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RESUMO

No Brasil, as espécies de Mikania glomerata e M. laevigata (popularmente
conhecidas como guaco), sdo amplamente utilizadas para o tratamento de diversas
condi¢cbes inflamatorias e alérgicas, principalmente as do sistema respiratorio. Em
virtude das propriedades farmacoldgicas atribuidas a essas espécies, 0s
fitoterapicos a base de guaco tem seu uso amplamente difundido na populacéo
brasileira, sendo incluidos nos programas de fitoterapia do Sistema Unico de Salde
(SUS). Apesar do reconhecimento terapéutico destes medicamentos, apenas trés
métodos analiticos foram encontrados na literatura para o controle de qualidade de
especialidades farmacéuticas a base de guaco. Além destes métodos serem
bastante laboriosos, pois envolvem diversas etapas de extracao, avaliam somente a
1,2-benzopirona (cumarina), ndo sendo determinado nenhum outro metabdlito
relacionado aos efeitos farmacolégicos do guaco. O objetivo do presente trabalho foi
o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para quantificacdo de cinco
metabdlitos do guaco (cumarina, acido o-cumarico, dihidrocumarina, siringaldeido e
acido caurendico) através de CLAE-DAD e CLAE-EM/EM sem a necessidade de
nenhum pré-tratamento das amostras. O método através de CLAE-DAD foi
desenvolvido e validado em uma coluna Zorbax XDB C18 (150 x 4.6 mm, 5 um)
utilizando como fase moével uma mistura de agua/metanol/acetonitrila/acido férmico
(65:30:5:1, viviviv), com fluxo de 1.0 mL min™® em modo isocratico de eluicdo. O
volume de injecéo foi de 20 puL sendo os analitos monitorados em comprimento de
onda Unico de 274 nm. Para todos os compostos, o método foi linear em um
intervalo compreendido de 1.0 a 200 ug mL™. O intervalo de recuperacdo para o
ensaio de exatidao foi de 97.9 a 101.8% com um DPR < 5% para precisao intra-dia e
inter-dia. O estudo de robustez indicou que o fluxo € um fator critico. Os métodos
através de CLAE-EM/EM foram desenvolvidos e validados em uma coluna XBridge
C18 (150 x 2,2mm, 5 pum) utilizando como fase movel um gradiente de elui¢cdo entre
agua e acetonitrila contendo 0,05% de acido férmico ou 5 mM de formiato de aménio
de acordo com as caracteristicas de ionizacdo de cada composto. O fluxo foi
mantido em 200 puL min™ no modo positivo de ionizacdo e 220 mL min™ no modo
negativo de ionizagcdo. Os métodos apresentaram linearidade nas faixas de 1,25 a
400 ng mL™ para cumarina, 10 a 600 ng mL™ para dihidrocumarina, 5 a 250 ng mL™
para o acido caurendico e 25 a 500 ng mL™ para siringaldeido e &cido o-cumaérico. O
intervalo de recuperacdo para o ensaio de exatiddo foi de 95,3 a 103,8% com um
DPR < 6,3% para precisao intra-dia e inter-dia. Os novos métodos podem ser
aplicados para a quantificagdo destes metabdlitos nas apresentacdes farmacéuticas
xarope e solucao oral, sendo, portanto, uma alternativa para o controle de qualidade
deste tipo de produto na industria farmacéutica.

Palavras chaves: Desenvolvimento analitico, validacdo de método, guaco, xarope de
guaco, CLAE-DAD, CLAE-EM/EM.



ABSTRACT

Mikania glomerata and M. laevigata popularly known as guaco are widely used for
the treatment of several inflammatory and alergic conditions, particularly in the
respiratory system, probably acting through their bronchodilator and antinflamatory
properties. Due to therapeutic proprerties attributed to these species, guaco
preparation has a widespread used in brazilian population and it has beem included
in the government phyoterapy programs. Despite the widespread use, only three
analytical methods were found in the literature for the quality control of guaco
pharmaceutical preparations. Furthermore, these methods are very laborious (with
several extraction processes required) and assess only 1,2 benzopyrone content
(coumarin). Therefore do not quantify any other metabolites related to the
pharmacological effects of guaco. The aim of this work is to development and
validation of analytical methods to determine five guaco secondary metabolites
(coumarin, o-coumaric acid, dihydrocoumarin, kaurenoic acid and syringaldehyde) by
HPLC-DAD and HPLC-MS/MS without need any pretreatment of the samples. HPLC-
DAD chromatographic separations were carried out on a Zorbax Eclipse XDB Cig
150 x 4.6 mm i.d., 5-um particle size column. The mobile phase consisted of
water/methanol/acetonitrile/formic acid (65:30:5:1, v/v/viv) at a flow rate of 1.0 mL
min in isocratic elution mode. The detection wavelength was set at 274 nm and the
injection volume of the sample was 20 uL. For all compounds, the method was linear,
over a range of 1.0 - 200 ug mL™. The range of recovery was 97.9 to 101.8% with a
RSD < 5% for intra-day and inter-day precision. The robustness study indicated that
flow rate is a critical factor. HPLC-MS/MS methods were carried out using Xbridge
C18 150 x 2.1 mm i.d, 5 um particle size column. The mobile phase consisted in a
gradient of water and acetonitrile containig 0.05% formic acid or 5 mM ammonium
formate according the ionization characteristics of each analyte. The flow rates were
200 pL min? to the positive ionization mode and 220 pL min™ to the negative
ionization mode. The volume of injections was maintened 10 pL in both methods.
The methods showed linearity over a range of 1.25 to 400 ng mL™ for coumarin, 10 to
600 ng mL™ for dihydrocoumarin, 5 to 250 ng mL™ kaurenoic acid and 25 to 500 ng
mL™ for syringaldehyde and o-coumaric acid. The range of recovery was 95.3 to
103.8% with a RSD < 6.3% for intra-day and inter-day precision. These methods are
presented as an alternative for the quality control of pharmaceutical preparations
containing guaco.

Key words: Analytical development, method validation, guaco, pharmaceutical
preparations, liquid chromatograph, mass espectrometer.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da historia, os produtos naturais tém sido utilizados com sucesso na
prevencdo e cura de diversos tipos de enfermidades. Por um longo periodo de
tempo, estes contribuiram com os cuidados primarios de saude sendo considerados
como a principal fonte de recursos na descoberta de novas drogas (RATES 2001,
RASKIN et al., 2002).

Com o passar dos anos, a ascensao da industria farmacéutica no século XX
fez com que as pesquisas por produtos naturais declinassem, substituindo os
extratos medicinais por moléculas sintéticas, as quais passaram a triunfar no
tratamento de doencas (RASKIN et al., 2002). Entretanto, apds um longo periodo de
éxito, a medicina convencional demonstrou algumas limitacbes como ineficacia
terapéutica e a dificuldade de desenvolvimento de produtos mais efetivos. Em
virtude disso, no mundo todo o interesse por produtos naturais se restabeleceu
(RATES, 2001).

Em décadas mais recentes, 0 uso das terapias alternativas tem aumentado
consideravelmente, especialmente por produtos naturais derivados de plantas. As
principais razdes para o crescimento do consumo estdo na acessibilidade, baixo
custo e ao baixo efeito colateral quando comparados a medicamentos convencionais
(RATES, 2001, RASKIN et al., 2002).

Dentre as diversas plantas medicinais utilizadas no Brasil, as espécies
Mikania glomerata e Mikania laevigata, popularmente conhecidas como guaco, séo
amplamente utilizadas, com evidéncias pré-clinicas para o tratamento de problemas
respiratérios em que sejam benéficas as acdes broncodilatadora, anti-inflamatoria e
anti-espasmadica (NEVES; SA, 1991; BIGUETTI, 1999). Devido as propriedades
terapéuticas atribuidas a essas espécies, as folhas de M. glomerata foram
estabelecidas na primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira, enquanto que M.
laevigata teve sua monografia incluida na quinta edigdo (BRASIL, 1929; 2005).

Os medicamentos fitoterapicos a base de guaco vem sendo utilizados em
larga escala na rede de saude publica (SUS), através da implantacdo de programas
de fitoterapia em varios municipios nos estados brasileiros (BRASIL, 2006a;
SEMINARIO INTERNACIONAL DE PRATICAS INTEGRATIVAS E
COMPLEMENTARES EM SAUDE, 2008). Em virtude disto, 0o xarope e a solugéo
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oral de Mikania glomerata Spreng. foram incluidos no elenco de referéncia de
medicamentos e insumos complementares para a assisténcia farmacéutica na
atencdo béasica em saude, conforme anexo Il da portaria n° 3.237 de 24 de
dezembro de 2007 (BRASIL, 2007).

De acordo com a instrugdo normativa n°® 5 de 11 de dezembro de 2004, que
determina a lista de registro simplificado de fitoterapicos no Brasil, € considerado o
marcador quimico do guaco a cumarina simples (1,2 benzopirona). No entanto,
embora muitos autores atribuam o efeito farmacolégico do guaco a este marcador,
pesquisas recentes demonstraram que existe sinergismo entre metabdlitos
presentes nos extratos medicinais, incluindo o precursor da cumarina, o acido o-
cumarico (ABOY et al., 2002; SUYENAGA et al., 2002; SANTOS et al., 2006).
Adicionalmente, outros metabdlitos tais como dihidrocumarina, acido caurendico e
siringaldeido, também sdo descritos como majoritarios, contribuindo provavelmente
para os efeitos benéficos do guaco (FIERRO et al., 1999; PEDROSO et al., 2008).

Na literatura, diversos métodos analiticos sdo relatados para a determinacgao
da cumarina nos extratos medicinais de guaco (VILEGAS; DEMARCHI; LANCAS,
1997a; CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2001; OSORIO, 2004; SANTOS et al.,
2006). No entanto, para formas farmacéuticas existem apenas trés relatos
envolvendo controle de qualidade destes medicamentos (SANTOS et al.,, 2006;
ROCHA et al., 2008; SILVA et al., 2008). Além de os métodos utilizados serem muito
laboriosos, pois exigem varias etapas de extracdo, determinam somente a cumarina,
nao sendo determinado, portanto nenhum outro metabdlito relacionado ao efeito
terapéutico.

Desta forma, este trabalho visou o desenvolvimento e a validacdo de métodos
analiticos para quantificacdo dos metabdlitos secundarios do guaco (cumarina, acido
o-cumarico, dihidrocumarina, acido caurendico e siringaldeido) em formas
farmacéuticas xarope e solucdo oral através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — DAD e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas e Recursos Tandem. O presente trabalho é apresentado

como uma alternativa para o controle de qualidade nestes tipos de produtos.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos analiticos através de CLAE-DAD e CLAE-
EM/EM para quantificacdo de metabdlitos secundarios do guaco (cumarina, &cido o-
cumarico, dihidrocumarina, acido caurenoico e siringaldeido) nas especialidades

farmacéutica xarope e solugéo oral.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar parametros cromatograficos em CLAE-DAD levando em
consideracdo gasto com fase movel, qualidade do cromatograma e tempo de
corrida.

Validar o método de CLAE-DAD através de norma vigente nacional (ANVISA)
e internacional (ICH).

Quantificar através de CLAE-DAD os metabdlitos secundarios do guaco (1,2-
benzopirona, acido o-cumarico, acido caurendico, siringaldeido e dihidrocumarina)
em diferentes amostras de xarope e solucdo oral de guaco disponiveis no comércio
local de Curitiba.

Otimizar parametros cromatogréaficos e do espectrémetro de massas levando
em consideracgdo sensibilidade, gasto com fase movel, qualidade do cromatograma e
tempo de corrida.

Validar os métodos de CLAE-EM/EM através de norma vigente nacional
(ANVISA) e internacional (ICH).

Quantificar através de CLAE-EM/EM os metabdlitos secundarios do guaco
(1,2-benzopirona, &cido o-cumarico, acido caurendico, siringaldeido e
dihidrocumarina) em diferentes amostras de xarope e solucdo oral de guaco

disponiveis no comércio local de Curitiba.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FITOTERAPIA

Plantas medicinais tém sido a base dos principais produtos indicados para a
salde desde a antigtidade (RASKIN et al., 2002; BRASIL, 2006a; SCHMIDT et al.,
2008). Historicamente, foram utilizadas com sucesso para a cura e prevencao de
doencas até o ano de 1897, quando Friedrich Bayer introduziu no mundo o primeiro
medicamento sintético, o &cido acetilsalicilico. A partir de entdo, com a revolucao
industrial e com o desenvolvimento da quimica organica, o século XX foi marcado
pelo triunfo das industrias farmacéuticas de medicamentos alopaticos, as quais
substituiram os extratos naturais por moléculas sintéticas. As razdes para esse
grande éxito eram substanciosas, pois, moléculas sintéticas sdo facilmente obtidas,
e, além disso, de possivel modificacdo estrutural, o que potencializa sua atividade,
torna 0 medicamento mais seguro e economicamente interessante para a indastria
farmacéutica (RASKIN et al., 2002; RATES, 2001).

Com o passar dos anos, a medicina convencional demonstrou certas
limitagbes como, por exemplo, altos indices de efeitos colaterais, ineficacia
terapéutica e a dificuldade de desenvolvimento de produtos mais efetivos. A partir de
entdo novamente o0 interesse pelos produtos fitoterdpicos se restabeleceu,
especialmente por produtos a base de plantas medicinais, 0os quais nos ultimos anos
tiveram seu consumo aumentado especialmente pelo baixo custo, facil acesso, e os
minimos efeitos colaterais quando comparados a formulagbes convencionais
(RATES, 2001; RASKIN et al., 2002; (OMS, 2002).

A aceitacdo da visdo holistica para o tratamento de doencas também
contribuiu para o aumento do consumo das plantas medicinais e seus fitoterapicos.
O paradigma do século XX de que doencas sdo tratadas com uma unica molécula foi
quebrado com a aceitacdo de que doencas complexas possuem natureza
multifatorial e sdo melhores tratadas com complexos botanicos, sendo possivel o
ajuste de dose de acordo com a fase em que o paciente se encontra (RASKIN et al.,
2002). Adicionalmente, uma maior compreensdo de micronutrientes disponiveis em

dietas suplementares, bem como a identificacdo de novos metabdlitos, corroboraram
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para que o retorno da pesquisa e do desenvolvimento de componentes bioativos se
restabelecesse. Dessa forma, os lacos entre o uso de plantas medicinais e a saude
nao estao relacionados somente ao tratamento de doengas ou alimentag&do, mas
também como grande importancia no processo de descoberta de novas drogas
(RASKIN et al., 2002; HARVEY, 2008; RISHTON, 2008; SCHMIDT et al., 2008).
Plantas, além de tudo, possuem uma valiosa fonte de recurso terapéutico devido a
sua vasta capacidade biosintética constituida por uma colecdo de compostos
relacionados com multiplas atividades que interagem para um efeito sinérgico e uma
maior efetividade (RASKIN et al., 2002; SCHMIDT et al., 2008).

Por esses varios motivos, o mercado mundial da medicina praticada com
plantas medicinais ja esta estimado em 60 milhdes de ddlares por ano sendo que 0s
gastos publicos e privados claramente vém aumentando, apesar de ainda escassos
(OMS, 2002). Paises da América Latina, China, india, Franca, Alemanha e Estados
Unidos tém investido em programas de pesquisas, padronizacdo e regulamentacao
de plantas medicinais e seus derivados (RATES, 2001). Dados da Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) estimam que hoje, aproximadamente 80% da populagéo
dos paises em desenvolvimento utilizam a medicina tradicional para os cuidados
primarios de saude, e que em torno de 85% desta, envolve 0 uso de plantas
medicinais, seus extratos vegetais e seus principios ativos (OMS, 2002).

Cabe lembrar sobre a importadncia do retorno as pesquisas com produtos
naturais, que as mais importantes e impactantes drogas sdo derivadas de plantas
medicinais, como por exemplo, a vincristina, a vinblastina e o taxol utilizados
clinicamente contra alguns tipos de cancer (RASKIN et al., 2002; ZHIGALTSEV et
al., 2005; HARVEY, 2008).

Contudo, para que o aumento da divulgacdo e a diminuicdo da resisténcia ao
uso de medicamentos fitoterapicos sejam efetivos, se torna crucial garantir
seguranca, eficacia e qualidade destes produtos. Para tanto, monoculturas
geneticamente uniformizadas que assegurem uma composicdo quimica
padronizada, normas e legislacdes, sistemas nacionais de inspe¢édo e controle de
efeitos adversos, proposi¢cdes de protocolos pré-clinicos e clinicos bem como o uso
racional dessas drogas, fardo novamente com que compostos naturais tornem-se
centrais para o tratamento e a compreensdao dos mecanismos das doencas
(BRASIL, 2001; OMS, 2002; RASKIN et al., 2002; SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002;
HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003; RISHTON, 2008).
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2.1.1 Fitoterapia no Brasil

A pesquisa de novos metabdlitos oriundos de plantas € de fundamental
importancia no desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de doencas,
especialmente aquelas negligenciadas como tuberculose, malaria, mal de chagas,
esquistossomose, leishmaniose e doenca do sono. Essas doencas afetam
principalmente paises em desenvolvimento, e pouco interessa a industria
farmacéutica, pois embora esses paises reunam 80% da populacdo mundial,
correspondem a apenas a 20% das vendas globais de medicamentos (FUNARI;
FERRO, 2005).

O Brasil vem se destacando no cenério internacional por possuir potencial
necessario para o desenvolvimento de pesquisas que resultem em novas
tecnologias e servicos terapéuticos. Isso porque, o0 pais detém um valioso
conhecimento tradicional relacionado ao uso de plantas medicinais, possui uma rica
diversidade étnica e cultural, e ainda, é o pais de maior biodiversidade do planeta
(BRASIL, 2006a).

O incentivo e a adesédo de varios municipios brasileiros aos programas de
terapia alternativa e complementar fez com que o aumento de interesse por produtos
fitoterapicos se concretizasse em todo o pais. Entretanto, ao mesmo passo em que
os estimulos aos programas sao concedidos, novas legislacbes vém sendo
discutidas e criadas de forma a cumprir com as diretrizes nacionais e internacionais
sobre efeito terapéutico, acesso seguro e uso racional destes medicamentos
(SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002; BRASIL, 2006a; 2006b; SEMINARIO
INTERNACIONAL DE PRATICAS INTEGRATIVAS E COMPLEMENTARES EM
SAUDE, 2008). De forma a atender a essas diretrizes, em fevereiro de 2000, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA) deu seu primeiro passo
regulamentando o registro de fitoterapicos no pais, e desde entdo, a industria
farmacéutica vem se adequando as novas regras de forma a garantir eficacia,
qualidade e seguranca desses medicamentos (BRASIL, 2000a).

No ano de 2001, o Ministério da Saude em seu Programa de Plantas
Medicinais da Central de Medicamentos (CEME) objetivou com embasamento
cientifico, o desenvolvimento de uma terapéutica alternativa e complementar,

estabelecendo o real valor farmacoldgico de prepara¢gdes de uso popular a base de
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plantas medicinais. Sua estratégia era submeter as preparacbes a uma bateria
completa de testes farmacoldgicos, toxicologicos, pré-clinicos e clinicos confirmando
ou ndo as propriedades terapéuticas atribuidas a estes medicamentos. Os
fitoterapicos que confirmassem eficécia terapéutica e auséncia de efeitos prejudiciais
seriam integrados a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais — RENAME
(BRASIL, 2001).

Com o propdsito de atender a esses requisitos, a resolu¢cdo RDC n° 48, de 16
de marco de 2004, vem ao encontro dos objetivos da CEME no sentido de exigir a
comprovacdo da eficacia e seguranca dos medicamentos fitoterapicos, através de
meétodos analiticos devidamente validados de acordo com o guia de validacdo de
meétodos analiticos e bioanaliticos (BRASIL, 2003a; 2004a). De forma a corroborar
com a RDC n°48, em mesma data foi publicada a lista de referéncias bibliograficas
para avaliacdo de seguranca e eficacia de fitoterapicos e o guia para realizacao de
estudos de toxicidade pré-clinica destes medicamentos (BRASIL, 2004c; 2004d).

Em reconhecimento aos fitoterapicos com maior numero de estudos
cientificos, a ANVISA nesse mesmo ano publicou uma lista de fitoterapicos com
registro simplificado. Essa resolucéo foi revogada em 2008 ndo sendo necessario
validar indicacao terapéutica e seguranca de uso para os medicamentos fitoterapicos
pertencentes a esta listagem, desde que estes cumpram com as normas definidas
por essa legislagcdo (BRASIL, 2004b; 2008). Além disso, outras legislacbes se
aplicam aos medicamentos fitoterdpicos da mesma forma que normatizam os
medicamentos alopéticos tais como o regulamento para Certificacdo de Boas
Praticas de Fabricacdo e Controle (CBPFC) e as normas sobre publicidade de
medicamentos (BRASIL, 2000b; 2003b).

No ano de 2006 o Ministério da Saude aprovou a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude (PNPIC) e a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos estimulando o desenvolvimento
comunitario, a solidariedade e a participacdo social. Ambas as regulamentacdes
incentivam o uso de plantas medicinais e fitoterapicos priorizando a biodiversidade
brasileira. Esses modelos nacionais sdo fundamentais para tornar o acesso a saude
publica mais abrangente e de melhor qualidade cumprindo com as consideracdes e
estimulo ao uso da medicina tradicional, complementar e alternativa da Organizagao
Mundial da Saude (OMS, 2002; BRASIL, 2006a; 2006b).
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Mesmo com todos 0s incentivos por parte do governo, até marco de 2008, dos
512 medicamentos fitoterapicos registrados na ANVISA, somente 30% séo de
espécies nativas da América do Sul, indicando, portanto, a necessidade de
investimentos em pesquisa envolvendo a avaliagdo da eficacia e seguranca das
espécies medicinais brasileiras (CARVALHO et al., 2008).

Com o desenvolvimento da pesquisa cientifica, a criacdo de modelos
nacionais de saude e comunidades detentoras do conhecimento da medicina
tradicional, paises como o Brasil que conta com aproximadamente 200.000 espécies
registradas e cerca de 20% de toda a flora mundial, tem potencial para ocupar lugar
de destaque no cenério internacional. Dessa forma, atende as necessidades
especificas do pais, estimula o crescimento da economia, tornando, ainda, o

processo menos oneroso para o Sistema Unico de Satde (FUNARI; FERRO, 2005).

2.2 Mikania laevigata e Mikania glomerata — Uma revisao

No Brasil as espécies de Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker e Mikania
glomerata Sprengel, popularmente conhecidas como guaco, sdo amplamente
utilizadas com evidéncias pré-clinicas para o tratamento de doencas onde estejam
envolvidas suas acdes broncodilatadoras, anti-inflamatéria e anti-espasmaddica
(NEVES; SA, 1991; BIGUETTI, 1999). Em virtude do grande nimero de informacdes
disseminadas na literatura sobre ambas as espécies, uma revisdao completa foi
realizada envolvendo aspectos farmacoldgicos, toxicolégicos, quimicos,
agrondmicos, morfoanatdbmicos, geneéticos e 0 uso do guaco nos programas de
fitoterapia do Brasil (GASPARETTO et. al., 2010). O objetivo desta revisao foi
contextualizar a extensdo dos avancos realizados até o presente momento sobre
estes aspectos, e dessa forma corroborar com futuras pesquisas. A revisdo das
espécies de M. glomerata e M. laevigata encontra-se disponivel no anexo 1do

presente trabalho.
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2.2.1 Controle de qualidade de fitoterapicos a base de guaco

A ANVISA através da resolugdo n° 48/2004 que normatiza o registro de
fitoterapicos no Brasil exige que o controle de qualidade seja realizado em todas as
etapas de processamento da droga vegetal, icluindo a analise do produto final, o
fitoterapico. Nesse sentido, alguns ensaios devem ser realizados a fim de garantir
autenticidade, pureza e integridade, e composi¢cdo quimica detalhada através de
analises qualitativas e quantitativas (BRASIL, 2004a).

A literatura traz poucos relatos sobre o controle dos parametros fisicos e
quimicos dos extratos de guaco, sendo avaliados de uma forma geral a densidade, o
pH e o residuo seco. Em contra partida, um grande numero de estudos foram
encontrados avaliando a composi¢cao quimica dos extratos, sendo a cumarina (1,2-
benzopirona) o principal foco das pesquisas. Este metabodlito € monitorado
principalmente por técnicas como CCD, CG e CLAE (OLIVEIRA; SAITO; GARCIA,
1993; ABOY et al., 2000; BIGUETTI et al., 2005; BRASIL, 2005; YATSUDA et al.,
2005; MUCENEEKI et al., 2009)

Adicionalmente deve-se enfatizar que, apesar do amplo uso dos fitoterapicos
a base de guaco pela populacdo brasileira, apenas trés publica¢cdes envolvendo o
controle de qualidade da especialidade farmacéutica xarope foram encontrados na
literatura. Nesses trabalhos, além de os métodos analiticos utilizados serem
laboriosos, pois exigem varias etapas de extracdo, sdo direcionados somente ao
marcador quimico cumarina, e ndo a outros possiveis marcadores relacionados ao
efeito terapéutico (ROCHA et al., 2008; SILVA et al.,, 2008; BUENO; BASTOS,
2009). Os métodos analiticos aplicados qualitativamente e guantitativamente aos
extratos, tinturas, Oleos essenciais e nas formas farmacéuticas a base de guaco

encontram-se descritos no anexo 2 deste trabalho.

2.2.2 Metabdlitos majoritarios dos extratos medicinais de guaco

A agéncia regulamentadora de medicamentos do Brasil (ANVISA) considera

apenas a cumarina o marcador quimico do guaco. De acordo com este 6rgao, a
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dose diaria recomendada deste marcador pode variar entre 0,500 a 5,00 mg
(BRASIL, 2008). No entanto, ensaios in vivo e in vitro demonstraram que além da
cumarina, outros compostos biologicamente ativos estdo presentes no extrato
medicinais de guaco (LEITE et al.,, 1993). Nesse sentido os diterpenos tém
despertado bastante interesse, no que se refere a acdo farmacologica,
principalmente os que constituem a classe dos cauranos, como por exemplo, o acido
caurendico isolado de M. glomerata e M. laevigata (Tabela 2 do anexo 1).

O acido caurenoico tem apresentado diversas atividades farmacoldégicas,
dentre elas acdo antibacteriana, anti-parasitaria, anti-cancer, antifingica,
hipotensora, anti-inflamatéria e relaxante muscular lisa (BARBOSA; FERREIRA,;
VALENTE, 1994; GHISALBERT, 1997; LOBITZ; TAMAYO-CASTILLO; MERFORT,
1997; REZENDE et al., 2000; COSTA-LOTUFO et al., 2002; MONGELLI et al., 2002;
SILVA et al., 2002; VIEIRA et al., 2002; WILKENS et al., 2002; COTORAS; FOLCH,;
MENDOZA, 2004; TIRAPELLI et al., 2004; CAVALCANTI et al., 2006). Importante
mencionar foi sua atividade antinociceptiva induzida por &cido acético em
camundongos, sendo também um potente relaxante da contracdo uterina através de
mecanismos independentes de receptores B, adrenérgicos e, ao que tudo indica
antagonista dos canais de calcio (BLOCK et al., 1998; CUNHA et al., 2003). Estes
resultados reforcam sua contribuicdo para afeccées do trato respiratério.

Pesquisas com pneumonite alérgica em ratos demonstraram sinergismo entre
0S compostos presentes nos extratos hidroalcodlicos de M. glomerata e M. laevigata
para producdo dos efeitos farmacologicos desejados, incluindo o precursor da
cumarina, o acido o-cumarico, também descrito como o um dos principais compostos
presentes nos extratos medicinais (SANTOS et al., 2006; MUCENEEKI et al., 2009).

Outros metabdlitos tais como a dihidrocumarina e o siringaldeido também
tem sua importancia descrita na literatura. Ao siringaldeido, muito conhecido por
suas propriedades flavorizantes, é atribuido principalmente atividades antioxidante e
anti-inflamatodria através da inibicdo da prostaglandina sintetase - COX-2 (FARAH;
SAMUELSSON, 1992; VAN DEN WORM et al., 2001; BORTOLOMEAZZI et al.,
2007; STANIKUNAITE et al., 2009). Alem disso, este metabolito € considerado um
dos compostos majoritarios isolado recentemente nos extratos medicinais de guaco
através de CLAE semipreparativa (PEDROSO et al., 2008).

A dihidrocumarina, por sua vez, possui atividade antioxidante, o que contribui

para prevencdo ou reducdo de danos aos tecidos, quando da ocorréncia de
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processos inflamatorios (KOSUGE; CONN, 1962; HOULT; PAYA, 1996; VAN DEN
WORM et al., 2001). Este metabdlito também é relatado como um dos principais
compostos encontrados nos extratos de M. glomerata correspondendo a 2% do total
das fracbes hexanicas e etandlicas obtidas deste extrato (YATSUDA et al., 2005).
Apesar de seu amplo uso na industria cosmética e de alimentos, a consideracao a
ser feita é que a dihidrocumarina é capaz de perturbar processos epigenéticos em
Saccharomyces cerevisiae. Além disso, causa elevados numeros de apoptose em
células humanas (linfoblastos) devido ao aumento da acetilacdo da proteina
supressora de tumor (p53) (OLAHARSKI et al., 2005). Para este metabdlito, também
foi observado aumento relativo de massa do figado de ratos quando tratados com
dieta a base de dihidrocumarina, entretanto, a toxicidade € pouco expressiva, € hdo
causa grandes alteracdes celulares tanto in vivo quanto in vitro (LAKE et al., 1989;
LAKE et al., 1994; OLAHARSKI et al., 2005).

Em virtude da maioria dos trabalhos monitorarem apenas a cumarina, dos
relatos de sinergismo entre 0s compostos majoritarios presentes nos extratos
medicinais de guaco (cumarina, acido o-cumarico, dihidrocumarina, acido caurendico
e siringaldeido) e dos efeitos farmacolégicos atribuidos a estes metabdlitos, o
presente trabalho visa o controle de qualidade dos principais compostos

relacionados ao efeito terapéuto do guaco.

2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) surgiu na década de 60
como a aplicagdo da cromatografia liquida as teorias e instrumentagfes
desenvolvidas originalmente para cromatografia gasosa. A principal diferenca entre a
Cromatografia Liquida e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia esta no principio
de que a eficiéncia da separacdo aumenta com a diminuicdo do tamanho da
particula da fase estacionaria, tornando necessaria a utilizacdo de bombas para a
eluicdo da fase movel (CASS; DEGANI, 2001).

Nos ultimos anos, essa técnica de separacdo passou a ser uma das mais
utilizadas para fins qualitativos e quantitativos, e as razbes para esse crescimento

estdo na sensibilidade e na seletividade do método, com destaques em
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determinacdes ambientais, médicas e principalmente nas industrias farmacéuticas.
Os numeros sao surpreendentes sendo estimados que mais de 90% dos laboratérios
de andlises espalhados pelo mundo utilizam pelo menos uma modalidade de CLAE
em fase reversa (TONHI et al., 2002).

O principio de separacdo é baseado nas caracteristicas fisico-quimicas de
cada composto e uma ou mais interacdes entre o soluto e a fase estacionaria, o que
resulta numa migracao pela coluna de forma seletiva. Essas interagdes podem ser
pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, interacdes hidrofdbicas e forcas de
Van der Waals, aos quais de acordo com sua natureza, classificam os modos de
separacdo em cromatografia em fase reversa, cromatografia em fase normal,
cromatografia de troca ibnica e cromatografia por exclusdo (CASS; DEGANI, 2001).

A cromatografia em fase reversa é a mais utilizada e consiste em uma fase
estacionaria de baixa polaridade e uma fase mével de maior polaridade enquanto
gue a fase normal tem as polaridades invertidas (TONHI et al., 2002). A escolha do
modo mais adequado de separacdo cromatografica € baseada na natureza do
composto, no peso molecular, na polaridade e no caréater idnico, dependendo, além
disso, da fase estacionaria e da fase moével para cada classe de soluto (CASS;
DEGANI, 2001)

O equipamento € composto por alguns moédulos como bombas de presséo e
fluxo constante, injetor de amostra, forno da coluna, detector, interface de dados e
computador. Na atualidade, estes modulos sao totalmente computadorizados e
permitem que alguns parametros como temperatura da coluna, vazéo de fluxo, e
alteracdo na composicdo da fase movel (eluicdo gradiente) sejam alterados
individualmente no equipamento, sendo estes fundamentais para o desenvolvimento
dos métodos analiticos. Além disso, a composicao da fase estacionaria € um fator de
grande relevancia na separagdo de compostos e deve ser avaliada antes do
desenvolvimento do meétodo (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; CASS;
DEGANI, 2001).

A temperatura do forno é um parametro muito importante em CLAE, pois afeta
diretamente o perfil cromatogréfico dos compostos. Além disso, favorece na reducao
do tempo de retencéo principalmente de amostras ionizaveis, embora as amostras
neutras também possam ter mudancas significativas na retencédo. Portanto € um
parametro muito Util para melhorar a resolugé@o entre picos, sem haver necessidade
de mudanca de coluna ou da fase movel (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).
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A vazao de fluxo da fase movel também € um parametro importante para
separacao de compostos em CLAE, pois, afeta diretamente o tempo de retencédo dos
analitos e a pressao do sistema (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997). A eluigéo
gradiente por sua vez, é uma alternativa para melhorar a resolucdo e a seletividade
do método, favorecendo, adicionalmente, na separacdo de macromoléculas e na
diminuicdo do tempo de corrida em amostras que contenham analitos com ampla
faixa de retencdo (K). As desvantagens da utilizagdo deste sistema estéo
principalmente em sua maior complexidade, pois possui um maior niamero de
variaveis, o que dificulta a reprodutibilidade dos dados (CASS; DEGANI, 2001).

Os sistemas de deteccdo utilizados em CLAE sdo os mais diversos. Alguns
parametros como alta sensibilidade, alta seletividade, rapidez de resposta,
informagé&o qualitativa do pico desejado, linearidade, baixo limite de deteccdo e
estabilidade frente a mudancas de temperatura e composicdo da fase movel
caracterizam a escolha do sistema. Os mais utilizados por sua vez sdo o arranjo de
foto diodos ou UV-Visivel (mais utilizado), fluorescéncia, indice de refracdo,
infravermelho, polarimetro e dicroismo circular, eletroquimicos, espalhamento de luz
(light-scattering), ressonancia nuclear magnética e espectrometro de massas (EM).
Esse udltimo por sua vez, é ideal para a quimica analitica por ser universal,
apresentar alta sensibilidade, fornecer massa molecular dos solutos e contribuir com
a elucidacao estrutural destes. (CASS; DEGANI, 2001).

2.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O espectrbmetro de massas € um instrumento que permite determinar a
massa molecular de compostos eletricamente carregados por um sistema de
ionizacao, ou ions previamente formados pela dissociagcdo molecular induzida por
colisdo (COLE, 1997).

Gracas a alta sensibilidade e a capacidade de identificar ions através da
razdo massal/carga (m/z), os espectrometros de massas sao considerados de
extrema relevancia para a industria farmacéutica, pois, além de grande éxito como
suporte analitico, € um dos primeiros métodos de escolha para elucidacao estrutural
de novas moléculas (NIESSEN, 1999; GLISH; VACHET, 2003).
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Em outras areas como na quimica de polimeros, analises ambientais,
bioquimicas, toxicolégicas, farmacologicas, biotecnologicas e, recentemente nas
areas de alimentos e perfumaria, os espectrobmetros de massas vém ganhando
interesse tornando-se fundamentais como recurso para novas pesquisas. Este fato
se da principalmente pela diversidade de técnicas desenvolvidas até o presente
momento, sendo a mais importante delas, a hifenacdo do espectrébmetro de massas
com o cromatografo liquido (CLAE-EM), ao qual tem possibilitado a analise de
compostos organicos polares, ndo volateis e termo labeis (WATSON, 1997,
MAURER, 1998; NIESSEN, 1999; MARQUES, 2006).

Para que possamos entender o funcionamento de um espectrometro de
massas, € necessario compreendermos 0s trés principais componentes do
equipamento: a fonte de ionizagdo, o analisador e o detector. A diferenca entre
esses componentes distingue os tipos de técnicas as quais independentemente da
escolha, exige primeiramente que a amostra seja ionizada em uma fonte de
ionizacao (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; GLISH; VACHET, 2003).

Diversas fontes de ionizacdo sdo descritas na literatura, porém as mais
comuns e utilizadas sdo a lonizacdo através de Eletrospray (ESI) e a lonizacéo
Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) aos quais se tornaram padronizadas nos
espectrometros de massas da atualidade (KORFMACHER, 2005).

A técnica de ionizacdo por ESI foi desenvolvida em 1984 por Yamashita &
Fenn e na década de 90, passou a ser extensamente utilizada na analise de
farmacos, metabolitos e produtos de degradacdo (SMYTH, 2005). Ambos, ESI e
APCI ocorrem a pressdo atmosférica e utilizam alta voltagem para fornecer
ionizacdo necessaria a formacédo de ions, aos quais podem ser detectados e
guantificados nos espectrémetros de massas (KORFMACHER, 2005). Na ESI, o
processo de ionizacdo ocorre através de um capilar ao qual recebe uma diferenca de
potencial em relacdo a um contra-eletrodo de voltagens entre 500 e 4500 V,
enquanto que em APCI, a ionizacdo se da através uma agulha a qual produz uma
descarga elétrica (corona) diretamente sobre a amostra (GLISH; VACHET, 2003).

A APCI possui notaveis atributos como o facil acoplamento ao cromatégrafo
liquido e a baixa susceptibilidade a interferéncia de matrizes que contenham sal.
Além de tudo, possui capacidade de ionizar rapidamente moléculas pouco polares
sendo muito utilizada para o monitoramento de drogas e metabdlitos de origem

humana e animal. A desvantagem da técnica esta em amostras termo labeis devido
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a possivel decomposicao originada pelas altas temperaturas na fonte. Além disso,
alguns solventes podem suprimir completamente a formacao dos ions de interesse
(VAN BRAMER, 1997; MAURER, 1998).

A ESI, por sua vez, € considerado o mais robusto dos processos de ionizagao,
sendo ainda, o mais utilizado em laboratorios clinicos. Este tipo de fonte € um
processo de ionizacdo brando, ao qual mantém intacta a molécula precursora com
uma ou multiplas cargas carregadas positivamente ou negativamente de acordo com
0 sistema dado ao capilar de ionizagcdo da amostra. Além disto, este sistema
trabalha muito bem com mistura de solventes aquosos e organicos sendo, portanto,
o0 mais apropriado para a hifenacdo com o cromatografo liquido em analises
quantitativas analiticas e bioanaliticas. Outra grande vantagem desta técnica esta na
despreocupacdo com o tamanho das moléculas a serem ionizadas, o que possibilita
0 estudo de proteinas e de complexos multimoleculares. Adicionalmente, ESI é uma
técnica rapida, sensivel, capaz de investigar matrizes complexas com alta
sensibilidade e ainda, sem a preocupacdo com os analitos termicamente sensiveis, 0
que justifica seu amplo uso (VAN BRAMER, 1997; DOOLEY, 2003; GLISH;
VACHET, 2003; NIESSEN, 2003). Como qualquer técnica de ionizacdo, ESI também
possui deficiéncias como a necessidade de fluxo constante da amostra (0 que
viabiliza certo desperdicio), além da dificuldade com o efeito de supressao ibnica em
matrizes que contenham concentragdes maiores que 1mM de sal (GLISH; VACHET,
2003).

Tais como as fontes de ionizacdo, diversos também sdo os tipos de
analisadores aos quais tem a finalidade de separar os ions de acordo com a sua
razdo massa carga (m/z) e transmiti-los até o detector. A escolha do melhor tipo de
analisador depende da resolucéo desejada, do intervalo de massas a ser analisado
e do limite de deteccao para cada aplicagdo (VAN BRAMER, 1997).

Na atualidade existem cinco tipos de analisadores de massas aos quais Sao
divididos em dois grupos: Analisadores de transmissdo e os de captura. Nos
analisadores de transmisséo, os ions deixam a fonte de ionizacdo e séo transmitidos
até o detector através de um campo eletromagnético. Nos analisadores de captura,
0os ions sao armazenados dentro do analisador através de um campo
eletromagnético onde podem ser avaliados ou injetados para outra fonte externa de
ions (VAN BRAMER, 1997; GLISH; VACHET, 2003).
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Sao exemplos de analisadores de captura o Tempo de V6o-TOF (Time of Fly),
ao qual possui grande capacidade de obter espectros de massas de alta resolucéo,
alta eficiéncia de transmiss&o e rapidez na obtencido de espectros; Captura de ions
(lon Trap), considerado relativamente barato, rapido e sensivel com capacidade de
fornecer dados importantes para elucidacdo estrutural de moléculas; e a
Ressonancia Ciclotronica de fons (ICR) utilizada em pesquisas altamente
especializadas devido a sua alta performance na exatidao, sensibilidade e resolucéo.

Como exemplos de analisadores de transmissdo, 0 mais comum € o
Quadrupolo Simples (Single Quadrupole) ao qual fornece o espectro de massas de
cada pico cromatografico eluido de um cromatégrafo liqguido (KORFMACHER, 2005).
Outro exemplo deste grupo € o Triplo Quadrupolo (Q) que, embora ndo seja 0 mais
comum, é 0 mais utilizado para doseamentos analiticos e bioanaliticos, ao qual
possui, adicionalmente, fundamental importancia na identificacdo de compostos
(VAN BRAMER, 1997; KORFMACHER, 2005; CATALDI; BIANCO; ABATE, 2008).

Os analisadores tipo triplo quadrupolo sdo relativamente baratos, compactos,
rapidos e de alta eficiéncia de transmissdo e consistem basicamente em quatro
barras cilindricas dispostas simetricamente umas das outras. Dentro do
espectrometro de massas, um campo elétrico acelera os ions para fora da fonte de
ionizagdo e para dentro dos quadrupolos. A transmisséo se d4 através de uma radio
freqiéncia (RF) e uma corrente de voltagem (DC) aplicada aos eletrodos a qual
oscila o campo elétrico funcionando como um filtro, transmitindo até o detector
somente a m/z selecionada (VAN BRAMER, 1997).

A grande vantagem desta técnica esta nos recursos de analise sequencial,
também conhecida como espectrometria de massas e recursos tandem (EM-EM) a
qgual é muito utilizada em estudos de bioequivaléncia e de biodisponibilidade (CASS;
DEGANI, 2001; KORFMACHER, 2005). Devido a exceléncia deste recurso, a
espectrometria de massas teve um aumento consideravel de aplicagdes na ultima
década, principalmente nas areas de bioquimica, genética, farmacologia e
protebmica as quais contribuiram para aumento exponencial de publicacbes da
literatura médica e da quimica clinica (DOOLEY, 2003).

O analisador do tipo triplo quadrupolo possui dois sistemas seletivos de filtros
de massas aos quais sdo dispostos em série sequenciais. fons de particular
massa/carga (precursores) sdo selecionados em um primeiro filtro de massas sendo

direcionados para uma camera de colisdo, onde se chocam com um gas inerte
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formando ions fragmentos (Figura 01). Isto aumenta significativamente a
especificidade da deteccdo de uma determinada molécula, pois os fragmentos dos
ions formados s&o caracteristicos para cada composto, o que permite definir
adicionalmente, a classe de cada molécula precursora, uma vez que 0S ions
fragmentos séo caracteristicos de cada classe de compostos (DOOLEY, 2003).

Apés a passagem dos ions pelo analisador estes sdo transmitidos até o
detector, gerando um sinal através da formacéo de elétrons secundarios que sao
amplificados, ou induzindo uma corrente gerada por uma carga moével. Varios tipos
de detectores para espectrometros de massas estdo disponiveis no mercado sendo
0 mais comum o multiplicador de elétrons. Os critérios mais importantes que
distingue diferentes tipos de deteccdo de ions sdo a sensibilidade, a precisdo e o
tempo de resposta. Um multiplicador de elétrons, por exemplo, apresenta resposta
rapida em sistemas acoplados a cromatografia, permitindo varreduras de massas de
50-500 Da em 0,1 segundo (SIUZDAK, 1996; MURGU, 1998).

Além dos espectrébmetros mencionados, outros tipos sdo encontrados no
mercado incluindo os sistemas hibridos. Estes combinam dois ou mais tipos de
analisadores tornando o sistema altamente especializado de acordo com a
necessidade do usuario. Sdo exemplos de acoplamento o Q-lon Trap, Q-TOF, Qg-
TOF e 0 LTQ-FTICR-MS (LOBODA et al., 2000; KORFMACHER, 2005; CATALDI;
BIANCO; ABATE, 2008).
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FIGURA 01- ESQUEMA GERAL DE UM ANALISADOR DE MASSAS DO TIPO TRIPLO
QUADRUPOLO.

Fonte: KORFMACHER, 2005, com modificagdes.

NOTA: Apds o analito ser ionizado na fonte, um diferencial de potencial é aplicado juntamente com
uma radio frequéncia permitindo sua focalizacdo (Q zero). Em seguida, o ion € transmitido até o
primeiro quadrupolo (Q1) onde é obtido o espectro de massas (EM). Em uma préxima etapa, o ion €
submetido a uma camera de colisdo (Q2) onde se choca com um gas inerte e se fragmenta. Os
fragmentos sao transmitidos a um terceiro quadrupolo (Q3) onde sdo direcionados até o detector.

2.5 DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS

Os medicamentos sdo cada vez mais objetos de pesquisas e de preocupacao
guanto ao seu controle de qualidade. A necessidade de se mostrar qualidade nas
analises esta cada vez mais exigida e reconhecida, ndo so6 por evitar a conducéo de
decisfes desastrosas, mas também por impedir prejuizos financeiros irreparaveis as
industrias (ROCA et al., 2007). Nesse sentido, a escolha do método de quantificagao
a ser desenvolvido por um laboratério, é de extrema relevancia, e deve levar em
consideracdo a adequabilidade de acordo com o tipo de matriz e da substancia de
interesse (IUPAC, 1995).

Todavia, o desenvolvimento de um método analitico por si s6 ndo assegura a
realizacdo dos ensaios, pois mesmo que O meétodo esteja otimizado, seu
desempenho ndo pode ser garantido. A este método, existe somente um potencial
para alcancar uma padronizagdo de confianga quando aplicado em determinadas

circunstancias, sendo importante seu monitoramento, a fim de garantir
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adequabilidade para seu propoésito (IUPAC, 1995). Por isso, quando da conclusédo do
desenvolvimento de um método analitico, para garantia de resultados confiaveis e
interpretaveis, ndo somente a otimizacdo de parametros deve ser realizada, mas
também a validacdo do método desenvolvido, principalmente, quando envolver a
aplicacdo de uma substancia em um determinado tipo de matriz e ndo apenas em
estudos com solucdes padrao (POLESSELO, 1997; ABNT, 2005; ROCA, 2007).

2.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O objetivo da validacdo de um procedimento analitico € o de demonstrar que
este € adequado para a sua finalidade, o que inclui as caracteristicas aplicaveis a
identificacdo, controle de impurezas e testes quantitativos (ICH, 2005). Deve ser
utilizada para métodos ndo normalizados, criados ou desenvolvidos pelo proprio
laboratério, ampliacdes e modificagcbes dos métodos normalizados ou ainda, para
métodos normalizados usados fora dos escopos para 0s quais foram concebidos
(ABNT, 2005). A determinacdo das caracteristicas de desempenho de um método é
somente uma parte do processo de validacdo e os critérios de aceitacdo sao
baseados no seu uso intencional (BARROS, 2002).

Um método analitico a ser validado deve apresentar determinados parametros
como exatiddo, linearidade, limite de deteccdo, Ilimite de quantificacao,
especificidade, intervalo, robustez e precisao, sendo esta Ultima considerada em trés
niveis:  precisdo intra-corrida  (repetibilidade), precisdo interlaboratorial
(reprodutibilidade) e precisao inter-corridas (intermediaria), necessaria somente
quando ndo houver comprovacéo da reprodutibilidade. Estes parametros devem ser
realizados antes da implementacdo de um método analitico para quantificacdo de
um farmaco ou metabdlito. Adicionalmente, substancias de referéncia oficializadas
em farmacopéia devem ser utilizadas na validacdo do método, ou na inexisténcia
destas, um padrao de trabalho pode ser empregado, desde que a identidade e o teor
sejam devidamente comprovados (BRASIL, 2003a).

Como desfecho, embora validar um método analitico seja minucioso e
laborioso, é de grande importancia na garantia de resultados eficientes e produtivos,
pois denotam confiabilidade nos resultados. Além disso, para que o estudo tenha
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éxito, também € necessario conhecer as diretrizes da legislacdo vigente. Dessa
forma, € possivel obter um processo de qualidade assegurada ao qual atenda as
necessidades de uma determinada aplicacdo ou area de aplicacdo (BRASIL, 2003a;
RIBANI et al., 2004).

2.6.1 Parametros para validagdo de métodos analiticos

2.6.1.1 Especificidade e Seletividade

Este parametro é definido como a habilidade de um método analitico de medir
e diferenciar o composto em estudo, de outros componentes que possam estar
presentes na amostra como metabdlitos, impurezas, compostos de degradacdo ou
componentes da matriz (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).

Os termos seletividade e especificidade tém sido definidos pelo ICH com o
mesmo significado, porém, apesar de gerar certa confusédo, deve-se utilizar apenas o
termo seletividade como sugerido pela International Union or Pure and Applied
Chemistry - IUPAC e pela Association of Analitical Communities - AOAC
International (VESSMAN, 1996; USP, 2008). O Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial do Brasil (INMETRO), da uma definicdo mais
abrangente sobre este parametro inferindo que um meétodo de separacdo que causa
resposta para uma unica substancia de interesse pode ser chamado especifico e um
método que produz resposta para varios compostos quimicos, com uma
caracteristica em comum pode ser chamado de seletivo (INMETRO, 2003).

Para um método instrumental de separacao, a seletividade € o primeiro passo
a ser avaliado no desenvolvimento de uma metodologia devendo ser reavaliada
continuamente durante a validagdo. Este procedimento deve ser adotado, uma vez
que algumas amostras podem sofrer degradagcdo gerando compostos nao
observados anteriormente (RIBANI et al., 2004).

Em andlises quantitativas e de impurezas, a avaliacdo da seletividade é dada
através da comparacdo dos resultados obtidos de amostras contaminadas com

impurezas ou excipientes, e amostras ndo contaminadas, de forma a garantir que o
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resultado do teste ndo seja influenciado por esses materiais. Quando da auséncia de
impureza ou do padréo, outra forma de avaliacdo pode ser realizada comparando-se
0os resultados obtidos através das amostras com um segundo método bem
caracterizado, como por exemplo, uma metodologia farmacopéica ou um
procedimento validado, devendo incluir amostras armazenadas sob condi¢cdes de
estresse (luz, calor, umidade, hidrélise e oxidacéo) (BRASIL, 2003a).

Na impossibilidade de obtengédo da matriz isenta de substancia de interesse, o
método da adicdo do padrdo pode ser aplicado. Este método consiste na
comparacao de uma curva analitica realizada com a adicdo do padrdo na amostra, e
uma curva analitica obtida em solucdo, sem a presenca da matriz. Se apds a analise
de regresséao linear os coeficientes angulares estiverem proximos, ou seja, se as
restas estiverem paralelas, significa que o método é seletivo, ndo havendo, portanto,
interferéncia da matriz na determinacdo da substancia de interesse (RIBANI et al.,
2004).

Por fim, a utilizagdo de outra técnica analitica também é uma forma de avaliar
a especificidade de um método. Apds a coleta da substancia de interesse, métodos
especificos para avaliacdo de estrutura molecular como espectrometria de massas,
ressonancia nuclear magnética e espectroscopia no infravermelho, garantem, de
forma inequivoca, que ndo ha interferéncias na determinacdo do composto de
interesse frente a presenca de outros componentes em uma dada matriz (JANKE,
1998; BRASIL, 2003a).

2.6.1.2 Limite de deteccéo (LD)

O limite de deteccdo é denominado como sendo a menor concentracdo de
uma dada substancia que o procedimento analitico consegue diferenciar
confiavelmente do ruido de fundo, ou seja, a menor concentracdo do analito que
pode ser detectada, mas nédo necessariamente quantificada (BRASIL, 2003a; ICH,
2005; USP, 2008).

Para procedimentos analiticos instrumentais que demonstram o ruido da linha
de base (CLAE, CG, Espectrobmetro de Massas), a determinacdo do LD é realizada

através da relacéo sinal-ruido. Neste método, compara-se a medi¢cdo dos sinais do
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composto de interesse em baixas concentracdes em relagdo a um branco. A
estimativa do limite de deteccao pode ser feita com base na relacdo de duas a trés
vezes o ruido da linha de base podendo ainda ser expressa de acordo com a

equacgao abaixo:

em que: IC é a inclinagdo da curva de calibracdo e DPa é o desvio padrdo do
intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de calibragdo construidas
contendo concentracfes do farmaco préximas ao suposto limite de quantificacdo
(INMETRO, 2003; BRASIL, 2003a; RIBANI et al., 2004; ICH, 2005; USP, 2008).

2.6.1.3 Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo € estabelecido por meio da analise de solucdes
contendo concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel
com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condicbes experimentais estabelecidas
(BRASIL, 2003a; ICH, 2005). Pode ser considerado como sendo a concentracao do
analito correspondente ao valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios-padréo
(INMETRO, 2003). De acordo com a ANVISA (Resolugéo 899 de 2003) o limite de
quantificacdo pode ser determinado de duas maneiras sendo a primeira por meio da
relacdo sinal/ruido onde se considera o limite de quantificacdo aquela concentragcao
que produza uma relacdo de 10 vezes a linha de base obtida com um branco, ou

ainda, pode ser expressa através da equagao:
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em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, nho minimo, 3
curvas de calibracdo construidas contendo concentracbes do farmaco proximas ao
suposto limite de quantificacdo. Este desvio padrédo pode ainda ser obtido a partir da
curva de calibracdo proveniente da analise de um apropriado nimero de amostras

do branco; IC é a inclinacdo da curva de calibracdo (BRASIL, 2003a).

2.6.1.4 Linearidade e curva de calibracéo

Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (INMETRO, 2003; BRASIL, 2003a;
ICH, 2005; USP, 2008). A validacdo, quanto a este parametro analitico, deve garantir
um maximo de precisdo, exatiddo e confianca nos resultados, permitindo a
visualizagdo de quais os valores de concentragdo possam se encontrar deslocados
para um intervalo nédo linear de resposta (POLESELLO, 1996; USP, 2008).

De acordo com a legislacdo local brasileira, esse parametro é estabelecido
pela analise de no minimo cinco concentragdes diferentes contemplando 80 a 120%
da concentracdo teodrica do teste. Através dos resultados obtidos, obtém-se uma
relacdo matematica que pode ser expressa por uma equacdo de reta (curva de
calibracdo). Se visualizado relacao linear aparente entre os dados, faz-se necessario
tratamento estatistico apropriado para determinacdo do desvio padrao relativo,
intercepto da reta com o eixo y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados
minimos, e coeficiente de correlacédo linear (BRASIL, 2003a; ICH, 2005; USP, 2008).
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2.6.1.5 Intervalo

O intervalo € derivado da linearidade e compreende a faixa entre os limites de
quantificacdo superior e inferior de um método analitico (faixa de trabalho), onde
possam ser determinadas com precisdo e exatiddo as amostras que contenham
quantidade de substancias dentro do intervalo especificado (BRASIL, 2003a; ICH,
2005; USP, 2008). Os limites percentuais do analito que devem estar contidos no
intervalo de linearidade, dependem da aplicacdo pretendida do método, porém,
sempre que possivel, a concentracdo do analito de maior probabilidade de ser
encontrada, deve estar situada no centro da faixa de trabalho. Para determinacéo
quantitativa de matéria prima ou forma farmacéutica, os intervalos especificados
normalmente compreendem de 80 a 120% da concentracdo tedrica do teste; para
impurezas, a determinacao varia desde o nivel de impureza esperado até 120% do
limite maximo especificado (INMETRO, 2003; BRASIL, 2003a; USP, 2008).

2.6.1.6 Precisao

A precisdo representa o grau de repetibilidade entre os resultados de anélises
individuais, quando o procedimento é aplicado diversas vezes numa mesma amostra
homogenia, sob condi¢des idénticas de ensaio (ICH, 2005; USP, 2008). Pode ser
expressa em termos da caracteristica da disperséo dos resultados, ou seja, atraves
do desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%), de um numero
suficiente de determinacbes da amostra, de acordo com a féormula a seguir
(INMETRO, 2003; BRASIL, 2003a; USP, 2008):

DP (desvio padrao) x 100
DPR= ST USSE—
CMD (concentracdao média determinada)




44

O valor maximo aceitdvel é definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, tipo de matriz e a finalidade do
método, ndo sendo admitidos valores superiores a 5% (BRASIL, 2003a).

Este parametro de validacdo é considerado em trés niveis, dentre os quais

repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

2.6.1.6.1 Repetibilidade

Também conhecida com precisdo intra-corrida, a repetibilidade expressa a
precisdo através da concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas em
uma mesma amostra, tendo como parametros de avaliacdo um mesmo
procedimento de medi¢cdo, mesmo observador, mesmo instrumento em condicdes
idénticas de uso, mesmo local e repeticées em curto periodo de tempo (INMETRO,
2003).

A repetibilidade pode ser determinada por meio da analise de padrdes,
material de referéncia ou ainda adicdo ao branco. De acordo com as Orientacfes
sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos (DOQ-CGCRE) do INMETRO,
sd0 necessarias sete ou mais repeticdes para o calculo do desvio padrao, em varias
concentracbes do intervalo de trabalho (INMETRO, 2003). A ANVISA e o ICH
através de seus guias para validacdo de métodos analiticos preconizam o minimo de
seis determinacbes a 100% da concentracdo do teste ou trés réplicas, (nove
determinacdes) para cada faixa de concentracao (baixa, média e alta), desde que
contemplem a faixa linear do método (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).

2.6.1.6.2 Precisao intermediaria

A precisado intermediaria € referida como sendo a concordancia entre os
resultados de um mesmo laboratério por meio da utilizagdo um mesmo método
analitico (BRASIL, 2003a).
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A importancia deste parametro esta no fato deste ser reconhecido como o
mais representativo da variabilidade dos resultados de um unico laboratorio, sendo
atribuida a este a reprodutibilidade dos resultados (RIBANI et al., 2004). Conhecida
também como precisdo inter-corridas, a precisdo intermediaria avalia os efeitos
aleatérios de um procedimento analitico. Essas variacdes sao estudadas sobre uma
mesma amostra, amostras idénticas ou em padrées incluindo dias diferentes
(minimo dois), analistas diferentes ou ainda equipamentos diferentes (INMETRO,
2003; BRASIL, 2003a; ICH, 2005). Na maioria dos casos, 0 valor da precisao
intermediaria € em funcdo do nivel de concentracdo do ensaio, e em condi¢des pré-
definidas, varias medi¢cdes podem ser realizadas em replicatas ou em ensaio Unico

sobre uma mesma amostra (INMETRO, 2003).

2.6.1.6.3 Reprodutibilidade

Reprodutibilidade ou precisdo inter-laboratorial, € o grau de concordancia
entre os resultados de um mesmo mensurado, obtidos sob condi¢ces variadas de
medicdo (diferentes laboratérios). Em geral é aplicada como forma de estudo
colaborativo para padronizacdo de uma metodologia analitica, e embora o0s
resultados ndo precisem ser apresentados para concessdo de registro, é
considerada importante quando um laboratério busca a verificacdo do desempenho
de seus métodos em relacdo aos dados de validacdo obtidos (INMETRO, 2003;
BRASIL, 2003a; ICH, 2005). Havendo comprovacao da reprodutibilidade em ensaios
de validacdo, ndo é necesséaria a comprovacao da precisdo intermediaria (BRASIL,
2003a).

2.6.1.7 Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade entre o valor aceito como
verdadeiro ou de referéncia em relagdo ao valor encontrado (INMETRO, 2003;
BRASIL, 2003a; ICH, 2005; USP, 2008). E determinada apds o estabelecimento da
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linearidade, precisdo e seletividade, com no minimo nove determinacfes (trés
réplicas) para cada faixa de concentracdo (baixa, média e alta) (BRASIL, 2003a;
ICH, 2005). Diversos métodos para a determinacdo da exatiddo sdo utilizados, e
dentre os principais estdo o uso de materiais de referéncia, participagdo em
comparacdes interlaboratoriais, comparacdo dos resultados do procedimento
analitico proposto com um segundo procedimento ja caracterizado e definido, ou
através do calculo da porcentagem de recuperac¢do de uma quantidade conhecida
do analito adicionada na amostra (INMETRO, 2003; ICH, 2005; USP, 2008). A
exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente:

Concentracdo média experimental
EXatid8o =  ---mmemmmmm e X 100
Concentracao tedrica

2.6.1.8 Robustez

A robustez mede a capacidade de um método analitico de permanecer
inalterado frente a pequenas, mas deliberadas varia¢des, proporcionando durante o
uso normal do método, fidelidade dos resultados (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002; INMETRO, 2003; BRASIL, 2003a; ICH, 2005; USP, 2008). Nesse sentido,
quanto maior for a robustez de um método, maior serd a confiangca quanto a sua
precisao (INMETRO, 2003).

Para cromatografia liquida, a ANVISA e o ICH recomendam alguns fatores a
serem modificados no ensaio de robustez, dentre eles: variacdo do pH da fase
movel, variagdo da composicdo da fase movel, diferentes lotes ou fabricantes de
colunas, variacdo na temperatura de forno e variacdo no fluxo da fase movel. No
preparo das amostras, alguns fatores também devem ser considerados como a
estabilidade das solu¢des analiticas e o tempo de extracdo, quando aplicavel
(BRASIL, 2003a; ICH, 2005).

Em exemplos mais praticos, para métodos onde CLAE seja utilizado, a

literatura nos fornece algumas diretrizes quanto a parte experimental deste
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parametro. Deste modo, a robustez pode ser avaliada variando a fase moével em +
2%, o pH da fase mével em 0,1 unidade e a temperatura da coluna em = 5 °C. Se
essas variacdes se encontrarem dentro dos limites de exatiddo, seletividade e
precisdo, o método é considerado robusto e as variacdes podem ser incorporadas
ao procedimento (RIBANI et al., 2004).

Como informacé&o adicional, se ao longo do desenvolvimento e validacédo das
metodologias ocorrerem mudancgas de fornecedores, marcas ou equipamentos sem
alteracdes significativas nos resultados, diz-se que o método possui robustez
intrinseca, uma vez que manteve sua resposta em meio a mudancas do ambiente de
andlise (RIBANI et al., 2004).
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3.1 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS DE GUACO
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Doze amostras entre xarope e solucdo oral de guaco foram obtidas no

comércio local de Curitiba-PR, sendo sua composicéo, registro, teor declarado de

ativo e datas de fabricacdo e validade descritos no Quadro 1. Os nomes dos

fabricantes e o numero de registro no Ministério da Saude e da Agricultura ndo foram

divulgados por questdes éticas.

Fabricacéo e

Teor declarado de ativo/

Fabricante Registro validade Composicéo mL da amostra
Amostra 1 Ministério da Saude | 09.08/09.2010 | M. glomerata 0,3 mg de cumarinas ou
81, 5 mg de extrato
Amostra 2 Ministério da Saude | 09.08/09.2010 | M. glomerata 0,035 mg de cumarinas
ou 0,1 mL de extrato
Amostra 3 Ministério da Saude | 03.08/03.2010 | M. glomerata 0,0352 mg de cumarina
ou 0,08 mL de extrato
Amostra 4 Ministério da Saude | 12.07/12.2009 | M. glomerata 0,08 mg de cumarina ou
0,1 mL de extrato
Amostra 5 Ministério da Saude | 07.08/07.2010 | M. glomerata 0,2mg de cumarina ou
50 pL de extrato
Amostra 6 Ministério da Saude | 07.08/07.2010 | M. glomerata 0,2mg de cumarina ou
50 pL de extrato
Amostra 7 Ministério da Sadde | 04.08/04.2010 | M. glomerata | >:03° Mg de cumarina ou
0,012 mL de extrato
Amostra 8 Ministério da Saude | 09.08/09.2010 | M. glomerata 0,0833 mL de extrato
Amostra 9 Ministério da Saude | 10.08/10.2011 | M- 9lomerata + 1 4 4033 mi de extrato
associacdes
Amostra 10 Ministério da Saude | 06.08/06.2011 M. glo_mefata * 0,00833 mL de extrato
associacdes
Min. da Agricultura, Guaco (ndo
Amostra 11 pecuaria e 07.07/07.2009 | especificado a | 0,3 mL de extrato
abastecimento espécie)
Ministério da Guaco (ndo
Amostra 12 Agricultura, pecuéria | 08.07/08/2010 | especificado a | Extrato fluido 10%
e abastecimento espécie)

QUADRO 1- DESCRICAO DO REGISTRO, COMPOSICAO
DECLARADO NAS FORMAS FARMACEUTICAS OBTIDAS NO COMERCIO LOCAL DE

CURITIBA-PR.

E TEOR DE ATIVO
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A tintura hidroalcodlica e o extrato concentrado de guaco foram gentilmente

cedidos pela Herbarium Laboratério Botanico LTDA.

3.2 OBTENCAO DOS PADROES ANALITICOS

Para a analise de quantificacdo das formas farmacéuticas (Quadro 1), foram
utilizados padrées analiticos de cumarina (1,2-benzopirona), acido o-cumaérico,
dihidrocumarina e siringaldeido. Em virtude da dificuldade de obtencédo do padréo
analitico de acido caurendico, este foi purificado e gentilmente cedido pelo prof. Dr.
Obdulio Gomes Miguel (Departamento de Farmacia da Universidade Federal do
Parand) e pela Profa. Dra. Maique Weber Biavatti (Departamento de Farmécia da
Universidade Federal de Santa Catarina). As estruturas moleculares, a origem e o

teor dos padrdes das substancias de referéncias sdo apresentadas no Quadro 2.

Metabdlitos secundarios do guaco em estudo

Cumarina Acido o-cumarico
(1,2 benzopirona)
OH (|)
X
N"0H
Marca: Sigma Marca: Sigma
Teor: 99% O O Teor: 97%
PM: 146,14 Da PM: 164,16 Da
Dihidrocumarina Siringaldeido
OH

Ofl H,CO OCHs
O (@]

Marca: Sigma
Teor: 99%
PM: 148,16 Da

Marca: Sigma
Teor: 98% =
PM: 182,17Da _ © H

Acido Caurendico

Origem: Purificado em laborat6rio
PM: 302,1 Da

(Acido caur-16-en-19-0ico)

QUADRO 2 - ESTRUTURA MOLECULAR, TEOR E ORIGEM DOS

ANALITICOS UTILIZADOS NO ESTUDO.

PADROES
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A escolha destas substancias foi devido as propriedades terapéuticas
relacionadas a esses compostos, além destes serem descritos como majoritarios
nos extratos medicinais de guaco.

Para as andlises atravées de CLAE-EM/EM foram utilizados os padrdes
internos 6-metilcumarina (modo positivo de ioniza¢do) e prednisona (modo negativo
de ionizacdo). Essas substancias foram escolhidas em virtude de serem estaveis, de
facil ionizagdo e por produzirem fragmentos intensos para analise de quantificacédo.
As estruturas moleculares, a origem dos padrdoes e o teor de cada uma destas

substancias sdo apresentadas no Quadro 3.

Padrdes internos utilizados para andlises em CLAE-EM/EM

6-metilcumarina Prednisona
O
H,C
| m
N
o O

Marca: Sigma Marca: INCQS — Farmacopéia Brasileira
Teor: 99% Teor: = 99,9%
PM: 160,17 Da PM: 358,43

QUADRO 3 - ESTRUTURA MOLECULAR, TEOR E ORIGEM DOS PADROES INTERNOS
UTILIZADOS PARA ANALISES EM CLAE-EM/EM.

3.3 OBTENCAO DAS MATRIZES DE XAROPE E DE SOLUCAO ORAL ISENTAS
DOS METABOLITOS DE INTERESSE

A matriz de xarope isenta dos metabdlitos de interesse foi preparada
aquecendo a 80 °C em um béquer de 1000 mL, 250 mL de agua, 0,9 g de
metilparabeno, 0,1 g de propilparabeno, 20 mg de sacarina e 425 g de sacarose
(ROCHA et al., 2008).

A matriz da solucao oral isenta dos metabolitos de interesse foi gentilmente

cedida pela Herbarium Laboratorio Botanico, ndo havendo necessidade de preparo
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no laboratdrio. Essa matriz contém em sua composi¢cdo agua deionizada, sorbitol
70%, propilenoglicol, carboximetilcelulose sédica, sacarina, aroma de eucalipto,
metilparabeno, edetato dissédico e propilparabeno sendo, portanto isenta de

sacarose.

3.4 REAGENTES E SOLVENTES

Para o desenvolvimento do método, validacdo e quantificagcdo dos cinco
metabolitos secundarios do guaco, todos os solventes utilizados foram grau CLAE.
Etanol, metanol, e acido formico 88% foram adquiridos da J. T. Baker Chemicals B.
V. (Deventer, Holanda). Acetonitrila foi adquirida da Tédia (Fairfield, USA) enquanto
que formiato de amdnio da Acros Organics (New Jersey, USA). Agua ultra-pura foi
obtida através do sistema de purificagdo Milli-Q — Millipore Corporation (Bedford, MA,
EUA).

3.5 ANALISES ATRAVES DE CLAE-DAD

3.5.1 Preparo dos padrées

Para obtencdo das solucdes estoque, padrbes analiticos de cumarina, acido
o-cumarico, dihidrocumarina, 4&cido caurendico e siringaldeido foram
guantitativamente pesados e em seguida, dissolvidos separadamente em metanol de
modo a obter uma concentracdo de 1,0 mg mL™ de cada composto. Todas as
solucGes estoques foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C.

A solucao de trabalho foi obtida a partir das solugbes estoques, de modo a
obter uma mistura de concentracéo final de 200 pg mL™ de cada composto. A partir
desta, outras solucdes de trabalho foram preparadas através de novas diluices, de
acordo com a necessidade de cada experimento. Todas as solugdes de trabalho

foram realizadas utilizando como diluente dgua/metanol/acetonitrila nas proporcdes
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de 65:30:5 v/v/v, sendo estas filtradas através de filtro de seringa de PVDF (11 mm,

0,45 um de poro, Millipore Millex) antes das injecdes.

3.5.2 Andlise dos padrbes através de espectroscopia de ultravioleta

A verificacdo do perfil espectral de absor¢éo de cada composto, bem como a
otimizacdo do comprimento de onda para leitura em CLAE-DAD, foi realizada
através de ensaios de varredura em um espectrofotbmetro UV-VIS Agilent 8453,
sendo os dados foram processados através do software UVVIS Win System A 10.01.

Para realizacdo deste ensaio, solugbes estoque dos padrdes de cumarina,
acido o-cumaérico, dihidrocumarina, siringaldeido e &cido caurendico foram diluidas
separadamente em etanol de modo a se obter as seguintes concentragcfes: 20 ug
mL™? de cumarina, &cido o-cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido; 30 pg mL™ de
acido caurendico. Estas solu¢Bes foram submetidas a varredura na regido de 200 a
400 nm utilizando como branco etanol absoluto. As bandas de absorcdo foram
avaliadas individualmente, sendo em seguida 0s espectros de varredura de cada
composto sobrepostos. Foi considerado o melhor comprimento de onda para leitura
em CLAE-DAD aquele onde foi possivel monitorar os compostos com intensidade e

seletividade adequadas.

3.5.3 Preparo das amostras comerciais de xarope e de solucao oral de guaco

Para o preparo das formas farmacéuticas, foi considerada a melhor diluicdo
onde fosse possivel determinar, dentro de um intervalo de concentragao estimado, o
principal marcador quimico do guaco, a cumarina. Além disso, foi considerada a
menor diluicdo possivel destas amostras para que outros metabodlitos de menor
concentracdo pudessem ser detectados. Dessa forma, para a quantificacdo atraves
de CLAE-DAD, todas as amostras exceto a amostra 1(um), foram diluidas 1:1 v/v em

agua/metanol/acetonitrila, 65:30:5 v/v/v. A amostra 1 possui um teor declarado de
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cumarina 10 vezes maior que as demais, e portanto, foram necessarias duas
diluicdes, 1:10 e 1:1 v/v (Quadro 1, pag. 77).

Todas as amostras foram filtradas através de filtro de seringa de PVDF (11
mm, 0.45 um, Millipore Millex) antes das inje¢cBes no cromatégrafo liquido.

3.5.4 Preparo das amostras de tintura e extrato concentrado de guaco

A determinacdo dos metabdlitos secundario do guaco no extrato e na tintura
foi realizada diluindo-se o extrato 1:50 v/v e a tintura 1:20 v/v. As diluicdes foram
realizadas através de uma solucao diluente composta por uma mistura de
etanol/agua nas proporcées de 70:30 v/v. Antes das inje¢cdes no cromatdgrafo
liquido, o extrato e a tintura foram filtrados através de filtro de seringa de PVDF (11

mm, 0.45 um, Millipore Millex).

3.5.5 Instrumentacédo

As analises de CLAE-DAD foram realizadas em Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia Agilent 1100 (Waldbronn, Germany), bomba quaternaria G1311A,
desgaseificador G1379A, injetor automatico G1320A e detector de fotodiodo
(G1315B). Os dados foram processados através do software ChemStation versao A
10.02.

3.5.6 Desenvolvimento do método

Para o desenvolvimento do método inicialmente escolheu-se uma coluna
Zorbax Eclipse XDB C18 (150 x 4,6 mm, 5 um de particula). A amostra escolhida

como referéncia para o desenvolvimento do método foi a 1 (um) a qual possui um
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teor de cumarina declarado 10 vezes maior que as demais amostras, e em
consequéncia disso, uma maior concentracdo de outros metabdlitos.

Para selecdo da fase movel, diferentes combinagbes de agua, metanol,
acetonitrila e &acido formico foram avaliadas levando sempre em consideracdo o
melhor perfil cromatografico. Além disso, diferentes fluxos e temperaturas também
foram considerados na tentativa de otimizar o tempo de corrida e a resolucédo entre
0s picos cromatograficos.

Apés a otimizacdo do método, a adequabilidade do sistema foi testada de
acordo com a Farmacopéia Americana 312 edicdo (USP, 2008) sendo os seguintes
parametros cromatograficos analisados: Tempo de retencéo (T,), fator de retencao

(K"), resolucéo (Rs), numero de pratos tedéricos (N) e fator de cauda (T).

3.5.7 Determinacao do teor dos metabdlitos secundarios do guaco nas amostras de

xarope e solugao oral

O doseamento dos metabdlitos secundarios do guaco através de CLAE-DAD

foi realizado nas seguintes condic¢des:

e Fase movel: Mistura de agua/metanol/acetonitrila/acido formico (65:30:5:1,
VIVIVIV).

e Modo de eluigdo: Isocrético

e Pré-coluna: Zorbax Eclipse XDB-C18, tamanho 12,5 x 4.6 mm e 5 um de
particula (Agilent Technologies Inc.)

e Coluna: Zorbax Eclipse XDB-C18, tamanho de 150 x 4,6 mm e 5 um de
particula (Agilent Technologies Inc.)

e Temperatura de forno: 25 °C.

e Fluxo: 1 mL min™.

e Volume de injecao: 20 pL

A fase movel foi filtrada através de membrana de PTFE 0,45 um (Millipore,

Molsheim, France). Apos a injecdo de cada triplicata das formas farmacéuticas, um
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meétodo curto de limpeza foi aplicado de forma a preservar a coluna. Este método
consistiu em um gradiente entre acetonitrila e agua iniciando em 50:50 v/v até um
final de 100% de acetonitrila durante 3 minutos. Posteriormente a aplicacado deste

método, o sistema foi recondicionado durante 10 minutos com a fase moével.

3.5.8 Validacdo do método analitico de CLAE-DAD

A validacdo do método foi determinada segundo critérios descritos na
Resolucdo — RE n° 899, de 29 de marco de 2003, ANVISA, categoria | que dispde
sobre testes quantitativos para a determinacdo de principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas (BRASIL, 2003a). De acordo com a legislacéo
consultada, os ensaios a serem realizados para validacdo de um método analitico
incluem: especificidade, linearidade, intervalo, exatid&o, robustez e preciséo. O limite
de deteccdo ndo se faz necessario para métodos classificados na categoria I, porém
o estudo foi realizado para obtencdo de uma referéncia minima de deteccdo em

funcdo da concentracdo de cada composto.

3581 Seletividade

Devido a complexidade das matrizes, trés métodos distintos foram aplicados
para a avaliacdo da seletividade: método da comparacdo da matriz, método da

adicao do padréo e o uso de detector de arranjo de diodo.

O método da comparacdo da matriz consistiu em um comparativo entre as
matrizes das formas farmacéuticas isentas dos metabdlitos de interesse, e as
matrizes fortificadas com padrbes analiticos. Para realizacdo deste ensaio, a matriz
de xarope isenta dos metabdlitos foi preparada de acordo com o método proposto
por Rocha (2008) aquecendo a 80 °C em um béquer de 1000 mL, 250 mL de agua,
0,9 g de metilparabeno, 0,1 g de propilparabeno e 425 g de sacarose (ROCHA et al.,

2008). Adicionalmente foi incorporada a forma farmacéutica desenvolvida a sacarina,
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pois esta € comumente utilizada em xaropes como edulcorante. A matriz da solucao
oral isenta de sacarose e dos metabdlitos foi gentiimente cedida pela Herbarium
Laboratério Botanico, ndo havendo necessidade de preparo no laboratério. As
matrizes fortificadas foram obtidas através da adicdo a frio de 25 pg mL™ de
cumarina, dihidrocumarina, acido o-cumarico e siringaldeido as matrizes isentas de
metabdlitos. Ambas, matrizes isentas e fortificadas foram injetadas no cromatografo

liquido sendo em seguida os cromatogramas sobrepostos e comparados.

O método da adicdo do padrdo foi determinado através da comparacdo de
duas curvas analiticas, sendo uma obtida através de solu¢des padrao, e outra obtida
através de uma amostra fortificada com padrdes analiticos. Neste método, solucdes
padrdo contendo uma mistura de cumarina, acido o-cumarico, dihidrocumarina e
siringaldeido foram preparadas em triplicata em trés niveis de concentracdo aos
quais 2.5, 25 e 100 pg mL * de cada composto. Em seguida, amostras de xarope e
de solucéo oral de guaco foram diluidas (1:10 v/v) e fortificadas nos mesmos niveis
de concentracdo das solugbes padrdo. As amostras fortificadas e as solugdes
padrdo foram injetadas no CLAE sendo as areas obtidas submetidas a andlise de
regressao linear. A seletividade foi avaliada comparando-se o0s coeficientes

angulares obtidos entre as duas curvas analiticas.

O terceiro método utilizado para avaliar a seletividade foi através do uso de
detector de arranjo de diodo. Nesse método, uma mistura dos padrdes de cumarina,
acido o-cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido (100 pg mL™* cada) foram
injetadas no cromatoégrafo liquido juntamente com amostras de xarope e de solugéo
oral fortificadas com 0s mesmos compostos, na mesma concentragdo. Os
cromatogramas foram obtidos sendo em seguida, realizadas varreduras no
ultravioleta (200 a 400 nm) dos picos cromatograficos dos padrbes e seus
correspondentes nas amostras. As bandas de absor¢céo entre padrdao e amostra
foram sobrepostas e avaliadas. Nao sendo verificada diferenca entre as bandas de
absorcdo, infere-se que o pico cromatografico esta puro, sendo, portanto, o0 método

seletivo para tal analito.
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3.5.8.2 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

LD e LQ foram estimados a partir da relacéo sinal/ruido e para tanto, solucdes
de 100,0 pg mL™ de cumarina, &cido o-cumaérico, dihidrocumarina e siringaldeido
foram diluidas de forma seriada em concentracdes decrescentes até o menor pico
detectavel. As diluicbes foram realizadas em triplicata através de uma solucéo
diluente composta por uma mistura de agua/metanol/acetonitrila nas proporcdes de

65:30:5 v/vlv, conforme descrito na Tabela 01:

TABELA 01 - ESQUEMA DE DILUICAO PARA O PREPARO DAS SQLUQ@ES DE
CUMARINA, AC. O-CUMARICO, DIHIDROCUAMARINA E SIRINGALDEIDO PARA O
ESTUDO DO LIMITE DE DETECCAO E DE QUANTIFICACAO EM CLAE-DAD.

Solucéo de trabalho: 100 pg mL™

Volume da solucao de 1,0 05 0,25 0,125 0,0625 0,0313 0,0393 0,0393 0,0393
trabalho (mL)

Baldo volumétrico (mL) 10 10 10 10 10 10 25 50 100

Concentragdofinalde 10 5 25 125 0625 0313 0157 0079 0,039
cada composto (ug mL™)

O LD foi obtido através da menor concentracdo que resultou em um pico de
trés vezes o ruido da linha de base, e 0 LQ como a menor concentracdo ao qual
resultou em um sinal/ruido maior que 10, com precisdo e exatiddo dentro dos limites

aceitaveis.

3.5.8.3 Linearidade e intervalo de trabalho

A linearidade foi determinada através do método da padronizacdo externa em
oito niveis de concentracédo contemplando uma faixa de 1 a 200 pg mL™ para cada
composto. Para a realizacdo deste ensaio, solugdes de trabalho contendo uma

mistura de 200 pg mL* de cumarina, acido o-cumarico, dihidrocumarina e
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siringaldeido foram preparadas e diluidas em triplicata até o menor ponto da curva
de calibracdo. As diluicbes foram realizadas com uma solugéo diluente composta por
agua/metanol/acetonitrila nas proporcdes de 65:30:5 v/viv. A elaboracdo do ensaio

de linearidade € apresentado na Tabela 2.

TABELA 02 — ESQUEMA DE DILUICAO PARA O PREPARO DAS SOLUCOES DOS
METABOLITOS DO GUACO PARA O ENSAIO DE LINEARIDADE EM CLAE-DAD.

Solucdo de trabalho contendo a mistura de cumarina, &cido o-cumaérico, dihidrocumarina e
siringaldeido (200 pg mL™ de cada composto)

Volume da solucéo de trabalho (mL) - 25 125 0625 0,25 0,125 0,125 0,05

Baldo volumétrico (mL) - 5 5 5 5 5 10 10

Concen}ragéo final de cada composto 200 100 50 o5 10 5 25 1.0
(Mg mL™) ’ ’

A curva de calibracdo foi construida através da elaboracdo de um grafico
relacionando a area obtida dos picos cromatogréficos versus a concentracdo de
cada nivel, sendo a linearidade determinada através da andlise de regresséo linear.
O intervalo de trabalho foi definido através dos niveis minimos e maximos de
concentracdo onde foi possivel determinar as substancias de interesse com melhor

precisao e exatidao.

3584 Precisdo

A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: repetibilidade (precisédo

intra-dia) e precisdo intermediaria (inter-dia).

A repetibilidade foi determinada utilizando solu¢des de trabalho nos niveis de
concentracdo de 2.5, 25 e 100 pg mL™ de cada composto. As amostras foram
preparadas em triplicata, em periodo curto de tempo, em um mesmo dia, pelo
mesmo analista. As injecdes foram realizadas em um mesmo equipamento em

condicOes idénticas de uso. Como forma de avaliar os resultados, o coeficiente de
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variacdo (CV%) foi aplicado para verificar a dispersao dos resultados entre as duas

corridas analiticas.

A precisdo intermediaria foi determinada por um segundo analista, nos
mesmos niveis de concentracdo da repetibilidade, porém dois dias apés este ensaio.
O mesmo tratamento matematico da repetibilidade foi utilizado na comparacao entre
as areas obtidas pelos dois analistas.

3.5.85 Exatidao

A exatidao foi realizada através do método da adi¢cdo do padrdo. Este ensaio
consistiu na determinacdo da percentagem de erro relativo entre a concentracao

tedrica e a concentracdo experimental dos analitos.

Para a obtencao da concentracao teorica, solu¢des de trabalho contendo uma
mistura de cumarina, dihidrocumarina, acido o-cumarico e siringaldeido foram
preparadas em solucdo diluente contemplando os niveis de concentracao de 2.5, 25
e 100 pg mL™ de cada composto. Essas solucdes foram injetadas no cromatégrafo
liquido em triplicata, sendo os resultados encontrados considerados como teoricos.
As areas correspondentes a cada analito, em cada nivel de concentracdo foram
submetidas a analise de regressdo linear, gerando uma reta composta por nove

pontos, ao qual foi utilizada para quantificacdo da concentracédo experimental.

Para a obtencdo da concentracdo experimental, inicialmente uma amostra de
escolha foi diluida 1:10 viv em solugcdo diluente composta por
agua/metanol/acetonitrila, 65:30:5 v/v/v. As amostras foram injetadas no
cromatografo liquido em triplicata e o teor correspondente a cada metabdlito
registrado. Em seguida, esta amostra foi fortificada com padrdes analiticos nos
mesmos niveis da concentragdo tedrica do ensaio. A quantidade recuperada dos
analitos foi calculada subtraindo o teor encontrado nas amostras fortificadas
daqueles obtidos nas amostras sem fortificacdo. De posse da concentracao tedrica e
da concentracdo experimental, a porcentagem de recuperacdo pdde ser calculada

através da equacao:
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E (%) = Concentracdo experimental X 100
Concentracgao tedrica

Os resultados foram tratados estatisticamente através do coeficiente de
variagdo e do intervalo de confianca no nivel de 95%.

3.5.8.6 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a
pequenas variacbes as quais comumente podem ocorrer durante sua utilizacao.

Nesse sentido, em nossos estudos foram variados:

e Fluxo da fase mével (variacdo de + 0,02 mL min™)
e Temperatura (variagdo de * 2 °C)

e Quantidade de acido formico na fase movel (variagéo de = 0,1 %)
¢ Quantidade de metanol na fase movel (variacdo de = 1%)
e Quantidade de acetonitrila na fase movel (variacdo de + 0,1 %)

e Diferentes marcas e lotes de colunas

Um método s6 pode ser considerado robusto se os limites de precisao,
exatiddo e seletividade permaneceram dentro dos critérios de aceitacdo apds as
pequenas modificacbes. Dessa forma, em nossos ensaios, a resolucdo entre o0s
picos cromatograficos foi utilizada na avaliacdo da seletividade, enquanto que o
ensaio de recuperagdo, na avaliacdo da precisdo e da exatiddo do método. Além
disso, o fator de cauda também foi avaliado para verificar o0 desempenho do método

frente a cada mudanca realizada.

As andlises foram realizadas em sextuplicata, utilizando uma solugdo de
trabalho contendo uma mistura de 25 pg mL™* de cumarina, acido o-cumarico,

dihidrocumarina e siringaldeido. Ferramentas estatisticas como DPR%, intervalo de
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confianca, teste t de Student e ANOVA (one way) foram empregadas para avaliar o

comportamento dos dados apés cada modificacéo realizada.

3.6 ANALISE POR CLAE-EM/EM

3.6.1 Preparo das solugdes diluentes

As soluctes diluentes utilizadas para analises no espectrometro de massas
variaram em sua composi¢cdo de acordo com o tipo de analise e o0 modo de
ionizacao de cada composto.

Para analises através de infuséo direta, as solucdes diluentes utilizadas foram
acetonitrila/dgua 70:30 v/v (0,05% de acido férmico) para o modo de ionizacédo
positivo, e acetonitrila/agua 70:30 v/v (5 mM de formiato de amonio) para o modo de
ionizagao negativo.

Para injecbes no modo FIA e em CLAE-EM/EM, a solucéo diluente utilizada
foi uma mistura de acetonitrila/agua 60:40 v/v. Portanto esta foi empregada no

preparo das solugdes de trabalho e nas diluicdes das formas farmacéuticas.

3.6.2 Preparo dos padroes

Para obtencdo das solucbes estoque, os padrbes de cumarina, acido o-
cumarico, acido caurendico, siringaldeido, dihidrocumarina, 6-metilcumarina e
prednisona foram analiticamente pesados e em seguida, dissolvidos separadamente
em metanol de modo a obter uma concentracéo de 1,0 mg mL™ de cada composto.

Solucbes de trabalho foram preparadas a partir de novas diluicdes das
solugdes estoque, sendo a composi¢ao da solugéo diluente variada de acordo com a

necessidade de cada experimento, conforme descrito no item 3.6.1.
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Antes das injecbes todas as solucbes foram filtradas através de filtro de
seringa de PVDF (11 mm, 0.45 um de poro, Millipore Millex). As solucdes estoque e

de trabalho foram armazenadas sob refrigeracéo a 4 °C.

3.6.3 Preparo das amostras comerciais de xarope e de solucao oral de guaco

As amostras de xarope e de solucdo oral de guaco foram diluidas
primeiramente em agua ultrapura e em seguida em solucéo diluente (item 3.6.1) de
modo a obter uma concentracéo final de aproximadamente 50 ng mL™ de cumarina
e 200 ng mL™ de &cido o-cumarico. O célculo do fator de diluicdo de cada amostra
foi realizado de acordo com os teores obtidos destes metabdlitos no ensaio por
CLAE-DAD. As etapas de preparo das formas farmacéuticas, de acordo com o modo

de ionizacdo de cada composto sdo descritas nas Tabelas 03 e 04.

TABELA 03 - PREPARO DAS AMOSTRAS DE XAROPE E DE SOLUGAO ORAL DE
GUACO PARA DETERMINACAO DA CUMARINA E DA DIHIDROCUMARINA ATRAVES
DE CLAE- EM/EM (ESI+).

A Tomada o Padrao interno Teor de
Teor de Diluicao Baldo X
T a , de .- b 6- cumarina
Amostra cumarina em agua volumeétrico il . . d
(ug mL'l) (V/V) amostra (mL) meti cum:?llrlna estima ?
(uL) (ngmL™) (ng mL™)
1 280,89 1:10 44,5 25 40 50,00
2 35,97 1:1 69,5 25 40 50,00
3 28,31 1:1 88,3 25 40 50,00
4 55,35 1:1 45,2 25 40 50,04
5 169,4 1:10 73,8 25 40 50,01
6 154,6 1:10 80,9 25 40 50,03
7 33,91 1:1 74,0 25 40 50,19
8 33,04 1:1 75,7 25 40 50,02
9 242 1:1 1040,0 25 40 49,92
10 2321 1:1 110,0 25 40 51,06
11 23 1:5 2700,0 25 40 49,68
12 33,42 1:1 74,8 25 40 50,00

NOTA: ®Teor de cumarina determinado através de CLAE-DAD; ° Diluicio realizada em solugéo
diluente composta por acetonitrila/agua 60:40 v/v.
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TABELA 04 - PREPARO DAS AMOSTRAS DE XAROPE E DE SOLUCAO ORAL DE
GUACO PARA DETERMINACAO DO AC. O-CUMARICO, AC. CAURENOICO E
SIRINGALDEIDO ATRAVES DE CLAE- EM/EM (ESI-).

Teor de ac.  Diluicdo To rg:da Balédo Eﬁ:g:gg ;)r_ecourn?éerﬁ:co.
Amostra o-cumarico® em agua volumétrico® . .
(g mL'l) WAV amostra (mL) prednlsqlna estlmad_?
(uL) (hg mL™) (ng mL™)

1 16,89 1:1 592.0 25 1000 199,98
2 3,45 11 2900,0 25 1000 200,10
3 7,84 11 1275.0 25 1000 199,92
4 9,56 1:1 1045,0 25 1000 199,80
5 23,73 11 421.0 25 1000 199,81
6 19,64 11 509,0 25 1000 199,94
7 5,79 11 1730,0 25 1000 200,33
8 Tragos 1:1 3500,0 25 1000 ;
9 Tragos 11 3500,0 25 1000 -
10 4,79 1:1 2090,0 25 1000 200,22
11 2,14 1:1 4700,0 25 1000 201,16
12 13,92 1:1 720.0 25 1000 200,45

NOTA: *Teor de acido o-cumarico determinado através de CLAE-DAD; ° Diluicio realizada em
solugéo diluente composta por acetonitrila/agua 60:40 v/v.

Todas as amostras foram filtradas em filtro de seringa PVDF (11 mm, 0.45

pum, Millipore Millex) antes da injegéo.

3.6.4 Instrumentacéo

As andlises no Espectrobmetro de Massas foram realizadas em um triplo
quadrupolo da Applied Biosystems modelo API 3200 equipado com bomba de
infusdo Havard 22 Apparatus e fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI). O sistema
foi acoplado a um cromatégrafo liquido Agilent 1100, bomba quaternaria G1311A,
desgaseificador G1379A e injetor automético CTC Waters 2777 Sample Manager.
Os dados obtidos através de CLAE-EM/EM foram processados através do software

Analyst, versao 1.4.2.
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3.6.5 Desenvolvimento do método

3.6.5.1 Infusdo direta no EM para checagem do sinal dos analitos

A checagem do sinal dos analitos foi realizada através de analise por injecao
direta (infusdo). Para realizacdo deste experimento, solucdes de trabalho contendo
100 ng mL™" de cumarina, &cido o-cumarico, dihidrocumarina, siringaldeido, acido
caurendico, 6-metilcumarina e prednisona foram preparadas, separadamente, e
infundidas no espectrometro de massas, sendo o sinal de cada analito avaliado.
Devido as diferentes caracteristicas quimicas de cada analito, e consequente
ionizacdo, as solucdes diluentes utilizadas no preparo dos padrdes variaram o
agente modificador em sua composi¢ao conforme descrito no item 3.6.1.

ESI foi utilizado como fonte de ionizagdo mantendo a posi¢cdo do capilar em
10 mm na vertical e 5 mm na horizontal. As amostras foram infundidas através de
seringa (Hamilton, Reno, NV, USA) em fluxo constante de 10 pL min® sendo
monitorada no modo positivo de ionizacdo a cumarina, a dihidrocumarina e a 6-
metilcumarina, € no modo negativo de ionizacdo o0 acido caurendico, acido o-
cumarico, siringaldeido e a prednisona.

Para otimizacdo dos parametros de declustering potencial (DP*), entrance
potencial (EP), collision cell entrance potencial (CEP), collision energy (CE) e cell
exit potencial (CXP), a concentragdo dos analitos foi variada a fim de atender as
especificacdes do equipamento para otimizacdo automatica através de MRM
(intensidade de sinal entre 2 x 10° e 1x 10° cps). Apds as otimizacoes, foram

adquiridos os dois fragmentos mais intensos de cada composto.

3.6.5.2 Andlise por injecdo em fluxo (FIA)

As otimizagOes dos parametros da fonte de ionizagéo (curtain gas (CUR),
collision gas (CAD), nebulizer gas (GS1), turbo gas (GS2), ion spray voltage (IS) e
temperatura da fonte) foram realizadas através de analise por injecdo em fluxo (FIA)
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acoplando o CLAE sem coluna ao Espectrdmetro de Massas. Neste ensaio, foi
utilizado como fase mdével uma mistura de acetonitrila/agua (50:50 v/v) contendo
0,05% de acido formico ou 5 mM de formiato de amoénio de acordo com as
caracteristicas de ionizacdo dos compostos. O fluxo foi mantido em 200 pL min™* e a
posicdo do capilar em 3 mm na vertical e 5 mm na horizontal. O volume de injecao
foi de 10 L.

3.6.5.3 Andlise por CLAE-EM/EM

Para as otimizagbes com coluna, diferentes combina¢des de acetonitrila e
agua foram utilizadas para compor a fase moével. Os aditivos foram mantidos em
0,05% de acido formico no modo positivo de ionizacdo e 5 mM de formiato de
amonio no modo negativo de ionizagao. Diferentes marcas e diametros de colunas
também foram avaliados (Zorbax Eclipse XDB C18 150 x 4,6 mm, 5um - Agilent
Technologies®; XBridge C18 150 x 4,6 mm e XBridge 150 x 2,1 mm, 5um - Waters®
Corporation). De acordo com o diametro de cada coluna, diferentes vazdes de fluxo
foram testados (150 a 800 pL min™) sendo a posicdo do capilar variada entre 1 e 3
mm de acordo com a vazao.

A escolha do melhor sistema cromatografico foi baseada no melhor perfil dos
picos cromatogréaficos levando em consideracédo a intensidade de sinal e o tempo de
corrida. A velocidade de aquisicao dos dados (Dwell time) foi calculada em funcéo

do nimero de ions monitorado em cada modo de ionizagao.

3.6.6 Validacdo dos métodos de CLAE-EM/EM.

A validacdo dos meétodos foi determinada segundo critérios descritos na
Resolucdo — RE n° 899, de 29 de marco de 2003, ANVISA, categoria | que dispde
sobre testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas, porém com modificacfes (BRASIL, 2003a).
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7

Para o espectrbmetro de massas 0 ensaio de robustez ndo é necessario
devido aos parametros otimizados serem especificos de cada composto, ou seja,
pequenas variacdes afetam a sensibilidade ou até mesmo implicam na perda de
sinal dos analitos. Da mesma forma variacbes ndao devem ser realizadas no
cromatdgrafo liquido, pois pequenas modificacdes na proporcao da fase movel, fluxo
e temperatura alteram sensivelmente a resposta individual de cada composto.
Portanto, os ensaios realizados na validacdo dos métodos de CLAE-EM/EM foram:
seletividade, linearidade, intervalo, precisédo e exatiddo. O limite de detec¢cédo néo se
faz necessario para métodos classificados na categoria |, porém o estudo foi
realizado para obtencdo de uma referéncia minima de deteccdo em funcdo da

concentracdo de cada composto.

3.6.6.1 Seletividade

O parametro de seletividade foi avaliado através do método da comparacao
da matriz.

Para a realizacdo deste ensaio matrizes de xarope e de solucado oral isentas
dos metabolitos de interesse foram diluidas inicialmente 1:1 v/iv em agua ultrapura.
Em seguida, uma aliquota de 400 pL de cada solucéo foi transferida para um balédo
volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado com solucdo diluente
(acetonitrila/agua, 60:40 v/v). As amostras foram filtradas em filtro de PVDF 0,45 pm
de poro e injetadas em CLAE-EM/EM nos diferentes modos de ionizacao.

Em uma segunda etapa, padrdes analiticos foram misturados e diluidos em
solucdo diluente de modo a obter uma concentracéo conhecida de 50 ng mL™ de
cumarina, 150 ng mL™ de dihidrocumarina, 40 ng mL™ de 6-metilcumarina, 200 ng
mL™? de &cido o-cumérico, 200 ng mL™ de siringaldeido, 100 ng mL™* de &cido
caurendico e 1000 ng mL™ de prednisona. As solucdes foram filtradas e injetadas em
CLAE-EM/EM nos diferentes modos de ionizacéo.

Os cromatogramas obtidos com as matrizes isentas dos metabdlitos de
interesse, nos diferentes modos de ionizacédo, foram sobrepostos a aqueles obtidos

com padrdes analiticos. Nenhum pico de interferéncia significativa deve ser
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observado no mesmo tempo de retencdo dos analitos de interesse ou do padrao

interno.

3.6.6.2 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

LD e LQ foram estimados a partir da relacéo sinal/ruido e para isso solu¢des
de trabalho contendo 1000 ng mL™* de cumarina, &cido o-cumarico, &cido
caurendico, siringaldeido e dihidrocumarina foram diluidas de forma seriada em
concentracbes decrescentes até o menor pico detectavel. As diluicbes foram
realizadas em triplicata através do uso de uma solucao diluente composta por
acetonitrila/dgua nas proporcdes de 60:40 v/v.

Devido as caracteristicas individuais de ionizacdo de cada composto,
cumarina e dihidrocumarina foram injetadas em CLAE-EM/EM no modo de ionizagao
positivo enquanto que acido caurendico, acido o-cumarico e siringaldeido no modo
de ionizacdo negativo. O preparo das solu¢des para o estudo do LD e do LQ é

apresentado na tabela abaixo.

TABELA 5 — ESQUEMA PARA O PREPARO DAS SOLUCOES DE CUMARINA, ACIDO O-
CUMARICO, ACIDO CAURENOICO, DIHIDROCUMARINA E SIRINGALDEIDO PARA
ESTUDO DO LIMITE DE DETECCAO E DE QUANTIFICACAO EM CLAE-EM/EM.

Solugao de trabalho: 1000 ng mL™

Volume da solucao de trabalho (mL) 0,25 0,1 0,05 0,025 0,025 0,025 0,025

Baldo volumétrico (mL) 10 10 10 10 25 50 100

Concentracao final de cada composto (ng mL™?) 25 10 5 2,5 1,0 0,5 0,25

O LD foi obtido através da menor concentracdo que resultou em um pico de

trés vezes o ruido da linha de base, e 0 LQ como a menor concentracdo ao qual
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resultou em um sinal/ruido maior que 10, com preciséo e exatiddo dentro dos limites

aceitaveis.

3.6.6.3 Linearidade e intervalo

A linearidade foi determinada através do método da padronizacao interna em
uma faixa de concentracéo de 1,25 a 400 ng mL™ para cumarina, 12,5 a 600 ng mL™
para dihidrocumarina, 5 a 250 ng mL™ para o &cido caurenéico e 25 a 500 ng mL™
para siringaldeido e acido o-cumarico.

Para a obtencdo das curvas analiticas no modo positivo de ionizacdo
solucBes estoque de cumarina e dihidrocumarina (1 mg mL™) foram misturadas e
diluidas sucessivamente em acetonitrila/dgua (60:40 v/v), adicionando em cada
ponto da curva 40 ng mL' do padrdo interno 6-metiicumarina. O mesmo
procedimento foi realizado para os compostos acido caurendico, acido o-cumarico e
siringaldeido no modo negativo de ionizacdo, no entanto com a adi¢cdo de 1000 ng
mL™? do padrdo interno prednisona. As curvas de calibracdo foram realizadas em
nove niveis de concentracdo, em triplicata, totalizando dessa forma 27 pontos de
leitura.

O intervalo de trabalho foi definido através dos niveis minimos e maximos de
concentracdo onde foi possivel determinar as substancias de interesse com melhor
precisdo e exatidao. As elaboragcbes das curvas de calibracdo em cada modo de

ionizagao séo descritas nas Tabelas 6 e 7.
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TABELA 6 — ESQUEMA DE DILUICAO PARA O PREPARO DAS SOLUCOES DOS
METABOLITOS DO GUACO PARA O ENSAIO DE LINEARIDADE EM CLAE-EM/EM
(ESI+).

Solucgéo de trabalho contendo a mistura de cumarina, dihidrocumarina e 6-metilcumarina
(1000 ng mL™ de cada composto)

Volume da solucdo de Diluicao Concentracao final
Niveis de (acetonitrila/agua 1
trabalho (mL) 60:40 VIv) (ng mL™)
concentracao -
CM DH MC Bal&o volumétrico CM DH MC
(mL)
Nivel 1 0,0313 0,315 1,0 25 125 125 40
Nivel 2 0,025 0,25 0,4 10 25 25 40
Nivel 3 0,05 0,50 0,4 10 5 50 40
Nivel 4 0,05 0,375 0,2 5 10 75 40
Nivel 5 0,125 0,50 0,2 5 25 100 40
Nivel 6 0,25 0,75 0,2 5 50 150 40
Nivel 7 0,5 1,0 0,2 5 100 200 40
Nivel 8 1,0 2,0 0,2 5 200 400 40
Nivel 9 2,0 3,0 0,2 5 400 600 40

NOTA: CM: Cumarina; DH: Dihidrocumarina; MC: Padrao interno 6-metilcumarina.

TABELA 7 — ESQUEMA DE DILUICAO PARA O PREPARO DAS SOLUCOES DOS
METABOLITOS DO GUACO PARA O ENSAIO DE LINEARIDADE EM CLAE-EM/EM (ESI-).

Solucédo de trabalho contendo uma mistura de ac. o-cumarico, ac. caurendico,
siringaldeido e prednisona (1000 ng mL™ de cada composto)

. Diluicao Concentracao
. Volume da solugéo de o final
Niveis de trabalho (uL) (acetonitrila/agua
« 60:40 v/v) (hg mL™)

concentragao

OC Sl AC PR Baldo volumético  oc s AC PR

(mL)

Nivel 1 25 25 5 1000 10 25 25 5 1000
Nivel 2 50 50 10 1000 10 50 50 10 1000
Nivel 3 75 75 25 1000 10 75 75 25 1000
Nivel 4 100 100 50 1000 10 100 100 50 1000
Nivel 5 150 150 75 1000 10 150 150 75 1000
Nivel 6 200 200 100 1000 10 200 200 100 1000
Nivel 7 300 300 150 1000 10 300 300 150 1000
Nivel 8 400 400 200 1000 10 400 400 200 1000
Nivel 9 500 500 250 1000 10 500 500 250 1000

NOTA: OC: acido o-cumarico; Sl: siringaldeido; AC: acido caurendico; PR: Padr&o interno prednisona.
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3.6.6.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada em dois niveis: repetibilidade (precisédo

intra-dia) e precisdo intermediaria (inter-dia).

O ensaio de repetibilidade consistiu na avaliacdo de uma série de medidas
realizadas em uma mesma amostra durante um curto periodo de tempo de um
mesmo dia. Para realizar este ensaio, solucdes de trabalho foram preparadas em
triplicata em Unico nivel de concentracdo para os padrfes internos, e em trés niveis
de concentragdo para os padrdes externos, conforme demonstrado na Tabela 8. O
ensaio foi realizado pelo mesmo analista em um mesmo equipamento em condi¢cdes
idénticas de uso. A dispersado dos resultados foi avaliada através do coeficiente de

variagao (CV%).

A precisdo intermediaria foi determinada por um segundo analista nos
mesmos niveis de concentracdo da repetibilidade apds dois dias deste ensaio. O
mesmo tratamento matematico da repetibilidade foi utilizado na comparacdo das

areas obtidas entre os dois analistas.

TABELA 8 — NiVEIS DE CONCENTRACAO UTILIZADOS PARA O ENSAIO DE PRECISAO.

Niveis de concentracéo (ng mL™)

Analitos Modo de ionizacéo
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Cumarina 5,0 50 200
Dihidrocumarina Positivo 25 100 200
6-metilcumarina* 40 40 40
Acido o-cumérico 75 200 400
Siringaldeido . 75 200 400
Negativo

Acido caurendico 25 100 200
Prednisona* 1000 1000 1000

NOTA: *Padrao interno



71

3.6.6.5 Exatidao

A exatiddo dos métodos foi determinada através da porcentagem de erro
relativo entre as areas tedricas e as experimentais de cada analito. Os ensaios foram
realizados em sextuplicata através do método da adicdo do padrdo sendo dessa
forma avaliadas as areas recuperadas de cada analito apds a fortificacdo de uma

dada matriz.

Para obtencdo dos valores tedricos, solucdes de trabalho foram preparadas
em um Unico nivel de concentracdo para os padrdes internos, e em trés niveis de
concentracdo para os padrfes externos, conforme descrito nas Tabelas 09 e 10. As
solucdes foram injetadas em CLAE-EM/EM sendo as areas obtidas de cada analito,

em cada nivel de concentracao, consideradas como tedricas.

Para obter os valores experimentais inicialmente foi necessario conhecer as
areas de cada analito presentes na matriz de trabalho. Para tanto uma amostra de
escolha foi preparada de acordo com as diluicbes propostas nas Tabelas 9 e 10 para
cada modo de ionizacdo. ApOs o preparo, as matrizes foram injetadas em CLAE-
EM/EM sendo as areas obtidas de cada composto, em cada modo de ionizacéo,
registradas. Em seguida as matrizes foram fortificadas com solucdes de trabalho nos
mesmos niveis de concentracdo do ensaio tedrico. Os valores experimentais foram
calculados subtraindo as areas obtidas nas amostras sem fortificacdo, daquelas
obtidas na amostra fortificada.

De posse das areas teoricas e das areas experimentais, a porcentagem de

recuperacdo pode ser calculada através da equacéo:

E(%) = Areaexperimental X 100
Area tedrica

Os resultados foram tratados estatisticamente através do coeficiente de
variacdo e do intervalo de confianga no nivel de 95%.
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TABELA 9 - PREPARO DA AMOSTRA DE SOLUGAO ORAL COM DIFERENTES NIVEIS
DE FORTIFICACAO PARA OBTENCAO DA CONCENTRACAO EXPERIMENTAL PARA O
ENSAIO DE EXATIDAO (ESI+).

Modo positivo de ionizagdo

Preparo da amostra (solugéo oral) Compostos (ng mL'l)
o o Niveis de ) o ) 6-
Diluicédo 1 Aliquota Diluicéo 2 . Cumarina  Dihidrocumarina ) )
fortificacé@o metilcumarina
1 5,0 25 40
1:10 viv 25 mL em
em agua 41,8 uL solucéo 2 50 100 40
ultrapura diluente*
3 200 200 40

NOTA: Solugéo diluente composta por acetonitrila/agua 60:40 v/v; n=6.

TABELA 10 - PREPARO DA AMOSTRA DE SOLUCAO ORAL COM DIFERENTES NIVEIS
DE FORTIFICACAO PARA OBTENCAO DA CONCENTRACAO EXPERIMENTAL PARA O
ENSAIO DE EXATIDAO (ESI-).

Modo negativo de ionizagdo

Preparo da amostra Compostos (ng mL™)
Diluicdo ] Diluicdo Niveis de ; - ] Acido _
Aliquota - Ac. o- Siringaldeido . Prednisona
2 fortificagdo ~ cumarico caurenogico

25 mL 1 75 75 25 1000

1:1 viv
2 100 pL em
em agua H solugio 2 200 200 100 1000
ultrapura )
diluente*
3 400 400 200 1000

NOTA: Solugéo diluente composta por acetonitrila/agua 60:40 v/v; n=6.

3.6.6.6 Teste de estabilidade das solucdes padréao

O teste de estabilidade das solu¢bes padrao foi avaliado comparando-se as
areas dos compostos em amostras recém-preparadas, com as areas obtidas apos

um periodo de 12 horas em temperatura controlada entre 21 e 23 °C (curta duraco),
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30 dias de armazenamento sob refrigeracdo a 4 °C (longa duragdo) e 24 horas de
armazenamento no gerenciador de amostras a 20 °C .

O ensaio foi realizado através de injec6es de uma sextuplicata de solucdes de
trabalho nas concentragdes de 5, 50 e 200 ng mL™ de cumarina; 25, 100 e 200 ng
mL™ de dihidrocumarina; 25, 100 e 200 ng mL™* de acido caurenéico; 75, 200 e 400
ng mL™? de &cido o-cumérico e siringaldeido; 40 ng mL™ de 6-metilcumarina e 1000
ng mL™? de prednisona. O preparo das solu¢des de trabalho foi realizado através do
uso de solugéo diluente adequada, conforme descrito no item 3.6.1. Os resultados
foram expressos através do coeficiente de variacdo e na porcentagem de

recuperacédo de cada analito.

3.6.7 Determinacao via CLAE-EM/EM dos metabdlitos secundarios do guaco nas

amostras de xarope e solucao oral

3.6.7.1 Modo de ioniza¢ao positivo

Os metabdlitos cumarina e dihidrocumarina foram determinados nas amostras

de xarope e de solucédo oral nas seguintes condicdes:

e Pré-coluna: XBridge C18 10 x 2,1mm, 5um de particula (Waters
Corporation®)

e Coluna: XBridge C18 150 x 2,Amm, 5um de particula (Waters
Corporation®)

e Temperatura de forno: 25 °C.

e Volume de injecao: 10 pL

e Fase movel: Agua e acetonitrila contendo 0,05% de ac. férmico

e Modo de eluicdo: Gradiente.

As fases moveis foram filtradas separadamente através de membrana de

PTFE 0,45 pm (Millipore, Molsheim, France). O gradiente de eluicdo encontra-se
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disposto no Quadro 4 enquanto que os parametros individuais de cada composto no
Quadro 5.

Modo de ionizacdo positivo
Parametros
Tempo (min) Fluxo (uL min™) A(%) B (%)
0.00 200 30 70
2.00 200 30 70
2.10 200 10 90
5.00 200 10 90
5.10 200 30 70
10.00 200 30 70

QUADRO 4 - GRADIENTE UTILIZADO EM CLAE-EM/EM PARA QUANTIFICACAO DA
CUMARINA E DA DIHIDROCUMARINA.

NOTA: A: Agua ultrapura (0,05% &cido férmico); B: Acetonitrila (0,05% é&cido férmico)

Compostos [M+H]"

. Cumarina Dihidrocumarina 6-metilcumarina*
Parametros (147,3) (149,14) (161,04)

Fragmentos monitorados (m/z)

91,0 103,10 121,10 93,10 105,20 77,10
CE 31 25 20 25 27 45
CXP 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
CEP 12 8,5 10
DP 36 76 61
EP 8 11 11,5

QUADRO 5: PARAMETROS OTIMIZADOS NO ESPECTROMETRO DE MASSAS PARA
DETERMINAC}AO DA CUMARINA E DA DIHIDROCUMARINA.

DADOS: Paradmetros da fonte: Curtain gas (CUR): 10; Collision gas (CAD): 6; lon spray voltage (IS):
5000 V; Nebulizer gas (GS1): 40; Turbo gas (GS2): 40; Temperatura da fonte: 450 °C. Velocidade de
aquisicdo dos dados: 200 mseg.

NOTA: *Padréo interno; CE (Collision energy); CXP (Cell exit potencial); DP* (Declustering potenical);
EP (Entrance potencial) CEP (Collision cell entrance potencial).
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3.6.7.2 Modo de ionizacao negativo

Os metabdlitos acido o-cumarico, &cido caurendico e siringaldeido foram

determinados nas amostras de xarope e de solucao oral nas seguintes condicdes:

e Pré-coluna: XBridge C18 10 x 2,1lmm, 5um de particula (Waters
Corporation®)

e Coluna: XBridge C18 150 x 2,Admm, 5um de particula (Waters
Corporation®)

e Temperatura de forno: 25 °C.

e Volume de injecao: 10 pL

e Fase movel: Agua e solucdo acetonitrila/agua 97:3 v/v (5mM de formiato
de amonio)

e Modo de eluicdo: Gradiente

As fases moveis foram filtradas separadamente através de membrana de
PTFE 0,45 pm (Millipore, Molsheim, France). O gradiente de eluicdo encontra-se
disposto no Quadro 6 enquanto que os parametros individuais de cada composto no
Quadro 7.

Modo de ionizagdo negativo

Parametros
Tempo (min) Fluxo (uL min™) A% B (%)
0,00 220 65 35
0,30 220 65 35
0,50 220 5 95
6,00 220 5 95
6,10 220 65 35
14,00 220 65 35

QUADRO 6 - GRADIENTE UTILIZADO EM CLAE-EM/EM PARA QUANTIFICACAO DO AC.

O-CUMARICO, ACIDO CAURENOICO E SIRINGALDEIDO.
NOTA: A: Agua ultrapura (5mM formiato de amonio); B: Solucéo acetonitrila/agua 97:3 viv (5mM
formiato de aménio)



76

Compostos [M-H]

Ac. o-cumérico Siringaldeido Ac. Caurenoico Prednisona*
162,90 180,84
Parametros ( ) ( ) (301,10) (357,02)
Fragmentos monitorados (m/z)

119,0 93,1 166,0 151,0 301,1 327,0 299,0
CE -18 -30 -20 -26 -10 -15 -15
CXP 0,0 0,0 -4 0,0 -4 -4 -4
CEP -10 -14 -22 -18
DP -25 -50 -70 -25
EP -5 -3 -5 -6,5

QUADRO 7 - PARAMETROS OTIMIZADOS NO ESPECTROMETRO DE MASSAS PARA
DETERMINACAO DO ACIDO O-CUMARICO, SIRINGALDEIDO E ACIDO CAURENOICO.

DADOS: Parametros da fonte: Curtain gas (CUR): 18; Collision gas (CAD): 6; lon spray voltage (I1S):
-4500 V; Nebulizer gas (GS1): 50; Turbo gas (GS2): 50; Temperatura da fonte: 550 °C. Velocidade de
aquisicdo dos dados: 180 mseg.
NOTA: *Padrao interno; CE (Collision energy); CXP (Cell exit potencial); DP* (Declustering potenical);
EP (Entrance potencial) CEP (Collision cell entrance potencial).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES ATRAVES DE CLAE-DAD

4.1.1 Espectroscopia de ultravioleta

A primeira etapa para o desenvolvimento do método através de CLAE-DAD foi
verificar o comprimento de onda ideal para deteccdo dos compostos. Para tanto,
solucBes de trabalho de cumarina (20 ug mL™), acido o-cumaérico (20 pg mL™),
siringaldeido (20 pg mL™), dihidrocumarina (20 pg mL™) e &cido caurenéico (30 pg
mL™?) foram submetidas & varredura em luz ultravioleta de 200 a 400 nm. Os
espectros de absorcao foram obtidos e encontram-se disponibilizados nas Figuras 2,
3,4,5e6.

cumarina
g9 Cumarina (20 pg mL™)
1.6 If" \‘\I
144 \
—_ i \
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FIGURA 2 - ESPECTRO DE VARREDURA NO UV DE UMA SOLUCAO ETANOLICA DE
CUMARINA.
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FIGURA 3 - ESPECTRO DE VARREDURA NO UV DE UMA SOLUCAO ETANOLICA DE

AC. O-CUMARICO.
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FIGURA 4 - ESPECTRO DE VARREDURA NO UV DE UMA SOLUCAO ETANOLICA DE

DIHIDROCUMARINA.

Siﬁngaldeido
1] g\ o Siringaldeido (20 pg mL™)
i -
_ o8] ﬁ}% 2 OH
3 ] A2 H3CO OCHj
g 06 |
8 ]
e ]
i) i
o 0.4 \
8 1 \
< 1 \
02 \ o~ 'H
0__‘'|"'|'__'|"‘|"'\''|"|"|"‘|__'__'__'__
200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wavelength (nm)

FIGURA 5 - ESPECTRO DE VARREDURA NO UV DE UMA SOLUCAO ETANOLICA DE

SIRINGALDEIDO.
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Acido caurendico (30 pg mL™)
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FIGURA 6 - ESPECTRO DE VARREDURA NO UV DE UMA SOLUGAO ETANOLICA DE
AC. CAURENOICO.

Absorbance (AL

Na avaliacdo dos espectros obtidos, os compostos cumarina, acido o-
cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido apresentaram absorcao satisfatoria no
ultravioleta (UV). O acido caurendico por sua vez, apresentou baixa intensidade de
absorcdo em comprimentos de onda mais seletivos, mesmo sendo sua concentracéo
de leitura 50% maior que os demais compostos. Esse analito ndo possui um bom
cromoéforo em sua estrutura molecular (Figura 6), o que dificulta sua detec¢do no
ultravioleta. Em virtude disso, apenas a cumarina, 0 acido o-cumarico, a
dihidrocumarina e o siringaldeido foram monitorados através de CLAE-DAD.

Através dos espectros de absorcdo de UV também foi possivel verificar uma
absortividade expressivamente menor da dihidrocumarina quando comparada aos
demais metabdlitos. Este composto possui em sua estrutura molecular apenas um
anel ressonante (Figura 4), enquanto que a cumarina, o acido o-cumarico e o
siringaldeido uma dupla conjugada a mais (Figuras 02, 03 e 05), fazendo com que a
intensidade de absorcéo aumente significativamente.

A préxima etapa de nosso experimento foi a sobreposicdo das bandas de
absorcdo no ultravioleta destes compostos a fim de verificar a possibilidade de

otimizacdo da leitura através de um comprimento de onda Unico (Figura 7).
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FIGURA 7 — SOBREPOSICAO DOS ESPECTROS DE VARREDURA NO UV DA
CUMARINA, DA DIHIDROCUMARINA, DO ACIDO O-CUMARICO E DO SIRINGALDEIDO.

De acordo com a Figura 7, a sobreposicdo dos espectros demonstrou a
possibilidade de utilizacdo de um Unico comprimento de onda para monitorar todos
0os compostos. O siringaldeido, apesar de a absortividade maxima ter sido no
comprimento de onda de 309 nm, teve boa sensibilidade no mesmo comprimento de
onda das cumarinas e do &cido o-cumarico. Portanto, o comprimento de onda
utilizado para monitorar todos os compostos foi o de 274 nm.

Outra consideracao a ser feita quanto a sobreposi¢ao dos espectros, € que no
comprimento de onda de 230 nm, os compostos dihidrocumarina e siringaldeido tém
uma maior absortividade e por consequéncia uma maior sensibilidade. No entanto,
neste comprimento de onda existe uma perda consideravel na sensibilidade do acido
o-cumarico e da cumarina, sendo este ultimo o principal metabdlito relacionado aos

efeitos terapéuticos do guaco.

4.1.2 Desenvolvimento do método

4121 Escolha da coluna

Para o desenvolvimento do método, inicialmente um levantamento
bibliografico foi realizado para verificacdo dos outros métodos existentes por CLAE
aos quais envolvesse de alguma forma a identificacdo, isolamento ou quantificacado

dos metabdlitos secundarios de M. glomerata e M. laevigata. A partir dos dados
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obtidos através desse levantamento, verificou-se que a coluna de separacdo mais
utilizada para esses fins é a de fase reversa, composta por grupos de octadecilsilano
(C18) (CELEGHINI, 1999; ABQY et al., 2000; CABRAL; DOS SANTOS; ALHAIQUE,
2001; CELEGHINI, 2001; CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2001; BIAVATTI et al.,
2004; MAIORANO et al., 2005; SANTOS, 2005; BRASIL, 2005; PEREGRINO;
LEITAO, 2005; BERTOLUCCI et al., 2008; ROCHA et al., 2008).

Além do recheio, também foi verificado as dimensf6es mais adequadas da
coluna para o inicio das atividades. De acordo com Snyder e colaboradores (1997),
colunas com tamanho de 150 mm de comprimento e 5 um de didametro de patrticula,
sdo de boa escolha para o inicio do desenvolvimento de um novo método, pois
apresentam boa relacdo entre eficiéncia cromatogréfica e tempo de andlise
(SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997). Nesse sentido, a primeira escolha para o
inicio de nossas atividades foi uma coluna Zorbax Eclipse XDB C18 150 x 4.6 mm 5
um de particula (Agilent Technologies®). Isso porque essa coluna possui uma alta
eficiéncia de separacdo sendo além de tudo composta em seu substrato de silica
ultrapura desativada com duplo Endcapped o que cobre o maior nimero possivel de
silandis ativos evitando, portanto, problemas como o aumento do fator de cauda dos
picos cromatograficos.

Definida a coluna, a préxima etapa foi o desenvolvimento do método. Para
tanto padrdes analiticos de cumarina, acido o-cumarico, dihidrocumarina e
siringaldeido foram utilizados. Além disso, considerou-se também uma amostra de
fitoterapico para o desenvolvimento, sendo dessa forma, a amostra 1(um) escolhida
como referéncia, pois esta possui um valor declarado 10 vezes maior de cumarina
gue as demais amostras, e em consequéncia disto, uma maior concentracdo de

outros metabdlitos que compde o extrato.

41.2.2 Composicéo da fase movel

Para a escolha da melhor composicdo da fase mével, dois fatores foram
levados em consideracdo: o melhor perfil de separacdo entre 0s picos
cromatograficos e o melhor custo beneficio. Para tanto, os primeiros ensaios se
deram através de uma fase mdével composta por uma mistura de dgua/metanol nas

proporcdes de 60:40 v/v.
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Nas primeiras injecfes foi verificado um fator de cauda elevado para as
cumarinas (=1,5) o que poderia dificultar a reprodutibilidade das analises quando da
aplicabilidade do método. De acordo com Stdckigt e colaboradores, esse problema
pode ser facilmente eliminado acidificando a fase movel, de modo que o &cido
adicionado possa competir com o analito na interagdo com o oxigénio livre dos
grupos silandis (STOCKIGT et al.,, 2002). Nesse sentido, o &cido férmico na
concentracdo de 1% foi nossa primeira escolha para compor a fase movel devido ao
fato de ser um acido fraco comumente utilizado para essa finalidade. Apds a adicédo
de acido formico na composicdo da fase moével, as amostras foram reinjetadas
sendo verificada uma melhora significativa no fator de cauda para todos os
compostos (=1,0).

Em seguida, diversas proporcfes entre dgua e metanol (80:20 até 60:40 v/v)
foram testadas na composicao da fase movel, sendo observado em todas as etapas
de modificacBes, o perfil cromatografico da amostra. Os cromatogramas utilizando
diferentes propor¢cbes de agua e metanol na composicdo da fase movel séo
apresentados na Figura 8.

mal

. Fase moével
Cumarina

1 B 4 Agua : Metanol : Ac. férmico (v/viv)
&00 Siringaldeido

Ac. o-cumarico

A

G00 —|

200 -

FIGURA 8 — PERFIL CROMATOGRAFICO DA SOLUCAO ORAL DE GUACO (AMOSTRA
1) UTILIZANDO DIFERENTES PROPORCOES DE AGUA E METANOL NA COMPOSICAO
DA FASE MOVEL.

NOTA: Condicdes de andlise: fluxo: 0,7 mL min™; eluicdo isocratica; volume de injecdo: 20 pl;
temperatura de forno: 25 °C; detecc&o: 274 nm.



83

Conforme demonstrado na Figura 8, a melhor correlacdo entre tempo de
corrida e separagdo dos compostos estaria entre 60:40 e 70:30 v/v (dgua/metanol),
nao sendo detectado nestas condi¢gbes pico correspondente a dihidrocumarina. Em
virtude disso a amostra foi fortificada com 25 ug mL™ de cada composto, sendo
verificado através dessa experiéncia, que 0 pico anteriormente relacionado ao
siringaldeido, de fato, € um composto desconhecido ao qual possui um tempo
eluicdo semelhante ao do metabdlito de interesse (Figura 9). A co-eluicdo entre o
siringaldeido e este composto desconhecido é melhor evidenciada quando a

proporcao de agua € aumentada na fase movel.

; Cumarina Ac o-cumérico ] Fase Movel .
- A 4 Agua : Metanol : Ac. Férmico (v/viv)

Siringaldeido

G600 —|

Dihidrocumarina
A

A

T

70:30:1

T T T T T T
u]} 5 a0 15 20 258 20 mi

FIGURA 9 — PERFIL CROMATOGRAFICO DA SOLUQAO ORAL DE GUACO (AMOSTRA
1) FORTIFICADA COM 25 H1g mL* DE CUMARINA, AC. O-CUMARICO,
DIHIDROCUMARINA E SIRINGALDEIDO UTILIZANDO DIFERENTES PROPORCOES DE
AGUA E METANOL NA COMPOSIC;AO DA FASE MOVEL.

NOTA: Condicdes de analise: fluxo: 0,7 mL min™; eluicdo isocratica; temperatura de forno: 25 °C;
deteccéo: 274 nm; volume de injecdo: 20 pl.

De acordo com os cromatogramas obtidos na Figura 9, a Unica mistura entre
agua e metanol ao qual compunha uma fase movel com separacédo otimizada entre
0s compostos de interesse, foi na propor¢cdo de 70:30 v/v (Agua/metanol), porém,
com a ressalva quanto ao tempo de corrida ao qual ficou extenso sendo inviavel sua
utilizacdo em rotinas comuns de quantificacdo. Para tanto seria necessario utilizar
um solvente organico ao qual aumentasse a velocidade de eluicdo dos compostos

sem proporcionar mudancgas bruscas de polaridade na fase movel.
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Dessa forma, pequenas quantidades de acetonitrila foram incorporadas na
fase movel, sendo retiradas iguais propor¢cdes de agua. A acetonitrila possui
polaridade préxima a do metanol, porém com um valor eluotrépico trés vezes maior,
ou seja, pequenas quantidades adicionadas modificariam sensivelmente a
velocidade de eluicdo dos compostos sem alterar significativamente a polaridade da
fase movel (Quadro 8). Os cromatogramas obtidos com diferentes proporcdes de

acetonitrila na composicao da fase movel sado apresentados na Figura 10:

QUADRO 8 - PROPRIEDADES DOS SOLVENTES UTILIZADOS NO DESENVOLVIMENTO
DO METODO.

) Valor eluotropico em
Solventes Polaridade )
cromatografia de fase reversa
Agua 10.2 -
Metanol 5.1 1.0
Acetonitrila 5.8 3.1

Fonte: SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997.
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FIGURA 10 — PERFIL CROMATOGRAFICO DA SOLUCAO ORAL DE GUACO (AMOSTRA
1) FORTIFICADA COM 25 ug mL* DE CUMARINA, AC. O-CUMARICO,
DIHIDROCUMARINA E SIRINGALDEIDO UTILIZANDO DIFERENTES PROPORCOES DE
AGUA, METANOL E ACETONITRILA NA COMPOSICAO DA FASE MOVEL.

NOTA: CondicBes cromatogréaficas: fluxo: 0,7 mL min™; eluicdo isocratica; temperatura de forno: 25
°C; detecgdo: 274 nm; volume de injec&o: 20 pl.
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Conforme verificado nos cromatogramas acima, a adicdo de acetonitrila na
fase movel melhorou consideravelmente a separacdo cromatografica do
siringaldeido. Além de tudo diminuiu o tempo de eluicdo da dihidrocumarina e,
portanto o tempo de corrida. Neste contexto, a adicdo de 7% de acetonitrila na fase
movel seria a mais adequada se ndo fosse a perda de resolucdo da cumarina frente
a outros compostos detectados na amostra. Em analogia ao cromatograma,
pequenas variacdes possiveis de ocorrer na fase movel, poderiam fazer com que a
cumarina co-eluisse com estes compostos, comprometendo dessa forma a analise.

Deste modo, a adicdo de 5% de acetonitrila na fase mével foi a mais
adequada, pois apesar do ligeiro aumento no tempo de corrida frente a adicdo de
7%, manteve uma excelente resolucdo entre os picos cromatogréficos. Portanto, a
fase movel de escolha foi a composta por agua/ metanol/acetonitrila/acido férmico
nas proporcoes de 65:30:5:1,v/VIviv.

4.1.2.3 Fluxo

Para fins de avaliar a possibilidade de uma diminuicdo ainda maior do tempo
de corrida, diferentes vazfes de fluxo foram testadas. O critério de escolha do
melhor fluxo para compor o método em desenvolvimento foi a correlacdo tempo de
corrida versus resolucdo dos picos cromatograficos. Os resultados encontram-se

dispostos na Figura 11:
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FIGURA 11 — CROMATOGRAMAS OBTIDOS ATRAVES DE CLAE-DAD UTILIZANDO
DIFERENTES VAZOES DE FLUXO.

NOTA: Fase movel: agua/metanol/acetonitrila/acido formico (65:30:5:1, v/viviv); eluicdo isocratica;
temperatura de forno: 25 °C; detecgdo: 274 nm; volume de injec&o: 20 pl. Amostra utilizada: Solug&o
oral de guaco (amostra 1) fortificada com 25 pg mL™ de cada metabdlito (cumarina, &c. o-cumarico,
dihidrocumarina e siringaldeido).

1000 —

Em andlise aos resultados obtidos, pode-se constatar que, o aumento no fluxo
diminuiu a retencao relativa entre os picos cromatograficos, mas em contrapartida
nao alterou de forma significativa a resolucdo entre eles. O aumento do fluxo
também favoreceu na melhora da simetria dos picos, e na diminuicdo do tempo de
corrida. Deste modo, fluxos mais altos seria a melhor escolha para 0 método
proposto se nao fosse pelo aumento no consumo da fase mével. Nesse sentido, o
fluxo mais apropriado foi o de 1,0 mL min™, pois consumiu 50% menos solvente que
o maior fluxo avaliado (1,5 mL min™), sem aumentar consideravelmente o tempo de

corrida.

4124 Temperatura

A temperatura de forno utilizada em CLAE é um parametro importante a ser

avaliado ndo somente pela possibilidade da diminuicdo do tempo de retencdo dos
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analitos, mas pelo fato de também influenciar na resolucdo e na simetria dos picos
cromatograficos.

Para avaliar a influéncia da temperatura, quatro ensaios foram realizados,
sendo observadas em cada modificacdo, o perfil e a resolugdo entre 0s picos
cromatograficos (Figura 12). De acordo com os dados obtidos, o aumento da
temperatura ndo diminuiu significativamente o tempo de corrida e, além disso,
prejudicou a qualidade da separacdo cromatogréfica. Portanto, a temperatura de
escolha foi de 25°C, utilizada durante todo o processo de desenvolvimento do

método.
mal Metil b
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1750 Siringaldeido . [
- Cumarina - = /\
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FIGURA 12 — CROMATOGRAMAS DE UMA SOLUCAO ORAL DE GUACO FORTIFICADA
OBTIDOS ATRAVES DE CLAE-DAD EM DIFERENTES TEMPERATURAS.

NOTA: Fase movel: agua/metanol/acetonitrila/acido férmico (65:30:5:1 v/viviv); eluicdo isocratica;
fluxo: 1 mL min ; deteccdo: 274 nm; volume de injecdo: 20 pl. Amostra utilizada: Solucéo oral de
guaco (amostra 1) fortificada com 25 pg mL? de cada composto (cumarina, ac. o-cumarico,
dihidrocumarina e siringaldeido).

4.1.3 Avaliacdo do método

O desempenho do método foi determinado apos injecdes consecutivas de
uma amostra fortificada com 25 pg mL” de cada composto (Figura 13). Os

parametros de adequabilidade foram avaliados seguindo os critérios da Farmacopéia
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Americana 312 edicao (USP, 2008), sendo analisados o tempo de retencéo (T,), fator

de retencéo (K"), resolucdo (Rs), numero de pratos tedricos (N) e o fator de cauda

(T). Os resultados foram obtidos automaticamente através do software ChemStation

versao A 10.02 sendo disponibilizados na Tabela 11.

TABELA 11 - PARAMETROS AVALIADOS PARA VERIFICACAO DA ADEQUABILIDADE
DO METODO DE CLAE-DAD.

Parametros avaliados (Média n=6)

Compostos

(25 pg mL ) T, (min) K R, + C\V% T N
Siringaldeido 4.526 3.11 1.77+0,51 1.11 8287
Cumarina 8.624 6.84 3.02+0,86 1.05 13453
Acido o-cumarico 10.572 8.61 2.93+0,52 1.05 10852
Dihidrocumarina 20.223 17.38 17.13+0,71 1.04 12644

NOTA: Fase mével: dgua/metanol/acetonitrila/acido férmico (65:30:5:1 v/v/viv); eluigdo isocrética;
fluxo de 1 mL min ; deteccéo: 274 nm; volume de injecdo: 20 ul. Amostra utilizada: Solucéo oral de
guaco (amostra 1) fortificada com 25 pug mL™? de cumarina, &c. o-cumarico, dihidrocumarina e

siringaldeido.
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FIGURA 13 - CROMATOGRAMA DE UMA SOLUC;AO ORAL DE GUACO FORTIFICADA
UTILIZADO PARA AVALIACAO DA ADEQUABILIDADE DO METODO.
NOTA: Fase mdvel: dgua/metanol/acetonitrila/acido férmico (65:30:5:1 v/v/viv); eluicdo isocratica;
fluxo de 1 mL min % deteccdo: 274 nm; volume de injecdo: 20 pl. Amostra utilizada: Solucéo oral

(amostra 1) fortificada com 25 pg mL™ de cumarina, 4c. o-cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido.
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Em virtude de as farmacopéias ndo discutirem valores de referéncia para fins
comparativos destes parametros, grande parte dos trabalhos utilizam como
referéncia o Reviwer Guidance — Validation of chromatographic methods do Food
and Drug Administration (FDA, 1994). De acordo com este guia, os valores
desejaveis para a adequabilidade do sistema cromatografico sdo: nimero de pratos
tedricos maiores que 2000; fator de capacidade > 2,0; Fator de cauda < 2,0;
resolucdo > 2,0 com desvio padrdo relativo < 1,0. No entanto, literaturas mais
recentes indicam que um fator de cauda préximo de 1,0 deve ser o desejado em
uma analise por cromatografia liquida. Além disso, uma resolucao de pelo menos 1,5
garante separacdo completa entre dois compostos, sendo um fator de capacidade
>1,0 suficiente para ndo haver perda de exatiddo do método (SKOOG et al., 1999).

Independente dos valores e da literatura utilizada como referéncia, o método
demonstrou uma excelente eficiéncia da coluna com numero de pratos tedricos
superiores a 8300 (Tabela 11). Estes resultados garantem além de uma boa
eficiéncia de separacao, que analitos de baixa concentracdo poderdo ser detectados
com seguranga, sem que ocorram problemas como alargamento de bandas e perdas
na sensibilidade do método.

O resultado de fator de capacidade > 3,1 expressou a capacidade de
afinidade dos analitos pela fase estacionaria, ou seja, nos garantiu que todos o0s
analitos foram cromatografados ndo sendo eluidos no volume morto da coluna.

Os resultados também foram satisfatérios para o parametro de resolucdo. De
acordo com os dados obtidos (Rs > 1,8), pode-se afirmar que o0s picos
cromatograficos estdo bem separados, ndo havendo, portanto, possibilidade de
interferéncia no momento da quantificacéo. A resolucdo entre 0s picos
cromatograficos também pode ser avaliada visualmente através da Figural3, onde é
verificada uma boa separacgéo entre todos 0s compostos presentes na amostra.

O novo método também apresentou excelente simetria dos picos
cromatograficos com fatores de cauda préximos de 1,0 para todos 0os compostos.
Portanto, o0 método proposto foi considerado reprodutivel e confidvel podendo ser
aplicado com seguranca para determinacdo da cumarina, acido o-cumarico,
dihidrocumarina e siringaldeido nas formas farmacéuticas xarope e solucéo oral de

guaco.
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4.1.4 Aplicabilidade do método

Para verificar a aplicabilidade do método desenvolvido, foram injetados no
cromatografo liquido o extrato, a tintura, e as 12 formas farmacéuticas adquiridas no
comeércio local de Curitiba/PR. Os cromatogramas referentes a estas amostras sao
reportados nas Figuras 14, 15 e 16 onde é possivel verificar que em todas as
amostras a separacdo dos picos cromatograficos de interesse manteve-se
otimizada, sendo, portanto, o0 método valido para doseamento dos compostos
cumarina, acido o-cuméarico, dihidrocumarina e siringaldeido tanto nas
especialidades farmacéuticas quanto nos extratos.

Em virtude dos excelentes resultados, a proxima etapa foi a validacdo do
meétodo analitico. De acordo com a resolucdo da ANVISA, a RE n° 899 de 29 de
maio de 2003, os parametros de validacdo a serem avaliados sdo: especificidade,

linearidade, intervalo, preciséo (intra-corrida e inter-corridas), robustez e exatidao.
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FIGURA 14 — PERFIL CROMATOGRAFICO DOS PADROES DE CUMARINA,
SIRINGALDEIDO, ACIDO O-CUMARICO, DIHIDROCUMARINA E DAS AMOSTRAS DE
TINTURA E EXTRATO CONCENTRADO DE GUACO.

NOTA: Fase movel: agua/metanol/acetonitrila/acido féormico (65:30:5:1 v/v/v/v); eluicdo isocratica;
fluxo de 1 mL min % detecc¢do: 274 nm; volume de inje¢c&o: 20 pl.
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FIGURA 15 — PERFIL CROMATOGRAFICO DOS PADR{)ES DE METABOLITOS DO
GUACO E DE AMOSTRAS DE XAROE’E E SOLUCAO ORAL DE GUACO DE
DIFERENTES MARCAS OBTIDAS NO COMERCIO LOCAL DE CURITIBA-PR (AMOSTRAS
1A6).

NOTA: Fase mdvel: dgua/metanol/acetonitrila/acido férmico (65:30:5:1 v/v/viv); eluicdo isocrética;
fluxo de 1 mL min % detecc¢do: 274 nm; volume de inje¢c&o: 20 pl.
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FIGURA 16 — PERFIL CROMATOGRAFICO DOS PADROES DE METABOLITOS DO
GUACO E DE AMOSTRAS DE XAROPE E SOLUCAO ORAL DE GUACO DE
DIFERENTES MARCAS OBTIDAS NO COMERCIO LOCAL DE CURITIBA-PR
(AMOSTRAS 7 A 12).

NOTA: Fase mdvel: dgua/metanol/acetonitrila/acido férmico (65:30:5:1 v/v/viv); eluicdo isocratica;
fluxo de 1 mL min % detecc¢do: 274 nm; volume de inje¢c&o: 20 pl.
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4.1.5 Validacdo do método de CLAE-DAD

4151 Seletividade

Para determinar a seletividade do método, trés modelos distintos de avaliacao
foram utilizados, sendo estes: método da comparacdo da matriz, método de adicéo
do padréo e uso de detectores de arranjo de diodo. A utilizacdo de trés modelos de
avaliacdo deste parametro foi devido a complexidade das matrizes, havendo,
portanto, a necessidade de garantia na resposta dos analitos, conforme
recomendacéao do ICH (ICH, 2005).

41511 Método da comparacao da matriz

O método da comparacdo da matriz consistiu em um comparativo grafico
entre duas matrizes: Uma isenta metabdlitos de interesse e outra fortificada com 25
ng mL™ de cada analito. O ensaio foi realizado tanto para a matriz de xarope quanto

para a de solucéo oral.

Apoés as injecdes no equipamento os cromatogramas das matrizes foram
sobrepostos e avaliados. Conforme verificado nas Figuras 17 e 18, para o modelo
utilizado o método demonstrou boa seletividade, ndo sendo verificado, portanto a
interferéncia de coadjuvantes e edulcorantes comumente utilizados nestas
especialidades farmacéuticas tais como os parabenos e a sacarina. Nas condicdes
cromatograficas as quais foram realizadas esse ensaio, cabe uma ressalva quanto
ao propilparabeno, ao qual em andlise isolada néo eluiu em menos de trinta minutos
de corrida. Devido a possibilidade de um alto tempo de retencdo deste e de outros
compostos presentes nas amostras, apos a injecdo de cada triplicata das formas
farmacéuticas, um método curto de limpeza foi aplicado de forma a preservar a

coluna (item 4.3.4).
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FIGURA 17 — ESPECTRO DE CLAE-DAD DA MATRIZ DE XAROPE ISENTA DOS
METABOLITOS E DA MATRIZ FORTIFICADA COM PADROES ANALITICOS.

NOTA: Fase mdével: dgua/metanol/acetonitrila/acido férmico (65:30:5:1 v/v/viv); eluigdo isocrética;
fluxo de 1 mL min %, detecc¢do: 274 nm; volume de inje¢&o: 20 pl.
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FIGURA 18 — ESPECTRO DE CLAE-DAD DA MATRIZ DE~SOLU(}AO ORAL ISENTA DOS
METABOLITOS E DA MATRIZ FORTIFICADA COM PADROES ANALITICOS.

NOTA: Fase movel: agua/metanol/acetonitrila/acido féormico (65:30:5:1 v/v/viv); eluicdo isocratica;
fluxo de 1 mL min ™; deteccdo: 274 nm; volume de injecdo: 20 pl. Matriz fortificada com 25 pg mL™ de
cumarina, acido o-cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido.
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415.1.2 Método de adi¢do do padrao

O método de adicdo do padrdo consistiu na comparacdo dos coeficientes
angulares obtidos entre duas curvas analiticas, sendo uma através de solucdes

padrdo, e outra através de uma amostra fortificada com padrdes analiticos.

No modelo proposto, solu¢des padrédo contendo uma mistura de cumarina,
acido o-cumarico, siringaldeido e dihidrocumarina foram preparadas em trés niveis

de concentracéo, aos quais 2,5; 25 e 100 pg mL™ de cada composto.

Em seguida, amostras de xarope e de solucdo oral de guaco foram diluidas
1:10 v/v e fortificadas nos mesmos niveis de concentracdo da solugédo padrao.

As amostras fortificadas e as solu¢des padrao foram preparadas em triplicata
sendo as areas obtidas de cada composto em cada nivel de concentracao
apresentadas nas Tabelas 12 e 13.

TABELA 12 - AREAS OBTIDAS DE CADA ANALITO EM DIFIERENTES
CONCENTRACOES PARA SOLUCOES DA AMOSTRA DE SOLUCAO ORAL
FORTIFICADA COM OS METABOLITOS DO GUACO E PARA AS SOLUCOES DE
PADROES.

Niveis de concentragéo (ug mL"l)

Analitos em . N Amostra de solucéo oral
Solugdes padréo fortificada
estudo
2,5 25 100 2,5 25 100
Média das areas (n=3)
Cumarina 200,775 2101,149 8338,131 2351,53 4235,01 10503,03
Acido o-cumarico 241,135 2402,208 9477,233 410,43  2584,46 9667,03
Siringaldeido 16,518 184,344 731,182 17,521 178,392 727,931

Dihidrocumarina 38,089 400,697 1597,696 36,019 397,081  1602,032
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TABELA 13 - AREAS OBTIDAS DE CADA ANALITO EM DIFIERENTES
CONCENTRACOES PARA SOLUCOES DA AMOSTRA DE XAROPE FORTIFICADA COM
OS METABOLITOS DO GUACO E PARA AS SOLUCOES DE PADROES.

Niveis de concentracdo (ug mL™)

Analitos em estudo Solugdes padréo Amostra de xarope fortificada

2,5 25 100 2,5 25 100

Média das areas (n=3)

Cumarina 200,775 2101,149 8338,131 392,070  2147,26  8442,48
Acido o-cumarico 241,134  2402,208 9477,233 267,160 2362,560 9697,833
Siringaldeido 16,518 184,344 731,182 15,484 172,718 736,347
Dihidrocumarina 38,089 400,697  1597,696 36,334 398,725  1528,486

De posse destas areas, as curvas analiticas foram tracadas individualmente
para cada composto através da analise de regressao linear, onde foram obtidas as
equacbes das retas. Os coeficientes angulares foram por fim comparados. Os
graficos da analise de regressao linear dos padrées e das amostras fortificadas séo
demonstrados nas Figuras 19 e 20 enquanto que o comparativo entre 0s resultados
dos coeficientes angulares obtidos através das equacdes das retas na Tabela 14.
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FIGURA 19 — CURVAS ANALITICAS _OBTIDAS ATRAVES DE CLAE-DAD PARA O
ENSAIO DE SELETIVIDADE DA SOLUCAO ORAL DE GUACO.
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FIGURA 20 — CURVAS ANALITICAS OBTIDAS ATRAVES DE CLAE-DAD PARA O
ENSAIO DE SELETIVIDADE DO XAROPE DE GUACO.
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TABELA 14 - COEFICIENTES ANGULARES OBTIDOS A PARTIR DE CURVAS
ANALITICAS DE SOLUCOES PADRAO E DAS AMOSTRAS DE XAROPE E DE SOLUCAO
ORAL DE GUACO FORTIFICADAS PARA AVALIACAO DA SELETIVIDADE.

Coeficientes angulares

Cumarina Ac o-cumarico Siringaldeido Dihidrocumarina

Solucgéo padréo 83,384 94,629 7,320 15,987
Soluc¢éo Oral 83,597 94,812 7,297 16,063
Média 83,491 94,721 7,308 16,025
DP 0,1504 0,1291 0,0167 0,0536
CV% 0,18 0,14 0,23 0,33

Xarope 82,913 96,996 7,424 15,544
Média 83,149 95,813 7,372 15,765
DP 0,3336 1,6736 0,0735 0,3135
CV% 0,40 1,75 0,99 1,99

De acordo com os resultados obtidos, para ambas as matrizes os coeficientes
angulares foram proximos daqueles obtidos através das solu¢des padréo (CV < 5%).
Portanto, ndo houve interferéncia de outros compostos na resposta dos analitos,

sendo o método desenvolvido considerado seletivo.

4.15.1.3 Avaliacdo da seletividade através de detector de arranjo de diodo

Outra forma de avaliar a seletividade do método foi através do uso de detector
de arranjo de diodo. Nesse método padrbes analiticos de cumarina, acido o-
cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido foram injetados no CLAE juntamente com
amostras de xarope e de solucao oral fortificadas com os mesmos compostos. As
bandas de absorcéo no ultravioleta dos padrbes foram sobrepostas as bandas de
absorcao de seus correspondentes nas amostras fortificadas. O ensaio demonstrou
gue nao houve diferencas entre as bandas para nenhum dos compostos estudado
(Figura 21 e 22). Dessa forma, pode-se dizer que 0s picos cromatograficos estao

puros, sendo, portanto, o método seletivo para ambas as formas farmacéuticas.
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AMOSTRA DE XAROPE DE GUACO FORTIFICADA OBTIDOS ATRAVES DE CLAE-DAD
PARA AVALIACAO DA PUREZA CROMATOGRAFICA DOS PICOS.
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FIGURA 22 - ESPECTROS DE ULTRAVIOLETA E CROMATOGRAMA DE UMA

AMOSTRA DE SOLUCAO ORAL DE GUACO FORTIFICADA OBTIDOS ATRAVES DE
CLAE-DAD PARA AVALIACAO DA PUREZA CROMATOGRAFICA DOS PICOS.
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4.15.2 Limite de deteccao e limite de quantificacao

LD e LQ foram estimados a partir da relacéo sinal/ruido e para tanto, solucbes
de 10,0 pg mL' de cada composto foram diluidas de forma seriada em
concentracdes decrescentes até 0,020 pg mL™>. As séries de diluicdes foram
injetadas no cromatografo liquido até a obtencdo do menor pico detectavel.

A estimativa do limite de deteccao foi baseada na relacdo de pelo menos trés
vezes a altura do ruido da linha base enquanto que o limite de quantificacdo, de pelo
menos 10 vezes. Além disso, a estimativa do limite de quantificacdo obedeceu aos

critérios de precisdo e exatidao estabelecidos para o método.

De acordo com a Tabela 15, Baseado na relagéo sinal / ruido, o limite de
quantificacdo dos metabdlitos em estudo, variaram entre 0,156 a 1,0 ug mL™.
Entretanto, uma coeréncia linear das areas do acido o-cumarico e do siringaldeido
s6 foi possivel de ser verificada em concentragdes préximas de 1,0 pg mL™. Portanto
esta concentracdo foi utilizada para compor o ponto mais baixo das curvas de

calibracdo de todos os compostos.

TABELA 15 - LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICAQAO DOS PADROES DE
CUMARINA, ACIDO O-CUMARICO, SIRINGALDEIDO E DIHIDROCUMARINA.

Parametro de Concentrago Altura do sinal em 274 nm

validagéo (Mg mL™) (MAU)

Cumarina LD 0,01953 0,087

LQ 0,15652 0,580

- .. LD 0,03906 0,084
Acido o-cumarico

LQ 0,15652 0,520

LD 0,15625 0,099

Siringaldeido Lo 0,62500 0.380

Dihidrocumarina LD 0,31250 0,130

LQ 1,00000 0,360

DADOQOS: Sinal / ruido da fase movel: 0,030 mAU.
NOTA: LD — Limite de deteccéo e LQ — Limite de quantificacéo.
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415.3 Linearidade e intervalo

41531 Linearidade

Apbs o estudo do limite de deteccdo e do limite de quantificacdo foi possivel
determinar a linearidade do método. Neste ensaio, as curvas de calibragdo foram
obtidas através de uma diluicdo seriada de uma triplicata de solucdo de trabalho
contendo uma mistura de 200 pg mL™ de cumarina, cido o-cumarico, siringaldeido
e dihidrocumarina. A linearidade foi determinada em oito niveis de concentracdo, em
um total de 24 pontos dentro de uma faixa de concentracéo de 1 a 200 pg mL™ para
todos os compostos. As amostras foram injetadas no cromatografo liquido, sendo a
média das areas de cada composto nos diferentes niveis de concentracao,

apresentados na Tabela 16.

TABELA 16 - AREAS DOS PICOS DOS PADROES DOS METABOLITOS EM ESTUDO
OBTIDAS ATRAVES DE CLAE-DAD PARA A CONSTRUGCAO DAS CURVAS DE
CALIBRACAO.

Concentragéo pg mL™

Compostos
1 25 5,0 10 25 50 100 200
Média das areas
Cumarina 71,99 18534 379,09 746,05 1910,63 3678,08 7412,5 15451,
DP 1,79 2,96 2,12 9,23 10,18 12,72 65,88 136,47
CV% 2,49 1,60 0,56 1,24 0,53 0,35 0,89 0,88

Ac. o-cumérico 88,97 221,34 445,38 871,00 2246,53 4397,77 8863,32 18689,3

DP 1,09 1,08 0,50 1,64 0,66 70,78 251,01 69,44
CV% 1,22 0,49 0,11 0,19 0,03 1,61 2,83 0,37
Siringaldeido 6,82 17,31 34,47 67,53 173,43 348,24 685,60 1448,19
DP 0,08 0,01 0,13 0,35 0,38 3,74 26,26 3,41
CV% 1,20 0,60 0,38 0,51 0,22 1,07 3,83 0,24

Dihidrocumarina 18,24 43,49 87,81 171,30 390,79 781,15 159599 3181,75
DP 0,11 0,27 0,33 3,95 4,71 5,62 25,65 45,02
CV% 0,62 0,61 0,37 1,78 1,20 0,72 1,61 1,41
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De posse dos resultados da Tabela 16, as areas de cada analito foram
submetidas a andlise de regressédo linear (Figuras 23, 24, 25 e 26) onde foram
obtidas a equacdo da reta e os coeficientes de correlacdo (R). Além disso, o
coeficiente de variacdo (CV%) foi aplicado a fim de avaliar a dispersdo dos dados
em cada nivel de concentracdo, enquanto que para o controle da relacdo entre as
variaveis foram aplicados os limites de confianca e de predicdo. Para calcular as
incertezas ao longo da curva de calibracdo, a analise de variancia de residuos foi
aplicada em cada curva obtida. Este teste também foi utilizado para verificar a
aceitabilidade do modelo linear utilizado, bem como para validar a regressao. O teste
de variancia de residuos e os limites de confianca e de predicao foram realizados no
nivel de confianca de 95% (QUEENIE; CHUI; ZUCCHINI, 2000; SANTOS et. al.,
2003).
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FIGURA 23 — CURVA DE CALIBRACAO DA CUMARINA OBTIDA ATRAVES DE CLAE-
DAD.
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FIGURA 24 — CURVA DE CALIBRACAO DO ACIDO O-CUMARICO OBTIDA ATRAVES DE

CLAE-DAD.
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De acordo com os resultados apresentados, para 0s quatro compostos em
estudo a linearidade foi aceita através do teste de ajuste do modelo linear com
valores nulos (zero) de probabilidade de F = F critico tabelado. Esses dados
comprovam que as variagdes entre as areas obtidas em um mesmo nivel da curva
(eixo y) séo independentes dos niveis de concentracdo (eixo x) garantindo, portanto,
gue o modelo linear utilizado é adequado para analise destes compostos.

As regressoes foram consideradas significativas quando da aplicagéo do teste
de validade de regressédo com valores de F de 133941 para cumarina, 56637 para o
acido o-cumarico, 116829 para o siringaldeido e 122727 para a dihidrocumarina, ou
seja, o F determinado foi significativamente maior que o F critico (4,30). Dessa forma
infere-se que a inclinagcdo da reta de regressao ndo ocorre ao acaso e que as
variacdes das areas sao de fato, correlacionadas as variagdes de concentracao.

As curvas de calibracao foram consideradas controladas através dos graficos
de controle de regressao (nivel de 95%). Embora alguns dos pontos estudados se
encontrem fora dos limites de confianca, a linha experimental foi tracada em torno
destes eixos e, além disso, em nenhuma das curvas estes pontos extrapolaram 0s
limites superiores e inferiores de predicdo. Estes resultados além de garantirem a
exatiddo das curvas excluem qualquer possibilidade de erros sistematicos ou nao
aleatorios passiveis de ocorréncia em alguns dos niveis de concentracao estudados.

A precisdo entre as replicatas também foi comprovada nos oito niveis de
concentracdo analisados aos quais nao apresentaram variacbes maiores que 5% de
CV, conforme apresentado na Tabela 22. O método também demonstrou grande
eficiéncia da regressdo com valores de R> 0,9996 para teste de eficiéncia de
regressao (R Square) e R> 0,9998 no calculo de eficiéncia maxima.

Em virtude dos resultados obtidos, dentro de uma faixa de concentracdo de 1
a 200 pug mL* o método foi linear e pode ser utilizado com seguranca na
determinacdo da cumarina, acido o-cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido nas

formas farmacéuticas xarope e solucéo oral a base de guaco.
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415.3.2 Intervalo de trabalho

O intervalo de trabalho compreende a faixa entre o limite de quantificacdo
superior e inferior de um método analitico, sendo derivado do estudo de linearidade.
E estabelecido pela confirmacdo de que na concentracio em estudo, o método
apresenta preciséo, exatidao e linearidade adequadas (BRASIL, 2003a).

Para compor o limite inferior de quantificacdo das curvas de calibracdo, a
concentracdo de 2,5 pg mL™ foi escolhida para todos os compostos. Conforme pode
ser observado na Tabela 16 do ensaio de linearidade, nesta concentracdo os
analitos responderam com segurancga aos critérios de precisdo, com um coeficiente
de variagdo significativamente menor que aqueles obtidos na concentragcdo mais
baixa do estudo (1,0 pg mL™). Além disso, embora a concentracdo de 1,0 pg mL™
tenha demonstrado boa linearidade, com uma dispersdo maior dos resultados
poderia haver comprometimento da exatiddo do método, principalmente para os
analitos aos quais possuem uma menor sensibilidade no comprimento de onda de
escolha, caso da dihidrocumarina e do siringaldeido.

Para compor o limite superior de quantificacdo das curvas de calibracdo a
escolha foi baseada na concentracdo maxima esperada dos analitos em estudo. Em
virtude de algumas formas farmacéuticas declararem na bula somente a quantidade
de extrato adicionado na amostra, os teores dos analitos foram superestimados em
100 pg mL™, sendo esta, portanto, a concentracédo de escolha para compor o limite
superior de quantificacéo das curvas de calibracdo. Importante mencionar que nesta
concentracdo as variacOes obtidas entre as réplicas foram menores que 3,8%,
cumprindo, portanto com os critérios de precisédo (Tabela 16).

Conforme mencionado no ensaio de linearidade, dentro do intervalo de
trabalho escolhido (2,5 a 100 pg mL™) o método demonstrou exatiddo adequada
para todos os compostos. Estes resultados sugerem intervalo de concentracao

otimizado para determinacdo dos metabolitos secundérios do guaco em estudo.



4.1.6 Precisao

4.1.6.1 Repetibilidade
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Para a determinacdo deste parametro, solugbes padrbes de cumarina, acido

o-cumarico, siringaldeido e dihidrocumarina foram preparadas em triplicata nas

concentraces de 2,5; 25; e 100 pg mL™. As amostras foram injetadas em um

intervalo de tempo curto sendo as areas de cada analito, em cada nivel de

concentracdo comparadas entre os dois periodos.

Conforme reportado na Tabela 17, para os quatro analitos em estudo, foi

observado um CV < 5% entre os dois periodos de analise. Dessa forma, o método

foi considerado preciso para o ensaio de repetibilidade.

TABELA 17 — AREAS DOS PICOS DOS METABOLITOS EM ESTUDO OBTIDAS ATRAVES

DE CLAE-DAD PARA DETERMINACAO DA REPETIBILIDADE.

Concent. Periodo 1 Periodo 2 cv
Analitos Média + DP

(ng mL™) Areas* + DP Areas* + DP (%)
2,5 200,78 £ 9,26 201,81 +1,71 201,29 £ 0,73 0,36
Cumarina 25 2101,15 + 29,69 2079,07 + 6,63 2090,11 + 15,61 0,75
100,0 8341,05 + 75,80 8299,18 = 204,01 8320,12 = 29,60 0,36
Dihidro 2,5 44,16 = 1,37 43,29 £1,40 43,73 +£0,617 1,41
cumarina 25 377,42 £ 2,61 395,78 + 4,52 386,60 + 12,99 3,36
100,0 1522,07 £ 9,92 1618,61 £ 31,53 1570,34 £+ 68,26 4,35
Acido 2,5 241,14 £5,39 236,79 £ 2,18 238,96 £ 3,07 1,28
o-CUMArico 25 2402,21 + 29,69 2450,84 + 8,01 242653 + 34,39 1,42
100,0 9480,61 = 73,60 9771,10 £ 227,19 9625,85 *+ 205,40 2,13
2,5 16,52 + 0,35 17,66 + 0,50 17,09 £ 0,81 4,73

Siringaldeido

9 25 184,34 + 0,54 188,13 + 0,67 186,24 + 2,68 1,44
100,0 731,54 £7,33 755,72 £ 18,81 743,63 £17,10 2,30

NOTA: n=3
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416.2 Precisao Intermediaria

A determinacdo deste pardmetro de validagdo seguiu 0S mesmos critérios
utilizados no ensaio de repetibilidade. No entanto, o preparo e as injecbes das
amostras foram realizados ap0ds dois dias do ensaio da repetibilidade, através de um
segundo analista.

A Tabela 18 demonstra que na comparacdo dos resultados obtidos entre os
diferentes analistas, o0 método encontra-se dentro dos limites aceitaveis de precisao,
nao havendo dessa forma, para nenhum dos compostos em nenhuma das
concentragdes, variagbes maiores que 5%. Em virtude dos resultados obtidos nos
ensaios de repetibilidade e na precisdo intermediaria, pode-se inferir que o método

proposto € preciso.

TABELA 18 — AREAS DOS PICOS DOS METABOLITOS EM ESTUDO OBTIDAS ATRAVES

DE CLAE-DAD PARA DETERMINACAO DA PRECISAO INTERMEDIARIA.

Concent.

Analista 1

Analista 2

Analitos Média + DP cv

(ng mL™) Areas* + DP Areas* + DP (%)
2,5 200,78 £ 9,26 190,93 + 2,95 195,86 + 6,97 3,56
Cumarina 25 2101,15 £ 29,69 1971,54 + 17,47 2036,35 £ 91,65 4,50
100,0 8341,05 + 75,80 7772,58 = 323,69 8330,59 * 14,80 0,18
Dihidro 2,5 44,16 = 1,37 41,79 £1,22 42,98 £1,68 3,90
cumarina 25 377,42 + 2,61 377,47 + 11,89 375,26 + 3,06 0,82
100,0 1522,07 £ 9,92 1543,17 £ 19,05 1523,56 £ 2,10 0,14
Acido 2,5 241,14 £5,39 229,92 £ 4,52 235,53 £7,93 3,37
o-cUmérico 25 2402,21 + 29,69 2370,43 + 35,96 2386,32 + 22,47 0,94
100,0 9480,61 = 73,60 9432,88 + 159,46 9456,75 * 33,75 0,36
2,5 16,52 + 0,35 17,32+ 0,18 16,92 + 0,57 3,34

Siringaldeido

9 25 184,34 £ 0,54 181,76 + 0,55 183,05 + 1,82 1,00
100,0 731,54 £7,33 727,72 £ 18,12 729,63 £ 2,70 0,37

NOTA: n=3
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4.1.7 Exatidao

Para fins de avaliacdo do parametro de exatiddo, o método utilizado foi o da
adicdo do padréo. Neste tipo de ensaio, é calculada a percentagem do erro relativo

entre a concentragao tedrica e a concentracao experimental dos analitos

Para a obtencdo da concentracdo tedrica, solucdes de trabalho de
concentracdo de 2,5; 25 e 100 pg mL™* de cada composto foram injetadas no
cromatografo liquido em triplicata. As areas correspondentes de cada analito, em
cada nivel de concentragdo foram submetidas a andlise de regresséo linear,
gerando uma reta composta por nove pontos, ao qual foi utilizada para determinacéo

da concentracao experimental.

Para obter a concentracdo experimental, inicialmente, foi necessario conhecer
o teor dos analitos presentes na matriz de trabalho. Para tanto, uma amostra de
escolha foi diluida em triplicata (1:10 v/v) e injetada no cromatdgrafo liquido, sendo
0s metabolitos em estudo quantificados. Os resultados obtidos sdo apresentados na

tabela a sequir:

TABELA 19 - CONCENTRACAO DOS METABOLITOS PRESENTES EM UMA MATRIZ DE
SOLUCAO ORAL DE GUACO PARA O ENSAIO DE EXATIDAO EM CLAE-DAD.

Concentracdo dos metabdlitos presentes na matriz (ug mL'l)

Composto

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Média bP CV%
Cumarina 12,8531 12,8936 12,9057 12,8841 0,0275 0,21
Acido o-cumarico 0,7940 0,7751 0,7919 0,7870 0,0104 1,32
Siringaldeido 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Dihidrocumarina 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Em seguida, esta solucdo oral foi fortificada com padrdes analiticos nos

mesmos niveis de concentracdo do ensaio teorico. As injecdes foram realizadas em
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triplicata e as areas registradas. Os teores encontrados na amostra sem fortificacédo

foram subtraidos dos valores obtidos com a amostra fortificada, obtendo-se, dessa

forma, o teor recuperado de cada analito (concentracéo experimental).

A Tabela 20 demonstra os valores de concentracdo tedrica e experimental

obtidas de cada composto nos diferentes niveis de concentracdo avaliados. Os

resultados de exatiddo foram expressos em porcentagem de recuperacgao.

TABELA 20 — DADOS DA RECUPERACAO DOS METABOLITOS EM ESTUDO PARA
ENSAIO DE EXATIDAO EM CLAE-DAD UTILIZANDO O METODO DA ADICAO DO

PADRAO.
Concentragao Teor médio Intervalo de
Analitos tedrica recuperado CV% confianca* Recug/eogagﬁo
(ug mL™?) (ug mL™* + DP) (ug mL™Y)
2,5047 2,5227 + 0,0656 2.60 2,342 - 2,668 100,71665
Cumarina 25,047 250402+0,3832 153 24,005 - 25,999 99,97289
100,188 98,4377+£09806 100  97.752 - 102,624 98,25302
2,488 2524200322 198 2.408 - 2.568 101,4525
Acido o-cumarico 24,8805 253256 £02720 107 24205 - 25,556 101,7888
99,522 99,7347 +04663 047 98.364-100,680 10021371
2,4849 2,4669+0,0505 505 2,360 - 2,610 99,27402
Siringaldeido 24,849 24,9787 £ 0,3374 1,35 24,012 - 25,687 100,52185
99,396 99,6198 +1,0356 104 96.823-101,069 10022515
2,4948 2,4415+0,1007 413 2.245 - 2,745 97,86182
Dihidrocumarina 24,948 249132 +04461 179 23840 - 26,056 99,86040
99,792 99,9168+04619 046  98.644-100,040  100,12505

NOTA: *Intervalo de confianga no nivel de 95%
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De acordo com os resultados obtidos, para todos os analitos o erro foi maior
nas menores concentracbes (CV% 1,28 — 4,13). No entanto, esse fato nao
comprometeu a exatiddo do método uma vez que todos os resultados de
recuperacdo foram inclusos dentro de um intervalo de confianca estimado no nivel

de 95% de confianca.

Para o método de exatiddo aplicado, a média de recuperacéo foi de 99,65%
para cumarina, 101,15% para o acido o-cumarico, 100,01% para siringaldeido e
99,28% para a dihidrocumarina. Estes resultados foram satisfatorios dentro dos
critérios de erros maximos de 2% para exatiddo. Além disso, os resultados inclusos
dentro do intervalo de confianca garantiram a credibilidade do método, afirmando
com 95% chance que os valores encontrados estdo contidos dentro de um intervalo
minimo e maximo de estimativas provaveis. Portanto, o método pode ser

considerado exato.

4.1.8 Robustez

O estudo da robustez avalia a capacidade de um método analitico em

permanecer inalterado frente a pequenas e deliberadas variagées.

Para métodos de cromatografia liquida, a ANVISA e o ICH recomendam que
alguns fatores sejam modificados tais como o pH, lotes ou fabricantes de colunas,
temperatura, fluxo e composicdo da fase movel (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).
Seguindo essas recomendacdes, no presente estudo as varidveis mais importantes
analisadas foram fluxo (+ 0,02 mL min™), temperatura (+ 2 °C), proporcdo de metanol
na fase movel (x 1%), proporcdo de acetonitrila (x 0,1 %), proporcdo de acido

férmico (£ 0,1 %) e diferentes fabricantes e lotes de colunas.

De acordo com Ribani et. al (2004), um método sO pode ser considerado
robusto, se apd6s as modificacdes propostas, os limites de precisdo, exatidao e
seletividade estiverem dentro dos critérios de aceitacdo. Nesse sentido, a resolucéo

entre 0s picos cromatograficos foi utilizada na avaliacdo da seletividade enquanto



115

que o ensaio de recuperacdo, na avaliacdo da precisdo e da exatiddo do método.
Além destes ensaios, como forma de avaliar o desempenho do método o fator de
cauda também foi considerado, pois seus valores influenciam diretamente na

exatidao, na reprodutibilidade e na sensibilidade de deteccéo.

Para a realizacao deste estudo, solu¢des padréo de trabalho contendo 25 pg
mL™ de cumarina, cido o-cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido foram injetadas
em sextuplicata na condicfes otimizadas e nas condi¢cdes modificadas do método.
Os valores encontrados foram comparados através de andlises estatisticas como
CV%, intervalo de confianca, teste t de student e ANOVA (one way). Os resultados

do ensaio de robustez encontram-se dispostos nas Tabelas 21, 22, 23, 24, 25 e 26.
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TABELA 21 — FATORES DE CAUDA DETERMINADOS A PARTIR DOS CROMATOGRAMAS DOS PADROES DE METABOLITOS EM
ESTUDO VARIANDO FASE MOVEL, TEMPERATURA E FLUXO (n=6).

Cumarina Acido o-cumérico Siringaldeido Dihidrocumarina

Parametro de Robustez

Fator de cauda + DP CV% Fator de cauda + DP CV% Fator de cauda + DP CV% Fator de cauda + DP CV%

Variagdo no metanol
29%

1,0342 + 0,0067

1,0405 + 0,0015

1,1327 + 0,0032

1,0297 + 0,016

Otimizado 30% 1,0350 + 0,0069 0,359 1,0433 £ 0,0012 0.1437 1,1348 £ 0,0037 0.4876 1,0302 £ 0,0020 0.1747
31% 1,0410 + 0,0067 1,0378 £0,0015 1,1432 + 0,0033 1,0268 + 0,0013
Variagdo na acetonitrila
4,9% 1,0405 + 0,0022 1,0450 + 0,0035 1,0490 + 0,0221 1,0373 £ 0,0023
Otimizado 5% 1,0500 + 0,0027 0,7166 1,0495 + 0,0024 02354 1,0750 + 0,0085 1.8749 1,0375 + 0,0024 0,7977
5,1% 1,0553 + 0,0020 1,0490 + 0,0021 1,0885 + 0,0262 1,0392 + 0,0024
Variagéo no acido férmico
0,9 % 1,0383 + 0,0008 1,0427 + 0,0030 1,0388 + 0,0114 1,0330 + 0,0020
Otimizado 1% 1,0422 + 0,0018 0.2042 1,0378 + 0,0049 04030 1,0755 + 0,0079 17341 1,0387 + 0,0025 0,4530
1,1% 1,0387 + 0,0016 1,0343 + 0,0029 1,0575 + 0,0081 1,0423 + 0,0008
Variacdo na temperatura
23°C 1,0405 + 0,2084 1,0348 + 0,0017 1,1333 + 0,0248 1,0352 + 0,0054
Otimizado 25 °C 1,0500 + 0,0027 0,7165 1,0410 + 0,0022 0,3303 1,1203 + 0,0026 0,5913 1,0402 + 0,0028 0.3284
27°C 1,0553 + 0,0020 1,0353 + 0,1691 1,1243 £ 0,0165 1,0337 + 0,0029
Variacéo do fluxo
0,98 mL min™* 1,1350 + 0,0038 1,0950 + 0,0040 1,1633 £ 0,0031 1,1633 + 0,0031
0,4504 0,5138 0,2517 0,2516

Otimizado 1,0 mL min™

1,020 mL min™

1,1425 + 0,0023
1,1448 + 0,0033

1,1042 + 0,0038
1,1053 + 0,0030

1,1690 + 0,0049
1,1675 + 0,0048

1,1690 + 0,0049
1,1675 + 0,0048
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TABELA 22 — RESOLUCOES OBTIDAS A PARTIR DOS CROMATOGRAMAS DOS PADROES DE METABOLITOS EM ESTUDO VARIANDO
FASE MOVEL, TEMPERATURA E FLUXO (n=6).

Cumarina Acido o-cumarico Siringaldeido Dihidrocumarina

Parametro de Robustez

Resolucao + DP CV% Resolugdo + DP CV% Resolugdo + DP CV% Resolucao + DP* CV%
Variagdo no metanol
29% 16,3233 + 0,0459 5,8017 + 0,0172 16,3233 + 0,0459 17,4017 + 0,0293
Otimizado 30% 16,5283 + 0,0504 1,6503 5,3750 + 0,0276 5,4467 16,5283 + 0,0504  1:6503 17,0867 + 0,0207 1,5433
31% 16,8650 + 0,0259 5,2283 + 0,0279 16,8650 + 0,0259 16,8767 + 0,0628
Variacdo na acetonitrila
4,9% 16,7383 + 0,0945 5,6367 + 0,0186 16,7383 + 0,0945 17,0633 + 0,0989
Otimizado 5% 16,3800 + 0,0363 1,1965 53083 +0,0271 9957 16,3800 + 0,0363 11965 16,7533 + 0,3128 0,9313
5,1% 16,4150 + 0,0464 5,1117 + 0,0232 16,4150 + 0,0464 16,8617 + 0,0722
Variagédo no acido férmico
0,9 % 16,3500 + 0,0237 5,5600 + 0,0179 16,3500 + 0,0237 16,8183 + 0,0674
Otimizado 1% 16,4133 + 0,0771 0,3232 535167 + 0,0172 22372 16,4133+ 0,0771 03232 16,9167 + 0,0455 0,3281
1,1% 16,30833 + 0,0248 5,3483 + 0,0184 16,3083 + 0,0248 16,9117 + 0,0479
Variag@o na temperatura
23°C 13,6967 + 0,0250 4,6750 + 0,0315 13,6967 + 0,0250 13,9850 + 0,0766
Otimizado 25 °C 13,7333 + 0,0320 0,8278 4,3200 + 0,0167 9,3223 13,7333 +0,0320  0:8278 14,1917 + 0,0397 2,6764
27°C 13,9100 + 0,0316 3,8767 + 0,0258 13,9100 + 0,0316 14,7267 + 0,0333
Variagéo do fluxo
0,98 mL min™ 13,4450 + 0,0497 4,2517 + 0,0194 13,4450 + 0,0497 13,4450 + 0,0497
0,1899 0,4662 0,1899 0,1899

Otimizado 1,0 mL min™

1,020 mL min™

13,4067 + 0,0539
13,4550 + 0,0539

4,2567 + 0,0437
4,2883 + 0,0240

13,4067 * 0,0539
13,4550 * 0,0539

13,4067 + 0,0539
13,4550 + 0,0539




TABELA 23 — DADOS DA RECUPERAGAO DA CUMARINA VARIANDO FASE MOVEL, TEMPERATURA E FLUXO PARA ENSAIO DE

ROBUSTEZ (n=6).

Cumarina
Parametro de Robustez Area dos picos Concentragio Recuperagéo Intervalo de V% Valor de p Valor de p
(Média + DP) calculada (ug mL™) % (média) confianca % * (teste t de student) * (ANOVA — Fator Gnico) *
Variagdo no metanol
29% 2081,4883 + 13,5108 25,0385 99,9662 0,94335
Nominal 30% 2082,1939 + 13,4317 25,0470 100,000 99,26 - 100,74 0,0903 1,00000 0,890564
31% 2085,0401 + 13,4797 25,0812 100,1367 0,15783
Variagdo na acetonitrila
4,9% 2050,6089 + 13,7246 25,0164 99,8777 0,82052
Nominal 5% 2053,1190 + 13,9178 25,0470 100,000 99,22 -100.78 01035 1,00000 0,865534
5,1% 2048,9006 + 13,1804 24,9955 99,7945 0,66711
Variacdo no acido férmico
0,9 % 2045,7658 + 13,1561 25,0676 100,0821 0,59452
Nominal 1% 2044,0868 + 12,8598 25,0470 100,000 99,28 - 100,72 0.1095 1,00000 0814132
1,1% 2041,3320 + 9,7058 25,0132 99,8654 0,54927
Variag&o na temperatura
23°C 2092,0804 + 18,5735 25,0259 99,9157 0,39473
Nominal 25 °C 2093,8462 + 22,6391 25,0470 100,000 98,76 — 101,24 0,0577 1,00000 0911221
27°C 2094,3935 + 14,9314 25,0535 100,0261 0,88610
Variag&o do fluxo
0,98 mL min™* 2201,7720 + 42,1865 25,5564 102,0337 0,94335
Nominal1,0 mL min™ 2157,8879 + 40,7157 25,0470 100,000 97,83 -102,17 1,9615 1,00000 0,007693
1,020 mL min™ 2117,0969 =+ 35,6843 24,5735 98,1097 8,3198°

NOTA: * Nivel de confianga de 95%.



119

TABELA 24 — DADOS DA RECUPERACAO DO ACIDO O-CUMARICO VARIANDO FASE MOVEL, TEMPERATURA E FLUXO PARA ENSAIO
DE ROBUSTEZ (n=6).

Acido o-cumérico

Parametro de Robustez Area dos picos Concentragéo Recuperagao Intervalo de V% Valor de p Valor de p
(Média + DP) calculada (ug mL™) % (média) confianga % * (teste t de student) * (ANOVA - Fator Gnico) *
Variagdo no metanol
29% 2373,7615 + 15,4902 24,8508 99,8808 0,14969
Nominal 30% 2376,5953 + 16,1440 24,8805 100,0000 99,22 - 100,78 01271 1,00000 0,745753
31% 2379,7992 + 6,9601 24,9140 100,1348 0,44283
Variagdo na acetonitrila
4,9% 2415,6684 + 2,8800 24,8380 99,8293 0,09792
Nominal 5% 2419,7993 + 3,5962 24,8805 100,0000 99,83 - 100,17 0,0909 1,00000 0,07341
5,1% 2416,4391 £ 2,7420 24,8459 99,8611 0,22869
Variagéo no acido férmico
0,9 % 2045,7892 + 2,5670 24,9324 100,2086 0,17360
Nominal 1% 2041,5305 + 6,3729 24,8805 100,0000 99,64 - 100,36 0.1631 1,00000 0,054472
1,1% 2039,2228 + 2,9961 24,8524 99,8870 0,46756
Variagdo na temperatura
23°C 2483,4226 + 4,5718 24,8476 99,8678 0,10566
Nominal 25 °C 2486,7111 * 3,4945 24,8805 100,0000 99,84 - 100,16 00841 1,00000 0.263157
27°C 2482,8365 + 4,5407 24,8417 99,8442 0,10580
Variacdo do fluxo
0,98 mL min™ 2604,2479 + 41,7897 25,3483 101,8803 2,3933°
Nominal 1,0 mL min™ 2556,148 + 44,6225 24,8805 100,0000 97,99 - 102,01 2,0014 1,00000 0,003689
1,020 mL min’™ 2502,7601 + 43,6989 24,3537 97,8829 9,5319°®

NOTA: * Nivel de confian¢a de 95%.
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TABELA 25 — DADOS DA RECUPERAGCAO DA DIHIDROCUMARINA VARIANDO FASE MOVEL, TEMPERATURA E FLUXO PARA ENSAIO
DE ROBUSTEZ (n=6).

Dihidrocumarina

Area dos picos

Parametro de Robustez Concentracao Recupgra_(;éo Inte_rvalo de V% Valor de p Valor de p
(Média + DP) calculada (ug mL™) % (média) confianca % * (teste t de student) * (ANOVA — Fator (inico) *
Variagdo no metanol
29% 366,1007 + 9,2088 24,8659 99,6871 0,51517
Nominal 30% 357,6655 + 9,0756 24,9480 100,0000 99,50 - 100,35 0.1794 1,00000 0,368038
31% 351,3621 + 8,9552 24,8764 99,7177 0,92224
Variagdo na acetonitrila
4,9% 398,7216 + 0,5543 24,9418 99,9752 0,69914
Nominal 5% 398,8206 + 0,2670 24,9480 100,0000 99,92 - 100,08 0,0281 1,00000 0685864
5,1% 398,5068 + 0,4546 24,9340 99,9439 0,43836
Variagdo no acido férmico
0,9 % 397,6672 + 0,7548 24,9991 100,2402 0,21820
Nominal 1% 396,8548 + 1,1124 24,9480 100,0000 99,68 - 100,32 0.1075 1,00000 0.273104
1,1% 397,0336 + 1,2036 24,9592 100,0451 0,62551
Variagdo na temperatura
23°C 314,3302 + 0,6218 24,9748 100,1075 0,51517
Nominal 25 °C 313,9927 + 0,8929 24,9480 100,0000 99,71 - 100,29 00581 1,00000 0,639741
27°C 314,0413 + 0,5204 24,9519 100,0155 0,92224
Variag&o do fluxo
0,98 mL min™* 366,1007 + 9,2088 25,5364 101,7322 6,4554°
Nominal 1,0 mL min™ 357,6655 + 9,0756 24,9480 100,0000 96,58 — 102,46 2,0635 1,00000 0,056109
1,020 mL min™ 351,3621 + 8,9552 24,5083 97,6892 1,9681°

NOTA: * Nivel de confianga de 95%.
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TABELA 26 — DADOS DA RECUPERAGCAO DO SIRINGALDEIDO VARIANDO FASE MOVEL, TEMPERATURA E FLUXO PARA ENSAIO DE

ROBUSTEZ (n=6).

Siringaldeido
Barametro de Robustez Area dos picos Concentragéo Recuperagéo Intervalo de oV Valor de p Valor de p
(Média + DP) calculada (ug mL™) % (média) confianca % * (teste t de student) * (ANOVA - Fator Gnico) *
Variagdo no metanol
29% 187,8046 + 1,7659 25,0275 100,7183 0,23632
Nominal 30% 186,4652 + 1,9771 24,8490 100,0000 98,78 -101,22 0,5708 1,00000 011325
31% 185,6996 + 1,0281 24,7470 99,5894 0,45351
Variagdo na acetonitrila
4,9% 190,3336 + 1,7622 24,6631 99,2518 0,28109
Nominal 5% 191,7684 + 1,9975 24,8490 100,0000 98,80 -101,20 0,3867 1,00000 0.368741
5,1% 191,3599 + 1,4569 24,7961 99,7870 0,69509
Variagéo no acido férmico
0,9 % 185,1782 + 2,0675 24,7992 99,7996 0,69026
Nominal 1% 185,5501 + 2,1940 24,8490 100,0000 98,64 - 101,36 02229 1,00000 0,790396
1,1% 186,0041 + 1,9494 24,9098 100,2447 0,77959
Variag@o na temperatura
23°C 191,4536 + 2,0258 24,7930 99,7745 0,62056
Nominal 25 °C 191,8863 + 3,5748 24,8490 100,0000 97,86 - 102,14 0,1767 1,00000 0,919824
27°C 192,1220 + 2,7806 24,8795 100,1228 0,56959
Variacé&o do fluxo
0,98 mL min™* 200,1895 + 3,7146 25,4145 102,2756 8,6387°
Nominal 1,0 mL min™ 195,7353 * 3,3658 24,8490 100,0000 98,02 - 101,98 22999 1,00000 0.002202
1,020 mL min™* 191,1873 + 3,6653 24,2716 97,6765 1,5826°

NOTA: * Nivel de confianga de 95%.
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De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 21, para 0s quatro
compostos em estudo, o fator de cauda nado sofreu influéncia significativa em
nenhum dos parametros variados (CV < 1,9%). Através desses dados, foi verificado
que o método proposto, mesmo com pequenas alteracdes manteve otimizada a
simetria dos picos cromatograficos, garantindo dessa forma, seguranca na
reprodutibilidade do método.

No ensaio de seletividade, o &acido o-cumarico foi o Unico composto que
sofreu alteragdes na resolucdo quando os parametros foram modificados. Conforme
€ demonstrado na Tabela 22, as variagdes que mais comprometeram a resolucdo do
acido o-cumérico foram temperatura (CV= 9,32%), metanol (CV= 5,45%) e
acetonitrila (CV= 4,96%). Estas alteracdes podem ser explicadas devido a
proximidade deste analito (Tr 10,5 min) com a cumarina (Tr 8,3 min) ou seja,
pequenas variacdes em um valor menor de resolucdo sdo mais significativas do que
em valores maiores. Tal fato pode ser comprovado quando outros compostos com
resolucbes maiores foram analisados. O siringaldeido (Tr 4,5 min) e a
dihidrocumarina (Tr 20,1 min) estdo muito distantes dos demais compostos (R= 16,5
e 17,1, respectivamente), e dessa forma apesar de terem ocorrido variaces, estas
foram menos sentidas. Outro fator que pode ter contribuido para o aumento na
variacdo da resolucdo deste metabdlito, é que ambos, cumarina e acido o-cumarico
podem ter comportamentos distintos de equilibrio entre a fase estacionéria e a fase
movel. Dessa forma, quando pequenas mudancas foram realizadas no método, a
particdo dos analitos entre a fase sodlida e a liquida pode ter sido sensivelmente
deslocada, e dessa forma, as mudancas no tempo de retencdo foram mais
perceptiveis.

Em virtude desses resultados, uma amostra de xarope fortificada com 25 ug
mL™? de cada composto foi injetada paralelamente ao ensaio a fim de verificar o
comprometimento da resolucdo em uma matriz de maior complexidade. Apés as
injecdes, foi verificado que mesmo nas condi¢cdes onde a resolucdo teve um maior
comprometimento, o perfil de separacdo cromatografico permaneceu otimizado, ndo
influenciando, dessa forma, na quantificacdo desses metabdlitos. Portanto, o método
foi considerado seletivo para o ensaio de robustez.

Em analise aos resultados de recuperacdo, para 0s quatro analitos em
estudo, o coeficiente de variagdo foi menor que 5%, conforme apresentado nas
Tabelas 23, 24, 25 e 26. Estes resultados sdo satisfatérios, pois denotam
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repetibilidade entre os dados, sendo deste modo, o método considerado robusto
guanto ao critério de precisao.

Outro parametro avaliado através do ensaio de recuperacao foi a exatidao, ao
qgual demonstrou robustez para todos os analitos quando varia¢gées na temperatura,
solvente organico e acido formico foram realizadas (p > 0,05 para o teste t e
ANOVA). Além disso, os valores de recuperacao foram inseridos dentro do intervalo
de confianga estimado, o que garante confiabilidade nos dados obtidos.

De uma forma geral, o Unico pardmetro modificado que influenciou a exatiddo
no ensaio de robustez foi o fluxo. Para a cumarina (Tabela 23), quando a vazao de
fluxo foi diminuida, néo foi verificada discrepancia entre os resultados (p= 0,9434),
ao contrario de quando a vazdo foi aumenta (p= 0,000089198). Em virtude do
resultado critico obtido quando o fluxo foi diminuido, o parametro foi comprometido
como um todo (p= 0,007693) ndo sendo, dessa forma, o método robusto para a
cumarina frente a pequenas variacdes deste parametro.

O experimento também demonstrou que as variagcdes no fluxo causam
diferencas significativas na recuperacdo do acido o-cumarico (Tabela 24). Com o
aumento na vazao do fluxo, a recuperacdo deste metabdlito diminuiu de tal forma
gue a média recuperada (97,88%) ficou abaixo do menor valor estimado para o
intervalo de confianca (97,99%). Além disso, os valores de p para teste t e ANOVA
(fator unico) foram menores que 0,05 indicando, portanto, diferencas significativas
entre os valores recuperados, e por consequéncia, perda da exatidao.

Os resultados de recuperacdo da dihidrocumarina, por sua vez, foram
inclusos dentro do intervalo de confianca estimado (Tabela 25). Apesar deste bom
resultado, em analise individual em cada variacdo de fluxo, os valores de p obtidos
foram menores que 0,05 (teste t) indicando dessa forma diferencas significativas
entre os valores recuperados. Para este analito, embora as variagbes analisadas
individualmente ndo demonstrem exatiddo, na analise de variancia (ANOVA), o valor
de p estatistico foi igual a 0,056, ou seja, pouco maior que o valor minimo
estabelecido. Por consequéncia dos resultados obtidos através do teste de t student
(p<0,05), e um valor de p para ANOVA muito proximo do limite de 5%, ndo se pode
afirmar que o método seja robusto para a dihidrocumarina quando o fluxo é variado.

Dos quatro compostos estudados, o siringaldeido foi o mais sensivel as
mudancas de fluxo (Tabela 26). Para ambas as variagOes, superior e inferior, 0s

valores de recuperagdo excederam os limites do intervalo de confiangca estimado
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(97,68% e 102,28%, respectivamente). Além disso, os valores de p foram menores
que 0,05 para o teste t e ANOVA, comprometendo, portanto, a recuperacao deste
analito (p= 0,000008639 e 0,0000001583 para teste t; e p= 0,002202 para ANOVA).

De acordo com os resultados obtidos, modificagbes no fluxo mantém o
método preciso, mas ndo exato. Para as demais modificacdes analisadas, 0s
resultados obtidos demonstraram exatiddo e precisdo. Portanto, o fluxo € um
parametro critico, e ndo deve ser modificado quando o método for aplicado.

A robustez do método também foi testada mediante diferentes lotes, marcas e
fabricantes de colunas (C18 150 x 4,6 mm 5um). Para tanto, uma mistura de
padrdes de cumarina, &cido o-cumarico, dihidrocumarina e siringaldeido (25 pg mL *
cada) foi injetada no cromatoégrafo liquido e a separagédo cromatogréfica avaliada. De
acordo com a Figura 27, a reprodutibilidade nos tempos de retencdo dos quatro
compostos foi mantida quando dois lotes distintos da coluna de escolha foram
utilizados. Além disso, a separacao entre 0S compostos permaneceu otimizada para
as trés marcas de colunas avaliadas, com uma ressalva quanto a coluna Spherisorb
(Waters®) a qual visualmente demonstrou uma menor eficiéncia de separacédo entre

a cumarina e o acido o-cumarico que as demais marcas.
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FIGURA 27 - CROMATOGRAMAS DOS PADROES DE CUMARINA, ACIDO O-
CUMARICO, DIHIDROCUMARINA E SIRINGALDEIDO OBTIDOS ATRAVES DE CLAE-
DAD UTILIZANDO DIFERENTES LOTES E MARCAS DE COLUNAS.
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Em virtude da excelente separacdo cromatografica e da possibilidade de
utilizacdo de outras colunas para o doseamento dos metabolitos em estudo, o
mesmo ensaio foi aplicado a uma solugéo oral de guaco fortificada com 25 pug mL ™
de cada composto. Os cromatogramas obtidos séo apresentados na Figura 28.
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FIGURA 28 - CROMATOGRAMAS DE UMA AMOSTRA DE SOLUCAO ORAL
FORTIFICADA COM 25 pug mL! DE CUMARINA, ACIDO O-CUMARICO,
DIHIDROCUMARINA E SIRINGALDEIDO UTILIZANDO DIFERENTES LOTES E MARCAS
DE COLUNAS.

Apos as injecbes da especialidade farmacéutica, foi observado que em uma
matriz mais complexa, o doseamento de alguns dos metabolitos pode ser
comprometido quando da utilizacdo de diferentes colunas. Se por um lado a
Spherisorb (Waters ®) apresentou co-eluicdo entre o metilparabeno, o composto
desconhecido e a cumarina, a XBridge, do mesmo fabricante, resolveu melhor os
picos cromatograficos. A menor eficiéncia de separacdo da coluna Spherisorb é

atribuida as suas caracteristicas fisico-quimicas, conforme observado no Quadro 9.
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Colunas C18 (150 x 4,6 mm 5um)

Propriedades Spherisorb ODS2 XBridge Zorbax XDB
(Waters® Corporation) (Waters® Corporation)  (Agilent Technologies)

% carbono ligado 11,5 18 10

Tipo de particula Esférica Esférica Esférica
Endcapped Simples (TMS)* Trifuncional Duplo
Tamanho de poro 80A 135A 80A
Atividade silanol Alta Baixa Baixa

Faixa de pH 2-8 1-12 2-9

Area de superficie 220 185 180
Substrato da . o Monocamada extra
particula Stlica Hibrida densa de C18

QUADRO 9 — PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DAS COLUNAS UTILIZADAS PARA O
ENSAIO DE ROBUSTEZ.

NOTA: *Trimetilsilano.

No comparativo entre as colunas, nota-se que a Spherisorb ODS2 possui area
de superficie e percentagem de carbono ligado maior que a coluna de escolha
(Zorbax). Apesar dessas vantagens, a eficiéncia de separagdo € menor devido ao
fato da Zorbax possuir uma monocamada extra densa de C18 como substrato de
particula, fato este que ndo ocorre com a Spherisorb, uma coluna mais simples
composta por silica ndo purificada em seu substrato. Além da ineficiéncia de
separacao, a Spherisorb também demonstrou um pequeno alargamento nos picos
cromatograficos, em virtude da alta atividade silanol que esta coluna possui em
relacdo as demais, mesmo com propriedade endcapped declarada.

A XBridge por sua vez, possui a menor atividade silanol dentre as colunas de
escolha gracas a neutralizacdo do grupos silanois por um ligante trifuncional,
propriedade essa que garante um bom perfil dos picos cromatograficos. Esta coluna
também demonstrou grande eficiéncia de separacdo em virtude de uma alta
percentagem de carbono ligado (18%). Portanto, esta também pode ser utilizada
para quantificacdo dos analitos em estudo nas formas farmacéuticas xarope e

solucdo oral de guaco, com uma ressalva quanto ao acido o-cumarico, ao qual
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maiores estudos de robustez devem ser realizados devido a proximidade entre o
pico deste metabdlito com outro desconhecido (R=1,6).

Com a aplicagdo de uma amostra mais complexa, a Zorbax demonstrou além
de grande eficiéncia de separacdo, uma excelente reprodutibilidade nos tempos de
retencdo dos analitos quando dois lotes distintos desta coluna foram testados.
Embora a percentagem de carbono ligado seja a menor dentre as colunas em
estudo, a tecnologia de duplo endcapped e a camada extra densa de C18 como
substrato de particula, garantiram a essa coluna um perfil otimizado dos picos
cromatograficos além de uma alta eficiéncia na separacdo dos compostos.

De acordo com as respostas obtidas neste ensaio, devido a complexidade das
matrizes apenas colunas de alta eficiéncia de separagcdo e com substrato de
particula diferenciado responderam de forma robusta aos critérios de seletividade.
Dessa forma, para a aplicacdo de outras colunas, novos ensaios devem ser
realizados avaliando o perfil de separacdo cromatografico, o fator de cauda e a

resolucao entre 0s compostos caso a caso.

4.1.9 Determinacdo do teor dos metabdlitos em estudos nas amostras comerciais

de xarope, solucdes orais, extrato e tintura de guaco

Apoés o desenvolvimento e a validacdo do método, os metabdlitos cumarina,
acido o-cumarico, siringaldeido e dihidrocumarina foram quantificados nas formas
farmacéuticas, no extrato e na tintura de guaco. Os teores medios obtidos destes

metabdlitos sdo apresentados na Tabelas 27 e 28.
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TABELA 27 — TEOR DE CUMARINA, ACIDO O-CUMARICO, DIHIDROCUMARINA E
SIRINGALDEIDO OBTIDOS NA TINTURA E NO EXTRATO GUACO ATRAVES DE CLAE-

DAD.

Amostras (n=3)

Metabélitos (ug mL™ + DP)

Cumarina Acido o-cumarico Dihidrocumarina Siringaldeido
Tintura 973.62 + 1,28 10,20 £ 0,04 - -
Extrato concentrado  3924,35 + 1,54 43,34+ 1,14 - -

NOTA: - Nao detectado

TABELA 28 — TEOR DE CUMARINA, ACIDO O-CUMARICO,ADIHIDROCUMAR’INA E
SIRINGALDEIDO OBTIDOS NAS ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS ATRAVES DE

CLAE-DAD.
Metabdlitos (ug mL™ + DP)
Amostras i
Cumarina Ac. o-cumarico Dihidrocumarina Siringaldeido

1 280,89 + 1,78 16,89 + 0,23 - -
2 35,97 + 1,62 3,45+0,11 - -
3 28,31+ 0,95 7,84 +0,11 - -
4 55,35+ 1,79 9,56 + 0,03 - -
5 169,40 + 0,48 23,73+ 0,66 - -
6 154,61+ 1,17 19,64 + 0,44 - -
7 33,91+0,23 5,79+ 0,24 - -
8 33,04+1,71 Tracos - -
9 2,42 + 0,03 Tragos - -
10 23,21 £0,19 4,79 +0,22 - -
11 2,30 £ 0,09 Tracos - -
12 33,42 + 1,09 13,92 £ 0,05 - -

NOTA: - Nao detectado

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 27 e 28, apesar de a

literatura descrever a dihidrocumarina e o siringaldeido como majoritarios nos
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extratos medicinais de guaco, em nenhuma das amostras estes foram detectados
(LD de 0,15 e 0,31 pg mL™, respectivamente).

A literatura também relata a importancia do acido o-cumarico na contribuicdo
com as propriedades terapéuticas do guaco (SANTOS et al.,, 2006). Apesar da
grande quantidade deste metabolito encontrada nas especialidades farmacéuticas
(Tabela 28), em nenhuma das amostras avaliadas o teor deste foi declarado.

O conteudo de cumarina por sua vez foi declarado na maioria das amostras
(Quadrol). Para facilitar a discussdo dos resultados obtidos deste metabdlito, uma
tabela comparativa entre o contetudo declarado e o teor obtido foi realizada, sendo

esta apresentada a seguir:

TABELA 29 - TEOR DE CUMARINA DECLARADO E O ENCONTRADO NO
DOSEAMENTO DAS ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS POR CLAE-DAD.

Analise dos resultados

Teor declarado de Teor encontrado

Amostras cumarina (ug mL™) (g mL™ £ DP) %
1 300,00 280.89 + 0,55 93,63
2 35,00 35,97 +0,44 102,77
3 35,00 28,31 £ 0,06 80,89
4 80,00 55,35 + 0,06 69,19
5 200,00 169,40 + 0,48 84,70
6 200,00 154,61 +£ 1,22 77,3
7 35,00 33,91+0,23 96,89
8 Nao declarado 33,04 £ 0,24 -
9 Nao declarado 2,42 £ 0,02 -
10 Nao declarado 23,21 +£0,19 -
11 N&o declarado 2,30+ 0,07 -
12 N&o declarado 33,42 + 0,107 -

NOTA: - Teor ndo comparado.

Através da Tabela 29, é possivel visualizar a discrepancia entre os teores do

principal metabdélito do guaco encontrados nas amostras (2,3 — 281,0 pg mL™). Para

aquelas que declaram na bula o teor de cumarina, o doseamento obtido variou de 69
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a 103% do valor declarado, refletindo, portanto, na eficacia esperada destes
fitoterapicos. As demais amostras, apesar de os doseamentos terem sido realizados,
ndo puderam ser comparadas devido ao fato de declararem no rétulo apenas a
guantidade de extrato adicionado ao preparado, e ndo a concentracao de cumarina.

Para as amostras 9 e 11, em analogia aos resultados obtidos, para que o
individuo tivesse um minimo de efeito terapéutico através da menor dosagem diaria
recomendada pela ANVISA (0,5 mg), este teria que tomar mais de 200 mL de xarope
ao dia, ou seja, mais de dois frascos/dia. A relevancia destes baixos teores é ainda
mais significativa quando comparada estas amostras com a amostra 1 (um) a qual
utiliza uma dose préxima da maxima recomendada pela ANVISA de 5,0 mg de
cumarina/dia. Nesse sentido, para que as amostras 9 e 11 tivessem a mesma
eficicia terapéutica da amostra 1 (um) o individuo teria de tomar mais de 1,8 L de
xarope por dia.

Adicionalmente a amostra 9, em avaliacdo ao perfil cromatografico (item
5.3.5), nenhum pico, além do metilparabeno foi significativamente relevante no
cromatograma. Cabe ressaltar que esta amostra apesar de ser descrita como uma
associacdo de M. glomerata com outras plantas medicinais, € registrada no
Ministério da Saude. Em relacdo as amostras 11 e 12, a consideracao a ser feita é
que estas se encontram registradas no Ministério da Agricultura, e apesar disto,
foram adquiridas em farmécias sendo vendidas como fitomedicamentos.

Em resumo, as discrepancias dos contetdos de cumarina encontradas nestes
produtos sugerem falta de padronizacdo no teor deste metabdlito, bem como a
necessidade de um maior controle de qualidade nestes fitoterapicos. Além disso,
estudos de estabilidade devem ser realizados a fim de garantir o teor dentro dos

limites especificados para os efeitos benéficos do guaco.

4.2 ANALISES ATRAVES DE CLAE-EM/EM

Em virtude de alguns metabdlitos do guaco ndo serem detectados nas formas
farmacéuticas, e da possibilidade de monitorar com especificidade o0s cinco
metabdlitos em estudo, dois métodos atendendo as caracteristicas de ionizacdo de
cada composto foram desenvolvidos e validados através de CLAE-EM/EM.
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A CLAE-EM/EM ¢é significativamente mais sensivel que CLAE-DAD, com
capacidade de deteccdo na ordem de ng mL™>. Adicionalmente, CLAE-EM/EM
possibilita a determinacdo de compostos mesmo que estes estejam em matrizes de
alta complexidade, o que nos favorece para futuros estudos de biodisponibilidade,
uma vez que foram observados teores discrepantes principalmente da cumarina nas
especialidades farmacéuticas.

Dessa forma sera possivel saber o quanto de xarope um individuo deve
ingerir para que os principais metabdlitos do guaco sejam detectados no plasma, e
assim correlacionar um minimo de concentracdo plasmatica para uma resposta

terapéutica eficaz, propondo deste modo uma padronizacdo em seus teores.

4.2.1 Desenvolvimento do método

42.1.1 Otimizacéo dos analitos

A primeira etapa para o desenvolvimento dos métodos através de CLAE-
EM/EM foi a escolha do tipo de fonte de ionizacdo. Neste contexto a fonte de
ionizacdo Eletrospray (ESI) foi escolhida em virtude das atribuicdes de robustez,
sensibilidade e a capacidade de trabalhar com matrizes complexas mantendo
intactas as moléculas de interesse.

Em seguida foi realizada a checagem do sinal dos analitos. Neste ensaio
solucées de trabalho contendo 100 ng mL™ dos padrées dos metabdlitos em estudo
e 100 ng mL™ dos padrées internos 6-metilcumarina (ESI+) e prednisona (ESI-)
foram preparadas, separadamente, e infundidas no espectrébmetro de massas, sendo
o sinal de cada analito avaliado (Figura 29). Como representacao ilustrativa, na
etapa de checagem e otimizacdo dos compostos apenas 0s espectros da cumarina

serao apresentados.
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FIGURA 29 — FULL SCAN DO PADRAO DE CUMARINA UTILIZANDO ESI NO MODO
POSITIVO DE IONIZACAO.

Uma vez checado o sinal do analitos, alguns ajustes de concentracao foram
realizados a fim de garantir uma intensidade de sinal adequada entre 2 x 10° e 1 x
10° cps. Durante essa etapa o sistema Multiple ions (M) foi utilizado como forma de
avaliar a intensidade e a estabilidade do sinal de cada analito, para posterior
otimizacao automatica através de Multiple Reaction Monitoring (MRM).

ApGs a obtencédo de um sinal adequado, MRM foi realizado sendo otimizados
os parametros individuais de cada composto: declustering potencial (DP*), entrance
potencial (EP), collision cell entrance potencial (CEP), collision energy (CE) e cell
exit potencial (CXP). Ao final das otimiza¢gdes foram definidos os dois fragmentos de
ions mais intensos de cada analito (Figura 30 e Quadros 10 e 11), sendo o de maior
intensidade utilizado para quantificacdo, e o segundo maior em intensidade para
qualificagdo dos compostos. O Unico composto que ndo foi monitorado através de
fragmentacdes foi o acido caurenodico, ao qual apo0s exaustivas tentativas de
otimizagdes ndo produziu fragmentos de intensidade adequada, sendo dessa forma

monitorado apenas o ion molecular (m/z 301.1).
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FIGURA 30 - I[ONS FRAGMENTOS DA CUMARINA (m/z 147,1 Da) OBTIDOS ATRAVES

DE MRM NO MODO POSITIVO DE IONIZACAO.

Modo de ionizagéo positivo

Compostos [M+H]"

R Cumarina Dihidrocumarina 6-metilcumarina*
Parametros (147,3) (149,14) (161,04)
Fragmentos mais intensos (m/z)
91,0 103,10 121,10 93,10 105,20 77,10
CE 31 25 20 25 27 45
CXP 4.0 4.0 40 4.0 4.0 4.0
CEP 12 8,5 10
DP 36 61
EP 8 11 11,5

QUADRO 10 - PARAMETROS OTIMIZADOS ATRAVES DE MRM PARA OBTENCAO DOS

FRAGMENTOS MAIS
METILCUMARINA.
NOTA: *Padréo interno

INTENSOS DA CUMARINA,

DIHIDROCUMARINA E 6-
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Modo de ionizacdo negativo
Compostos [M-H]
Ac. o-cumaérico Siringaldeido Ac. Caurendico Prednisona*
162,90 180,84
Parametros ( ) ( ) (301,10) (357,02)
Fragmentos mais intensos (m/z)

119,0 93,1 166,0 151,0 301,1 327,0 299,0
CE -18 -30 -20 -26 -10 -15 -15
CXP 0,0 0,0 -4 0,0 -4 -4 -4
CEP -10 -14 -22 -18
DP -25 -50 -70 -25
EP -5 -3 -5 -6,5

QUADRO 11 - PARAMETROS OTIMIZADOS ATRAVES DE MRM PARA OBTENQAO' DOS
FRAGMENTOS MAIS INTENSOS DO ACIDO O-CUMARICO, ACIDO CAURENOICO,

SIRINGALDEIDO E PREDNISONA.

NOTA: *Padréo interno

ApOs as otimizagBes dos analitos, andlises por inje¢cdo em fluxo (FIA) foram
realizadas a fim de ajustar os parametros da fonte de ionizacédo. Nesta etapa foram
otimizados: curtain gas (CUR), collision gas (CAD), nebulizer gas (GS1), turbo gas
(GS2), ion spray voltage (IS) e temperatura da fonte. Os valores otimizados destes
parametros nos diferentes modos de ionizagéo sao descritos no Quadro 12.

Parametros da fonte Modo de .io.nizagéo Modo de io.nizagao

positivo negativo

Gas de interface (CUR) 10 18

Gas de colisdo (CAD) 6 6

Voltagem do capilar (I1S) 5000 V -4500 V

Gas de nebulizacado (GS1) 40 50

Gas secante (GS2) 40 50

Temperatura da fonte (°C) 450 550

QUADRO 12 - PARAM~ETROS DA FONTE DE IONIZACAO OTIMIZADOS ATRAVES DE
ANALISES POR INJECAO EM FLUXO.
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4.2.1.2 Andlises por CLAE-EM/EM

42121 Modo positivo de ionizagéo

Para o desenvolvimento dos métodos de quantificacdo através de CLAE-
EM/EM, foi considerado como proposta de trabalho a obtencdo de métodos rapidos,
simples e sem a necessidade de pré-tratamento das amostras.

Os primeiros ensaios foram realizados no modo positivo de ionizacdo onde
foram monitorados os metabdlitos do guaco cumarina e dihidrocumarina. Neste
método a 6-metilcumarina foi utilizada como padrdo interno a fim de diminuir
possiveis efeitos das matrizes na determinacéo destes metabalitos.

Devido & obtencdo de uma excelente resposta da coluna Zorbax® (150 X 4.6
mm, 5 um) no método de CLAE-DAD, esta foi utilizada como fase estacionaria nas
primeiras injecdes em CLAE-EM/EM. Para compor a fase movel, apenas acetonitrila
e agua foram consideradas como eluente devido a baixa ionizacdo dos compostos
em metanol, observadas em estudos prévios ao desenvolvimento do método.

Dessa forma o primeiro ensaio foi realizado em uma fase movel composta por
uma mistura de acetonitrila/agua 70:30 v/v (0,05% acido formico), em modo
isocratico de eluicdo. O fluxo foi mantido em 600 puL min™, & temperatura ambiente
sendo o cromatograma obtido apresentado na Figura 31. Conforme pode ser
observado, além do tempo de retencdo elevado da dihidrocumarina (9,3 min) houve
formacdo de splitting nos picos cromatograficos. Na tentativa de melhorar o
cromatograma a vazdo de fluxo foi aumentada de 600 para 800 pL min™ sendo
observada uma redugcédo de 25% no tempo de corrida, no entanto, com a
permanéncia de uma resposta ruim no perfil dos picos cromatograficos, conforme

demonstrado na Figura 32.
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FIGURA 31 — CROMATOGRAMA DOS PADROES DE CUMARINA, 6-METILCUMARINA E
DIHIDROCUMARINA OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM (ESI+) UTILIZANDO COLUNA
ZORBAX® NO DESENVOLVIMENTO DO METODO.

NOTA: CondicBes de analise: Fase mével: acetonitrila/agua 70:30 v/v (0,05% acido férmico); modo de
eluicdo: isocrético; fluxo: 600 pL min™; temperatura de forno: 25 °C; volume de inje¢&o: 10 pl.
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FIGURA 32 — CROMATOGRAMA DOS PADROES DE CUMARINA, 6-METILCUMARINA E
DIHIDROCUMARINA OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM (ESI+) UTILIZANDO COLUNA
ZORBAX® EM UMA VAZAO DE FLUXO DE 800 pl min™.

NOTA: Condicdes de analise: fase movel: acetonitrila/agua 70:30 v/v (0,05% &acido férmico); modo de
eluicdo: isocratico; fluxo: 800 uL min™'; temperatura de forno: 25 °C; volume de injec&o: 10 pl.
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Em virtude da dificuldade de se obter um bom perfil cromatografico com a
coluna Zorbax®, esta foi substituida pela XBridge® de mesmo comprimento, diametro
e tamanho de particula. Para fins comparativos, inicialmente as analises foram
realizadas nas mesmas condicbes da coluna Zorbax®, sendo o cromatograma

obtido apresentado na Figura 33.
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FIGURA 33 - CROMATOGRAMA DOS PADROES DE CUMARINA, 6-METILCUMARINA E
DIHIDROCUMARINA OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM (ESI+) UTILIZANDO COLUNA
XBRIDGE® (150 X 4.6 mm) NO DESENVOLVIMENTO DO METODO.

NOTA: CondicBes de analise: Fase mével: acetonitrila/agua 70:30 v/v (0,05% acido férmico); modo de
eluicdo: isocratico; fluxo: 600 pL min™; temperatura de forno: 25 °C; volume de injeg&o: 10 .

De acordo com o cromatograma apresentado na Figura 33, a substituicdo da
coluna Zorbax® pela XBridge® melhorou consideravelmente o perfil dos picos
cromatograficos com uma vantagem de reducdo no tempo de corrida de
aproximadamente dois minutos em relacdo ao obtido com a coluna Zorbax® nas
mesmas condicdes de analise.

Apesar dos bons resultados e da boa performance obtida com a coluna
XBridge® 150 x 4.6 mm, com o intuito de ganhos ainda maiores no perfil
cromatografico e no tempo de corrida esta foi substituida por uma coluna de mesma

marca e tamanho, porém com diametro menor (150 x 2.1 mm). As analises foram
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realizadas nas mesmas condi¢cdes da coluna de diametro maior, porém com uma
vazao de fluxo de 150 pL min™.

ApG6s as primeiras injecbes foi verificado um tempo de eluicdo da
dihidrocumarina maior que 20 minutos, tornando inviavel sua andlise devido ao
extenso tempo de corrida. Dessa forma um gradiente de eluicdo foi realizado
aumentando a proporcao de acetonitrila de 70 para 90% durante a corrida analitica.
Através desse experimento foi verificada uma melhora significativa na sensibilidade,
no tempo de corrida e no perfil cromatogréafico dos analitos, conforme demonstrado
na Figura 34. Além de tudo com a reducdo drastica na vazdo de fluxo a analise

tornou-se mais econdémica e ecoldgica.
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FIGURA 34 — CROMATOGRAMA DOS PADROES DE CUMARINA, 6-METILCUMARINA E

DIHIDROCUMARINA UTILIZANDO COLUNA XBRIDGE® (350 X 2.1 mm) NO

DESENVOLVIMENTO DO METODO.
NOTA: Condi¢Bes de andlise: Fase mdvel: A%: Agua (0,05% éacido formico), B%: Acetonitrila (0,05%
acido férmico); Temperatura de forno: 25 °C; Volume de inje¢éo: 10 pl.

Na tentativa de obter um tempo de corrida ainda menor, diferentes vazdes de
fluxo foram testadas (200 e 250 pL min™') sendo os cromatogramas obtidos

apresentados na Figura 35.
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DIFERENTES VAZOES DE FLUXO.
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Através da sobreposicdo dos cromatogramas foi possivel verificar que um
aumento de 50 pL min™ na vazdo do fluxo diminui consideravelmente o tempo de
eluicdo dos compostos. Nesse sentido o fluxo de 250 puL min™® seria a melhor
escolha se néo fosse a proximidade do pico da cumarina com 0 tempo morto
(distancia de 0,50 min). Dessa forma o fluxo de 200 pL min™ foi o escolhido, pois
além de reduzir em 1,4 minutos o tempo de corrida, manteve uma distancia do
tempo morto em 0,7 minutos, 0 que garante seguranca quanto aos efeitos de

supressao passiveis de ocorréncia em andlises de matrizes mais complexas.

42122 Modo negativo de ionizagao

Os primeiros ensaios para o desenvolvimento do método no modo negativo
de ionizagdo foram realizados em modo isocratico de eluicdo através de uma fase
moével composta de 30:70 v/v 4gua e solucao acetonitrila/agua 97:3 v/v (5mM de
formiato de aménio). A vaz&o de fluxo foi de 200 uL min™ sendo a temperatura de
forno mantida ambiente. Em virtude dos bons resultados obtidos com a coluna
XBridge (150 x 2.1 mm), esta foi utilizada durante todo o desenvolvimento do
método.

Para a escolha do padrdo interno inicialmente dois compostos foram
avaliados: acido cinamico e acido benzoico. Em inje¢des individuais destes
compostos foi verificada uma baixa fragmentacdo e por conseqiéncia, uma baixa
intensidade no sinal do acido cinamico. O acido benzdico por sua vez teve moderada
fragmentacdo, sendo este, portanto utilizado durante 0s primeiros ensaios no
desenvolvimento do método.

Uma vez escolhido o padrdo interno, este foi injetado em CLAE-EM/EM
juntamente com os padrdes analiticos de acido o-cumarico, acido caurendico e
siringaldeido. ApOs as primeiras injecdes foi verificado que nas condi¢cdes
inicialmente estabelecidas o &acido benzéico elui no tempo morto (1,5 min),
comprometendo dessa forma a analise dos compostos (Figura 36). Além disso, néo

foi verificada a presenca do acido caurendico em periodo inferior a 40 minutos.
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FIGURA 36 — CROMATOGRAMA DOS PADROES DE ACIDO BENzOICO, ACIDO
CAURENOICO, ACIDO O-CUMARICO E SIRINGALDEIDO OBTIDO ATRAVES DE CLAE-
EM/EM (ESI-) UTILIZANDO MODO ISOCRATICO DE ELUICAO.

NOTA: Condi¢des de andlise: Fase madvel: 30:70 v/v 4gua e solugdo acetonitrila/agua 97:3 viv (5 mM
formiato de amdnio); Temperatura de forno: 25 °C; Volume de inje¢do: 10 pl.

Mediante este primeiro ensaio, a porcentagem de agua da fase movel foi
aumentada de 30 para 65% no inicio da corrida. Além disso, um gradiente
aumentando a proporcdo de acetonitrila na fase movel (35 para 95%) foi realizado
durante a corrida analitica a fim de eluir o acido caurendico em um tempo menor de
retencao.

Ao término das otimizacbes, o0 aumento na proporcdo de agua no inicio da
corrida analitica fez com que o acido benzéico sofresse um deslocamento de 1,5
para 2,3 minutos, tempo este considerado 6timo para reprodutibilidade do método
(Figura 37). Bons resultados também foram observados utilizando gradiente de
eluicdo durante a corrida analitica, com um tempo de retencdo do acido caurendico

otimizado em 10 minutos, conforme ilustrado na Figura 37.
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FIGURA 37 - CROMATOGRAMA DOS PADROES DE ACIDO BENzOICO, ACIDO
CAURENOICO, ACIDO O-CUMARICO E SIRINGALDEIDO OBTIDO ATRAVES DE CLAE-
EM/EM (ESI-) UTILIZANDO MODO DE ELUICAO GRADIENTE.

NOTA: Condicdes de andlise: Fase movel: A%: Agua (5mM formiato de aménio), B%: Solucéo
acetonitrila/agua 97:3 v/iv (5 mM formiato de aménio); Temperatura de forno: 25 °C; Volume de
injecdo: 10 pl.

Em virtude dos bons resultados, o método foi aplicado as formas
farmacéuticas para avaliar possiveis efeitos das matrizes. Para tanto, as amostras
de xarope e solucao oral foram injetadas em CLAE-EM/EM sendo os cromatogramas
avaliados. Ao final das injecdes foi constatado que em nove das doze amostras
analisadas o padrao interno sofreu influéncia da matriz (Figura 38). A partir de entéo
algumas tentativas para diminuir essa influéncia foram realizadas como, aumento de
agua na composicdo da fase movel, tratamento das amostras através de extracao
em fase sélida (SPE), e tratamento das amostras através de particao liquido-liquido
com diclorometano.

Em resumo aos diferentes tratamentos aplicados as amostras, 0 aumento de
agua na composicao da fase movel diminuiu consideravelmente a sensibilidade dos
compostos sendo inviavel sua utilizacdo. Extracdes tanto em fase solida quanto em
particdo liquido-liquido demonstraram perdas na recuperacdo dos metabdlitos,

tornando além de tudo o método mais oneroso e laborioso.
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FIGURA 38 - CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE XAROPE DE GUACO
FORTIFICADA COM ACIDO BENZOICO OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM (ESI -).

Em consequéncia destas dificuldades, novos padrdes internos como &cido
salicilico, &cido caféico e prednisona foram testados nas amostras mais criticas, nas
mesmas condi¢cdes do &cido benzéico. Apds as injecdes em CLAE-EM/EM foi
constatado que mantendo as condi¢cBes de analise o acido salicilico elui no tempo
morto sendo invidvel seu uso. Para que este analito tivesse um tempo de retencao
adequado, seria necessario aumentar a propor¢ao de agua na composicao da fase
movel, e conforme mencionado, o aumento de &gua no sistema diminui a
sensibilidade de deteccdo dos compostos, ndo sendo possivel dessa forma utilizar
este composto como padrao interno.

O acido caféico por sua vez ficou retido em aproximadamente 2,3 minutos,
tempo este muito proximo ao do acido benzoico. Embora o tempo de retencdo deste
composto fosse adequado, a influéncia da matriz em algumas amostras também foi
observada. Em contrapartida a prednisona (Tr 4,05 minutos) demonstrou-se a mais
apropriada para uso como padrdo interno dentre todos os compostos avaliados.
Além de um tempo o6timo de retencdo, apresentou boa intensidade de sinal, um
excelente perfil cromatografico, sem sofrer influéncia das matrizes, conforme

visualizado na Figura 39.
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FIGURA 39 - CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE XAROPE DE GUACO
FORTIFICADA COM PREDNISONA OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM (ESI-).

Com um maior tempo de retencéo, a prednisona permitiu um aumento de 10%
na vazdo de fluxo (220 pL min™) reduzindo dessa forma em dois minutos o
reequilibrio da coluna, sem comprometer os metabdlitos na regido de efeito da

matriz. O cromatograma obtido ao término das otimizacdes € apresentado na figura

abaixo:
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FIGURA 40 — CROMATOGRAMA DA PREDNISONA, ACIDO CAURENOICO, ACIDO O-
CUMARICO E SIRINGALDEIDO OBTIDO APOS AS OTIMIZACOES DO METODO (ESI-).
NOTA: Condicdes de andlise: Fase mdvel: A%: Agua (5mM formiato de aménio), B%: Solucéo
acetonitrila/agua 97:3 v/iv (5 mM formiato de aménio); Temperatura de forno: 25 °C
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Em virtude das excelentes otimizacdes obtidas nos dois modos de ionizacéo,

a proxima etapa foi a validacdo dos métodos desenvolvidos.

4.2.2 Validacdo dos métodos de CLAE-EM/EM

Os métodos através de CLAE-EM/EM foram validados de acordo com a
resolucao publicada pela ANVISA a RE n° 899/03, porém com modificacdes. Para
métodos desenvolvidos em equipamentos sensiveis como o0 espectrdmetro de
massas as variagbes aceitas para o ensaio de precisdo podem chegar a 10%
enquanto que no ensaio de exatiddo 5%. Além disso, a robustez ndo é necessaria
neste tipo de equipamento, pois quaisquer modificacbes nos parametros podem
comprometer significativamente a analise dos compostos. Portanto, os parametros
avaliados foram: especificidade, limites de deteccdo e quantificacdo, linearidade,

intervalo, precisdo (intra-corrida e inter-corridas) e exatidao.

4221 Seletividade

Para realizar o ensaio de seletividade, matrizes de xarope e de solucédo oral
isentas dos metabdlitos de interesse foram injetadas em CLAE-EM/EM nos dois
modos de ionizacdo. Os cromatogramas das matrizes foram sobrepostos aos
obtidos com padrdes analiticos e por fim comparados.

Através das Figuras 41 e 42, é possivel verificar a auséncia de interferéncia
significativa nos tempos de retencdo dos metabdlitos e dos padrdes internos, sendo,

portanto os métodos considerados seletivos.
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FIGURA 41 — CROMATOGRAMA DA MATRIZ DE XAROPE (A), DA MATRIZ DE SOLUGAO
ORAL (B) E DOS PADROES DE CUMARINA, 6-METILCUMARINA E DIHIDROCUMARINA
(C) OBTIDOS ATRAVES DE CLAE-EM/EM (ESI+).
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FIGURA 42 - CROMATOGRAMA DA MATRIZ

DE XAROPE (A), DA MATRIZ DE SOLUCAO
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CAURENOICO E PREDNISONA (C) OBTIDOS ATRAVES DE CLAE-EM/EM (ESI-).
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4.2.2.2 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

LD e LQ foram estimados a partir da relagdo sinal/ruido e para tanto uma
triplicata de solugcdes de 1000 ng mL™ de cada composto foram diluidas de forma
seriada e injetadas em CLAE-EM/EM até a obtencdo do menor pico detectavel.

LD foi baseado na relagdo de pelo menos trés vezes a altura do ruido da linha
base enquanto que LQ de no minimo 10 vezes com precisdo e exatidao dentro dos
critérios estabelecidos pelo laboratério. Os resultados do limite de deteccdo e do

limite de quantificacdo encontram-se dispostos na Tabela 30.

TABELA 30 — RESULTADOS DOS LIMITES DE DETECQAO E QUANTIFICAC'AO DA
CUMARINA, ACIDO O-CUMARICO, ACIDO CAURENOICO, SIRINGALDEIDO E
DIHIDROCUMARINA EM CLAE-EM/EM.

Parametro de Concentragao . ]
Compostos . ~ ) Sinal /ruido
validacao (ng mL™)
Cumarina LD 0,5 59
LQ 1,25 10,0
Acido o-cumarico LD 10,0 3,8
LQ 25,0 10,6
Siringaldeido LD 5,0 3,2
LQ 25,0 16,8
Dihidrocumarina LD 2,5 3,8
LQ 10,0 16,0
Acido caurendico LD 1,0 3,6
LQ 5,0 16,4

NOTA: LD: Limite de deteccdo e LQ: Limite de quantificagao.



149

4223 Linearidade e intervalo

42231 Linearidade

A linearidade foi determinada em nove niveis de concentracdo, contemplando
as faixas de 1,25 a 400 ng mL* para cumarina, 10 a 600 ng mL* para
dihidrocumarina, 5 a 250 ng mL™ para o &cido caurenéico e 25 a 500 ng mL™ para
siringaldeido e acido o-cuméarico. Os padrdes analiticos foram injetados utilizando
método adequado de acordo com a caracteristica de ioniza¢do de cada composto.

As curvas de calibracdo foram construidas automaticamente pelo software
Analyst versdo 1.4.2 plotando as areas dos analitos / area do padrdo interno versus
a concentracdo dos analitos em cada nivel / concentragcdo do padrdo interno. A
linearidade foi obtida através da analise de regressao linear 1/X a qual foi calculada
através do método dos quadrados minimos.

Devido a alta sensibilidade deste tipo de equipamento, as variacdes de
precisdo em cada nivel de concentragdo podem chegar a 10%. Além disso, a
exatiddo € o parametro utilizado para verificar a aceitabilidade de cada ponto das
curvas de calibracédo, devendo esta permanecer entre 90 e 110%. Portanto, nao foi
necessario tracar os limites de predicdo e de confianca neste estudo. Apenas a
analise de variancia de residuos (nivel de 95%) foi aplicada para validar a regressao,
calcular as incertezas ao longo da curva de calibracao e verificar a aceitabilidade do
modelo linear utilizado. Os valores experimentais de precisdo e exatiddo sao
apresentados nas Tabelas 31 e 32, enquanto a regressao linear de cada composto
nas Figuras 43, 44, 45, 46 e 47.
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TABELA 31 - VALORES DE PRECISAO E EXATIDAO OBTIDOS NO ESTUDO DA
LINEARIDADE DO METODO DE CLAE-EM/EM (ESI+).

Concentracéo Concentracéo . ) .
Compostos esperada determinada Desvio Precisao Exatidao
(ng mLY) (g mLY) padréo (CV%) (%)
1,25 1,34 0,073 5,05 108,43
2,50 2,51 0,096 3,81 100,34
5,00 4,83 0,137 2,82 96,73
10,00 9,09 0,369 4,06 90,86
Cumarina 25,00 23,75 1,582 6,66 95,01
50,00 49,51 0,874 1,77 99,02
100,00 102,28 4,053 3,96 102,28
200,00 202,63 7,483 3,69 101,31
400,00 393,35 23,815 6,05 98,34
10,0 10,65 0,291 2,30 100,41
25,0 26,23 0,677 2,58 104,52
50,0 50,73 3,799 7,49 100,86
75,0 69,27 5,892 8,51 91,87
Dihidrocumarina 100,0 108,33 4,033 3,72 107,26
150,0 140,83 3,436 2,44 93,27
200,0 199,74 5,007 2,51 99,37
400,0 415,42 28,576 6,88 103,34
600,0 598,81 54,191 9,05 99,31

NOTA: n=3.
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TABELA 32 - VALORES DE PRECISAO E EXATIDAO OBTIDOS NO ESTUDO DA
LINEARIDADE DO METODO DE CLAE-EM/EM (ESI-).

Concentracéo Concentracéo ) ) )
) Desvio Precisao Exatidao
Compostos esperada determinada .
4 4 padréo (CV%) (%)
(ng mL™) (hg mL™)
25,0 25,96 0,866 3,33 103,85
50,0 50,85 2,138 4,21 101,69
75,0 73,19 0,809 1,11 97,59
. 100,0 92,56 0,325 0,35 92,56
Acido
. 150,0 145,59 2,212 1,52 97,06
0-cumarico
200,0 216,11 2,685 1,24 108,05
300,0 303,48 2,539 0,85 101,16
400,0 403,72 7,517 1,86 100,92
500,0 493,15 13,711 2,78 98,63
5,0 5,28 0,181 3,43 105,67
10,0 9,41 0,357 3,79 94,10
25,0 27,05 0,778 2,88 108,21
. 50,0 47,33 1,001 2,11 94,67
Acido
B 75,0 74,50 1,355 1,82 99,33
caurenoico
100,0 96,98 3,044 3,14 96,98
150,0 142,92 9,547 6,68 95,28
200,0 211,57 4,134 1,95 105,78
250,0 249,96 4,182 1,67 99,98
25,0 27,86 0,494 1,77 107,84
50,0 50,12 1,857 3,70 100,31
75,0 70,52 0,676 0,96 94,03
100,0 93,13 2,913 3,13 93,13
Siringaldeido 150,0 142,05 4,050 2,85 94,70
200,0 205,96 13,536 6,57 102,98
300,0 303,14 18,455 6,08 101,05
400,0 418,77 9,850 2,35 104,69
500,0 488,42 29,298 6,00 97,68

NOTA: n=3.
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M CORCOMI 27072000 b (Cumanna): "Linear™ Regression (™17 X Weighting): y = 0.886 X + -0.0116 (F = 0.0988)

Analyte Area /IS Area

954

9.0

854

8.0

754

7.0

6.5

6.0

554

5.0

454

4.04

354

3.04

254

2.0

154

1.01

054

Regressao Linear: 1/X
Equagéo da reta: Y=10,886 x + 0,0116
R: 0,9988

F tabelado
F 7;18; 0,025: 3,10
F 1;27;0,05:4,21

F calculado
P>F =0
6280,96

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Analvte Cone, /1S Conc,

70

75

80

v
85

90

a5 100

FIGURA 43 — GRAFICO DA LINEARIDADE DA CUMARINA OBTIDO ATRAVES DE CLAE-
EM/EM.
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W Uniitled 1 (AC o-cumarico): "Linear Regression (17 X" weighting): y = 10.1 X +-0.0333 (r = 0.9975)
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FIGURA 45 — GRAFICO DA LINEARIDADE DO ACIDO O-CUMARICO OBTIDO ATRAVES
DE CLAE-EM/EM.
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FIGURA 46 — GRAFICO DA LINEARIDADE DO ACIDO CAURENOICO OBTIDO ATRAVES
DE CLAE-EM/EM.
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FIGURA 47 — GRAFICO DA LINEARIDADE DO SIRINGALDEIDO OBTIDO ATRAVES DE
CLAE-EM/EM.

Conforme demonstrado nas Figuras 43, 44, 45, 46 e 47 para 0S cinco
compostos em estudo a linearidade foi aceita através do teste de ajuste do modelo
linear com valores nulos (zero) de probabilidade de F = F critico tabelado (QUEENIE;
CHUI; ZUCCHINI, 2000; SANTOS et. al.,, 2003). Portanto as variagbes ocorridas
entre as areas de um mesmo nivel da curva (eixo y) sédo independentes dos niveis
de concentracéo (eixo x) sendo dessa forma o modelo linear utilizado adequado para
analise destes compostos. Além disso, os testes de validade de regressdo
apresentaram valores de F de 6281 para cumarina, 9475 para o acido o-cumarico,
2461 para o siringaldeido, 1373 para o &cido caurendico e 5360 para a
dihidrocumarina, ou seja, valores muito superiores ao F critico tabelado de 4,21.
Dessa forma pode-se afirmar que as inclinacbes das retas de regressao sao
significativas, indicando, portanto existéncia de relacdo linear entre as variaveis
dependentes y (areas) e independentes x (concentracdo) (QUEENIE; CHUI,
ZUCCHINI, 2000; SANTOS et. al., 2003)

Os métodos também demonstraram grande eficiéncia da regressdo com

valores de R> 0,9967 para todos 0s compostos. A precisdo e a exatiddao também
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foram comprovadas nas cinco curvas de calibracdo com variagbes menores que
10% em todos os niveis de concentracdo, conforme observado nas Tabelas 31 e 32.

Em virtude dos resultados obtidos, pode-se inferir que dentro das faixas de
concentracdo estabelecidas, os métodos desenvolvidos garantem uma resposta

linear precisa e exata para todos 0s compostos.

42232 Intervalo de trabalho

O intervalo de trabalho é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e
inferior de um método analitico estabelecido pela confirmagdo de que o método
apresenta exatidao, precisao e linearidade adequados quando aplicados a amostras
contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado (BRASIL,
2003a).

Para compor os limites superior e inferior de quantificacdo dos métodos, os
intervalos de trabalho foram os seguintes: Cumarina: 5 a 200 ng mL™; acido o-
cumarico: 75 a 400 ng mL™; &cido caurendico: 25 a 200 ng mL™; siringaldeido: 75 a
400 ng mL™; dihidrocumarina: 50 a 200 ng mL™. Conforme descrito no ensaio de
linearidade (item 4.1.7.3.1), dentro dos limites inferiores e superiores de
concentracdo estabelecidos para cada composto, 0s métodos apresentaram

precisao, exatidao e linearidade adequados (Tabelas 31 e 32).

4224 Precisdo

42241 Repetibilidade

A repetibilidade foi realizada em um periodo curto de tempo pelo mesmo
analista e em trés niveis de concentracao contemplando os limites inferior, médio e

superior de quantificacdo de cada composto. Neste ensaio os padrbes internos
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também foram avaliados nas concentracdes de uso, uma vez que todo o

doseamento € dependente de uma boa resposta destes compostos.

Os valores de CV obtidos no ensaio de repetibilidade sdo apresentados na

Tabela 33, onde pode ser verificada uma boa resposta dos compostos (CV < 10%)

dentre os diferentes niveis de concentracdo avaliados.

TABELA 33 — COEFICIENTES DE VARIAQAO OBTIDOS ATRAVES DAS AREAS NO
ENSAIO DE REPETIBILIDADE ATRAVES DE CLAE-EM/EM.

Analitos

Concent.

(ng mL™)

Periodo 1

Areas + DP

Periodo 2

Areas + DP

Média + DP

cv
(%)

Cumarina

Dihidro

cumarina

Acido

0-cumarico

Acido

caurendico

Siringaldeido

6-metil
cumarina

Prednisona

50
50,0
100,0

50
100

200

75

200

400

25
100

200

75
200

400

40

1000

7846,6 £ 190,0
92133 +1159,0
371000 * 6557,4

18973,4 +716,2
128000 + 4358,9

167000 + 3464,1

17766,7 + 404,1

57967 +1124,0

108333 + 2081,6

183667 + 4163,3
546333 + 25501,6

1536667 + 25166

26500 +435,9
90766,7 + 1850,2

158000 + 4041,5

4323,3 +30,5

275666,7 + 2081,6

8066,6 + 200,4
87466,7 £ 1201,4
380333 + 14571,7

20246,6 £ 621,8
133667 + 2081,6

166667 + 2516,6

16766,7 + 808,29

61600,0 + 953,9

108666,7+ 1527,5

178666,7 + 8082,9
565667 + 5507,6

1546667 + 15275

24900 = 781,0
99200 + 4015,0

162333,3 + 6658,3

4490 + 158,7

278333 + 14189,2

7966,6 + 141,4
89800 + 3299,8
375667 + 6599,6

19630 + 928,86
130833 + 4006,9
166833 + 235,7

17266,7 + 707,1
59783 + 2569,2

108500 *+ 235,7

181167 + 3535,5
556000 * 13671

1541667 + 7071

25700 +1131,4
94983 + 5963,3

160167 + 3064,1

4406,7 £ 117,9

277000 * 1885,6

1,78
3,67

1,76

4,73
3,06

0,14

4,09
4,30

0,22

1,95
2,46

0,46

4,40
6,27

191

2,67

0,68

NOTA: n=3.
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Preciséo intermediaria
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A precisdo intermediaria foi realizada nos mesmos niveis de concentracédo do

ensaio de repetibilidade, no entanto em dias diferentes, com analista diferente. Apos

as injecbes em CLAE-EM/EM as variacbes das réplicas em cada nivel de

concentracéo foram menores que 10%, conforme demonstrado na Tabela 34.

Em virtude das baixas variacdes obtidas nos dois niveis de avaliacdo do

parametro de precisdo, os métodos desenvolvidos foram considerados precisos.

TABELA 34 - COEFICIENTES DE VARIACAO OBTIDOS ATRAVES DAS AREAS NO
ENSAIO DE PRECISAO INTERMEDIARIA ATRAVES DE CLAE-EM/EM (n=3).

Concentr. Analista 1 Analista 2 CV
Analitos 1 3 | Média + DP
(ng mL™) Areas + DP Areas + DP (%)
5,0 7846,6 + 190,0 8160,0 + 150,98 8133,4 + 66,0 2,59
Cumarina 50,0 92133,3 + 1159,0 90900,0 + 1802,8 89183,3 + 2427,7 0,95
100,0 371000 + 6557,4 396333 + 15143,8 3836,7 + 17913,4 4,67
50 189734 + 716,2 20200,0 + 400,0 19586,6 + 867,4 4,42
Dihidro
cumarin 100 128000 + 4358,9 133333,3 + 1527,5 130666,7 + 3771,2 2,88
200 167000,0 + 3464,1 163333,3 + 3214,6 166666,7 + 471,4 0,28
Acid 75 10500,0 + 264,6 10766,7 + 208,2 10633,3 + 188,6 1,77
Ccldo
o-CUMArico 200 29133,3 + 838,64 27200,0 + 360,6 28166,7 + 1367,1 4,85
400 62166,7 + 611,0 59300 + 2264,9 60733,3 + 2027,0 3,34
25 10500,0 + 173,2 11133,3 + 230,9 10816,7 + 447,8 4,14
Acido
B 100 37200,0 + 608,3 37666,7 + 929,2 37433,3 + 330,0 0,88
caurenoico
200 77366,7 + 450,9 75133,3 + 1115,0 76250,0 + 1579,2 2,07
75 1833,3 + 60,3 1840,0 + 36,1 1836,7 + 4,8 0,26
Siringaldeido 200 5013,3 + 83,9 4696,7 + 169,2 4855,0 + 223,9 4,61
400 10060,0 + 163,7 0833,3 + 162,6 9946,7 + 160,28 1,61
Prednisona 1000 275666,7 + 2081,6 274666,7 + 5131,6 275166,7 + 707,1 0,26
6-metil 40 4323,3+30,5 4480 +131,2 4401,7 + 110,8 2,92

cumarina
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4225 Exatidao

O parametro de exatidao foi avaliado pelo método da adicdo do padrao, dado

em porcentagem.

Para realizagdo deste ensaio, inicialmente foi necessario conhecer as areas
dos metabdlitos presentes na matriz de trabalho. Para tanto, uma amostra de
escolha foi diluida e injetada em CLAE-EM/EM nos diferentes modos de ionizacao,
sendo as areas obtidas de cada metabdlito registradas. Em seguida essa mesma
amostra foi fortificada com os padrbes dos metabdlitos de interesse em trés niveis
de concentracdo de cada composto. O mesmo procedimento foi realizado com os

padrdes internos, no entanto em um Unico nivel de concentracao.

As areas de cada analito presentes na amostra sem fortificagdo foram por fim
subtraidas daquelas obtidas na amostra fortificada, sendo o valor encontrado
considerado como experimental. A exatiddo do método foi determinada comparando
as areas experimentais com as nominais, adquiridas apos inje¢cdes dos padroes

analiticos, nos mesmos niveis de concentragdo da fortificacao.

Ao término dos experimentos, os valores recuperados variaram entre 97,7 a
103,6% para cumarina; 95,3a 103,8% para o acido o-cumarico; 98,3 a 104,1% para
0 acido caurendico; 95,5 a 96,9% para o siringaldeido e 98,3 a 102,9% para
dihidrocumarina. Para os padrdes internos a recuperacao foi de 101,3% para a 6-
metilcumarina e 97,3% para a prednisona (Tabela 35). Estes valores encontram-se
inseridos dentro da faixa estipulada de 90 a 110% de recuperacdo, cumprindo,

portanto com os critérios de aceitacdo do ensaio.

A confiabilidade dos resultados também foi verificada quando da aplicacdo do
intervalo de confianca. Conforme demonstrado na Tabela 35, todas as areas
recuperadas, exceto a do acido caurendico no nivel mais alto de concentracao,
foram inseridas dentro de um intervalo de confianca estimado. Ao acido caurendico,
embora a &rea recuperada seja pouco menor que o limite inferior de confianca
estimado, ndo se pode afirmar que nesta concentracdo o método nao € exato, pois o
erro esta contido dentro do desvio padrao obtido neste nivel concentracédo. Portanto

0s métodos desenvolvidos foram considerados exatos.
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Concentr. Area teérica Amostra Amostra fortificada Area %
Analitos L Inter]yalo df i . recuperada
(ng mL™) (média + DP) connianca (Area + DP) (Area + DP) o Recuperada
(média)
5,0 7846,6 + 190,0 3740,3 — 4106,4 99800,0 + 1276,7 3833,3 97,70
Cumarina 50 93133,7 +802,1 92380,5 - 93886,2 95966,7 + 1792,6 189333,3 + 2081,7 93366,7 101,70
200 380333 £ 14571,6 366656 - 394010,8 489666,7 + 13012,8 393699,9 103,60
75 17266,7 £ 791,6 16435,9 — 18097,4 22650 + 273,9 16448,3 95,26
Acido . 200 61000 + 1430,6 58723,6 —63276,4 6201,7 £432,9 69520 + 705,0 63318,3 103,80
0-cumarico
400 108500 + 1643,2 106775,6 — 110224,4 116333,3 £ 2338,1 110131,7 101,50
25 180500 + 7816,6 172297,0 — 188702,9 326000 + 7071,1 187833,3 104,06
égﬁgnéico 100 556000 + 19606,1 535424,8 — 576575,2 138166,7 £ 9108,6 699666,7 + 8962,9 561500,0 100,98
200 1541667 + 19407,9 1521300 - 1562000 1653333 + 37859,4 1515167,0 98,28
75 25225 +910,6 23776,1 — 26673,9 24100 + 469,04 24100 95,54%
Siringaldeido 200 94983,3 + 5399,4 89317,0 — 100649,6 Ausentte na 92033,3 + 6528,6 92033,3 96,89%
amostra
400 169333,3 +9114,1 159768,8 — 178897,9 162000 + 2915,5 162000 95,67%
50 18973,4 £ 716,2 9150,5 + 9822,8 9626,7 +410,0 9626,7 101,47
Dihidro
) 100 128000 + 4358,9 123908,6 + 132091,4 Ausente na 131666,7 + 3511,9 131666,7 102,86
cumarina amostra
200 163666,7 + 5033,2 158942,1 + 168391,0 160833,3 £ 1755,9 160833,3 98,27%
6-metil
) 40 4323,3 + 83,9 4115,0 — 4531,7 Ausente na 4380 + 60,0 4380 101,32
cumarina amostra
Prednisona 1000 2843333 + 111475 272634,8 — 296031,8 Ausente na 276666,7 + 5988,9 276666,7 97,30
amostra

NOTA: *Intervalo de confian¢a no nivel de 95%; n=6.
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4226 Estabilidade

A estabilidade das solucdes dos padrbes dos metabdlitos em estudo foi
avaliada em trés niveis de concentracdo. Em virtude da importancia dos padrdes
internos para a determinacdo dos metabdlitos de interesse, estes também foram
avaliados, porém em um unico nivel de concentracgéo.

Para a determinacdo da estabilidade, solugbes preparadas a fresco foram
injetadas em sextuplicata em CLAE-EM/EM sendo as areas obtidas comparadas
com aguelas adquiridas apés um periodo de armazenamento de 12 horas em
temperatura controlada (20-23 °C), 24 horas no injetor automatico, e 30 dias sob
refrigeracéo a 4 °C.

Conforme apresentado na Tabela 36, durante o periodo normal de preparo e
analise das amostras (12 - 24 horas) a estabilidade dos compostos foi satisfatoria
com variacdes de area e recuperacdo menores que 10%.

Apenas apos 30 dias de armazenamento foi observado um comprometimento
maior na recuperacao dos compostos (88,37 a 111,62%). No entanto, estes valores
nao comprometem de forma significativa a estabilidade destes analitos, uma vez que
os valores de aceitacdo (90 - 110%) estao inseridos dentro dos desvios obtidos em
cada nivel de concentracdo onde o erro maior foi determinado. Além disso, as
variacbes entre as areas nominais e experimentais foram menores que 8,4 %,
resultados estes que asseguram uma boa estabilidade das solu¢cdes mesmo apés
um longo periodo de armazenamento. Portanto, os analitos em estudo mantiveram-
se inalterados nas condi¢cdes especificadas e podem ser utilizados com seguranca

dentro do periodo normal de analise e armazenamento das solugdes.
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TABELA 36 — RESULTADO DO ENSAIO DE ESTABILIDADE DAS SOLUGCOES PADRAO DE TRABALHO.

Niveis de 12 horas de armazenamento 24 horas de armazenamento 30 dias de armazenamento
Concentragao
Compostos (ng mL-1) Recuperagao % + DP bV 2 Recuperacao% + DP ®Cvo  Recuperagéo % + DP ®Ccvo

5,0 107,09 £ 5,20 4,84 106,6 + 5,44 4,51 92,05 + 2,07 5,85

Cumarina 50,0 99,52 + 2,31 0,34 108,48 £ 5,26 5,76 111,62 £ 4,16 7,77
100,0 100,27 £ 1,76 0,19 100,48 + 4,15 0,34 94,05 + 4,66 4,34

75 106,47 £ 3,45 4,43 108,76 + 1,62 5,94 89,29 + 3,19 8,00

Acido o-cumarico 200 103,65 + 3,66 2,54 105,32 + 1,77 3,67 92,33+ 8,52 5,64
400 107,37 £ 1,86 5,03 100,77 + 3,50 0,54 88,75 + 3,19 8,43

25 103,23 +4,18 2,25 92,43+ 1,49 5,56 99,24 + 9,26 1,09

Acido caurenéico 100 95,96 + 2,26 3,65 90,35+ 2,83 7,17 93,79 £ 5,59 4,53
200 98,81 + 3,38 0,85 91,03 + 3,62 6,64 108,64 + 6,04 5,86

75 104,67 + 3,27 3,23 104,54 + 3,67 3,14 91,34+ 5,40 6,40

Siringaldeido 200 100,35 + 2,29 0,25 98,79+ 1,70 0,86 88,37 + 4,17 8,73
400 101,57 £ 3,25 1,10 97,05 + 2,45 2,12 89,91 + 4,66 7,51

50 97,72 + 3,81 1,63 95,19 + 4,46 3,49 96,15+ 6,74 2,78

Dihidrocumarina 100 98,10 + 2,67 1,36 97,42 + 2,00 1,85 97,57 + 2,62 1,74
200 98,54 + 2,52 1,04 96,71+ 1,93 2,37 89,44 + 3,13 3,95

6-metilcumarina 40 100,38 + 1,97 0,27 100,23 + 3,53 0,16 100,10 + 5,64 0,07
Prednisona 1000 99,88 + 2,61 0,08 97,07 £ 1,80 2,10 89,49 + 4,30 7,84

NOTA: n=6; * Expressa sobre a concentracdo nominal; ° Variacdo entre as areas nominais as areas experimentais.
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4.2.3 Determinacdo via CLAE-EM/EM dos metabdlitos secundarios do guaco nas

amostras de xarope e solugédo oral

Ao término da validacdo dos métodos, os metabdlitos cumarina, &cido o-

cumarico, acido caurendico, siringaldeido e dihidrocumarina foram quantificados nas

especialidades farmacéuticas. Os teores médios obtidos destes metabdlitos séo

apresentados na tabela abaixo:

TABELA 37 — TEOR DOS METABOLITOS EM ESTUDO OBTIDOS ATRAVES DE CLAE-
EM/EM NAS ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS XAROPE E SOLUGAO ORAL DE

GUACO.
Metabélitos (ug mL™ + DP)
Amostras _ Acido Acido Dihidro B
Cumarina 0-cumarico Caurendico cumarina Siringaldeldo

1 279,49 + 5,19 16,64 + 0,14 15,82 + 0,27 - -
2 32,65 +0,93 3,42 £ 0,07 8,14+0,13 - -
3 26,83 £ 0,69 7,53+0,14 3,10 £ 0,07 } -
4 53,05+ 1,69 9,15+0,33 18,05 + 0,33 - -
5 159,38 + 6,70 22,09 £ 1,09 33,49+ 0,74 - -
6 158,64 + 1,71 19,54 + 0,39 129,66 + 10,35 - -
7 35,97 + 1,36 6,14 +0,12 7,44 + 0,09 ] .
8 36,13 +£0,43 Tragos ) - -
9 2,31+ 0,06 Tragos ) - -
10 26,37 £ 0,52 4,40 +0,11 2,46 + 0,05 ] .
11 2,44 + 0,08 Tragos 0,53 £0,05 - -
12 37,28 £ 0,47 13,46 £ 0,27 } - -

NOTA: - Nao detectado.

Conforme verificado na Tabela 37, apenas a cumarina, o acido o-cumarico e o

acido caurenoico foram detectados nas 12 amostras analisadas. Esses resultados

reforcam a importancia destes metabdlitos com as propriedades terapéuticas desses
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fitoterapicos, uma vez que estes foram detectados em grande quantidade nestas
amostras.

Apesar da literatura mencionar a dihidrocumarina e o siringaldeido como
majoritarios nos extratos medicinais do guaco, estes ndo foram detectados nas
amostras mesmo apos a utilizacdo de um método de maior sensibilidade de
deteccdo (LD de 2,5 e 5,0 ng mL™, respectivamente). Em relacdo a cumarina, 0s
teores obtidos em CLAE-EM/EM confirmam as discrepancias no conteudo deste
metabdlito entre as amostras de especialidades farmacéuticas, justificando mais
uma vez a necessidade de um controle de qualidade mais rigoroso.

Apbs o doseamento, os resultados obtidos entre os dois métodos foram por

fim comparados.

4.3 COMPARATIVO ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS EM CLAE-DAD E CLAE-
EM/EM

As variacdes entre os resultados obtidos com CLAE-DAD e os obtidos com
CLAE-EM/EM foram avaliadas através do coeficiente de variacdo (CV%). Nesse
comparativo apenas os teores de cumarina e acido o-cumarico foram avaliados, uma
vez que estes sdo 0s Unicos metabdlitos presentes entre os métodos desenvolvidos.

Os resultados sao apresentados na Tabela 38, onde é possivel verificar uma
dispersdo menor que 5% entre os teores obtidos com as diferentes técnicas
analiticas. Portanto os resultados ndo diferiram entre si.

Importante enfatizar que devido ao fato da utilizagcdo de diferentes sistemas
de deteccdo e de diferentes sensibilidades entre os equipamentos, o comparativo
entre os métodos nao foi possivel de ser realizado. O CLAE-EM/EM possui uma
sensibilidade 1000 vezes maior que CLAE-DAD e por consequéncia disso, uma

maior toleréncia quanto as variagdes de preciséo e exatidao.
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TABELA 38 — COMPARATIVO ENTRE OS RESULTADOS DE TEOR DE CUMARINA E ACIDO O-CUMARICO OBTIDOS ATRAVES DE
CLAE-DAD E CLAE-EM/EM.

Metabdélitos (ug mL™ + DP)

Cumarina Ac. o-cumarico
Amostras
CLAE-EM/EM CLAE-EM/EM
CLAE-DAD N o CV% CLAE-DAD _ o CV%
(Modo positivo de ionizag&o) (Modo negativo de ionizag&o)
0,53
1 280,89 + 1,78 279,49 + 5,19 0,18 16,89 + 0,23 16,64 + 0,14
2 35,97 + 1,62 32,65+ 0,93 3,42 3,45+0,11 3,42 + 0,07 031
3 28,31 + 0,95 26,83 + 0,69 1,90 7,84+ 0,11 7,53+ 0,14 1,43
4 55,35 + 1,79 53,05 + 1,69 1,50 9,56 + 0,03 9,15 + 0,33 1,54
5 169,40 + 0,48 159,38 + 6,70 2,16 23,73+ 0,66 22,09 + 1,09 2,53
6 154,61 + 1,17 158,64 + 1,71 0,91 19,64 + 0,44 19,54 + 0,39 0,17
7 33,91+ 0,23 35,97 + 1,36 2,08 5,79 + 0,24 6,14 + 0,12 2,05
8 33,04 +1,71 36,13+ 0,43 3,16 Tragos Tracos }
9 2,42 £ 0,03 2,31 +£0,06 1,64 Tragos Tracos -
10 23,21 +0,19 26,37 + 0,52 4,51 4,79 £ 0,22 4,40 £ 0,11 3,00
11 2,30 + 0,09 2,44 + 0,08 2,09 Tracos Tracos )
12 33,42 + 1,09 37,28 + 0,47 3,86 13,92 + 0,05 13,46 + 0,27 1,20

NOTA: Intervalo de aceita¢do 90 — 110%;
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4.4CONSIDERACOES SOBRE OS METODOS DESENVOLVIDOS

As pricipais diferengas entre os métodos propostos e os disponiveis na
literatura sdo a auséncia da etapa de extracdo e a possibilidade de monitoramento
de varios metabdlitos relacionados ao efeito terapéutico do guaco. Para fins
comparativos, uma breve descricdo e consideracdo sobre as diferentes técnicas
encontradas na literatura foram realizadas.

O método descrito por Bueno e Bastos (2009) emprega como técnica analitica
cromatografia gasosa. Neste método a extracdo da cumarina no xarope de guaco é
realizado através da agitacdo constante de 10 g da especialidade farmacéutica em
20 mL de acetato de etila a 40 °C durante 30 min, acarretando portanto num tempo
despendioso entre extracao e resfriamento da amostra além de um alto consumo de
solvente extrator.

O método proposto por Silva e colaboradores (2008) utiliza espectroscopia de
ultravioleta para deteccdo da cumarina. Neste método cada aliquota de 10 mL da
amostra a ser analisada é submetida a extracao utilizando um total de 50 mL de
cloroférmio. Além disso, o tempo minimo necessario para cada extracdo é de 30
minutos, o que torna a andlise prolongada, gerando ainda grandes quantidades de
residuos poluentes.

O método proposto por Rocha e colaboradores (2008) utiliza 25 mL de
diclorometano como solvente extrator para cada analise realizada. Este método
utiliza cromatografia liquida de alta eficiéncia para monitoramento da cumarina
empregando uma fase movel composta de acetonitrila/agua (30:70, v/v) em um fluxo
de 1,0 mL min™ durante 20 minutos. Apesar do moderado consumo da fase moével, a
consideracao a ser feita sobre este método é que além de exigir algumas etapas de
extracdo, monitora apenas a cumarina, ndo dando o devido apre¢co a esta técnica,
capaz de monitorar varios compostos com seletividade adequada.

Em analogia aos trés métodos descritos na literatura, as induastrias
farmacéuticas de fitoterapicos as quais produzem uma série de lotes de
medicamentos a base de guaco todos os dias desprenderiam de muito tempo
utilizando etapas de extracdo. Isso torna as analises mais onerosas, pois além do

excessivo consumo destes solventes, existe também o gasto com recursos
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humanos, uma vez que o tempo utilizado na etapa de pré-tratamento dessas
amostras é grande.

Em se tratando de custo das analises, com clareza é possivel afirmar que
andlises através de um espectrofotdbmetro de ultravioleta sdo bem mais econémicas
do que as analises realizadas por CG, CLAE e principalmente através de
espectrometria de massas. No entanto, o uso de um espectrofotdmetro de
ultravioleta é limitado, principalmente no que diz respeito ao monitoramento de
outros marcadores com determinada seletividade, o que torna as técnicas de CG,
CLAE-DAD e CLAE-EM/EM mais interessantes e utilizadas.

Contudo, os métodos desenvolvidos de CLAE-DAD e CLAE-EM/EM
demonstraram-se adequados para seu propésito, monitorando com grande
sensibilidade e seletividade ndo somente a cumarina, mas também o acido o-
cumarico, o siringaldeido, o acido caurendico e a dihidrocuamrina, metabdlitos estes
considerados como majoritarios e diretamente relacionados aos efeitos terapéuticos
do guaco. Além de tudo, estes métodos nédo utilizaram etapas de pré-tratamento das
amostras, 0 que tornou as andlises muito mais rapidas e ecoldégicamente
interessantes. Portanto estes métodos podem ser utilizados para o controle de
qualidade das especilidades farmacéuticas xarope e solucdo oral de guaco em

rotinas de quantificacao da industria farmacéutica de fitoterapicos.
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5 Concluséao

A completa revisdo bibliografica das espécies de Mikania estudadas
vislumbrou a grandiosidade de informacfes disponiveis na literatura de forma
disseminada, o que justificou sua realizacdo. Nesse sentido um estudo mais
minucioso, com informagdes compiladas e sistematizadas veio a corroborar de uma
forma mais simplificada com futuras pesquisas, pois com uma visdo geral dos
avancos realizados, novas idéias podem ser tracadas.

O método desenvolvido através de CLAE-DAD provou ser adequado para a
determinacdo da cumarina, do acido o-cumarico, da dihidrocumarina e do
siringaldeido nos extratos e nas especialidades farmacéuticas a base de guaco.
Além disso, demonstrou seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo aceitaveis de
acordo com legislacdo nacional e internacional vigente. O estudo de robustez indicou
que pequenas alteracdes na composicdo da fase movel e na temperatura nao
influenciam de forma significativa no desempenho do método, no entanto, alteracées
na vazao de fluxo ndo devem ser realizadas, pois este parametro demonstrou-se
critico.

Os meétodos desenvolvidos atravées de CLAE-EM/EM demonstraram
seletividade e grande sensibilidade na detec¢cdo da cumarina, do acido o-cumarico,
da dihidrocumarina, do siringaldeido e do acido caurendico nas especialidades
farmacéuticas xarope e solucdo oral de guaco. Dentro dos critérios estabelecidos
para equipamentos de alta sensibilidade, os métodos apresentaram linearidade,
precisao e exatidao.

Os analitos em estudo apresentaram boa estabilidade em solu¢cdo quando
avaliados 12 horas em temperatura ambiente, 24 horas no injetor automatico e 30
dias sob refrigeragédo. Esses resultados garantem confiabilidade e reprodutibilidade
dos resultados uma vez que nas condi¢cdes de manuseio, analise e armazenamento
das amostras os compostos permaneceram inalterados.

Quando comparados os teores de cumarina e acido o-cumarico entre CLAE-
DAD e CLAE-EM/EM (modo positivo e negativo de ionizacdo) foi observado que o0s

resultados néao diferiram entre si (CV <5%). Ademais nao foi possivel avaliar a
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equivaléncia de precisdo e exatidao entre os métodos em virtude de se tratar de
técnicas diferentes com sensibilidades diferentes.

Independentemente do método utilizado, quando doseadas as especialidades
farmacéuticas foi verificado valores discrepantes no conteudo dos metabdlitos,
principalmente da cumarina (2,3 a 280 pg mL™). Estes resultados devem refletir na
eficacia esperada destes fitoterapicos e indicam a necessidade de padronizacéo,
além de um melhor controle de qualidade nestes produtos.

Diferentes teores de &cido o-cumarico (tracos a 22,0 ug mL™?) e &cido
caurendico (0,5 a 130 ug mL™) também foram encontrados nas amostras analisadas.
Em virtude da grande quantidade obtida na maioria das amostras e das atribuicbes
farmacoldgicas relacionadas a estes metabdlitos, provavelmente estes, juntamente
com a cumarina sdo os grandes responsaveis pelos efeitos benéficos do guaco. Os
demais metabdlitos, siringaldeido e dihidrocumarina ndo foram detectados nas
amostras, apesar de serem descritos como majoritarios nos extratos medicinais de
guaco.

Os métodos desenvolvidos podem ser aplicados com seguranca nas
especialidades farmacéuticas xarope e solucdo oral de guaco, sendo, portanto

alternativas para analise de controle de qualidade da industria farmacéutica.
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RESUMO

No Brasil as espécies de Mikania laevigata e Mikania glomerata, popularmente
conhecidas como guaco, sdo amplamente utilizadas com evidéncias pré-clinicas para o
tratamento de doencas onde estejam envolvidas suas acdes broncodilatadoras, antialérgicas,
antiasmaticas, anti-inflamatorias, antiulcerogénicas e relaxantes da musculatura lisa. Em
virtude das propriedades terapéuticas atribuidas as essas espécies, ambas foram oficializadas
na farmacopéia brasileira, e por serem bastante semelhantes, dificilmente sdo diferenciadas.
Com o objetivo de contribuir com novas pesquisas, a presente revisdo descreve, de forma
sistematizada, sobre os aspectos farmacoldgicos, toxicoldgicos, quimicos, agrondmicos,
morfoanatémicos, genéticos e 0 uso nos programas de fitoterapia do Brasil destas espécies. As
principais diferencas e semelhangas entre as duas espécies séo evidenciadas através da

comparacéo das informagdes baseadas na literatura especifica.

Unitermos: Asteraceae, Mikania glomerata, Mikania laevigata, guaco, plantas medicinais,

revisao.
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Mikania glomerata and M. laevigata: studies agronomic, genetic,
anatomical, chemical, pharmacological, toxicological and use in herbal

therapy programs in Brazil - a review

ABSTRACT

In Brazil the species of Mikania laevigata and M. glomerata, popularly know as
guaco, are widely used with preclinical evidence for the treatment of diseases where their
actions are involved bronchodilators, antiallergic, anti-asthmatic, anti-inflammatory,
antiulcerogenic and smooth muscles relaxant. Due to the therapeutic properties attributed to
these species, both were included in the official Brazilian Pharmacopoeia, and because their
similarity, are hardly differentiated. In order to contribute to the new research, this review
describes of systematic form, about pharmacology aspects, toxicology, chemical, agricultural,
anatomical, genetic and the use in herbal medicine programs in Brazil. The main differences
and similarities between the two species are evidenced by comparing the information based

on literature.

Key words: Asteraceae, Mikania glomerata, Mikania laevigata, guaco, medicinal plants,

review.
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INTRODUCAO

A familia Asteraceae compreende, aproximadamente, 1500 géneros e 23000 espécies
(Judd et al., 1999), no qual esté inserido o género Mikania que pertence a tribo Eupatorieae e
abrange cerca de 430 espécies distribuidas principalmente em regides neotropicais. Nos
paises andinos foram constatadas cerca de 150 espécies. No Brasil, o género, com 171
espécies, tem sua principal area de dispersdo nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Sdo Paulo (Angely, 1965; Oliveira, 1972; Holmes, 1995; Ritter; Miotto, 2005).

Dentre as principais espécies medicinais pertencentes ao género Mikania, encontram-
se a Mikania glomerata e a M. laevigata. Ambas ocorrem principalmente na Floresta
Atlantica do Brasil, crescendo desde o estado de Séo Paulo até o Rio Grande do Sul, podendo,
também, serem encontradas na Bahia, Paraguai e noroeste da Argentina (Moraes, 1997; Lima,
2003b; Freire et al., 2006). Em virtude de essas espécies compartilharem o mesmo habitat,
estas dificilmente sdo distinguidas, pois apresentam caracteristicas quimicas, morfoldgicas e
organolépticas semelhantes (Brasil, 2005; Oliveira et al., 1986a).

Mikania glomerata esté oficializada desde 1929 na Farmacopéia Brasileira 1% edigdo
(Brasil, 1929; Branddo et al., 2006), enquanto que M. laevigata teve sua monografia incluida
em 2005, 4° edicdo (Brasil, 2005). Apesar da oficializacdo das folhas dessas espécies, grande
parte dos produtos comercializados contém também outras partes aéreas, como caules e até
mesmo inflorescéncias (Oliveira et al., 1985a; 1987). Em virtude das propriedades
terapéuticas atribuidas a essas espécies, o xarope e a solucéo oral de Mikania glomerata foram
incluidos no elenco de referéncia de medicamentos e insumos complementares para a
assisténcia farmacéutica na atencdo basica em saude, conforme anexo Il da portaria n°® 3.237

de 24 de dezembro de 2007 (Brasil, 2007). Dessa forma, os medicamentos fitoterapicos a
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base de guaco vem sendo utilizados em larga escala na rede de saude publica, através da
implantacdo de programas de fitoterapia em varios municipios nos estados brasileiro, tais
como, Rio de Janeiro, S0 Paulo, Goiés, Alagoas, Amapa, Ceara, Pernambuco, Espirito
Santo, Distrito Federal, Para, Paraiba, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Brasil,
2006; Brasil, 2008).

O uso amplamente difundido, as diferencas morfolégicas pouco expressivas e 0
grande numero de informagdes ndo sistematizadas disponiveis na literatura, justificam a
importancia de uma revisdo dos estudos realizados sobre estas espécies. As principais
diferencas e semelhancas entre elas poderdo ser evidenciadas na comparacao das informacdes
obtidas dos estudos cientificos realizados sobre aspectos farmacologicos, toxicoldgicos,

quimicos, agrondmicos, morfoanatdmicos e genéticos.

COLETA DE DADOS

Os dados levantados para a composicdo desta revisao foi realizado através de uma
extensiva pesquisa realizada no Chemical Abstract, PubMed, Web of Science, Google
académico e Science direct. As palavras chaves utilizadas na pesquisa (em varias
combinagfes) foram: Mikania, M. glomerata, M. laevigata, estudos agronémicos, estudos
anatdmicos, estudos toxicoldgicos, estudos quimicos, andlise fitoquimica, atividades
bioldgicas e atividades farmacoldgicas. As referéncias encontradas foram entdo consultadas e
utilizadas para comporem as tabelas do artigo. Foram considerados, para fins desta revisao,
somente dados obtidos de livros, teses, dissertagdes e artigos publicados em revistas

indexadas, ndo sendo consideradas comunicagdes em congressos e simpadsios.
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Mikania glomerata Spreng. E Mikania laevigata Sch. Bip. Ex Baker

Mikania glomerata é conhecida vulgarmente como coragdo-de-jesus, guaco-cheiroso,
cipo-caatinga e erva-de-cobra e Mikania laevigata como guaco-de-casa e guaco-do-mato
(Alice et al., 1995; Oliveira et al., 1986a). Estas espécies sdo utilizadas popularmente por suas
propriedades antiespasmddica, excitantes, sudoriferas, antisifiliticas, antiasmaticas, anti-
inflamatdrias, tonica, depurativa, antipirética, antiofidicas, picadas de escorpido, artrite,
reumatismo e nevralgias, expectorante, balsamico, eczema pruriginoso, estimulante do
apetite, no tratamento da gripe e doencas respiratorias em geral além de ser indicado para
inflamacGes da garganta, utilizando-se as folhas cozidas para gargarejo (Coimbra 1942,
Lucas, 1942, Neves; S4, 1991; Ruppelt, 1991; Galvani; Barreneche, 1994; Alice et al., 1995;
Cortez et al., 1999; Matos, 2000; Pereira et al., 2004; Maiorano, 2005; Vendruscolo; Mentz,
2006; Souza; Felfili, 2006). Ainda como uso etnofarmacoldgico, estudos clinicos
observacionais demonstraram que M. glomerata possui atividade antimalarica (Botsaris,

2007).

Estudos agronémicos, genéticos e morfoanatémicos

Mikania laevigata e M. glomerata tém sido empregadas com freqiéncia uma em
substituicdo a outra. Este fato esté relacionado principalmente com a distribuicdo geogréafica
destas espécies, pois ambas ocorrem com freqiiéncia no mesmo local e possuem grande
semelhanca morfoldgica, sendo, portanto, bastante confundidas. Devido a essa grande
semelhanca, um estudo comparativo com extratos fluidos elaborados com estas duas especies,

revelou composicdo quimica semelhante, sendo, portanto, a M. laevigata considerada como
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sucedanea da M. glomerata (Oliveira et al, 1986a; Lima; Biasi, 2002). Estudos agrondmicos,

genéticos e morfoanatdmicos para ambas as espécies estdo apresentados na Tabela 1.

Processos de extragdo, separacao e isolamento de constituintes quimicos

A cumarina simples (1,2-benzopirona) ocorre em maior concentragdo na regido
superior de folhas jovens de Mikania glomerata e M. laevigata, sendo considerada o principal
marcador quimico (Castro, 2002; Brasil, 2008). Sua presenca na planta caracteriza o odor
aromatico agradavel lembrando baunilha (Oliveira et al., 1894). Neste sentido, inUmeros
processos de extracdo e separacdo tém sido relatados na literatura. Alguns exemplos podem
ser citados, tais como, a obtencdo de extratos aquosos, hidroalcodlicos, etanolicos, hexanicos,
cloroférmicos, diclorometanicos, tinturas, e 6leos essenciais (Oliveira; Saito; Garcia, 1993;
Fierro et al. 1999; Santos et al., 1999; Schenkel et al., 2002; Maiorano et al., 2005; Peregrino;
Leitdo, 2005; Contini et al., 2006; Rehder; Sartoratto; Rodrigues, 2006; Muceneeki et al.,
2009). Apesar do amplo emprego desses extratos, existem poucos relatos na literatura sobre o
controle dos parametros fisicos e quimicos dos extratos, sendo avaliados apenas a densidade,
pH e o residuo seco (Oliveira, Saito, Garcia, 1993; Aboy et at., 2000). Neste contexto a
Farmacopéia Brasileira (2005) relata apenas o controle de qualidade da droga vegetal sendo
avaliadas as caracteristicas organolépticas, descricbes macroscopicas e microscopicas,
identificacdo através de cromatografia em camada delgada, materiais estranhos, teor de agua,
cinzas totais e doseamento da 1,2-benzopirona por CLAE.

Desses extratos alguns métodos de andlise visando separacdo, purificacdo e
consequentemente o isolamento do marcador quimico 1,2-benzopirona tem sido relatados,
dentre eles podemos citar, cromatografia em camada delgada, cromatografia em coluna,

cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa, cromatografia liquida de alta eficiéncia e
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cromatografia gasosa (Bighetti et al., 2005; Maiorano et al., 2005; Muceneeki et al., 2009;
Yatsuda et al., 2005).

Estudos fitoquimicos dessas duas espécies tém sido amplamente realizados e tem
resultado no isolamento de diversos compostos, entre eles: cumarinas, &cidos, alcoois, ésteres
diterpénicos, &cidos, aldeidos e ésteres organicos, terpenos, entre outros. Dessa forma, varios
extratos e fracbes de M. laevigata e M. glomerata tém sido avaliados quanto a sua

composi¢do quimica, sendo estes dados apresentados na Tabela 2.

Atividades farmacoldgicas

No Brasil, M. laevigata e M. glomerata sdo amplamente utilizadas com evidéncias
pré-clinicas para o tratamento de diversos tipos de doencas em que sejam benéficas as acoes
broncodilatadora, antiinflamatoria, antiespasmadica, no tratamento das Ulceras gastricas, entre
outros.

Diversos autores atribuem o efeito farmacol6gico do guaco as cumarinas (Pedroso et
al., 2008), sendo estas descritas com diversas atividades terapéuticas importantes, tais como,
anti-inflamatoria, imunossupressora, hipolipidémico, relaxante vascular, anticoagulante,
hipotensora, espasmolitica, antioxidante, antiofidica, inibi¢cdo da replicacdo do virus HIV-1,
entre outros (Pereira et al., 1994; Hoult 1996; Vlientinck, 1998). Além disso, a agéncia
regulamentadora de medicamentos do Brasil (ANVISA) considera a cumarina como marcador
quimico da M. glomerata (ANVISA, 2004). De acordo com a resolucdo RE 89, de 16 de
marco de 2004, que determina a lista de registro simplificado de fitoterapicos no Brasil, a
dose diaria recomendada para este marcador pode variar entre 0,525 e 4,890 mg (Brasil,

2004).
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Estudos realizados com M. glomerata e M. laevigata em diferentes condicbes de
extracdo e liquido extrator apresentaram diferentes teores de cumarina, e que independente do
teor encontrado em extratos de M. glomerata a atividade antiespasmodica ndo era afetada
(Aboy et al., 2002). Nessa mesma espécie, em ensaios com extratos aquoso e hidroalcodlico
utilizando modelos de traquéia de cobaia e brobnquio humano isolados verificou-se que o
efeito relaxante sobre a musculatura lisa do trato respiratério pode estar relacionado ao
blogueio dos canais de célcio, sendo que a presenca de cumarina nos extratos ndo interferiu
nos resultados (Soares de Moura et al., 2002). Em ensaios farmacoldgicos in vivo e in vitro
realizados com o extrato hidroalcodlico e uma solucdo padrdo de cumarina, ambos
demonstraram efeitos espasmolitico, antiedematogénico e broncodilatador. Além disso,
diferentes intensidades nos efeitos farmacoldgicos foram observadas no extrato indicando
que, além da cumarina, outros compostos biologicamente ativos estdo presentes (Leite et al.,
1993). Os dados com as atividades farmacoldgicas em diferentes tipos de extratos dessas
espécies estdo apresentados na tabela 3.

Os diterpenos também tem despertado bastante interesse, no que se refere a acao
farmacoldgica, principalmente os que constituem a classe dos cauranos, como por exemplo 0
acido caurendico isolado de M. glomerata e M. laevigata (Tabela 2). Este tem apresentado
varias atividades, dentre elas acdo antibacteriana, anti-parasitéria, anti-cancer, efeito
hemolitico contra eritrécitos de ratos e humanos e também atividade antifungica (Barbosa et
al., 1994; Guisalberti, 1997; Lobitz et al., 1997; Silva et al., 2002; Vieira et al. 2002; Costa-
Lotufo et al.,, 2002; Mongelle et al., 2002; Wilkens et al., 2002; Cotoras et al., 2004).
Importante mencionar foi sua atividade antinociceptiva induzida por &acido acético em
camundongos, sendo também um potente relaxante da contragdo uterina através de
mecanismos independentes de receptores [3, adrenérgicos €, ao que tudo indica antagonista aos

canais de calcio (Block et al., 1998; Cunha et al., 2003). A atividade antinociceptiva também
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foi observada em camundongos com extratos brutos de M. glomerata e em uma substancia
hidrossoluvel deste extrato, porém os dados ndo se encontram publicados em revistas
especializadas, somente comunicagdo em congresso (Arruda et al., 1996; Soares de Arruda et

al., 2001, Soares de Arruda et al., 2001b; Paula et al., 2002).

Estudos toxicoldgicos

Vaérios ensaios avaliando a toxicidade de extratos, solucdo, xaropes e infusdo de M.
glomerata e M. laevigata foram relatados. Extratos fluidos dessas duas espécies apresentaram
baixa toxicidade em ratos (Oliveira et al., 1985b). Estudos utilizando extrato hidroalcoolico de
M. glomerata e xarope de M. laevigata, administrados em ratos no ciclo espermatogénico
foram realizados, ndo sendo observadas alteracGes na ingestdo alimentar, corpo e peso do
6rgdo reprodutor, producdo de gametas e niveis de testosterona sérica (S& et al., 2003; Graca,
2007a). A auséncia de efeitos mutagénicos e de problemas de fertilidade também foi
observada quando avaliado ndmero de embrifes implantados, reabsorcdo e corpo lUteo,
acasalamento, gestacdo, perda de pré-implantacdo, indices de reabsorcdo, desmame e nimero
de descendentes (S4, 2006).

Em estudo com o extrato hidroalcodlico de M. laevigata, ensaios pré-clinicos
avaliando dose Unica, sub-crbnica e cronica, demonstraram auséncia de toxicidade para o
xarope e solucdo de M. laevigata quando administrada via intraperitoneal. Adicionalmente,
ndo houve alteracBes nas funcbes hepatica, renal, pancredtica e hematologicas em ratos
machos e fémeas. (Graca et al., 2007b).

A infusdo de M. laevigata foi avaliada na verificacdo de atividade mutagénica em
Salmonella typhimurium através de doseamento microssémico. Os resultados indicaram alta

porcentagem na inibicdo de atividade mutagénica (Fernandes, 2003). Estudos in vitro de
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genotoxicidade e atividade mutagénica foram realizados através dos ensaios de cometa e
micronucleos, utilizando infusdo e extrato macerado com etanol 80% de M. glomerata. Os
resultados demonstraram dano ao DNA dose dependente para a infusdo em 100 e 200% da
dose diaria recomendada (DDR) e em 200 e 400 % de DDR para o extrato macerado. Os
estudos também relataram que existe uma diferenca significativa na concentracdo e na
composi¢do quimica no extrato e na infusdo, onde se verificou um teor de cumarina 55 vezes
maior no extrato que na infusdo. No entanto, ndo foi evidenciada nenhuma relagdo direta
desse marcador com a protecdo ou os danos causados ao DNA em hepatdcitos (Costa et al,
2008). Com relacdo a estudos clinicos toxicoldgicos de associacdes de plantas contendo
Mikania glomerata, existem apenas dois relatos na literatura para a avaliacdo da seguranca

clinica (Soares et al., 2006; Tavares et al, 2006).

Emprego do guaco nos programas de fitoterapia no Brasil

Os medicamentos fitoterapicos a base de guaco vem sendo utilizados em larga escala
na rede de saude publica, através da implantagdo de programas de fitoterapia em varios
municipios nos estados brasileiro, tais como, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Goiés, Alagoas,
Amapa, Ceara, Pernambuco, Espirito Santo, Distrito Federal, Para, Paraiba, Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, tendo em vista 0 seu baixo custo, eficacia e toxicidade
aceitavel (Brasil, 2006; Brasil, 2008).

O guaco é um fitoterdpico tradicional, bem aceito pela populagdo e que tem se
mostrado muito eficaz como broncodilatador e expectorante. Nesse sentido, o produto veio
em momento oportuno em termos de atendimento as necessidades dos pacientes do programa
de fitoterapia “Verde Vida” implantado na Secretaria Municipal de Saude de Maringa/PR,

uma vez que nao existia op¢cdo medicamentosa nessa indicacdo. Devido aos efeitos
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broncodilatadores do guaco promoverem a tosse, e dessa forma auxiliarem a expectoracéo, tal
perfil de atividade ndo agradou alguns pacientes que buscam antitussigenos, principalmente as
criangas (Ogava et al., 2003). No estado de S&o Paulo uma das plantas mais utilizadas na rede
publica de salde é o guaco. Entretanto, poucos municipios do Estado utilizam a fitoterapia
como terapéutica e a falta de incentivo por parte dos governos municipais, em alguns
municipios onde a fitoterapia estava implantada, levou a desativacdo de alguns projetos.
Mesmo sem o incentivo do governo municipal, alguns médicos da Rede Publica de Saude
continuam prescrevendo fitoterapicos, devido a esta terapéutica fazer parte de sua pratica
médica, ser bem aceita e acessivel a populacdo (Oliveira; Simdes; Sassi, 2006). No municipio
de Maracanal/CE, o xarope a base de guaco é de grande relevancia no tratamento de afec¢oes
do trato respiratério, com predominancia de 63,8% das prescricdes de fitoterapicos. Além
disso, demonstrou uma alta aceitacdo e adesdo por parte dos profissionais de salde,
demonstrando mais de 90% de éxito terapéutico dos usudrios (Silva et al., 2006). Outros
programas de fitoterapia tais como, Farméacia Viva de Betim/MG (Guimardes; Medeiros;
Vieira, 2006), Programa de Fitoterapia e Homeopatia de Ribeirdo Preto/SP (Pires; Borella,
2004), Programa de plantas medicinais/fitoterapia do Estado do Rio de Janeiro (Secretaria
Estadual da Saude do Rio de Janeiro, 1996), Programa de Terapia Alternativa Fitoterapica de
Santa Tereza/ES e Marilandia/ES (Taufner; Ferrago; Ribeiro, 2006), Botica da familia de
Campinas/SP (Secretaria Municipal da Saude, 2001), Fitoviva de Cuiaba/MT (Secretaria
Municipal da Saude, 2004), dentre outros, utilizam o guaco para tratamento de afecgdes

respiratorias. Portanto, confirma-se o valor do guaco no apoio as atividades basicas de saude.
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CONCLUSAO

Mikania glomerata e M. laevigata tem sido amplamente utilizadas pela populagéo
para o tratamento de afeccOes respiratdrias. Em virtude das propriedades terapéuticas
atribuidas a essas espécies, os fitoterapicos a base de guaco tem sido utilizados com sucesso
nos programas de fitoterapia na rede de atencdo basica a saude em diversos municipios dos
Estados Brasileiro. Apesar do amplo uso desses fitoterapicos, a maioria dos artigos publicados
ndo traz descricBes dos parametros fisicos e quimicos detalhadas dos fitopreparados, sendo
que grande parte desses trabalhos ndo seguem as atuais diretrizes internacionais para pesquisa
da avaliacdo da seguranca de plantas medicinais. Além disso, estudos pré-clinicos e clinicos
devem ser realizados nessas espécies de forma a contribuir com os beneficios do guaco.
Diversos autores atribuem o efeito farmacoldgico do guaco a cumarina. Entretanto, outros
metabolitos descritos como majoritarios nas respectivas plantas, provavelmente contribuem
com o efeito farmacoldgico dos extratos medicinais, e portanto, maiores investigacdes sao
necessarias. Neste sentido, essa revisdo vem auxiliar e estimular novas investigagdes com
essas espécies a fim de corroborar para a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos para

fins farmacéuticos.
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Estudos

Resultados

Referéncias

Mikania glomerata Spreng.

Mikania laevigata Schultz Bip ex Baker

Agrondémicos

Florescimento de agosto a dezembro
Intolerante ao frio no cultivo em campo

Florescimento de agosto a novembro
Tolerante ao frio no cultivo em campo

Lima et al., 2003a; Ritter,
Miotto, 2005.

Desenvolve melhor em baixo nivel de sombreamento; plantas
jovens (até 100 dias de idade) cultivadas a luz solar produz duas
vezes mais cumarinas que plantas adultas no mesmo periodo; o

fotoperiodo influenciou positivamente as caracteristicas
associadas ao crescimento, anatomia foliar e fotossintética.

O uso de sombrites coloridos promovem alteraces
morfoldgicas, anatdmicas e ultra-estruturais; apresenta uma
grande plasticidade fenotipica em funcéo dos tratamentos de

qualidades de luz

Castro, 2002; Castro et al.,
2003; Castro et al., 2006;
Souza et al., 2007.

Altitude e os meses de janeiro e fevereiro apresentam melhores
rendimentos de cumarina; extratos de folhas jovens coletadas em
dezembro e julho contém maior teor de cumarina

Cabral et al., 2001; Pereira et
al., 2000.

A planta propagada por estaca produziu cumarina e acido
caurendico, enquanto que o material micropropagado acumulou
somente cumarina

Contini et al., 2006.

Inibicdo da germinag&o de sementes de alface (Lactuca
sativa) observada em extratos obtidos através do cultivo
hidrop6nico e tradicional

Baratto et al., 2008.

A producéo de biomassa varia qualitativamente e
quantitativamente em funcdo dos locais de cultivo.

Vaz et al., 2006.

Forno de circulagdo de ar demonstrou ser o mais apropriado
processo de secagem para obtencdo maxima de cumarinas

Pereira et al., 2000.

O enraizamento em estaquias semilenhosa ndo depende da
aplicacdo do regulador vegetal naftalenoacético; melhor
enraizamento com substrato de casca de arroz carbonizada;
enraizamento ndo é influenciado por diferentes sistemas de
irrigacéo; volume maior de massa seca sob rega manual; area
foliar recomendada de 100 cm?, resposta frente a aplicagio
exogena de bioreguladores no desenvolvimento da planta.

Melhor enraizamento com substrato de casca de arroz
carbonizada; enraizamento ndo é influenciado por diferentes
sistemas de irrigacdo; volume maior de massa seca sob rega

manual; M. laevigata apresentou maior tolerancia ao frio
que M. glomerata; Area foliar recomendada de 100 cm?

Colodi et al., 2008; Lima;
Biasi, 2002; Lima et al.,
2003b; Capaldi, 2007.

Aumento da concentracdo de cumarina com o uso de fertilizantes
orgénicos; maior aumento da fitomassa em caules que em folhas
com o uso de fertilizantes inorganicos

Pereira et al., 1998.
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Genéticos

Andlise cromossdmica 2n =36

Andlise cromossdmica 2n = 38

Lima et al., 2003a.

Morfolégicos

Folhas com consisténcia subcoriacea

Folha com consisténcia coriacea, escuras quando secas

Oliveira et al., 19864, b; F.
Bras. 1V, 2005.

Nervuras da folha tri ou pentanervadas na base

Trinervadas na base, com nervuras impressas na face ventral
e salientes na face dorsal

Oliveira et al., 1985a;
1986a; 1994.

Folhas opostas, de formato cordiforme a delt6ide, apice de
acuminado a agudo, base cordata a obtusa e margem levemente
ondulada.

Milan, Hayashi, Appezato-
da-Gloria, 2006.

Folhas opostas, de base obtusa, formato quase delt6ide, de cor
verde-escura, semitorcidas, carnoso-coriaceas e com trés nervuras
conspicuas

Lorenzi, Matos, 2008.

A folha tem medidas de comprimento e largura muito proximos, a
base é hastada e os dentes laterais s&o muito evidentes

Folha de maior comprimento que largura, base ndo hastada e
dentes laterais, quando presentes, pouco evidentes

F. Bras. 1V, 2005.

Folhas opostas, ovaladas a lanceolado-hastadas, 6-24 x 4-11cm,
base cordada a atenuada.

Folhas opostas, ovalado-lanceoladas, 6,5-15 x 3-5,5 cm,
base atenuada.

Capitulos sésseis dispostos em paniculas de glomérulos densos.

Capitulos sésseis dispostos em paniculas de glomérulos
densos e glabros

Bracteas subinvolucrais ovaladas, junto as bracteas involucrais, 1-
2 x 0,7 mm, glabrescente.

Bréacteas subinvolucrais estreitamente ovaladas, junto as
brécteas involucrais, 1-2 x 0,5 mm, glabra a pouco pilosa

Bréacteas involucrais oblongas, base alargada, margem inteira,
apice agudo a obtuso as vezes ciliado, glabras a pouco pilosas

Bréacteas involucrais estreitamente oblongas, base alargada,
margem inteira, apice obtuso as vezes ciliado, glabras a
pouco pilosas

Ritter, Miotto, 2005.
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Anatdmicos

Em vista frontal, as células apresentam contorno levemente
sinuoso, sendo mais evidente na face abaxial. As células da face
abaxial mostram-se menores que as da superficie adaxial.
Estdmatos anomociticos. O mesofilo é dorsiventral, entretanto,
pode variar de acordo com a regido da folha. No terco médio
inferior da folha, na face adaxial, encontra-se uma camada de
hipoderme com células maiores que as da camada epidérmica. A
nervura central apresenta duas a quatro camadas continuas de
colénquima. 3 feixes vasculares colaterais estdo mergulhados no
parénquima fundamental. Préximos aos feixes vasculares sdo
encontrados dutos secretores

Em vista frontal, as células apresentam contorno muito
sinuoso e as paredes mostram-se espessas, sendo que as
células tornam-se mais alongadas proximas a nervura
principal. A cuticula mostra-se delgada e lisa. Estdmatos
anomociticos e anisociticos. O mesofilo é dorsiventral. A
nervura central é biconvexa. O colénquima angular ocorre
abaixo da epiderme e aparece em maior nimero na face
adaxial. 3-8 feixes colaterais, formando um semi-circulo,
estéo localizados no parénquima fundamental. Junto aos
feixes vasculares, na regido voltada para a face adaxial,
ocorrem dutos secretores

F. Bras. IV, 2005; Milan,
Hayashi, Appezato-da-
Gléria, 2006.

As células de epiderme superior apresentam contornos,
aproximadamente, retangulares alongadas no sentido tangencial e
mostram-se maiores que as da face abaxial. Abaixo da epiderme
adaxial observa-se a presenca de camada celular ndo clorofilada, a
medida que se afasta da regido da nervura principal a camada
celular apresenta células menores podendo inclusive faltar

As células da epiderme superior apresentam tamanho
variado, quase sempre de contorno retangular, alongado
periclinalmente. Logo abaixo da epiderme, nota-se outra
camada celular ndo clorofilada com células de tamanho

maior que as da camada epidérmica. Na regido da nervura
central e no bordo foliar a epiderme é sempre
uniestratificada

Oliveira et al., 1986a; Neves
e S4, 1991; Oliveira et al.,
1994; F. Bras. 1V, 2005.

Uma fileira celular em palicada na regido da nervura central

Um clorénquima descontinuo e voltado para a face adaxial
aparece na nervura central

Oliveira et al., 1986a.; F.
Bras. 1V, 2005.

Parénquima pali¢adico constituido por duas camadas de células
com formas caracteristicas de H, Y ou V

Parénquima palicadico formado por 1-4 estratos de células
cujo comprimento ndo ultrapassa trés vezes a largura. O
paréngquima esponjoso é formado por 7-12 de células

braciformes

Oliveiraetal., 1994; F. Bras.
1V, 2005.

Tricomas simples curvos

Tricomas simples curvos, podendo ocorrer isolados ou
geminados em ambas as superficies

Oliveira et al., 1986a,
1994; Neves; Sa, 1991; F.

Bras. 1V, 2005.

Tricoma glandular peltado e tricoma glandular unisseriado, com

varidvel nimero de células na base e com célula terminal esférica

ou espatulada séo encontrados em depressdo na epiderme, sendo
este em maior frequéncia.

secretora globosa, formada por células dispostas em uma ou

Presenca de tricomas glandulares capitados com cabeca

duas séries, ocorrendo em acentuada depressao.

F. Bras. 1V, 2005; Milan et
al., 2006.
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Mikania glomerata Spreng.

Mikania laevigata Schultz Bip ex Baker

Resultados

Referéncias

Resultados

Referéncias

Cumarina e derivados

Cumarina; dihidrocumarina; acido o-cumarico

Lucas, 1942; Oliveira et al., 1984, 19853,
1993, 1994; Vilegas et al., 1997; Veneziani;
Oliveira, 1999; Fierro et al., 1999;
Magalhdes, 2000; Franchi, 2000; Cabral et
al., 2001; Moura et al., 2002; Lima; Biasi,
2002; Castro, 2002; Yatsuda et al., 2005,
Santos et al., 2006; Costa et al., 2008; Silva
et al., 2008.

Cumarina; diidrocumarina; acido o-
cumarico

Oliveira et al.,, 1984, 1994;
Biguetti, 1999; Magalhaes,
2000; Lima; Biasi, 2002;

Biavatti et al., 2004; Bighetti et
al., 2005; Yatsuda et al., 2005;
Santos et al., 2006; Graca et al.,
2007b.

Alcool, Acidos e ésteres Diterpénicos

Ac. Caurendico; &c. cinamoilgrandiflérico; acido
grandiflérico (acido 15a-hidroxi-ent-caur-16-en-19-
oic); isdbmeros de metil ester de acido caurendico;
acido ent-beyer-15(16)-en-19-oic; 4cido ent-15 -
benzoiloxicaur-16(17)-en-19-oic; acido 17-hidroxi-
ent-caur-15(16)-en 19-oic; acido ent-15 3 -
isobutiriloxicaur-16(17)-en-19-oic; acido
isopropiloxi-grandiflorico; &cido diterpénico; ester
diterpénico; caurenol

Oliveira et al.,, 1984, 1985a, 1993, 1994;
1999; Vilegas et al, 1997; Veneziani;
Oliveira, 1999; Fierro et al., 1999; Moura et
al., 2002; Amaral et al., 2003; Yatsuda et al.,
2005.

Acido cauren6ico; caurenol;éc.
cinamoilgrandiflorico; &c.
cupressénico; ac. isopropiloxi-
grandiflérico; &c. isobutiloxi-
grandiflérico

Oliveira et al., 1984, 1985a,
1994; Yatsuda et al., 2005.

Heterosideos Antocianicos

Neves; S&, 1991.

Terpenos

Sesquiterpenos — espatulenol; EPI-
biciclosesquifelandréno; trans-cariofileno;
germacrenos e outros

Triterpenos — Friedelina; Lupeol; acetato de lupeol

Vilegas et al., 1997; Yatsuda et al., 2005.

Sesquiterpenos — espatulenol; 6xido de
cariofileno e outros

Yatsuda et al., 2005.

Vilegas et al., 1997; Veneziai; Oliveira,
1999; Lima; Biasi, 2002; Amaral et a.l,
2003.

Esteroides/triterpenoides;

Lima; Biasi; 2002.
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Acidos, aldeidos e esteres organicos

Acido palmitico; etil-hexadecanoato; fitol; etil
linoleato; Acido trans-o-hidroxicindmico; &cido
hexadecandico; acido 8,11-octadecadiendico; acido
octadecandico; acido 9,12,15-octadecatriendico;
4cido 9,12-octadecadiendico; 4cido 10,13-
octadecadienodico; 1-etoxi-1-feniletanol; 4-hidroxi-
3,5-dimetoxibenzaldeido; acido 2-acetil-trans-
cindmico; siringaldeido

Veneziani; Oliveira, 1999; Fierro et al.,
1999; Franchi, 2000; Moura et al., 2002;
Amaral et al., 2003; Yatsuda et al., 2005.

Acido hexadecanoico; acido 9,12,15-
octadecatriendico; acido 9,12-
octadecadiendico; 1-octadeceno; 2,5-
ciclohexadieno-1,4-diona, 2,6-bis;
siringaldeido

Yatsuda et al., 2005; Pedroso et
al., 2008.

Oleo essencial

dl-limoneno; a-elemeno; a-copaeno; B-elemeno; d-
elemeno; trans-cariofileno; o-humuleno;
germacreno-D; biciclogermacreno; 8-cadineno;
elemol; germacreno-B; espatulenol; 6xido de
cariofileno; EPI-a-muurolol; a-cadinol; a-pineno; B-
pineno; mirceno; trans-o-cimeno; linalol; terpin-4-ol;
a-terpineol; a-cubebeno; B-bourboneno; -
cubebeno; B-cariofileno; cumarina; aromadendreno;
B-farneseno; germacreno-A; vy-cadineno; nerolidol-
E; globulol; veridiflorol; vidrol; a-acorenol; TAU-
cadinol; sabineno; silvestreno; terpin-4-ol; nonanal,
e-nerolidol; globulol; epi-a-bisabolol; diterpenos

Radunz, 2004; Duarte et al., 2005; Rehder et
al., 2006.

Sabineno; a-pineno; B-pineno;
mirceno; p-cimeno; silvestreno; e-p-
ocimeno; terpin-4-ol; nonanal; 1,4-

dimetoxibenzeno; cumarina; o-
elemeno; a-copaeno; B-elemeno; -

cariofileno; y-elemeno;
aromadendreno; a-humuleno;
germacreno-D; biciclogermacreno;
elemol; germacreno-B; e-nerolidol;
espatulenol; globulol; 6xido de
cariofileno; epi-alfa-muurolol; o-
cadinol; diterpenos

Rehder et al., 2006.

Amino grupos

Lima; Biasi, 2002.

Saponinas

Lucas, 1942; Oliveira et al., 1984; Lima;
Biasi; 2002.

Saponinas

Oliveira et al., 1984; Lima;
Biasi; 2002.

Taninos

Lucas, 1942; Neves; Sa, 1991.

Taninos

Lima; Biasi, 2002.

Presenca de peroxidos nos extratos
cloroférmico e diclorometanolicos

Schenkel et al., 2002.

Esteroides

Campesterol; estigmasterol; B-sitosterol

Oliveira et al., 1984, 1993, 1994; Santos et
al., 1999; Veneziani; Oliveira, 1999; Amaral
et al., 2003.

Estigmasterol

Oliveira et al., 1984, 1994.

Minerais

Cobre; ferro; zinco

Andrade et al., 2005.




216

Tabela 3. Atividades farmacoldgica de Mikania glomerata e M. laevigata.

Mikania glomerata Spreng. Mikania laevigata Schultz Bip ex Baker
Processo extrativo Resultado Referéncias Processo extrativo Resultado Referéncias
L. N Atividade testada através
0, - - -
Analgésica Infusdo 10% de nimero de contorcdes Ruppelt et al., 1991.
Inibicio de inflamacio Efeito anti-inflamatério
Antialérgica Extrato etandlico imun%lé ica ¢ Fierro et al., 1999. Extrato alcodlico | modelo de pneumonite | Santos et al., 2006.
9 alérgica
Extrato Mudancas na
Antiasmatica - - - hidroalcodlico _moblllzagao do célcio | Graca et al., 2007b.
intracelular
Antibacteriana Extrato metandlico 70% Fraca Betoni et al., 2006.
Extrato etanélico Inativo Baratto et al., 2008.
. - Holetz et al., 2002;
Extrato hidroalcodlico Fraca Pessini et al. 2003,
aphylococcus Extrato hexanico bruto Alta
aureus Extrato
Extrato metandlico Inativo Amaral et al., 2003. Hidroalcoolico Forte Duarte et al., 2004.
70%
Extrato diclorometanico Inativo
o ) . . Holetz et al., 2002; - .
Escherichia coli Extrato hidroalcoolico Fraca Pessini et al.. 2003, Extrato etanolico Inativo Baratto et al., 2008.
Oleo essencial Inativo Duarte et al., 2007. Oleo essencial Fraco a moderado Duarte et al., 2007.
PSEUd_O monas Extrato hidroalcodlico Inativo Hole_tz_ etal., 2002; Extrato etanélico Inativo Baratto et al., 2008.
aeruginosa Pessini et al., 2003.
Enterococcus faecalis - - - Extrato etandlico Inativo Baratto et al., 2008.
Enterococcus faecium - - - Extrato etandlico Inativo Baratto et al., 2008.
Extrato etanélico Extrato etanélico
Streptococcus mutans Moderado Moderado Yatsuda et al.,
y . Yatsuda et al., 2005. y . 2005
Fragdo hexanica Forte Fracdo hexéanica Forte -
. . . - Holetz et al., 2002; Extrato
Bacillus subtilis Extrato hidroalcodlico Moderado Pessini et al.. 2003, hidroalco6lico 70% Forte Duarte et al., 2004.
Streptococcus Extrato hidroalcodlico Extrato
Faecium 70% Forte Duarte et al., 2004. hidroalcodlico 70% Forte Duarte et al., 2004.




217

Antidiarréica

Extrato aquoso

Diminuicdo de transito
intestinal induzido por
loperamida

Salgado et al., 2005.

Anti-inflamatéria

Extrato fluido Atl_\/ldade A Oliveira etal., 1985b. | Extrato fluido At'Y'dade - Oliveira etal.,
antiedematogénica antiedematogénica 1985b.
Alta atividade
Diminuicdo da exsudacdo | . Decoccéo antiedematogénica;
Extrato etanolico Fierro etal., 1999. de folhas Inibicdo da diapedese Suynega, 2002.
e inibigdo da diapedese
Fragéo de diclorometano| Atividade Decocgéo Baixa atividade
a partir de extrato hidro- Antiedematogénica em Moura et al., 2002. do caule antiedematogénica Suynega, 2002.
alcodlico patas de camundogos
Prevencdo da leséo
Extrato hidroalcodlico | pulmonar induzida por Freitas et al., 2008.
poeira de carvdo x x
Extrato Prevencdo da leséo

Infusdo 10%

Atividade antiinflamatoria
(Difuséo de azul de Evans
na cavidade

intraperitonial de ratos)

Ruppelt et al., 1991.

hidroalcodlico

pulmonar induzida
por poeira de carvao

Freitas et al., 2008.

Antiflngica

Extrato hidroalcodlico Inativa Pessini et al., 2003. L. .
Extrato etanélico Inativo
- : Duarte et al., 2005.
Extrato etandlico Inativo Holetz et al., 2002.
Candida albicans ) ,
Oleo essencial Forte Duarte et al., 2005. Oleo essencial Inativo
. . . - . Holetz et al., 2002;
Candida parapsilosis Extrato hidroalcodlico | Inativa Pessini et al.. 2003, - - -
Candida crusei Extrato hidroalcodlico Fraca HoIe_tz_ etal., 2002; - - -
Pessini et al., 2003.
Candida tropicalis Extrato hidroalcodlico | Fraca Holetz et al., 2002; i i )

Pessini et al., 2003.
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Antiofidica

Extrato aquoso

Inibicdo de veneno

Pereira et al., 1994;

Maiorano et al., 2005.

Antioxidante

Tintura

Inativo

Vicentino; Menezes,
2007.

Antiulcerogénica

Extrato
hidroetandlico

Controle da secrecdo
mediada pelo sistema
parasintético

Bighetti, 2002;
Biguetti et al., 2005
Carvalho, 2006.

Atividade IMAO

Extrato hexanico

Atividade frente a MAO-B
inativo frente a MAO-A

Extrato diclorometano

Atividade frente a MAO-B
inativo frente a MAO-A

Extrato metanodlico

Atividade de inibicdo

nao seletivaem MAO A

Amaral et al., 2003.

e MAO-B
Perfil de &cidos
graxos em am,ostras ) ) ) E)_(trato aquoso e [nfluenma no perfil de Pedroso et al., 2008.
de pulméo e figado de hidroalcodlico &cidos graxos
camundongos
Extrato aquoso,
Broncodilatadora hidroalcoolico e Ativo Moura et al., 2002. Extrato Ativo Graca et al., 2007b.

fracdo diclorometano do
extrato hidroalcodlico

hidroalcoolico

Relaxante muscular
lisa

Frac&o de diclorometano

partir de extrato
hidroalcodlico

Pequeno efeito

vasodilatador sobre o leito

vascular mesentérico

Leite et al., 1993;
Moura et al., 2002.
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Resultados

Tipo de Esp.e.me Preparo da amostra M.e.todo Condicdes de analise Compostos analisados Teores Referéncias
amostra medicinal utilizado encontrados
~ . Espectrofo- . 1
Xarope de M. glomerata Extragdo através do uso de . Comprimento de onda: 320 nm . Meédia de 74,2 pg (SILVA et al.,
.. tometria UV- . Cumarina 1
guaco cloroférmio VIS Branco: Cloroférmio mL™ de xarope 2008)
Xarope feito a
te: 51,4 pg mL”
Coluna: C18 250 X 40 mm, 5 ym auente: 55,7 He
Extragdo com duas porgdes de Fase movel: acetonitrila: agua
: 5 . 0 1 A1
Xarope de M. glomerata dlcl(?rometano, evgpgr%gao sob CLAE 30:70 v./v em Q,OS % trifluoroacético Cumarina (ROCHA et al.,
guaco vacuo e reconstituicdo em Tempo: 20 min 2008)
. sl
metanol Fluxo: 1 mL an Xarope feito a frio:
Detector UV: 280 nm 26,1 g mL"!
Detector: Ioniza¢ao de chama
Capilar: 30m X 0,3mm x 0,25pm
(5% fenil 1% metil vinil silicone)
~ Volume de injegdo: 1 uL
Extragdo de 10g da amostra em ..
Xarope de . Temperatura do injetor: 250°C . B (BUENO;
guaco M. glomerata 20 mL de acetato de etila sob CG-DIC Temperatura do detector: 270°C Cumarina 143 pg mL BASTOS, 2009)

agitacdo por 30 minutos

Temperatura da coluna: 100 -250
OC;

Gas: hidrogénio

Fluxo: 1,8 mL min™
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Fase estacionaria: Silica gel 60
Fase movel: n-butanol/ac.

CCD acético/agua (4:1:5 vv)
Detecgao: UV a 254 e 366 nm em
vanilina ou NP-PEG
Extragdo de folhas, raizes e
caule em dgua fervente e Cumarinas € compostos
Extrato aquoso M. glomerata maceragdo por 24 horas. Em . ~ ) Analise qualitativa (MAIORANO et
seguida, os extratos foram Coluna: Supelcosil C18 250 x 4.6 nao polares al., 2005)
liofilizados. mm 5 pm _
Fase movel: Gradiente
metanol/agua /0,1% de acido
CLAE acético 10-100% metanol durante
50 minutos
Comprimento de onda: 210, 280 ¢
340 nm
Coluna: Nova-Pak C18 150 x 3,9 Cumarina 20,66 ra;i_S},OO HE
mm 4 pm
Fase movel:
o o) £
Extrato aquoso MM‘?Z’;;;ZZE Infusdo 1% m/v de folha seca. CLAE ﬁsccéetzggl(t;(l)e:lg%%ua/o,OI 76 dcido (SANTOS, 2005)
Fluxo: 1,2 mL min’! ) 13,00 a 35,00 pg
Temperatura: 30 °C Acido o-cumarico mL"!
Comprimento de onda: 275 nm
Planta fresca: Agua (Refluxo e 2’3000%) em refluxo;
temperatura ambiente). 1,69% em tempe-
Coluna: Chromosorb C18 250 x 4,6 ratura ambiente
mm 10 pm (CABRAL; DOS
CLAE Fase movel: Metanol/agua (1:1 v/v) . SANTOS;
Extrato aquoso M. glomerata Fluxo: 0.5 mL min"" Cumarina ALHAIQUE
Planta fresca: Solugdo aquosa C - . 2,40% em refluxo; >
Temperatura: Nao especificada 2001)

de NaOH 1,0% m/v (Refluxo e
temperatura ambiente).

Comprimento de onda: 220 nm

2,00% em tempe-
ratura ambiente
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Coluna: C18 250 X 4mm, 5 pm
Temperatura: 30 °C

Fase movel: acetonitrila/agua 40:60

Extrato aquoso M.glomerata Infusdo em agua destilada CLAE v modo isocratico Cumarina 393,8 g mL™! (C\}/EIIIi]}EE%I./{XISI,\'] L
Fluxo: I mL min ! LANCAS, 20’01)
Deteccao: UV 274 nm
Cumarina 29,9 pg mL™!
Extrato aquoso Decocgio por 5 min Acido o-cumarico 15,0 pg mL™!
Siringaldeido 1,50 pg mL™!
-1
Cumarina 27,5 pgmL
. . . 1
Extrato aquoso Mlcroonda§ por 1 min com uso Acido o-cumarico 14,0 pg mL
de 4gua mineral 1.40 we mL"!
Siringaldeido AU R
: 13,0 pg mL™!
_ Extrato ; Fase movel: metanol/agua 30:70 Cumarina ¥
hidroalcodlico Percolagio com etanol:agua 1:2 (ambos acidificados com 2% de Acido o-cumérico 8,60 pg mL
v acido formico) 1.30 -1
.. . ,30 pg mL
M.laevieata CLAE Modo isocratico Siringaldeido (MUCENEEKI et
’ 8 Fluxo: 1,5 mL min’! Estavel di al.,2009)
Temperatura de forno: 35°C Cumarina (Teste de s ‘{V e tnai cdon -
Comprimento de onda: 300 nm estabilidade) goes lestadas
Coluna: C18 250 X 4,6 mm
o - 100% de degrada-
Estudo de produtos de Acido o-cumarico do emﬂ miioez;gZ?ds o
Extrato I—(;Eg]fald;/[ga; :(t)rle_tlvclei/[ doéusz g; (teste de estabilidade) boa estabilidade nos
hidroalcodlico > > 4gu demais meios

pH neutro, H202 1% v/v e
temperatura (60°C)

Siringaldeido (teste de
estabilidade)

100% degradado em
H202 e 51,7% em
temperatura
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Fase estacionaria: Silica gel 60
F254
Fase movel: Tolueno/ dicloro-

Cumarina, ac. o-

CCD metano /acetona (45:25:30 v/v) cumarico Anilise Qualitativa
Revelador: Luz ultravioleta 365 nm
antes e apos a nebulizagdo com
Percolagao apds 12 horas de solugio de KOH 10%
Extrato M. glomerata e | maceragdo com uma mistura de (SANTOS,
hidroalcodlico M. laevigata agua ;deerset;:%z; :el a:}l/cvciol de Coluna: Nova-Pak C18 150 x 3.9 . Ext'rz.uto 2005)
mm, 4 pm Cumarina hidroalcodlico: 8140 -
Fase movel: Acetonitrila/agua 1580 pg mL’
0,01% écido acético (20:80 v/v)
CLAE Fluxo: 1,2 mL min™
Temperatura: 30 °C ) . Extrato
Comprimento de onda: 275 nm Ac. o-cumdrico hidroalcodlico: 570 -
1730 pg mL™!
Dihidrocumarina,
cumarina,
espatulenol,
ac. hexadecanoico,
ac. cupressénico,
caurenol,
ac. caurendico,
isopropil e isobutiril-
grandiflérico,
1-octadeceno,
Maceragdo com etanol/agua Capilar: DB5 25m X 0,2 mm X ac 9,12,15-
(70:30 v/v) das partes aé-reas da 0,33 pm octadecatrienoico,
Extrato M. glomerata e planta. Analisados extrato CG-EM Temperatura do injetor: 250°C ac. diterpénicos, Andlise qualitativa (YATSUDA et
hidroalcodlico M. laevigata hidroetandlico total e fragdes Temperatura do detector: 300°C ac. grandiflorico, al., 2005)

hexanicas e acetato de etila
deste extrato

Gas: Nao especificado
Fluxo: Nao especificado

isopropil-grandiforico,
9,12-octadecadienoico,
oxido de cariofileno,
trans-cariofileno, EPI-
biciclosesquifelandre-
no, ac. 8,11-
octadecanoico,
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Percolagao e refluxo a quente
em etanol 50% v/v

Pré Coluna: Lichrosorb C18 10pum
Coluna: Nova Pack 4 um 150 X
3,9 mm, 10 pm

Solugao Hidro-
etanodlica: Perco-

lagio 780 pg mL™"' e
refluxo 630 pg mL™!

. Extratg . M. glomerata CLAE Fase movel: Metanol/agua 47:53 Cumarina (ABOY et al.,
hidroalcodlico " 2000)
Percolagéo e refluxo a quente Fluxo: 0,5 mL min” lggrhcloqii:;;a;lg(l)ifg:
C imento de onda: 274
em etanol 96% v/v omprimento de onda m mL™" e refluxo 570
pgmL™
Coluna: Luna (Phenomenex) C18
~ 250 X 4,6 mm, 5 pm
0, > )
Extrato M. laevieata I:chgl;f;;r(ztzg(ﬂ(?f%%?; 105?)) CLAE Fase moével: Acetonitrila/agua Cumarina 1010 a 2450 pg mL” (BIAVATTI et
hidroalcoélico - laevig a0 p 50:50 v/ i al., 2004)
Fluxo: 0,5 mL min™
Comprimento de onda: 274 nm
DL-limoneno, a-
Capilar: HPS 25m x 0,2mm x 0,33 elemeno, a-copaeno, -
um elemeno, trans-
Temperatura do capilar: 60 - 240 °C cariofileno, a-
Temperatura do injetor: 220 °C humuleno, germacreno-
. Extrat9 . M. glomerata Maceragdo com etanol 70% CG-EM Temperatura do detector: 250°C D, biciclogermacreno, Anélise qualitativa (DUARTE et al.,
hidroalcodlico o Trals . 2005)
Gas: Hélio d-cadineno, elemol,
Fluxo: 1,0 mL min™ germacreno-B,
Ionizagdo: 70 eV espatulenol, 6xido de
cariofileno, EPI-a-
muurolol, a-cadinol
Extragdo através de macerag@o
com uma mistura de etanol 33 Capilar: DB-225MS 30m x 0,25
GL/agua (7:3 v/v), apds mm
obtengdo do extrato, houve . .
Extrato . T L Gas: Hélio . N (GRACA et al.,
hidroalcodlico M. laevigata particdo agua/triclorometano CG-EM Temperatura do capilar: 50 a 220 Cumarina 3,83% 2007)

(1:5vw)

°C
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Maceragdo das folhas com
etanol ¢ fracionamento do

Cumarina, acido o-
cumarico, dihidrocu-

Extrato M. glomerata , - Condigdes de analise ndo espe- marina, dcido palmi- - o (FIERRO et al.,
hidroalcodlico extrflto 'atra\fes _de partigao CG-EM cificadas tico, etilhexadecano-ato, Andlise qualitativa 1999)
liquido-liquido com phytol, etil-linole-ato,
diclorometano. 4cido caurenéico
Macerag@o com etanol:agua 1:1
Extrato v/v seguida de sonicagdo a Coluna: C18 250 X 4,5 mm 15,23 - 593,78
hidroalcodlico M.glomerata temperatura ambiente por 20 Volume de injeg@o: 20 uL pg mL! (n=5)
minutos Fase movel: acetonitrila/dgua 40:60 Cumarina (CELEGHINI,
CLAE v/v 1999)
. .
Extrato fluido: Extracdo com Fluxo: 1 mLmin Can o
)y . Temperatura da coluna: 30 °C
etanol:agua 1:1 v/v durante 6 17,26 — 132,77 pg
horas seguida de percolagio "L (n;2)
Tamanho da coluna: 4x80cm
Fase movel: gradiente de hexano e
Coluna acetato de etila (95:5 vv).
. Monitoramento em CCD (Silica gel Cumarina
separativa ~ ~
60); deteccdo das fracdes com
anisaldeido
Extrato . Maceragdo das folhas com Capilar: DB5 25m x 0,2mm x 0,33 - o (BIGHETTI et al.
hidroalcodlico M. laevigata etanol 70% durante 4 horas em pm Anéalise qualitativa 2005) ’
3 ciclos, e evaporagdo a 40 °C Temperatura do capilar: 110 - 300
0
C
Temperatura do injetor: 250 °C )
CG-EM Temperatura do detector: 280 °C Cumarinas, terpenos e

Gas: Hélio
Fluxo: 1,0 mL min-1
Tonizagdo: 70 eV

acidos organicos
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Cromatoplaca: Silica Gel
Fase moével: acetato de etila /

CCD hexano (1,5:1 v/v) Andlise qualitativa
Revelador: Luz ultravioleta a 254
nm.
Pré Coluna: NUCLEOSIL 5-Silica
Extrato M. glomerata Extragdo com metanol a quente 100A-5 micron (30x4mm) . 0’;12;12;:236
hidroalcodlico ’ (65 °C). Folhas de guaco Coluna: NUCLEOSIL 5-Silica Cumarina obtidos em dife- (RADUNZ, 2004)
picadas transversalmente 100A-5 micron 250 X 4,0 mm rentes periodos de
Injegao.' 20 .HL coleta, € 0,2155 a
CLAE Fase movel: Acetato de
. 0,5164 massa/massa
etila/Hexano 3:1 v/v obtidos em funcio
Fluxo: 0,6 mL min’! de diferent ¢
Temperatura da coluna: 30 °C teni elr;trlf;:iie
Volume de injeggo: 20 puL Eeca em
Comprimento de onda: 274 nm g
Detector: Ioniza¢ao de chama
Capilar: 25m X 0,3mm x 0,25um
(5% fenil 1% metil vinil silicone)
Fragio de Volume de injeg?o_: 1uL .
diclorometano CG-DIC Temperatura do injetor: 250 °C Cumarina 11,4% massa/massa
Maceragao Temperatura do detector: 280°C
com etanol Temperatura da coluna: 140 -280
durante 15 °C; Gas: hélio
dias. Em Fluxo: 65 cm/s
Extrato rsr?;g(l:{cl;i;dg Agido o-cumarico, (SOARES DE
hidroalcoodlico M. glomerata foi dihidrocumarina, MOURA et al.,
P L . cumarina, 1-Etoxi-1- 2002)
submetido a o Ionizagdo: Impacto de elétron (70 . . .
nova Fracdo aquosa eV) fenllet?nol, 4.-h1drox1-
maceragio . ) Capilar: 25m X 0,22mm X 0,5 pm 3,:5-d1rT1et0X1ben'z.a1-
por mais (ObFlda atriwes (polidimetilsiloxano) d?ldo’ dc. hexandico, - o
dois dias da dissolugdo da CG-EM Temperatura do injetor: 280°C etil hexanodecanoato, Analise qualitativa
fase ’ fitol, hidrocarbonetos
diclorometano ;l"(e:mperatura da coluna: 140-280 insaturados, etil
em etanol:agua Gas: Hidroeénio linoleato, caurenol,
50%) ’ & acido caurendico
(isémero) e ac. car-16-
em-18-oic
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Macerag@o com etanol/agua 1:1

v/v & temperatura ambiente por Coluna: C18 250 X 4mm, 5 pm 696,4 pg mL"!
7 dias Temperatura: 30 °C
Fase movel: Acetonitrila/agua 40:60
CLAE . (L
Maceragdo com ultra-som em v/v.em modo 1spc_¥at1co N
etanol/agua 1:1 vv a Fluxo: I mL min 656,2 pg mL
temp.ambiente por 30 min Detecgdo: UV 274 nm ) (CELEGHINT;
Cumarina ’
VILEGAS;
. Extrato . Fase estacionaria: silica gel G60 LANCAS, 2001)
hidroalcodlico M. glomerata Maceragdo por 7 dias; extracdo Fase movel: Tolueno/éter etilico 1:1 ’
através de ultrasom com cCD v/v, §aturado com 10% de acido Andlise qualitativa
etanol:agua 1:1 v/v; infusdo acético
com agua destilada Revelador: Solugao de KOH 5% e luz
ultravioleta em 366 nm
Aquecimento sob refluxo de Fase estacionaria: silica gel GF 254
0,1g de folhas moidas em 25 Fase movel: tolueno / diclorome-
mL de etanol 80%. O extrato foi CCD tano/ acetona (45:25:30 v/iv/v) Andlise qualitativa
diluido para 25 mL em etanol Revelador: Solugdo de KOH 10% e
80%. luz ultravioleta em 365 nm
Extrato . .
hidroalcodlico M. laevigata Refluxo durante 30 min: 0,1 g Cumarina BRASIL, 2005
da droga seca e moida diluida Coluna: C18 150 x 3,9 mm, 5 pm
em 10 mL de etanol 50%. O Fase movel: Metanol/agua 47:53 v/v
extrato foi diluido para 25 mL, CLAE Fluxo: 0,5 mLmin™' Andlise quantitativa
sendo uma aliquota de 40 puL Temperatura: Nao especificada
deste extrato diluido para 760 Comprimento de onda: 275 nm
uL (Metanol/agua, 47:53 v/v)
Detector: Ionizag¢ao de chama
Capilar: 30m X 0,3mm x 0,25um
(5% fenil 1% metil vinil silicone)
~ ~ Injegdo: 1 pL )
hi drlf));fi)tglico M. glomerata Maczzrgli(l)/zgﬂzr(;?;agzo em CG-DIC Temperatura do injetor: 250°C Cumarina 1330 pg mL™! B A(S]%[I(J)ESI,\IS(;OQ)

Temperatura do detector: 270°C
Temperatura da coluna: 100 -250 °C;
Gas: hidrogénio

Fluxo: 1,8 mL min™'
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Planta seca: Etanol (Refluxo e

' Coluna: Chromosorb C18 250 x 4,6 0,03-1,59%
temperatura ambiente) mm, 10 pm (CABRAL; DOS
Extrato Fase movel: Metanol/agua 1:1 v/v . SANTOS;
etanélico M. glomerata CLAE Fluxo: 0,5 mLmin™ Cumarina ALHAIQUE,
Planta fresca: Etanol (Refluxo e Temperatura: Nao especificada o 2001)
. . 1,80-2,70%
temperatura ambiente) Comprimento de onda: 220 nm
Cumarina (CM) M. glomerata: CM:
nao detectada; OC:
Pré-coluna: LiChrospher C18 Ac. o-cumérico (OC) nao dete-ctadf); A]_3:
Ax4mm, Sum 0,14-0,17%; AC:
> _ o/ . .
Coluna: LiChrospher 100 C18 125 Ac 0’050 %’;) 60/%,51;CA.
b “Y, o
Extrato M. glomerata Extragdo etandlica através do X4mm, 5 p m o Cinamoilgrandiflorico (BERTOLUCCI
L1 . N CLAE Temperatura: 30 °C
etanolico M. laevigata uso de ultrasom em trés ciclos P ot (AC) et al., 2008)
Fase movel: Acetonitrila/dgua .
. g M. laevigata: CM:
40:60 v/v em modo isocratico ey
] . . o 0,28-0,56%; OC:
Fluxo: 1 ml min Ac Benzoilgrandiflorico o). ATa.
Deteccdo: UV 274 nm (AB) <0,045%; AB: 0,29-
cao: 0,41%; AC: 0,17-
0,26%; ACA: 0,30-
Ac. Caurendico (ACA) 0,48%
Extratos preparados em Espectrofoto- 379 pg mL™! para

Extrato fluido e
tintura

Extrato fluido

M. glomerata

alcool/agua 2:1 v/v, diluidos
através de uma mistura de agua

e 5% de acetato de chumbo.

Diluiggo final em HC1 0,1M

metria deriva-da
de primeira
ordem

Técnica: zero-crossing
Branco: HCL 0,1M
Comprimento de onda: 320 nm

Cumarina

extrato fluido e
1100 pg mL™" para
tintura

Extrato obtido através de uma
mistura de alcool/agua 2:1 v/v

Cromatografia
preparativa

Fase movel: Heptano/acetona 10:3
v/

Fase estacionaria: Silica gel 60
Revelador: Sulfovanilico e KOH
5%

Estudo da interferéncia
dos componentes do
extrato fluido na leitura
da cumarina através de
espectrofotometria
derivada de primeira
ordem.

Analise qualitativa

(OSORIO, 2004)
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Percolag@o com etanol 70% de

Coluna: C18 250 X10 mm, 5 pm

Extrato fluido folhas irradiadas pelos raios . Aumento da
Fase movel: gradiente de ~
gamma e . concentracgao de
metanol/acetonitrila/ 4gua Cumarina .
. -l cumarina e (PEREGRINO;
M. glomerata CLAE Fluxo: 1 mL min diminuicio da LEITAO, 2005)
Detector UV: 254 nm Acido o-cumarico ¢ 599 d ’
Diluigdo do extrato fluido com Temperatura de forno: néo ’cqgcen ragao de
Tintura etanol 1:10 v/v informada acido o-cumarico
Fase estacionaria: silica gel 60
Fase movel: benzeno/acetato de
etila 19:1 v/v e heptano/acetona Ac. Caurendico
10:3 vy
Extrato fluido M. glomerata ] Revelador: anisaldeido seguido de Cinamoilerandiflérico Andlise Qualitativa
Fragdo hexanica; fragdo aquecimento a 105 °C por 10 min e g (OLIVEIRA;
cloroformica; fracdo em acetato observagdo em luz ambiente, . SAITO;
de etila; fragdo etandlica ccb sulfavanilico e observagio em luz Estigmasterol GARCIA, 1993)
ambiente, NaOH 5% e observagdo Cumarina
em luz ultravioleta a 365 nm
Extragdo hidroalcodlica em 4
diferentes proporg¢des de alcool 150 - 470 pg mL
e agua.
Coluna: RP C18 250 X 4,0 mm, 5
pm
Fase movel: acetonitrila: 4gua 690 L
. 30:70 v/v em 0,05% de 4cido Hgm. para
. Tmtur'fl . M. glomerata CLAE trifluoroacético Cumarina extrato obtido 2 1 (ROCHA et al,
hidroalcodlica fresco; 690 pg mL 2008)

Extragdo hidroalcoodlica a 70%:
planta fresca, planta seca a
temperatura ambiente e planta
seca e em estufa

Fluxo: 1 mL min™
Temperatura de coluna: Nao
informada

Detector: 280 nm

para extrato obtido
da planta seca em
temperatura ambi-
ente ¢ 900 pg mL™!
para planta seca em
estufa
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Detector: Ionizagao de chama
Capilar: 25 m X 0,53 mmx 5 pm

Cumarina

4400 pg/g de planta
seca

Extrato Maceragdo com hexano a (polimetilsiloxano)
hexanico M. glomerata temperatura ambiente durante 7 CG-DIC Temperatura do injetor: 280 °C (VILEGAS;
dias Temperatura da coluna: 105-240 °C DEMARCHI;
Gas: hidrogénio 2000 e/e de plant LANCAS, 1997a)
Fluxo: 65 cm/s Acido caurendico Hg/g de planta
seca
A=4500 pg/g
Cumarina B=2500 pg/g g
lagdo a plant C=0,0 png/
Detector: Ionizagdo de chama (em re ﬁi(;)a pranta D= 3’00pgg§g
Capilar: 25 m X 0,53 mm x 5 um E= SOOOMg/g g
(polimetilsiloxano) H
Volume de injegdo: 0,4 uL
CG-DIC Temperatura do injetor: 280 °C
Temperatura da coluna: 105-240 °C _
Gés: hidrogénio . A=1900 ng/g
Fluxo: 65 cm/s Acido caurendico B=2500 pg/g
Maceragdo (A), macera¢do com (em relagdo 4 planta C=1900 pg/g
o seca) D= 0,0 ng/g
sonicagdo B), S(?)';h.let ©), F= 2000 ngg (VILEGAS:
Extrato extragdo com dioxido de
A M. glomerata o MARCHI;
hexanico carbono em estado supercritico

(D), extragdo com hexano em
estado supercritico (E)

CG-EM de alta
resolugdo

Ionizagdo: Impacto de eletron
Capilar: 25m X 0,25 mm X 0,3 pm
(Metilsilicone)

Temperatura do injetor: 280°C
Temperatura da coluna: 110—230
°C

Gas: Hidrogénio

Fluxo: 38 cm/s

Cumarina, lupeol, ac.
caurenoico, acetato de
lupeol, germacre- no,
sesquiterpenos,
diterpeno tipo caurano,
acido 11-
metilbutandico,

Analise qualitativa

LANCAS, 1997b)
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M. glomerata

Extratos hexanicos

Ponto de fusdo,

Nao informada

incorporados a coluna RNM, CCD, IV, Cumarina, acido
Extrato cromatografica empacotada EM caurendico, 4c. 1 I (OLIVEIRA et
A i1 Lo . . A Andlise qualitativa
hexanico com silicagel por via umida. cinamoilgrandiflorico e al., 1984)
Foram empregadas dife-rentes estigmasterol
M. laevigata séries eluotropicas N3ao informada
Coluna: Chromosorb C18 250 x 4,6
mm, 10 pm .
Extrato Extrato hexanico obtido através Fase movel: Metanol/agua 1:1 v/v (CASBA};%IIE)’SD 08
A M. glomerata de refluxo e a temperatura CLAE Fluxo: 0,5 mL min™' Cumarina 0,02-0,07% ?
hexanico . o ALHAIQUE,
ambiente Temperatura de forno: Nao
. 2001)
especificada
Comprimento de onda: 220 nm
Fragdo hexanica
(galhos e ramos):
friedelina, en-19-oic
acid, ent-beyer-15(16)-
en-19-oic acid e ent-
15p-benzoil- oxicaur-
D (al .
CCD (@ gumas 16(17)-en-19-oic acid;
confirmagdes IR o
realizadas Fragdo diclorometanica:
através de acido grandiflorico,
Extragao de galhos, ramos ¢ ressonancia Fase estacionaria: Silica gel 60 hidroxi-ent-caur- (VENEZIANI;
folhas com hexano; . 15(16)-en 19-oic acid
Extrato M. glomerata ressuspencio com metanol-4eua nuclear Fase movel: hexano com aumento Anlise qualitativa CAMILO;
hexanico pene . 98 magnética, gradual de polaridade (etanol e q OLIVEIRA,
19:1 v/v, seguido de partigdo
. cromatografia | metanol) N . 1999)
com hexano e diclorometano gasosa Fragfio hexanica
infravermeiho e (folhas): stigmasterol,
espectrometria [-sitosterol, ent-153-
de massas isobutitil-oxicaur-

16(17)-en-19-oic acid;
Frac@o diclorometanica:
cumarina e acido o-
cumarico




TABELA 1 —- METODOS ANALITICOS APLICADOS A DIVERSOS TIPOS DE AMOSTRAS DE MIKANIA GLOMERATA E M. LAEVIGATA (continuagio)

232

Extrato
hexanico

M. glomerata

Macerag@o com hexano através
de ultra-som, filtragdo, e eluicdo
com hexano e diclorometano
através de coluna contendo
silica gel e carvao ativo

CG-DIC

Capilar: Metilsilicone 30m X 0,25
mm X 0,25 um

Temperatura da coluna: Max 280
°C

Temperatura do detector: 300°C
Gas: Hidrogénio

Fluxo: 39 c/s

Cumarinas ¢ acido
caurenoico,

Analise qualitativa

(CONTINI et al.,
2006)

Extrato
diclorometa-
nico

M. glomerata

Extragdo com diclorometano
através de ultra-som

CG-DIC

Capilar: HP-50 Fenilmetilsilicone
30m X 0,25 mm de espessura X
0,25 mm de didmetro interno
Volume de injecéo: 1 mL
Temperatura do injetor: 260°C
Temperatura da coluna: 280 °C
Temperatura do detector: 300°C
Gas: Hidrogénio

Fluxo: 39 cm/s

Esterdides campesterol,
estigmasterol e f3-
sitosterol

Capilar: HP-1 Metilsilicone 30m X
0,25 mm de espessura X 0,25 mm
de diametro interno

Volume de injegdo: 1 mL
Temperatura da coluna: 105-280 °C
Temperatura do detector: 300°C
Gas: Hidrogénio

Fluxo: 39 cm/s

Cumarina

Analise qualitativa

(SANTOS et al.,
1999)

Extratos
cloroformicos e
diclorometa-
nicos

M. laevigata

Maceragdo 4-10 horas com
cloroféormio ou diclorometano

CCD

Placa de silicagel F254
Fase movel: dicloro metano ou éter
de petroleo: acetato de etila 9:1 v/v

Revelador: Luz ultravioleta 254 nm.

Peroxidos detectados com reagente
de Huber and Frohlke

Perdxidos

Reagao positiva
fraca (analise
qualitativa)

(SCHENKEL et
al., 2002)
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Oleo essencial
de folhas, inflo-
rescéncias e
sementes

M. glomerata
M.G)e M.
laevigata (M.L)

Hidrodestilagdo através de
Clevenger.

CG-EM

Capilar: HP-5 25m X 0,2 mm X
0,33 um

Temperatura do injetor: 240°C
Temperatura da coluna: Max 240
°C

Temperatura de interface: 240°C
Gés: Hélio

Fluxo: 1.0 mL min™'

Sabineno; a-pineno; -
pineno; mirceno; p-
cimeno; silvestreno; e-
B-ocimeno; terpin-4-ol;
nonanal; 1,4-
dimetoxibenzeno;
cumarina; a-elemeno;
a-copaeno; B-eleme-no;
B-cariofileno; y-
elemeno; aromaden-
dreno; a-humuleno;
germacreno-D; bici-
ciclogermacreno;
elemol; germacreno-B;
e-nerolidol; espatulenol;
globulol; 6xido de
cariofileno; epi-alfa-
muurolol; a-cadinol;
diterpenos

Analise qualitativa

(REHDER;
SARTORATTO;
RODRIGUES,
2006)

Oleo essencial

M. glomerata

Hidrodestilagdo através de
Clevenger seguida de extragdo
com pentano

CG-EM

Capilar: DB5 30m X 0,25 mm X
0,25 pm

Temperatura do injetor: 220°C
Temperatura da coluna: Méax 325
°C

Temperatura de interface: 240°C
Gas: Hélio

Fluxo: 1.8 mL min™

Energia de ionizagdo: 70 eV

Temperatura do detector (massas):

240°C

CG-DIC

Gas: Nitrogénio

Fluxo: 1.2 mL min™'

Demais condigdes: Analogas a
CG/MS

a-pineno, B-pineno,
mirceno, limoneno,
trans-ocimeno, linalol,
terpin 4-ol, a-terpinol,
A-elemeno, a-cube-
beno, a-copaeno, -
bourboneno, -cube-
beno, B-elemeno, B-
cariofileno, cumarina,
aromadendreno, o-
humuleno, B-farnese-no,
germacreno-D; A;B, v;
A cardineno,
biciclogermacreno,
elemol, nerolidol E,
espatulenol, globulol,
veridifloral, vidrol, a-
acorenol, o e TAU-
caudinol e a-muurolol

Andlise qualitativa

(RADUNZ, 2004)
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1,75 mg% da erva

Cobre (total)
seca
Mufla 550 °C por 2 horas 6,82 mg% da erva
Planta seca acidificada com HCI 2 mol/L Ferro (total) seca
0,
Zinco (total) 3,48 mg% da erva
seca
Cloreto de 0,83 mg% do extrato
calcio 1M
Tampdo 0,26 mg% do extrato
Cobre Ac.acético 0,18 mg% do extrato
0,5M
Extratos 0,58 mg% do extrato
obtidos através HCL 0,5M (ANDRADE;
de’clc.)reto de M. glomerata Ab§ oredo Condigdes de andlise ndo especificada Cloreto de 2,00 mg% do extrato ALVES;
calcio 1M; atOmica célcio 1M TAKASE,
tampd@o acido Tampdo 0,54 mg% do extrato 2005)
acético: acetato Contato entre o extrator ¢ a F — S
de aménio pH 5 amostra durante uma hora erro Ac.acético 0,37 mg% do extrato
(0,1M e 5%); 0,’M _
4cido acéti.co HCL 0.5M 1,25 mg% do extrato
0,5M; e acido
cloridrico Cloreto de 1,14 mg% do extrato
0,5M) célcio IM
Tampio 0,39 mg% do extrato
Zinco Ac.acético 0,35 mg% do extrato
0,5M
HCL 0.5M 1,06 mg% do extrato
Residuo obtido através de mufla Cadmio 021 mg/s kegcse planta
o ;. .
Residuo de a SOQ C durante 2 horra.s e 30 El_etr(’)df) _ _Eletrodo de mercurio e platina (MAMANI et
ionicio M. glomerata min e tratado com 4cido voltimétrico | utilizados como eletrodo de trabalho e 1., 2005)
gme cloridrico, égido nitrico e agua anodico referéncia respectivamente 0,43 mg/kg de planta s
oxigenada Chumbo

se€ca

Fonte: O autor, 2010.



235



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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