 2002) ou ainda, a avaliagdo de peso molecular como na espectrometria de
massas (REZENDE, 2002), sempre que se necessita sensibilidade na faixa de
nanogramas, como em estudos p.e. farmacocinéticos.

Baseando-se nas condigdes cromatograficas anteriormente estabelecidas, a
otimizagdo do método analitico por CLAE-PDA, foi realizada avaliando-se diferentes
sistemas de eluicdo dos solventes MeOH, ACN e TFA 0,1%, como FM. Dentre os
testes realizados, aquele que demonstrou melhor separagdo dos constituintes da
amostra do 4-NRC degradado (H2O, 50%) foi o sistema 4 (item 3.2.2). Neste,
empregou-se gradiente de MeOH: ACN: TFA 0,1% nas proporg¢des 55 : 5 : 40 de 0
a1min, 67 :15:17 de 1,01 a 30 min e em 30,01 min foi reestabelecido o gradiente
inicial, para condicionamento adequado da coluna e injegao da amostra seguinte.
Nestas condicdes foi possivel a separagao dos produtos degradados em tempos de

retencao diferentes daquele do 4-NRC, assegurando a especificidade do método.

4.3 Validacao do método analitico de avaliagcao do 4-NRC por CLAE-PDA

4.3.1 Seletividade
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A seletividade do método foi demonstrada pela comparagdao dos
cromatogramas obtidos da fase movel (Figura 14), EtOH (Figura 15) e solugéo do
4-NRC em EtOH (Figura 16). Nestas condi¢cdes, ndo se observa a presenga de

interferentes em tempos de retengao equivalentes ou préximos ao pico do 4-NRC.
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Figura 14: Cromatogramas da fase moével com sistema gradiente 4 (MeOH: ACN:
TFA 0,1%), com fluxo 1 mL/min, obtido em CLAE-PDA (A: 282 nm; B: 254 nm) e
coluna C18 (250 mm x 4,6 mm).
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Figura 15: Cromatogramas do solvente (EtOH) com sistema gradiente 4 (MeOH:

ACN: TFA 0,1%), com fluxo 1 mL/min, obtido em CLAE-PDA (A: 282 nm; B: 254

nm) e coluna C18 (250 mm x 4,6 mm).



64

mAU
-1282nm,4nm (1.00) A
50 — f"’) A
— N
25 —
Ofﬁ
‘ T
0.0 25.0 min
mAU
50 —254nm,4nm (1.00)
] B
40 —
30 —
20 — ©
| [c0}
] m.
10 — &
=l Fﬂ__AJLH%
T T T T ‘ T T T T
0.0 25.0 min

Figura 16: Cromatogramas da solugéo etandlica do 4-NRC (50 ug/mL) com sistema
gradiente 4 (MeOH: ACN: TFA 0,1%), com fluxo 1 mL/min, obtido em CLAE-PDA
(A: 282 nm; B: 254 nm) e coluna C18 (250 mm x 4,6 mm).

4.3.2 Linearidade

Os dados obtidos para a curva de calibragao estao apresentados na tabela 3.
A figura 17 representa uma das curvas de calibragdo da validag&do analitica. Estes
resultados demonstram coeficientes de regresséao linear adequados (r = 0,99972 +
0,00015), segundo parametros amplamente difundidos (ANVISA, 2003; ICH, 2005).
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Tabela 3. Coeficientes das equacdes lineares das solugdes de calibracao do 4-NRC
em EtOH (5,0 a 500,0 pg/mL).

Dias Inclinagao (IC) Intercepto (b) r
Dia 1 21341 22326 0.9996
21439 35476 0.9997
Dia 2 21032 23417 0.9998
21351 42316 0.9995
Dia 3 21255 31845 0.9998
21010 48750 0.9999
fsele 21238,00 -34021,67 0,99972
DP 178,04 10409,81 0,00015
120
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Figura 17: Curva de calibracdo da analise do 4-NRC, no intervalo de concentragao

nominal 5,0 a 500,0 pg/mL, referente a faixa linear do método.

4.3.3 Limites de Detecgao e Quantificagao

O LD calculado foi de 1,47 pg/mL, baseado nos dados da curva de calibragao
analitica (Tabela 3). O LQ calculado para o método foi de 4,90 pg/mL tendo em
vista que, para concentragdes decrescentes do analito até a menor concentragao
da curva de calibragdo (5,0 ug/mL), os valores de CV (tabela 4) variaram entre
0,14% (intra dia) e 1,91 % (inter dia) e, portanto, foram inferiores a 5% (BRASIL,
2003; ICH, 2005).



66

4.3.4 Precisao

Os resultados de precisdao intra e inter-dia do método, para varias
concentragbes, estdo apresentados na tabela 4. Os valores de coeficiente de
variacdo inter-dias maximo e minimo foram de 4,89 e 0,59, respectivamente,
indicando adequada precisao do método (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

4.3.5 Exatidao

Os resultados de exatidao obtidos compreendem valores na faixa de 98,46% a
104,88% (Tabela 4). Tais dados encontram-se dentro dos valores
internacionalmente aceitos para validagdo de metodologia analitica. Os percentuais
de erros obtidos, comumente do tipo sistematicos, foram de -1,57% a 4,64%,
estando do mesmo modo adequados a validagdo da metodologia analitica
(BRASIL, 2003; ICH, 2005) (Tabela 4).



Tabela 4. Dados de precisao e exatidao analitica do 4-NRC por CLAE-PDA, durante 3 dias da validagdo do método.

Concentragoées nominais (ug/mL)

5 10 20 50 125 250 375 500
Concentragoes obtidas (ug/mL)
Dia 1 5,07 10,29 22,33 51,14 121,05 247,26 370,86 505,23
510 10,31 22.03 50,66 121,34 246,78 370,96 505,36
Dia 2 4,88 10,72 20,29 49,96 125,07 244.85 374,63 502,76
4,99 11,03 21,13 51,18 125,76 246,22 375,96 503,67
Dia 3 512 10,29 19,87 49 46 123.40 243,99 371,02 497,42
513 10,28 20,20 49,82 124,25 247,77 376,01 49903
Dia 1 (média,n=2, DP) 5,09+0,02 10,30+0,01 22,18+0,21 50,90+0,34 121,20+0,21 247,02+0,34 370,91+0,07 505,30+0,09
CV intra-dia 1 (%) 0,42 0,14 0,96 0,67 0,17 0,14 0,02 0,02
Dia 2 (média,n=2, DP) 4,94+0,08 10,88+0,22 20,71+0,59 50,57+0,86 125,42+0,49 245541097 375,30£0,94 503,22+0,64
CV intra-dia 2 (%) 1,54 2.09 2.83 1,72 0,40 0,39 0,25 0,13
Dia 3 (média,n=2, DP) 5,13+0,01 10,29+0,01 20,04+0,23 49,14+0,45 123,83+0,60 245,88+2,67 373,52+3,53 498,23+1,14
CV intra-dia 3 (%) 0,14 0,07 1,11 0,90 0,49 1,09 0,95 0,23
Média 3 dias (n=3, DP) 5,05+0,10 10,49+0,32 20,98+0,03 50,20+0,96 123,48+1,94 246,15+1,46 373,24+2,56 502,25+3,30
CV inter-dia (%) 1,91 3,02 4,89 1,90 1,57 0,59 0,69 0,66
Exatidao inter-dia(%) 100,97 104,87 104,88 100,41 98,78 98,46 99,53 100,45
Exatidao (% de erro) 0,96 4,64 4,65 0,41 -1,23 -1,57 -0,47 0,45
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4.3.6. Robustez

Nao foram verificadas mudancgas significativas nos resultados frente as
alteragdes propostas para a avaliagdo da robustez, como a execugao da analise
por analistas diferentes e em equipamentos diferentes, com variacao das marcas
de solvente grau espectrométrico, porém com a mesma coluna (Shimadzu®; 5 pym,
250 x 4,6 mm) (Tabela 5).

Tabela 5. Dados da robustez: avaliacdo do tr frente a alteragcdo de parametros

analiticos.
Tempo de
retencao Desvio
Variavel avaliada médio do Padrao
4-NRC (CV %)
(n=6)

Analista: Fabiana
Equipamento: CLAE Shimadzu® modelo LC M20A 25,32 min 1,05
Solventes MeOH e ACN: J. T. Backer®

Analista: Carina
Equipamento: CLAE Shimadzu® modelo LC 10AV 24,98 min 1,34
Solventes MeOH e ACN: Tedia®

4.4 Andlise das amostras expostas a condi¢ao de estresse
4.4.1 Analise das amostras intacta do 4-NRC em EtOH, por CLAE-PDA

Previamente as analises das amostras submetidas as condi¢des fotolitica e
hidrolitica, analisou-se uma amostra intacta do 4-NRC em EtOH (500 pg/mL),
protegida da incidéncia luminosa (Figura 18). O pico cromatografico do 4-NRC,
detectado em 25,37 min quando monitorado a 282 (Figura 18A) e 254 nm (Figura
18B), demonstrou um espectro de absorbéancia (Figura 18C) caracteristico do
analito, ao longo de toda a extensdo do pico (“‘upslope”, “downslope” e “top”),

confirmando sua identidade e pureza (KIJJOA et al., 1980).
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Figura 18: Cromatogramas da amostra intacta do 4-NRC/EtOH (500 ug/mL), com
sistema gradiente 4 (MeOH: ACN: TFA 0,1%), com fluxo 1 mL/min, obtido em
CLAE-PDA (A: 282 nm; B: 254 nm) e coluna C18 (250 mm x 4,6 mm). C: Avaliagc&o

da pureza do

pico pela varredura espectral (UV) no inicio, meio e fim do pico.
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4.4.2 Analise das amostras expostas a condigcao fotolitica, por CLAE-PDA

As amostras expostas a condicdo fotolitica foram analisadas, em CLAE-
PDA, de acordo com os intervalos de tempo pré-determinados (6, 24, 72 e 144 h),
conforme padronizado pelo método validado (sistema gradiente 4).

Apds 6 h de exposicdo em cémara de estabilidade, o cromatograma da
amostra ja evidencia a diminuicdo da concentragcdo do 4-NRC (Figura 19; 26,02
min; 155,15 pg/mL). Observa-se ainda, a presenca de produtos de degradacéo
mais polares que 4-NRC logo apds 4 min (1) do inicio da corrida, apés 13 min (2) e
ainda, no intervalo entre 20-25 min (3 e 4), como apresentado na figura 19. No
entanto, o pico cromatografico com tg proximo de 4 min (1) foi o mais expressivo,

com intensidade superior ao do 4-NRC.
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Figura 19: Cromatogramas das amostras do 4-NRC apds 6, 24, 72 e 144 horas de
exposicao fotolitica do 4-NRC, com sistema gradiente 4 (MeOH: ACN: TFA 0,1%),
fluxo 1 mL/min, em CLAE-PDA, coluna C18 (250 mm x 4,6 mm), 282 nm.

A avaliagdo espectrofotométrica na faixa do ultravioleta para o pico do
produto de degradacéo fotolitica mais intenso (1), com tg em 3,92 min, demonstra

maximo de absorbancia em 231 nm e picos secundarios em 280 e 310 nm (Figura
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20A), apresentando contaminantes neste mesmo tempo de retencdo. No entanto,
de acordo com espectro de varredura deste pico (Figura 20B), foram detectadas

impurezas ao final do mesmo.
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Figura 20: A: Espectro de ultravioleta do pico (1), com tg 3,92 min, apos 24 horas

de exposicao fotolitica. B: Avaliagdo da pureza do pico (tr 3,92 min).

Decorridas 24 horas de exposicdo da amostra a luminosidade, ha expressiva
diminuicdo da concentracdo de 4-NRC (26,36 min; 89,59 pg/mL),
comparativamente ao tempo de exposigao anterior (6 horas). Observa-se ainda, o
aumento das areas dos picos (2) em tg 13 min, e (3 e 4) entre 20-25 min,

apontando a elevacdo na formagdo destes concomitante a diminuicdo da
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concentracao do 4-NRC (Figura 19). Perfil semelhante foi observado apds 72 h de
exposigao, com o decréscimo acentuado da concentragao do 4-NRC (27,94 min;
23,97 ug/mL) e a deteccdo de picos em tr idénticos aqueles evidenciados
anteriormente.

Apds 144 h de exposicao luminosa, houve a formacdo de um produto (5)
ainda nao observado nos cromatogramas anteriores, com tg 8,26 minutos (Figura
19). Nesta analise nao foi possivel detectar, tampouco, quantificar a presencga de 4-
NRC, sugerindo que o mesmo tenha sido totalmente consumido no meio reacional.
Assim, confirma-se que o tempo minimo de exposig¢do proposto neste trabalho (95
h), foi suficiente para provocar a extensa degradacao da substancia, considerando-
se a intensidade luminosa (12.733 lux) medida no interior da camara, aplicada na
equacgao 16 (item 3.2.4.1.2).

Adicionalmente, apdés 144h verificou-se o desaparecimento dos picos
relativos aos produtos de degradacao formados com tg 13 min (2) e entre 20 e 25
min (3 e 4). Para o principal produto de degradagéo fotolitica (5) (tr = 8,26 min), o
espectro ultravioleta (Figura 21) indica um maximo de absor¢cdo em 230 nm,
indicando a ocorréncia de um deslocamento hipsocrémico. E possivel que a maior
solvatagdo do par de elétrons n nao-ligado tenha ocasionando a diminui¢ao de
energia no orbital n do grupo croméforo (duplas ligagdes da porgao isoprénica ou
do anel aromatico) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002), ou ainda, tenha havido
perda de grupos croméforos na molécula de 4-NRC. Outros picos de absorcao
secundarios do produto (5) foram verificados em 279 e 310 nm.

Mediante a analise comparativa dos cromatogramas obtidos apdés 6 h de
exposicao fotolitica até o final do experimento (144 h) (Figura 19) observa-se que o
produto majoritario formado inicialmente (1) (tr = 3,97 min) foi substituido pelo
produto (5) com tg 8,26 min. A origem do produto fotolitico (5) pode ser
tentativamente explicada baseada nos indicios acima citados, onde a formagao do
produto mais polar (tr = 3,97 min) precede ao mais apolar (tr = 8,26 min) pela
formagao de um radical de reagao fotolitica, ou ainda, por meio de dimerizagéo por
acoplamento oxidativo. No entanto, dados de RMN de 'H, '*C, espectros de
massas e |V dos produtos purificados sao indispensaveis para a determinacao
quimica estrutural dos produtos, tentativamente propostos.

Avaliando a figura 21B, verificamos que houve relativa sobreposi¢cao dos

espectros no inicio, topo e final do pico cromatografico do produto (5) indicando que
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0 mesmo apresenta grau de pureza parcial, porém satisfatério para assegurar, que
mediante a validagdo da metodologia analitica aqui desenvolvida foi possivel

separar os principais produtos de degradacao do 4-NRC.

rpAU

30
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200 —
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2‘:">0 | 360 35‘0 | nm
Figura 21: A: Espectro de ultravioleta do produto de degradacgao fotolitica (5), com
tr = 8,26 min, apds 144 horas de exposig¢ao. B: Avaliagdo da pureza do pico (tr =
8,26 min).

Diferentemente das informacgdes indicativas da estabilidade do 4-NRC ja
obtidas frente a luminosidade UVB (280 a 320 nm) (SILVA et al., 2005), verificamos
que quando ha combinacdo de fontes de luz UV e visivel (200 a 800 nm), ocorre
degradacgao da substancia em até 144 h, sugerindo que a instabilidade da mesma

deve estar relacionada a luz visivel, ou a presenca de outras substancias
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antioxidantes/estabilizantes na meio analisado.

Ao final do experimento, a anadlise realizada para a amostra controle
(protegida da incidéncia de luz), monitorada em 282 e 254 nm, indicou a
estabilidade do 4-NRC e manuteng¢ao de sua caracteristica original de absorbancia

(Figura 22). A concentragao quantificada nesta amostra foi de 489,93 ug/mL.
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Figura 22: Cromatogramas da amostra controle do 4-NRC, apdés 144 h de
exposicao, protegido com papel aluminio, com sistema gradiente 4 (MeOH: ACN:
TFA 0,1%), com fluxo 1 mL/min, obtido em CLAE-PDA (A: 282 nm; B: 254 nm) e
coluna C18 (250 mm x 4,6 mm).
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4.4.3. Anadlise das amostras do 4-NRC expostas ao meio alcalino, por CLAE-
PDA

Os dados cromatograficos (sistema gradiente 4) das amostras coletadas
apos intervalos de 1, 6, 12 e 24 horas de exposi¢dao em pH alcalino (pH 13,00)
mostraram perfil semelhantes (Figura 23). Nestes observa-se dois produtos de
degradagdao em 25,6 e 26,8 min (1 e 2, respectivamente), ambos com perfil
cromatografico mais apolar que o 4-NRC. O maximo de absorbancia do pico
majoritario (1) ocorreu em 264 nm (Figura 24A), para o qual foi observada elevada

pureza, confirmada pela sobreposicdo dos espectros de UV (Figura 24B).

55000;
50000;
45000;
40000%
| Gegadachodeaina
e f‘ tr = 25,62 min

250007:

20000- Texp: 24 h

15000% Texp:12h

10000-
] Texp:6h

Texp:1h

5000

—_—Y———— [
0 10 20 30 40

Figura 23: Cromatogramas das amostras do 4-NRC apods 1, 6, 12 e 24 horas de
exposicao alcalina, com sistema gradiente 4 (MeOH: ACN: TFA 0,1%), com fluxo 1
mL/min, obtido em CLAE-PDA, coluna C18 (250 mm x 4,6 mm) e monitorado em
282 nm.
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Figura 24: A: Espectro de ultravioleta do produto de degradagado majoritario (1),

com tg 25,6 min, apds 1 hora de exposicéo alcalina. B: Avaliagao da pureza do pico

(tr 25,6 min)

Ap6s 1h de exposigao alcalina, confirmou-se a identidade do 4-NRC pelo

espectro de UV, com maximo de absorbancia em 281 nm (Figura 25) presente na
amostra (25,08 min; 13,48 pg/mL).

Apos 6h de exposicado em meio alcalino, o cromatograma obtido demonstrou

acentuada diminui¢cdo da concentragdo do 4-NRC (Figura 23), infelizmente abaixo

do LQ do método, ndo sendo possivel assegurar, com precisdo, o valor
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quantificado (~ 4,40 ug/mL). Além disto, observa-se que o produto de degradacao
(2) (tr = 26,8 min) sofreu redugao na area o pico, relativamente a exposigao apoés 1

h, sugerindo decréscimo de sua concentragao.
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©
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100 —Top / 25.077 min
-50 |
B T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
250 300 350 nm

Figura 25: A: Espectro de ultravioleta do 4-NRC, com tg = 25,08 min, apdés 1 h de

exposicao em meio alcalino. B: Avaliacdo da pureza do pico (tr 25,08 min).

Decorridas 12 h de exposicdo em pH 13,00, o cromatograma da amostra
apresentou indicios de uma concentragao ainda menor de 4-NRC, também abaixo
do LQ (Figura 23). J&4 a area do pico cromatografico referente ao produto de

degradagao majoritario (1) (tr = 25,57 min) sofreu discreta alteragcdo quando
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comparada com as medidas anteriores. Nesta amostra, ja ndo foi possivel
visualizar o pico cromatografico relativo ao produto de degradagéao (2).

Apoés 24 horas de exposigao alcalina, o 4-NRC encontra-se extensamente
degradado (Figura 23) totalizando, nesta amostra, ~2,52 ug/mL (< LQ). A avaliagéo
espectrométrica do pico de degradacao (1) revelou absorbancia maxima em 264

nm, embora com inadequada pureza do pico da amostra (Figura 26),
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Figura 26: A: Espectro de ultravioleta do produto majoritario (1), tr 25,8 min, apds

24 horas em meio alcalino. B: Avaliagao da pureza pico (tr 25,8 min).

Quanto a natureza quimica dos produtos de degradagdo gerados no meio

alcalino e baseando-se na proximidade dos tr evidenciados nos cromatogramas



79

(Figura 23) sugere-se uma possivel similaridade quimica estrutural para as
substancias (1 e 2) relativamente ao 4-NRC. Neste contexto, a proposta estrutural
dos componentes (1) e (2) deve considerar ainda, o comportamento quimico de
grupos fendlicos em meio basico, i.e., formagao de quinonas no meio reacional
aliada ao comportamento cromatografico mais apolar destes, relativamente ao
4-NRC.

4.4.4 Analise das amostras expostas ao meio acido, a 60° C, por CLAE-PDA

As amostras do 4-NRC expostas a HCI 0,1 M, a 60° C, foram analisadas
apos 1, 6, 12, 24, 40 e 48 horas por CLAE-PDA, segundo método validado (sistema
gradiente 4). Nos cromatogramas obtidos destas amostras (Figura 27) observa-se
significativa redugdo do 4-NRC, concomitantemente a formagéo do produto (1),
como um amplo pico com tgr ~ 11,9 min. Também é possivel verificar a formacéao de

produtos de degradagao secundarios, mais polares que o 4-NRC, ao longo do

estudo.
300000
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250000 tr = 11,86 min
] o
2250005 4-NRC
200000 tr = 26,07 min
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Figura 27: Cromatogramas das amostras do 4-NRC apods 1, 6, 12, 24, 40 e 48
horas de exposigcédo acida, a 60° C, com sistema gradiente 4 (MeOH: ACN: TFA
0,1%), com fluxo 1 mL/min, obtido em CLAE-PDA, coluna C18 (250 mm x 4,6 mm)



80

e monitorado em 282 nm.

Apbés 1 hora de exposigdo em meio acido (pH 1,00), a 60° C, o
cromatograma da amostra (Figura 27), evidencia a presenga do 4-NRC (26,07 min;
176,31 pg/mL), e a deteccgao inicial do produto (1) mais polar que 4-NRC, com tr
11,86 min.

Decorridas 6 horas de exposicdo ao meio acido, a 60° C, a analise
cromatografica revela discreta redugdo da concentragcdo do 4-NRC (25,74 min;
165,50 pyg/mL), com elevagédo do produto de degradacdo (1) (tr ~ 12 min), como
pode ser observado na figura 27.

Apods 12 e 24 horas de exposig¢ao acida é possivel verificar a intensificagéo
da formagao do produto de degradagéao (1) e o desaparecimento do 4-NRC no meio
reacional (12 h: tr = 25,34 min, 131,87 pg/mL; 24 h: tr = 25,78 min, 77,03 pg/mL).
Apds 12h, outros produtos de degradagdo mais polares que o0 4-NRC (3 e 4), com
tr entre 20 e 25 min (Figura 27) sao também formados e permaneceram no meio
reacional até o final do experimento.

Apds 40 horas, a concentragéo do 4-NRC foi de 43,64 pg/mL (25,44 min). A
intensidade do pico (1) em 11,9 min elevou-se, em relagdo a analise anterior (24 h)
(Figura 27).

Ao final do experimento (48 h), a concentragao do 4-NRC foi de 28,16 pg/mL
(25,23 min) e a intensidade do pico do produto (1) (tr = 11,86 min) foi superior ao
do 4-NRC, com maximo de absorbancia em 281 nm (Figura 28). Observa-se ainda,
a intensificacao da formagao do produto 2 (Figura 27). A avaliacdo do espectro de
UV do pico referente ao produto de degradagao acida (1), com tg 11,86 min,
demonstrou maior absorbancia em 281 nm e significativa pureza da substancia, ja

gue houve sobreposi¢cao dos espectros no inicio e final do pico (Figura 28).
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Figura 28: A: Espectro de absor¢ao UV do produto de degradagao acida (1) do 4-

NRC, com tr 1

Avaliagéo da p

1,84 min, apds 48 horas de exposicdo em meio acido, a 60° C. B:

ureza do pico com tr 11,84 min.

4.5 Caracterizagao quimica estrutural do 4NRC e produtos de degradagao

Para a

degradacgao é

caracterizagcao da identidade quimica estrutural dos produtos de

necessaria a utilizacdo de técnicas de isolamento e purificacéo

destes produtos e posteriores andlises de RMN de 'H e '°C, infravermelho etc.,

além da EM. Alternativamente a técnica de isolamento e purificagdo, empregam-se

técnicas analiticas mais onerosas como as hifenadas p.e. CLAE/EM/EM e/ou
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CL/RMN. Embora, as técnicas de isolamento e purificagdo por cromatografia em
camada delgada preparativa e coluna aberta tenham sido aplicadas, a pequena
quantidade de amostra disponivel, n&o foi suficiente para proceder tais analises.
Entretanto, pode-se calcular o coeficiente de absortividade molar maximo
(Emax) para a banda B do 4-NRC nas amostras expostas a agao fotolitica e em meio
acido. O coeficiente de absortividade molar maximo (€nax) para a banda B do 4-
NRC (A = 282 nm) foi de 3230 + 0,0447. Este €ms encontrado € intermediario aos
analogos estruturais do 4-NRC, como o-catecol (€max = 2300, A = 276 nm) e 0 &nion
catecolato (Emax = 3500, A = 292 nm) (Tabela 6), corroborando os dados
encontrados neste estudo (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).

O deslocamento batocromico da banda B evidenciado entre o-catecol e o 4-
NRC pode ser justificado pela substituigho de grupos alquila no benzeno.
Especificamente em relacdo ao 4-NRC, a presencga da cadeia isoprénica lateral,
pode favorecer a hiperconjugacao entre os elétrons o das ligagdes alquila (C-H)
contribuindo com a ressonéncia com o anel. Adicionalmente, a presenca de grupos
auxocrémicos, como OH, no caso do anion catecolato, também favorece o
deslocamento batocrémico da banda B para comprimentos de onda maiores devido
a existéncia, no anion, de um par de elétrons nao ligantes adicional que interage

com o sistema eletrénico 1T do anel.

Tabela 6. Valores de absortividade molar do 4-NRC e analogos estruturais.

Absortividade molar Comprimendo de onda
Substancia Quimica
(emax) maximo ()\)
o-catecol 2300 276 nm
4-NRC 3230 282 nm
Anion catecolado 3500 292 nm

4.6 Cinética de degradagao do 4-NRC sob condigoes de estresse

Para determinacdo da cinética da reacdo de degradagdo, os dados de
concentragdo das amostras do 4-NRC, expostas a condicéo fotolitica e hidrolitica

acida e basica, foram analisados em graficos de dispersdo de dados, onde o



83

decaimento da concentragao do 4-NRC (ug/mL) é monitorado em funcédo do tempo
de exposigao (h).

A determinacgao da velocidade de degradacgao hidrolitica do 4-NRC, em meio
alcalino, nao foi possivel dada a sua rapida degradagao, pois as concentragoes
obtidas do 4-NRC, nos tempos de coleta selecionados neste estudo, logo atingiram
concentragbes inferiores ao LQ (Tabela 7). Por este motivo, ndo foi possivel
calcular a velocidade de decaimento, tampouco a ordem da reacdo, dada a

indisponibilidade de substrato (4-NRC) para o reteste.

Tabela 7: Concentragdes (ug/mL) e percentuais remanescentes (%) do 4-NRC em

fungéo do tempo (h) de exposigao alcalina.

Tempo de Concentragao
% 4-NRC
exposigao (h) 4-NRC (pg/mL)
0 500 100,00
1 13,48 2,96
6 <LQ | -
12 <LQ | -
24 <LQ | -

Ja na exposicao fotolitica, verificou-se que a cinética de degradacéo € mais
lenta. Nesta, observa-se um decaimento linear da concentragédo do 4-NRC (Figura
29), quando analisamos os valores do inverso da concentragao (1/C) em fungdo do
tempo de reacdo (Tabela 8). Esta representacdo grafica € indicativa de um
processo de degradacao cinética de segunda ordem, pois ha excelente correlagao
linear entre os dados. Nestes casos, a velocidade da reagdo € geralmente
dependente da concentragdo de dois reagentes, ou ainda, da concentragdo de
apenas um dos substratos, elevada a segunda poténcia (NUDELMAN, 1975;
RUSSEL, 1994).
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Tabela 8: Concentragdes (ug/mL) e percentuais remanescentes (%) do 4-NRC em

fungéo do tempo (h) de exposigao fotolitica.

Tempo de Concentragao
% 4-NRC
exposicao (h) 4-NRC (ug/mL)
0 500 100,00
6 155,15 31,03
24 89,59 17,97
72 23,97 4,49
144

Cinética de degradacao fotolitica do 4-NRC

0,045
0,040 |
0,035 |
0,030 |
0,025 |
0,020 |
0,015 |
0,010 |
0,005 |
0,000 |

1/C (ug/mL)

y = 0,0005x + 0,0014
R? = 0,9838

40 50
Tempo (h)

60 70

80

Figura 29: Cinética de degradacao fotolitica do 4-NRC. Grafico de dispersao dos

valores do inverso da concentragéo (ug/mL) em funcéo do tempo (h).

Na exposicao acida do 4-NRC, o tratamento dos dados foi semelhante

aquele aplicado a cinética da reagao fotolitica. O ajuste linear dos dados foi obtido

pelo tratamento grafico (Figura 30) do inverso da concentragdo (1/C) em fungéo do

tempo (Tabela 9), indicando uma reacgéo cuja velocidade de degradagao é de 22

ordem.
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Tabela 9. Concentragbes do 4-NRC (ug/mL) e percentual remanescente (%) em

fungéo do tempo (h) de exposigdo em meio acido (pH 1,0, 60 ° C).

Tempo de Concentragao
% 4-NRC
exposicao (h) 4-NRC (pg/mL)
0 1000,00 100,00
1 176,31 17,63
6 165,50 16,55
12 131,87 13,18
24 77,03 7,70
40 43,64 4,36
48 21,18 2,18

Cinética de degradacgao acida do 4-NRC

0,04
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015

1/C (ug/mL)

0,01 -
0,005 -

y=0,0006x + 0,0017
R?=0,9352

0 L

30
Tempo (h)

40 50 60

Figura 30: Cinética de degradagao acida do 4-NRC, a 60° C. Grafico de dispersao

dos valores do inverso da concentragao (ug/mL) em fungédo do tempo (h).

A constante de velocidade (k) encontrada para a reagao fotolitica foi de 5,51

x 10 ug'.mL.h " e, para a degradacdo hidrolitica acida, 9,63 x 10 ug”'.mL.h .

Os resultados obtidos evidenciam uma degradagdo rapida e extensiva do 4-

nerolidilcatecol, quando submetido as condigdes de estresse recomendadas pelo

FDA. Observa-se ainda que o tratamento dos dados obtidos, segundo uma cinética
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de segunda ordem produziu um &timo ajuste a regressao linear (R?20,93),dada pela
analise do inverso da concentragdo do reagente, exposto ao agente estressante.

A meia-vida do 4-NRC (t12), segundo as condi¢des experimentais fotolitica e
hidrolitica acida utilizadas neste estudo, e dadas as constantes de velocidade
destas reagdes, em meio acido, foi de 1,03 h, e quando exposto a condigcéo
fotolitica foi de 3,63 h.
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5. Conclusoes

A otimizacdo do método, que avaliou diferentes gradientes de eluentes
(metanol, acetonitrila e agua), promoveu a separagao do analito e de seus produtos
de degradagéo possibilitando a distingdo entre os componentes da amostra. O
emprego da técnica cromatografica acoplada a detector PDA possibilitou conhecer
o perfil de absorbancia dos produtos de degradagao na regido ultravioleta, avaliar a
pureza dos picos cromatograficos, assim como conhecer os comprimentos de onda
de absorbancia maxima e, monitorar, em paralelo, outros destes, de modo a
garantir a seletividade do método na presenga de possiveis produtos do meio
reacional.

Assim, o método analitico desenvolvido por CLAE-PDA demonstrou exatidao e
precisdo na obteng¢ao dos dados, aléem de sensibilidade e seletividade adequadas
para avaliagdo do 4-NRC e seus produtos de degradagao formados apds exposi¢cao
as condi¢cbes de estresse, para a maioria dos intervalos de tempo selecionados.
Consequientemente, o método desenvolvido neste trabalho possibilita a avaliagao
da pureza do 4-NRC em analises de controle de qualidade.

A degradacéao acelerada do 4-NRC sob condi¢cdes de estresse foi evidenciada
e monitorada, com sucesso, apos validacdo do método analitico desenvolvido. A
formagao de produtos de degradacao do 4-NRC, sob estresse fotolitico, confirmou
evidéncias de sensibilidade a este agente. Nesta condi¢ao foi possivel verificar a
formacéao de produtos mais polares que o 4-NRC, sendo que o principal produto de
degradacgao fotolitica foi formado apdés 144 h de exposicdo a luminosidade
integrada UV-Vis. A cinética de degradacado do 4-NRC exposto a luminosidade foi
de 22 ordem.

A sensibilidade a degradagdo do 4-NRC, em meio acido e alcalino, foram
confirmadas segundo as condigdes experimentais avaliadas neste estudo.
Verificou-se que a degradacao € mais rapida em meio alcalino (pH 13,00) que em
meio acido, de forma tal que, ndo foi possivel identificar a ordem da reacdo em
meio basico, dado ao rapido desaparecimento do 4-NRC. Verificou-se que, logo
nas primeiras horas, ocorreu total degradacéo do 4-NRC em meio basico, mesmo a
temperatura ambiente. Os produtos de degradacéao alcalina majoritarios mostraram-
se mais apolares que o0 4-NRC, e foram detectados durante todas as coletas, no

meio reacional.
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Ja em meio acido, os dados da concentragcao do 4-NRC presentes na solugao
(pH 1,00) possibilitaram estabelecer que a cinética de degradagao do 4-NRC foi de
22 ordem, necessitando da elevacao da temperatura para promover a aceleragao
de tal reagdo. Nesta condigédo, observou-se que decorridas 48h de exposicado em
acida, ainda foi possivel quantificar o 4-NRC, demonstrando maior estabilidade
nesta condigdo. Os produtos de degradacao hidrolitica acida se mostraram mais
polares que o 4-NRC e a presenga do principal produto de degradagao, com tr
11,86 min, pode ser acompanhada desde a primeira hora de exposicdo da
substancia.

Assim, ao final deste trabalho, propbe-se que as condigdes de
armazenamento do 4-NRC isolado devem ser amenas, ou seja, deve-se armazena-
lo sempre sob abrigo da luz, por meio de protecéo fisica com papel aluminio, e/ou
frascos ambar, de superficie neutra (p.e. borossilicato neutro) evitando assim,
frascos de vidro alcalino. Quando em solugdo, o pH do meio deve ser neutro,
evitando-se extremos de pH acidos e, principalmente, meio basico. Ademais, deve-
se considerar o armazenamento sob refrigeragdo, uma vez que a elevagdo da
temperatura acelera a velocidade das reagdes de degradagcdo deste potencial

candidato a farmaco.
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6. Perspectivas

Acredita-se que as informagdes sobre a estabilidade do 4-NRC, possam
contribuir tanto na utilizagdo desta substancia como em outros trabalhos de
pesquisa, tendo em vista que foi possivel confirmar as suspeitas de instabilidade
elevada deste potencial farmaco.

Além disto, espera-se que seja possivel, por trabalhos complementares a
este, a caracterizagdo dos produtos de degradacdo formados em condigdes de
estresse, utilizando-se técnicas como RMN "He °C, infravermelho e EM.

Adicionalmente, podera ser planejada a avaliagdo cinética em meio alcalino,
com coletas de amostras em intervalos de tempos inicialmente mais curtos, a fim
de se assegurar a determinacdo da cinética de degradacao do 4-NRC neste meio.
Além disto, poderdo ser propostos estudos complementares de estabilidade
visando:

- determinar as melhores condicdes de utilizagcdo do 4-NRC, em solugdes e
solventes com pH variados,

- avaliar a degradacgéo do 4-NRC em condi¢des oxidativa e térmica,

- realizar estudos de estabilidade associando diferentes fatores de estresse,
como variacao de temperatura e alteragcao da faixa de pH, exposi¢cao luminosa e
variagao de pH, exposic¢ao luminosa e alteracdo de temperaturas.

- avaliar o comportamento do 4-NRC frente a fatores de estresse, quando
associado na forma de um complexo de inclusdo, em hidroxipropil-beta-
ciclodextrina, comparativamente ao 4-NRC puro.

Assim, a obtengao destas informacdes sobre o 4-NRC podera impulsionar
futuros investimentos no desenvolvimento de formulagbes com componentes
naturais seguras, estaveis e eficazes, sejam eles medicamentos ou cosméticos.
Além disto, estudos complementares acerca da seguranga, toxicidade e eficacia do
4-NRC e P. umbellata poderao ser realizados pela comunidade cientifica a fim de

corroborar o potencial terapéutico desta espécie genuinamente brasileira.
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