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ABSTRACT

In Brazil, the species Mikania glomerata and Mikania laevigata, known popularly as guaco,
are widely used in syrup form due to its bronchodilator effect. The marketing of herbal
medicines in Brazil is governed by various laws that guarantee the quality of these, but the
quality of the raw material can interfere, fundamental safety and efficacy. Therefore, a
stability study of the hydro alcoholic extract of the species mentioned was conducted as
recommended by the "Guidelines for conducting stability studies of drugs" published by
ANVISA in RE 01 of July 29, 2005. Leaves of both species of Mikania were dried in an
oven at 40 ° C and by freeze drying, hydro alcoholic extracts prepared by maceration,
which underwent accelerated stability study of 6 months, and long term stability study for
12 months. Samples were stored in different temperatures (22 ° C, 30 ° C and 40 ° C) with
and without incident light, and every 3 months were analyzed by UHPLC-MS to monitor
their chemical profile, quantifying coumarin and chlorogenic acid. At all conditions of the
study, we observed a reduction of the content of the chemical marker of this species,
coumarin, greater than 5%, so a shelf life of 2 years cannot be assigned to the hydro

alcoholic extracts of these species.
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RESUMO

No Brasil, as espécies Mikania glomerata e Mikania laevigata, conhecidas popularmente
como guaco, sado muito utilizadas na forma de xarope devido ao seu efeito
broncodilatador. A comercializagdo de medicamentos fitoterapicos no Brasil € regida por
diversas legislagdes que primam pela qualidade destes, porém a qualidade da matéria-
prima pode interferir de forma fundamental na seguranga e eficacia do medicamento.
Diante disso, este trabalho realizou um estudo de estabilidade do extrato hidroalcodlico
das espécies citadas, conforme preconiza o “Guia para a realizagdo de estudos de
estabilidade de medicamentos" publicado pela ANVISA na RE 01, de 29 de julho de 2005.
Folhas das duas espécies de Mikania foram secas em estufa a 40 °C e em liofilizador,
foram preparados extratos hidroalcodlicos por maceracao, que foram submetidos a estudo
de estabilidade acelerado por 6 meses, e estudo de estabilidade de longa duragéo por 12
meses. As amostras ficaram armazenadas em diferentes temperaturas (22°C, 30°C e
40°C), com e sem incidéncia de luz, e a cada 3 meses foram analisadas por UHPLC-MS,
para acompanhar seu perfil quimico, quantificar a cumarina e acido clorogénico. Em todas
as condicdes do estudo, observou-se uma reducao do teor do marcador quimico desta
espécie, a cumarina, maior que 5 %, sendo assim, ndao é possivel atribuir o prazo de

validade de 2 anos para extratos hidroalcodlicos desta espécie.
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1 INTRODUGAO

A utilizacdo de plantas medicinais faz parte da histéria da humanidade, sendo
muito importante para varias culturas. A referéncia mais antiga que se tem conhecimento
do uso da fitoterapia data de mais de sessenta mil anos, sendo as primeiras descobertas
realizadas por estudos arqueol6gicos em ruinas do Ird. Na China, em 3.000 a.C., ja
existiam farmacopeias que descreviam as ervas e as suas indicagdes terapéuticas. A
utilizacdo das plantas medicinais faz parte da histéria da humanidade, sendo de grande
importancia tanto pelo aspecto medicinal, como por aspectos culturais [1].

Na atualidade, o mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22
bilhdes por ano. Nos paises em desenvolvimento o uso de plantas medicinais tem grande
importéancia, inclusive nos casos onde 0 acesso ao servigo de saude moderno € limitado e

a fitoterapia representa a unica forma de tratamento [2, 3].

Entre 65 e 80% da populacdo dos paises subdesenvolvidos dependem
exclusivamente das plantas medicinais para os cuidados bésicos de saude, sendo
utilizada por 80% da populagdo na Africa, 71% no Chile e 40% na Coldémbia [4].

Ao mesmo tempo, a fitoterapia vem, a casa ano, conquistando mais adeptos nos
paises desenvolvidos [2, 3]. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em muitos paises
desenvolvidos existe uma grande por¢cdao da populagdo fazendo uso das plantas
medicinais. Apesar do acesso a medicina moderna ser possivel nesses paises, 0 uso de
plantas medicinais tem mantido sua popularidade, por razdes histéricas e culturais [4].

No Brasil, duas espécies do género Mikania, popularmente conhecidas como
“guaco”, sao facilmente encontradas e muito utilizadas na medicina popular na forma de
xaropes para tratamento de afeccées das vias aéreas, devido ao seu efeito
broncodilatador [5]. Dentre as principais espécies medicinais pertencentes a este género,
encontram-se a Mikania glomerata Spreng. e a Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker [6].
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 [7].



A Mikania glomerata esta oficializada desde 1929 na Farmacopeia Brasileira 1.2
edicao [8, 9], enquanto que a Mikania laevigata teve sua monografia incluida somente no
sexto fasciculo da Farmacopeia Brasileira 4.2 edi¢ao [10, 11].

As espécies M. glomerata e M. laevigata apresentam semelhancgas
morfoanatémicas, sendo frequentemente comercializadas indistintamente. Mas, de acordo
com trabalhos descritos na literatura, espécies pertencentes a um mesmo género podem

apresentar diferengas na constituicao quimica [11].

1.1 Composicao quimica de M. glomerata e M. laevigata

Estudos fitoquimicos das espécies, M. glomerata e M. laevigata, tém sido
amplamente realizados e resultado no isolamento de diversos compostos, sendo alguns
deles: cumarina e acido o-cumarico (marcadores quimicos desta espécie), alcool, acidos
e ésteres diterpénicos, glicosideos antocianicos, triterpenos, acidos, aldeidos e ésteres
organicos, saponinas, taninos, esteroides, minerais, entre outros [6].

Na M. glomerata, estudos fitoquimicos mostram a existéncia de (além dos
marcadores cumaricos) estigmasterol, friedelina, lupeol, o-hidroxicindmico, B sitosterol e
0s acidos caurendico, cinamoilgrandiflérico, acido ent-caur-16(17) em-19-6ico, ent-15-3-
isobutiloxicaur-16(17)-em-19-6ico, ent-15-B benzoioxicaur-16(17)-en-19-6ico, ent-15-3-
hidroxicaur-16(17)-em-19-éico, ent 17-hidroxicaur-15(16)-em-19-6ico, entre outros [6, 12,
13].

Ja na M. laevigata, estudos recentes realizados por Ferreira et. al. em 2010,
identificaram 21 compostos utilizando as técnicas de Espectroscopia de Ultravioleta (UV),
Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas
(MS). Além da cumarina, foram identificados: acido orto-[(5-hidroxi)-ciscinamoil]-trans-
cindmico, acido 19-norcaur-16-ene-18-oic 2-B-[[3-O-(3-hidroxi-1-oxo-3-fenipropil)-2-(3-
metil-1-oxobutil-4-O-(a- ramnopiranosil)-B-glucopiranosilJoxi]-13,15-a-hidroxi, caurano-3-
B,16-B,17-triol 3-O-B-glucopiranosil, taraxerol, lupeol, acido beierenoico, acido caurendico,
oxido cariofileno, espatulenol, dihidrocumarina, acetato de lupeol, siringaldeido, trans-
melilotosideo, cis-melilotosideo, 3,5-di-O-cafeoil quinato de metila, 3,3,5-trihidroxi-4,6,7-
trimetoxiflavona, 3-O-B-glucopiranosideo de patuletina, 3-O-B-glucopiranosideo de

quercetina, 3-O-B-glucopiranosideo de canferol, e adenosina [14].



A Tabela 1 resume os compostos encontrados nestas duas espécies e a Figura 1

traz a estrutura quimica de alguns desses compostos.

OH O

OH

1 (2 )

(10) (11) (12)

Figura 1: Estrutura de alguns compostos identificados na M. glomerata e M. laevigata.
Obs. Ver nomenclatura na Tabela 1.



Tabela 1: Compostos quimicos de M. glomerata e M. laevigata.

Mikania glomerata Spreng.

Mikania laevigata Schultz Bip ex Baker

Composicao quimica

Referéncias

Composicao quimica

Referéncias

(1) Cumarina; (5) dihidrocumarina; (3) acido
o-cumarico

[13, 15][16, 17]
[12, 18, 19] [5]

(1) Cumarina; (5) dihidrocumarina; (3) acido o-
cumarico; ent-3a.-O-B-D-
glicopiranosideo,16a.,17-diidroxicaurano

[12, 14, 18, 20-23]

Espatulenol; epbiciclosesquifelandréno;

transcariofileno; germacrenos [12, 24] Espatulenol; éxido de cariofileno [12]
Glicosideos antocianicos [25] - -
Acidos (2) caurenéico; (10) Acidos (2) caurenoico; (10)

cinamoilgrandiflérico; (4) grandiflérico (acido cinamoilgrandiflrico; cupressénico;
15a-hidroxi-ent-caur-16-en-19-0ico); isopropiloxigrandiflorico;

isémeros de metil ester de &cido caurendico; isobutiloxigrandifiérico; caurenol; 3-
ent-beyer-15(16)-ent-19-oico; ent-15 - [12, 13, 16, 17, | cafeoilquinico; (6) 5-cafeoilquinico; (12) orto-[(5'- 12 14
benzoiloxicaur- 16(17)-en-19-oico; 17- 24, 26] hidroxi)-cis-cinamoila]-trans-cinamico; (11) 23- [12, 14]
hidroxient- caur-15(16)-en 19-oico; (7) 15a- [[8-O-(3-hidroxi-1-oxo-3-fenilpropil)-2-(3-metil-
isobutiriloxicaur-16-en-19-oico; isopropiloxi- 1- butiriloxi) -4- O-(a.-L-ramnopiranosil)-f3-

grandifldrico; diterpénico; ester diterpénico; Dglicopiranosil] oxi]-13,15c.-diidroxi-19-

(9) caurenol norcaur-16-en-18-6ico

Friedelina; lupeol; acetato de lupeol [6, 13, 24, 26] Esteroides e triterpendides [6]

; - Amino grupos [6]
Acidos trans-ohidroxicinamico;

hexadecandico; 8,11-octadecadiendico;

gg?ggecanmco, 9,12,15-octadecatriendico; Acidos hexlad(?panéico; 9.12,15- o

12T | e o oSt | 12,21
octadecadiendico; 2-acetil-transcinamico; 1- bis: siringalc,jei,do ’ e
etoxi-1-feniletanol; 4-hidroxi-3,5- ’

dimetoxibenzaldeido; siringaldeido, etil-

hexadecanoato; fitol;etil linoleato

Saponinas [6] Saponinas [6]
Taninos [6] Taninos [6]
Campesterol; estigmasterol; (8) B-sitosterol [13, 26] Estigmasterol [6]
Cobre; ferro; zinco [6]

dl-limoneno; a-elemeno; a-copaeno; B- 28, 29] Sabineno; a-pineno; B-pineno; mirceno; p- [29]

elemeno; d-elemeno; trans-cariofileno; a-

cimeno; silvestreno; e-B-ocimeno; terpin-4-ol;




humuleno; germacreno-D; nonanal; 1,4-dimetoxibenzeno; cumarina; a-

biciclogermacreno; d-cadineno; elemol; elemeno; a-copaeno; 3-elemeno; B-cariofileno;
germacreno-B; espatulenol; 6xido de y-elemeno; aromadendreno; a-humuleno;
cariofileno;epi-a-muurolol; a-cadinol; a- germacreno-D; biciclogermacreno; elemol;
pineno; B-pineno; mirceno; trans-o-cimeno; germacreno-B; e-nerolidol; espatulenol;

linalol; terpin-4-ol; a-terpineol; a-cubebeno; globulol; 6xido de cariofileno; epi-alfa-
B-bourboneno; B-cubebeno; B-cariofileno; muurolol; a-cadinol; diterpenos

cumarina; aromadendreno; B-farneseno;
germacreno-A; y-cadineno; nerolidol-E;
globulol; veridiflorol; vidrol; a-acorenol; T1-
cadinol; sabineno; silvestreno; terpin-4-ol;
nonanal; e-nerolidol; globulol; epi-a-
bisabolol; diterpenos




O conhecimento dos componentes quimicos das espécies citadas € de extrema
importancia, pois ocorre um sinergismo na acgao terapéutica proporcionado pela mistura
dos compostos [17, 18, 27, 30, 31].

1.2 Medicamento fitoterapico

Em virtude das propriedades terapéuticas atribuidas a essas espécies, o xarope e
a solucao oral de M. glomerata foram incluidos no elenco de referéncia de medicamentos
e insumos complementares para a assisténcia farmacéutica na atengéao basica em saude,
conforme anexo Il da Portaria N°. 3.237 de 24 de dezembro de 2007 [32]. Na Instrucéo
Normativa 5 de 11 de dezembro de 2008, publicada pela ANVISA, 36 plantas medicinais
tiveram seu registro simplificado, inclusive a M. glomerata, facilitando assim a sua
producdo industrial [33]. Dessa forma, os medicamentos fitoterapicos a base de guaco
vem sendo utilizados em larga escala na rede de saude publica e pela populagdo em
geral [33, 34].

Um grande obstaculo para a comercializacao de fitoterapicos tanto dentro do Brasil
ou com vistas a exportacdo é a dificuldade em comprovar a eficacia, seguranca e
qualidade destes medicamentos. [2].

A fim de proporcionar seguranga ao usuario do medicamento fitoterapico, a
ANVISA publicou em 31 de margo de 2010, a Resolugdo RDC n®14 que dispbe sobre os
requisitos minimos para o registro de medicamentos fitoterapicos [35] e prevé uma série
de documentos necessarios para o registro. Dentre estes esta o Relatério de Producgéao e
Controle de Qualidade, que exige resultados do estudo de estabilidade acelerada de trés
lotes-piloto, acompanhados dos estudos de estabilidade de longa duracdo em andamento,
ou estudos de estabilidade de longa duracéao ja concluidos. Todos devem ser executados
de acordo com o "Guia para a realizagdo de estudos de estabilidade de medicamentos”
publicado pela ANVISA na RE 01, de 29 de julho de 2005 [36], bem como referéncias
farmacopeicas consultadas, reconhecidas pela ANVISA e legislacao vigente.

Os testes de estabilidade visam definir o prazo de validade, periodo de utilizagéo
em embalagem e condi¢des de armazenamento especificadas do medicamento. Em

geral, o prazo de validade de um produto € determinado por um estudo de estabilidade de



longa duragdo de 12 meses, mas para fins de registro, um estudo de estabilidade

acelerado de 6 meses é aceito. Dependendo da forma farmacéutica de apresentagéao do

produto e do tipo de embalagem primaria, os parametros do estudo podem variar (Tabela

2) [36]. Esta avaliagcdo ainda ndo é exigida por lei para os insumos, sejam ativos ou nao.

Porém, os extratos de guaco (tinturas e extratos liquidos de M. glomerata e M. laevigata)

sao comercializados com prazos de validade sem nenhum embasamento analitico.

Tabela 2: Parametros definidos para o desenvolvimento do estudo de estabilidade de
produtos farmacéuticos.

Temperatura e Temperatura e

Forma Condicao de : .
A Embalagem Umidade Umidade Longa
Farmacéutica Armazenamento I E— Duragéo
. o o Semi- 40°C £ 2°C 30°C £ 2°C
Solido 15°C - 30°C permedvel  75% UR +5% UR  75% UR + 5% UR
Solido 15°C - 30°C Impermeavel 40°C £ 2°C 30°C £ 2°C
o o o Semi- 40°C £ 2°C 30°C £ 2°C
Semi-solido 15°C -30°C permeavel  75% UR +5% UR 75% UR + 5% UR
Semi-soélido 15°C - 30°C Impermeavel 40°C £ 2°C 30°C £ 2°C
Lo o o Semi- 40°C £ 2°C 30°C £ 2°C
Liquidos 15°C - 30°C permedvel  75% UR +5% UR  75% UR + 5% UR
Liquidos 15°C - 30°C Impermeavel 40°C + 2°C 30°C +2°C
Gases 15°C - 30°C Impermeavel 40°C + 2°C 30°C +2°C
Todas as
Formas 2°C-8°C Impermeavel 25°C +2°C 5°C +3°C
Farmacéuticas
Todas as ,
o o Semi- 25°C £ 2°C o o
Farrljgcrgﬁﬁcas 2°C-8C permeavel  60% UR + 5% UR 5°C +3°C
Todas as
Formas -20°C Todas -20°C £ 5°C -20°C = 5°C

Farmacéuticas

Fonte: Guia para a realizacao de Estudos de Estabilidade Resolugéao - RE n®. 1, de 29 de
julho de 2005. [36]



A RE n®. 1 de 29 de julho de 2005, ainda determina que seja apresentado laudo de
andlise da droga vegetal com o perfil cromatografico ou prospecc¢éao fitoquimica e analise
quantitativa do(s) marcador(es) ou controle bioldgico, quando a droga vegetal ou derivado
de droga vegetal, for empregada como ativo no medicamento fitoterapico [36].

Nao ha trabalhos na literatura que relatem estudos conforme descreve a RE n®. 1,
de 29 de julho de 2005. Ha apenas um estudo do teor de cumarina em xarope de guaco
armazenado em diferentes temperaturas, e analisado por espectrometria no Ultra Violeta
(UV) com comprimento de onda de 275,4 nm [37].

1.3 Analise quimica

Muitos trabalhos na literatura utilizam a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(do inglés “High Performance Liquid Chromatography’ - HPLC) para avaliar o perfil
quimico das duas espécies citadas [11, 18, 38-40].

Celeghini e colaboradores (2001) [38] realizaram andlises de doseamento da
cumarina em extrato hidroalcodlico das folhas de M. glomerata, por HPLC acoplado com
deteccao por ultravioleta (UV) e verificaram que esta técnica é util para o controle de
qualidade de extratos hidroalcodlicos dessa espécie, uma vez que este método mostrou
reprodutibilidade e sensibilidade adequada para os extratos.

Atualmente, o acoplamento de novas técnicas de detecgdo a HPLC pode auxiliar
na andlise de produtos naturais. O uso de detectores de UV apresenta a vantagem de se
obter o espectro de UV de cada substancia, o que fornece uma informagéo estrutural, e o
baixo custo deste detector em relacéo a outras técnicas alavanca seu uso [2]. Entretanto,
a necessidade de uma maior informacdo estrutural de cada componente das matrizes
analisadas levou ao desenvolvimento de técnicas mais modernas, como o acoplamento
da HPLC com a Espectrometria de Massas (do inglés “Mass Spectrometry’ - MS). Isto
possibilitou a analise de moléculas termolabeis, complexos organometdlicos, moléculas
de elevada massa molecular, incluindo polimeros e proteinas. Nos produtos naturais,
encontram-se matrizes complexas e a separagao cromatografica dos seus componentes
nem sempre € completa, fazendo da MS uma ferramenta que possibilita a identificagéo e

quantificagdo dos analitos de interesse sem que sejam isolados [41].



1.3.1 Espectrometria de massas

O espectrébmetro de massas é um instrumento que permite determinar a massa
molecular de compostos eletricamente carregados através da ionizacdo ou formacao

prévia de ions pela dissociagdo molecular induzida por colisdo [42].

Os espectrébmetros de massas possuem alta sensibilidade e capacidade de
identificar ions através da razdo massa/carga (m/z), sendo considerados de extrema
relevancia para a industria farmacéutica, pois apresentam grande éxito no suporte

analitico e elucidacgao estrutural de novas moléculas [43, 44].

O espectrdmetro de massas € composto por trés principais componentes: a fonte
de ionizacdo, o analisador de massas 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 [45].

Diversas fontes de ionizagdo sédo descritas na literatura, porém as mais comuns e
utilizadas sé@o a lonizagao através de Eletrospray (ESI) e a lonizagdo Quimica a Pressao
Atmosférica (APCI) [46].

A ionizagdo por eletrospray é uma das fontes mais usadas atualmente para a
ionizacdo a pressao atmosférica. Quando a amostra é ionizada a pressédo atmosférica, a

eficiéncia desta ionizagdo é 10° a 10* vezes maior que em pressao reduzida [47].

A técnica de ionizac¢ao por ESI foi desenvolvida em 1984 por Yamashita & Fenn e
na década de 90, passou a ser muito utilizada na analise de farmacos, metabdlitos e
produtos de degradagéo [47]. Tanto a ESI e a APCI ocorrem a pressdo atmosférica e
utilizam alta voltagem para fornecer ionizagao necessaria a formagéao de ions, os quais
podem ser detectados e quantificados nos espectrémetros de massas [46]. Na ESI, o
processo de ionizagcdo ocorre através de um capilar ao qual recebe uma diferenca de
potencial em relagdo 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 [45].

A ESI transfere para a fase gasosa moléculas polares de pequenas até grandes
massas, que frequentemente sdo termicamente instaveis, permitindo a analise por

espectrometria de massas de biomoléculas como proteinas. Isto era impossivel utilizando
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fontes de ionizacao classicas como ionizagao por elétrons (El) onde somente compostos
previamente volatilizados poderiam ser ionizados. Como El € um processo de ionizagao
mais enérgico, geralmente as moléculas se fragmentam e as vezes o ion molecular ndo é
mais observado no espectro, impossibilitando a identificacdo de compostos em misturas
[47].

ESI é considerado o mais robusto dos processos de ionizacdo. Este tipo de fonte
fornece um processo de ionizacao brando, ao qual mantém intacta a molécula precursora
com uma ou multiplas cargas carregadas positivamente ou negativamente de acordo com
o sistema dado ao capilar de ionizacdo da amostra. Além disso, este sistema trabalha
muito bem com mistura de solventes aquosos e organicos sendo, portanto, apropriado
para a hifenacdo com o cromatografo liquido. Por ESI ser um método brando de
ionizacao, geralmente as moléculas de até 600 Daltons sao observadas principalmente na
sua forma monocarregada, sem fragmentacdo, permitindo a visualizagcdo de ions
individuais mesmo em misturas complexas. ions multi-carregados podem ser observados
em casos de moléculas maiores. Outra grande vantagem desta técnica estd na
despreocupagdo com o tamanho das moléculas a serem ionizadas, o que possibilita o
estudo de proteinas e de complexos multimoleculares. Adicionalmente, ESI € uma técnica
rapida, sensivel, capaz de investigar matrizes complexas com alta sensibilidade e ainda,
sem a preocupagdo com os analitos termicamente sensiveis, o que justifica seu amplo
uso [47].

Por trabalhar com moléculas em solucao e ser compativel com os solventes mais
frequentemente usados em HPLC por fase reversa (metanol, agua e acetonitrila), a ESI
pode ser usada como interface entre separagdes por HPLC e identificagdo dos compostos
por espectrometria de massas simples (MS) ou sequencial (MS/MS). Para facilitar a
protonacao de sitios basicos ou a desprotonacéo de sitios acidos, € comum adicionar um
modificador a solu¢do. Para analisar moléculas [M] com sitios basicos é adicionado 0,1 a
0,2 % de é&cido férmico a solucao, facilitando a protonagao do analito, formando ions [M +
H]* e sua analise é feita em modo positivo. Para moléculas contendo sitios acidos
adiciona-se 0,1 a 0,5 % de solugéo de hidroxido de ambnio, o que facilita a perda de um
proton da molécula, formando [M - H] e analise é feita em modo negativo [47].
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Figura 2: Desenho simplificado de uma fonte de ioniza¢ao por eletrospray.

A Figura 2 apresenta um desenho simplificado de uma fonte de ESI. A solugéo,
proveniente de uma bomba seringa ou de um sistema de HPLC é inserida no capilar em
cuja ponta € aplicado um alto potencial positivo para promover protonagao (ionizagdo em
modo positivo) ou negativo para desprotonacdo (ionizagdo em modo negativo). O
nitrogénio, normalmente usado como gas de nebulizagdo, é aquecido para facilitar a
volatilizagdo. Dois mecanismos sdo propostos para a transferéncia dos ions das goticulas
de solugéo para a fase gasosa: a “evaporagdo” dos ions a partir da superficie das
goticulas e a subdivisdo progressiva das goticulas com evaporagdo do solvente; e na
pratica é provavel que ocorram ambos os mecanismos. Ou seja, através da divisdo e
evaporagdo das gotas contendo um excesso de cargas (positivas ou negativas
dependendo do modo de aquisicdo) os ions sao transferidos para a fase gasosa e
atraidos para dentro do espectrometro de massas por um gradiente de potenciais. Uma
contra corrente de nitrogénio é aplicada para evitar a formagcéo de agregados de ions e
entrada de moléculas neutras para o espectrometro de massas [47].

Assim como as fontes de ionizacao, diversos também sao os tipos de analisadores
aos quais tem a finalidade de separar os ions de acordo com a sua razao massa carga
(m/2) e transmiti-los até o detector. A escolha do melhor tipo de analisador depende da
resolucao desejada, do intervalo de massas a ser analisado e do limite de deteccao para

cada aplicacao [48].
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Como exemplos de analisadores de transmissdo, o mais comum é o Quadrupolo
Simples (Single Quadrupole) ao qual fornece o espectro de massas de cada pico
cromatografico eluido de um cromatdgrafo liquido [48]. Outro exemplo deste grupo é o
Triplo Quadrupolo (Q) que, embora ndo seja 0 mais comum, é o mais utilizado para
doseamentos analiticos e bioanaliticos, ao qual possui, adicionalmente, fundamental

importancia na identificacao de compostos [48, 49].

Os analisadores tipo triplo quadrupolo sao 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 ionizacao e para dentro
dos quadrupolos. A transmissao se da através de uma radio frequéncia e uma corrente de
voltagem aplicada aos eletrodos a qual oscila o campo elétrico funcionando como um

filtro, transmitindo até o detector somente a m/z selecionada [48].

A grande vantagem desta técnica estd nos recursos de analise sequencial,
também conhecida como espectrometria de massas e recursos tandem (MS-MS). Devido
a exceléncia deste recurso, a espectrometria de massas teve um aumento consideravel
de aplicacbes na ultima década, principalmente nas areas de bioquimica, genética,
farmacologia e protedmica as quais contribuiram para aumento exponencial de

publica¢des da literatura médica e da quimica clinica [50].

O analisador do tipo triplo quadrupolo possui dois sistemas seletivos de filtros de
massas aos quais sdo dispostos em série sequenciais. lons de particular massa/carga
(precursores) séo selecionados em um primeiro filtro de massas sendo direcionados para
uma camera de colisdo, onde se chocam com um gas inerte formando ions fragmentos.
Isto aumenta significativamente a especificidade da deteccdo de uma determinada
molécula, pois os fragmentos dos ions formados s&o caracteristicos para cada composto,
0 que permite definir adicionalmente, a classe de cada molécula precursora, uma vez que

os ions fragmentos s&o caracteristicos de cada classe de compostos [50].

Apoés a passagem dos ions pelo analisador estes sdo transmitidos até o detector,
gerando um sinal através da formagao de elétrons secundarios que sdo amplificados, ou
induzindo uma corrente gerada por uma carga mével. Varios tipos de detectores para
espectrometros de massas estdo disponiveis no mercado sendo o mais comum o

multiplicador de elétrons. Os critérios mais importantes que distingue diferentes tipos de
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deteccéao 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 [48].

Os quadrupolos fazem uma analise de massas discriminatéria, portanto sdo pouco
sensiveis, e geralmente a sua resolugcédo € unitaria, embora o aumento do comprimento
das barras pode melhorar a resolugdo. Em geral podem medir m/z até 2000 no maximo.
Mas, por ter seu baixo custo, tamanho pequeno e fazer varreduras rapidas, sao
frequentemente usados como detectores acoplados a sistemas de HPLC [47].

A Figura 3 traz um esquema simplificado um analisador de massas quadrupolar.

Detector

DC and AC
Voltages

Figura 3: Esquema simplificado de um analisador de massas quadrupolar.

1.3.2 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

Assim como houve uma evolugcdo dos detectores utilizados em cromatografia
liquida, a propria técnica também evoluiu devido a necessidade de analises mais rapidas
e com bom desempenho cromatografico, levando ao desenvolvimento da Cromatografia
Liguida de Ultra Eficiéncia (do inglés “Ultra-High Performance Liquid Chromatography” -
UHPLC).
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A UHPLC fundamenta-se nos mesmos principios de separacado da HPLC, porém
utiliza colunas cromatograficas de dimensdées reduzidas (5 a 10 cm de comprimento e 1 a
2,1 mm de diametro interno), recheadas com particulas de fase estacionaria menores que
2 um. A redugéo no tamanho das particulas da fase estacionaria e as altas velocidades
lineares de fase mével aumentam a resolucao e a detectabilidade, diminuem o tempo de
andlise, porém geram um aumento significativo na pressao cromatografica. A pressao que
o sistema de UHPLC atinge chega a 15000 psi [51, 52].

Em termos de instrumentagdo, as modificagbes requeridas para que um
equipamento de UHPLC possa ser empregado com alto desempenho cromatografico vao
além da capacidade de trabalhar a elevadas pressées [52, 53]. E necessario também um
sistema de bombeamento robusto, um sistema rapido de inje¢cao que seja exato e preciso
na faixa de volumes pequenos volumes, volumes internos reduzidos, detectores com alta

taxa de aquisi¢cao de dados e colunas e fases estacionarias adequadas [51, 52].

O desenvolvimento dos detectores foi um fator importante para a expanséo da
UHPLC. Detectores capazes de adquirir e processar os dados suficientemente rapido
para serem compativeis com 0s picos estreitos resultantes. Desde a introdugdo da
técnica, detectores opticos, UV-VIS e por arranjo de diodos, com as modificacdes
necessdrias, volume da cela do detector reduzido e longo caminho Optico, foram
disponibilizados e comercializados para serem empregados nas determinacdes por
UHPLC. Atualmente, o acoplamento da UHPLC com a espectrometria de massas ja esta
bem consolidado, permitindo que as mais diversas areas de aplicacao tenham acesso ao
emprego da técnica [52, 54, 55].

As principais vantagens da UHPLC sao: diminuicdo no tempo de analise, melhor
resolucdo e detectabilidade, economia de fase estacionaria e fase modvel, pequeno
volume de amostra, facilidade de transferéncia de um método desenvolvido por HPLC
para UHPLC, grande variedade de colunas e equipamentos disponiveis e menor geracao
de residuos [51, 52].

Diante disso, o presente trabalho buscou, principalmente, realizar um estudo de
estabilidade dos extratos hidroalcodlicos das duas espécies de guaco (Mikania glomerata
e Mikania laevigata) conforme preconiza o Guia para a realizacdo de Estudos de
Estabilidade Resolugédo - RE n® 1, de 29 de julho de 2005 da ANVISA. Um método
analitico foi desenvolvido e validado nesta pesquisa, para quantificar o teor do principal
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marcador quimico da espécie, a cumarina, utilizando a técnica de UHPLC-ESI-MS, bem
como o teor de outro composto encontrado em M. glomerata, o acido clorogénico. Este
método também foi aplicado na quantificacdo destes compostos em amostras disponiveis

comercialmente, bem como em amostras cultivadas em diversas regides do Brasil.
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2 OBJETIVOS

Diante da falta de estudos que avaliem a estabilidade dos extiratos de M.

glomerata e M. laevigata, preparados de acordo com as normas farmacopeicas, o0 objetivo

geral deste trabalho foi realizar um estudo da estabilidade dos extratos hidroalcodlicos de

M. glomerata e M. laevigata de acordo com o previsto no Guia para a realizacao de
Estudos de Estabilidade Resolugdo - RE n° 1, de 29 de julho de 2005 da ANVISA,

acompanhando o teor do marcador quimico, a cumarina e propor seu prazo de validade.

O perfil cromatografico das amostras foi acompanhado para avaliar a possibilidade de

haverem outras substancias que possam ser utilizadas como marcadores quimicos destas

espécies, como o0 4cido clorogénico.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

v

Avaliar se o método de secagem das drogas vegetais (estufa ou
liofilizacdo) afeta o teor de cumarina e acido clorogénico nas drogas

vegetais e nos extratos;

Avaliar se a incidéncia de luz durante o armazenamento dos extratos, a
temperatura ambiente, afeta o teor de cumarina e &cido clorogénico dos

extratos;

Desenvolver e validar de um método por UHPLC-ESI-MS para
quantificacdo de cumarina e &cido clorogénico, segundo orientagdes da RE
n® 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA;

Analisar amostras de extratos e tinturas identificadas como guaco,
disponiveis comercialmente, avaliando-se o teor de cumarina e acido

clorogénico presente nas amostras;
Analisar amostras de drogas vegetais e plantas frescas identificadas como

guaco, avaliando-se o teor de cumarina e de &cido clorogénico presentes

nas amostras.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamentos

v

v

Estufa com circulagdo de ar Fanen® modelo 002/3
Liofilizador Liotop® modelo L101

Moinho de bancada IKA® modelo A11 basic

Agitador tipo mesa New Brunswick Scientific® series 25
Banho ultrassénico

Tamis Solotest®

Balanga analitica

Balanca semi-analitica BEL Enginnering® modelo Mark 500

Cromatografo a Liquido de Ultra Eficiéncia - UPLC - TQD Acquity (Wates -

USA) acoplado a Espectrémetro de massas TQD ESI Acquity (Wates - USA)

3.2 Reagentes quimicos

Alcool etilico grau PA (Ecibra ®)
Acido férmico 85% grau PA (Synth ®)
Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker ®)
Padrao de cumarina (Sigma Aldrich ®)

Padréo de &cido clorogénico (Sigma Aldrich ®)
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3.3 Coleta e preparo do material vegetal

O presente trabalho foi realizado com exemplares de M. laevigata e M. glomerata
cultivadas no campo experimental do Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de
Biologia da Unicamp. Estes exemplares sao provenientes de mudas do campo
experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas da
Unicamp — CPQBA - Unicamp (Paulinia — SP) cujas exsicatas estdo depositadas no
herbario da Universidade Estadual de Campinas sob registro n® 102046 para a M.
laevigata e n® 102047 para a M. glomerata. Em fevereiro de 2011, folhas das duas
espécies foram coletadas, no periodo da manha e passaram pelo processo secagem,
pulverizagao e posterior armazenamento a 22 °C ao abrigo da luz.

O processo de secagem das folhas foi realizado de duas formas: o primeiro grupo
de cada espécie foi seco em estufa com circulagdo de ar a 40 °C por 50 horas. Ja o
segundo grupo foi congelado em ultrafreezer a 40 °C por 12 horas, seguido de secagem
em liofilizador por 50 horas. As folhas secas através destes dois procedimentos foram
trituradas em moinho de bancada e tamisadas a fim de se obter a droga vegetal com
granulometria inferior a 0,84 mm, sendo esta utilizada para o preparo dos extratos,

conforme ilustra a Figura 4.

( )
Folhas Frescas de Folhas Frescas de
Mikania laevigata Mikania glomerata
v v
v v v \4
(Secagem em N\ ( N (Secagem em N ( N
estufa com Secagem em estufa com Secagem em
circulacéo de liofilizador circulacéo de liofilizador
ar por 50 h ar por 50 h
40°C por 50 h 40°C por 50 h
\___° AN J g AN J
\. J

Figura 4: Esquema do processo de secagem das folhas de M. laevigata e M. glomerata.
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3.4 Preparo dos Extratos Hidroalcoodlicos

O preparo dos extratos hidroalcodlicos foi realizado de acordo com a Farmacopeia
Brasileira 12 edicao (1929) [8], seguindo a proporcao:

Guaco, folna, €M PO........eeiiiiiiei e 200 ¢
Solucao hidroalCobliCa........ccuueeiiiieie e g.s.p
Para ODter......oooeee 1000 mL

A extracdo foi realizada por maceracdo, utilizando como liquido extrator uma
mistura de dois volumes de alcool etilico grau PA com um volume de 4gua deionizada
(aproximadamente 666,67 mL de alcool etilico e 333,33 mL de agua) sob agitacdo, em
mesa agitadora, por 72 horas, com renovagao do liquido extrator a cada 24 horas (um

total de 3 renovacgdes).
3.5 Determinacao do teor de soélidos

Uma aliquota de 10 mL dos extratos foi seca em estufa a 105 °C até peso

constante para determinar a quantidade de soélidos extraidos.

3.6 Anadlise Cromatografica por UHPLC-MS

Foi utilizado um Cromatégrafo a Liquido de Ultra Eficiéncia — UPLC® Acquity da
Waters com uma coluna C18 BEH Acquity Waters (1,7 um x 2,1 mm x 50 mm) com
temperatura do forno em 30 °C. A eluicao foi feita por gradiente com fluxo de 200 pL min
' utilizando como fase mével A &gua purificada (Milli-Q) com 0,1 % de &cido férmico e
como fase movel B acetonitrila (grau cromatografico), de acordo com o sistema de
gradiente mostrado na Tabela 3. Foram injetados 2 uL de cada amostra, que ficaram

armazenadas no auto injetor do equipamento a 20 °C.
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Tabela 3: Gradiente utilizado para avaliagdo cromatogréfica.

% eluente A % eluente B

Temeo (i) (gumpuiendecomal(ocuonin
Inicial 90 10
4,00 75 25
8,00 0 100
8,50 0 100
8,51 90 10
10,00 90 10

A fase mével utilizada foi a mais adequada, desenvolvida com base no trabalho de
Celeghini et al, 2001 [20] que utiliza acetonitrila:agua (40:60 v/v).

A deteccao foi feita por um espectrometro de massas triplo-quadrupolar (TQD-
Acquity da Waters) com fonte de ionizagao por eletrospray (ESI), realizando varredura em
modo positivo € modo negativo nas seguintes condigdes: capilar de + 3000 V, cone de +
35V, extrator de 1,0 V, temperatura da fonte de 150 °C e temperatura de dessolvatacédo
de 300 °C.

3.6.1 Analise do teor de cumarina e de acido clorogénico e analise do perfil
cromatografico dos extratos

Aliquotas dos extratos diluidos na propor¢ao de 1:2 extrato:agua foram analisadas
por UHPLC com detecgéo por espectrometria de massas durante o periodo de duracao
de cada estudo de estabilidade. Nas analises, foi quantificado o teor de cumarina e de
acido clorogénico comparando a area dos picos com uma curva de calibracao construida
a partir da diluicho seriada de uma solugdo estoque de padroes preparadas na

concentragdo de 1 mg mL™" em solugéo de &lcool etilico:agua 70:30 (V/v).

As analises foram realizadas seguindo as condigdes cromatograficas descritas no
item 3.6. A tabela 4 traz informacdes fisico-quimicas destes dois analitos.
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Tabela 4: Informagdes fisico-quimicas dos compostos cumarina e acido clorogénico.

CAS number 91-64-5 327-97-9
3-Caffeoylquinic acid,
cumarin, 1,2-Benzopyrone, | Chlorogenate, Hlorogenic acid,

Sindnimos 2H-1-Benzopyran-2-one, 3-O-Caffeoylquinic acid,
2H-Chromen-2-one Heriguard, 3-(3,4-
Dihydroxycinnamoyl)quinic acid
peso molecular 146.14274 g/mol 354.30872 g/mol
Formula molecular CgHeOz C16H1309
Cor/Forma cristais brancos -

odor perfumado semelhante

odor a graos de baunilha )
ponto de ebulicao 301,71 °C 665,0 °C
ponto de fusédo 71°C 210 °C
densidade 0,935 g/mL 1,65 g/mL
coeficiente de
particdo octanol/agua 1,39 0.370
(logP)

soluvel em etanol; muito
soluvel em éter e
solubilidade cloroférmio; muito solavel -
em 6leos; soluvel em agua
(1,900 mg/L a 20 °C)
Fonte: http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ (Acesso em 15/06/2013)

3.7 Validacao do método analitico para a quantificacdo de cumarina nos
extratos hidroalcodlicos de Mikania laevigata e Mikania glomerata por
UHPLC-ESI-MS.

A validacdo do método cromatografico desenvolvido para a quantificacdo da
cumarina e do acido clorogénico foi realizado com base nos critérios da RE n° 899 de 29
de maio de 2003 da ANVISA [56], avaliando-se os seguintes parametros: linearidade,
limite de deteccao, limite de quantificacdo, exatidao, seletividade e precisdo. Avaliou-se

também o efeito de matriz.
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3.7.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela injecao em UHPLC-ESI-MS/MS de uma
solucao padrao de cumarina e de acido clorogénico, preparadas em solucdo de alcool
etilico:agua 70:30 (v/v), injecao dos extratos hidroalcodlicos (diluidos em agua deionizada
na proporcao 1:2 extrato:agua) das duas espécies de Mikania e injecao destes mesmos
extratos com a adigdo dos padrées de cumarina e de acido clorogénico. Nestas injegbes
avaliaram-se o tempo de retencdo dos padrdes, comparado com estes compostos
identificados nos extratos e a fragmentagé@o do ion de razdo massa/carga (m/z) 147, em
modo positivo, correspondente a cumarina e m/z 353, em modo negativo, correspondente

ao acido clorogénico.

3.7.2 Efeito de matriz

Avaliou-se o efeito da matriz sobre os analitos de acordo com Economou et al.

[57], através da Equacéao 1:

o

Ci = 100 = (1— 5f“) (1)

Onde: C% é a porcentagem de aumento ou supresséao de sinal;
Sm é o coeficiente angular da curva analitica construida na matriz;

Ss é o coeficiente angular da curva analitica construida no solvente.

3.7.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pelos coeficientes de correlacao das curvas
analiticas construidas pela injecdo de solugées dos padrbes de cumarina e de &cido
clorogénico preparadas no extrato hidroalcodlico de Mikania glomerata diluido em agua
na proporcao 1:2. O extrato utilizado na avaliacao desta figura de mérito foi preparado

com uma amostra de Mikania glomerata (Figura 5) obtida na cidade de Ubatuba — SP,
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regido do litoral norte do estado de S&o Paulo e identificada pelo Prof. George Y.
Tamashiro do Instituto de Biologia da Unicamp. Nesta amostra foram encontrados teores
de cumarina e de acido clorogénico abaixo dos limites de quantificacao, por esse motivo
seu extrato foi adotado como matriz isenta dos analitos para a validagdo do método

analitico.

Figura 5: Folha da amostra de M. glomerata obtida em Ubatuba - SP.

3.7.4 Limites de deteccao e de quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e de quantificagdo (LQ) foram calculados através da
injecao de solucdes do padrao de cumarina e de acido clorogénico preparadas na matriz
isenta dos analitos (M. glomerata litoral). O LD foi estabelecido como a concentracao que
gerou uma razao sinal/ruido igual a 3 (S/N 3:1) e 0 LQ como a concentragdo que gerou

uma razao sinal/ruido igual a 10 (S/N 10:1).

3.7.5 Precisao

Foi avaliada a precisédo intra-dia, utilizando extratos hidroalcodlicos de M. laevigata
e M. glomerata, foram preparadas cinco diluicdes, na proporcao 1:2, de cada extrato em
agua deionizada e adicionados em vials separados para inje¢ao, utilizando os parametros
descritos no item 3.6. Os valores de area da cumarina (detectada como m/z 147 — ESI
modo positivo) e de &cido clorogénico (m/z 353 — ESI modo negativo) foram

acompanhados.
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3.7.6 Exatidao

A exatidao do método foi avaliada pela recuperagdo (R) adicionando-se as
concentracdes de cumarina de 30 (baixa), 150 (média) e 400 (alta) pg mL" e de acido
clorogénico na concentragdo de 30 (baixa), 100 (média) e 400 (alta) pg mL™", em triplicata,
no extrato preparado das duas espécies de Mikania. O procedimento utilizado foi
semelhante ao preparo de uma curva analitica na matriz. Realizou-se o calculo da

recuperacao através da seguinte equagao (Equacao 2):

R (%) = (C1-C2)/C3 x 100 (2)

Onde:

C1 é a concentracdo determinada na amostra fortificada.
C2 é a concentracao determinada na amostra nao fortificada.

C3 é a concentragao de fortificagao.

3.8 Estudo de Estabilidade

O estudo de estabilidade foi conduzido através da analise dos extratos
hidroalcodlicos obtidos, sendo estes mantidos em estufa com temperatura controlada. Por
se tratar de um extrato hidroalcodlico, este estudo foi conduzido utilizando os parametros
das formas farmacéuticas liquidas com embalagem primaria impermeavel em vidro, nao
sendo fixada a umidade do ambiente, conforme conta no Guia para a realizagdo de
Estudos de Estabilidade Resolugdo - RE n° 1, de 29 de julho de 2005. Portanto os

extratos foram armazenados nas seguintes condi¢oes:

. a temperatura ambiente de 22 °C, com incidéncia de luz, por 12 meses;

o a temperatura ambiente de 22 °C, sem incidéncia de luz, por 12 meses;

. a temperatura de 40 °C (x 2 °C) para o estudo de Temperatura Acelerado por 6
meses;

o a temperatura de 30 °C (+ 2 °C) para o estudo de Temperatura — Longa Duracao,

por 12 meses.
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Na Tabela 5 estd descrito como foi conduzido o estudo de estabilidade dos

extratos.

Tabela 5: Estudo de estabilidade dos extratos de M. laevigata e M. glomerata.

Periodo Temperatura de armazenamento

3 meses 22 °C* 30 °C 40 °C
6 meses 22 °C* 30 °C 40 °C
12 meses 22 °C* 30 °C -

“os testes foram conduzidos a temperatura ambiente de 22 °C também foram
armazenados na presenca ou auséncia de luz.

Apoés o periodo de armazenamento o volume inicial dos extratos foi completado
com uma solucdo de etanol 70% a, a seguir, os extratos foram diluidos em agua

purificada (Milli-Q) na proporcao de 1:2 extrato:agua, antes da analise por UHPLC-MS.
3.8.1 Tratamento estatistico dos dados obtidos no Estudo de Estabilidade

Para a andlise dos dados, utilizou-se o programa GraphPad Prism, versdo 5.00
para Windows (Microsoft), GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA. Os resultados
estdo expressos como média + erro padrdao e foram comparados pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade (P = 0,05 %).

3.9 Aplicacao do método analitico para analise de diferentes amostras

3.9.1 Amostras comerciais

Foram obtidas diversas amostras comerciais de drogas vegetais e tinturas de
guaco, conforme mostra a Tabela 6. Foram avaliados os teores de cumarina e de &cido

clorogénico nestas amostras, conforme descrito no item 3.6.
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Tabela 6: Amostras comerciais de drogas vegetais e extratos de guaco.

Identificacao da = = Demais
amostra Gl Cloitize informacodes
Mercado Municipal Fabricacéo
Guaco Droga vegetal de Porto Alegre — 20/07/2012

RS

Validade 36 meses

Guaco — Mikania

Droga vegetal

Mercado Municipal

de Porto Alegre —

Produgéo em Porto

Guaco RS Alegre - RS
Producao em
YT Loja de produtos Palhoga — SC
Guat;gme/\r/gl;:n/a Droga vegetal naturais em Fabricagéo
g Florian6polis — SC 20/07/2012
Validade 2 anos
I Fabricacao
G“acol;a('\,’"c;ka”'a Droga vegetal Manaus - AM 08/12/2010
9 Validade 08/12/2013
o Farmacia Viva — Coleta 30/08/2012
Mikania glomerata Droga vegetal Brasilia — DF Moagem 05/09/2012
o Farmacia de -
Guaco — Mikania Droga vegetal manipulacio — Fab_rlcag;ao 11/2011
glomerata Paulinia - SP Validade 18 meses
o Farmacia de
Guafjgr;el\rgl;:ma Droga vegetal manipulagao — Validade 02/2013
g Paulinia — SP
I Farmacia de
Guaco — Mikania Droga vegetal manipulagao — Validade 22/03/2013
glomerata Spreng Paulinia — SP
Farmacia de
Tintura de guaco Tintura Manipulacdo — -
Atibaia — SP
Amostra gratis Fabricacao
Tintura mae de Tintura obtida através de 04/04/2011
guaco distribuidora de Validade
matéria-prima 04/04/2013
Amostra gratis Fabricacao
Extrato Fluido de Extrato obtida atraves de 01/03/2011
Guaco distribuidora de Validade
matéria-prima 01/03/2013

Para as drogas vegetais, foram realizados extratos hidroalcodlicos seguindo o
procedimento descrito no item 3.4. Os extratos das drogas vegetais foram preparados
apos 30 dias da data de aquisi¢céo destas, em média, estando todas dentro do prazo de
validade até este momento. Todas as amostras tiveram seu teor de cumarina e de acido

clorogénico avaliados conforme condi¢cdes cromatograficas descritas no item 3.6.
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3.9.2 Amostras cultivadas

Foram obtidas amostras de plantas frescas M. laevigata e M. glomerata cultivadas

em diferentes localidades. A Tabela 7 traz as informagdes sobre elas.

Tabela 7: Amostras de guaco cultivadas em diferentes localidades.

Iden;ir:‘:gzct;io e Apresentacao Obtencao Fl,'rzza: 9‘;%
M. g/omer;ata - Clone Folhas frescas dCéa(r:anS Be;p_eﬂr:iig’[;llp Pauéigia -
M. glomer2ata - Clone Folhas frescas d(())a(r;npp(c)) Be;pfeﬂr:iigﬁlp Pauéigia -
M. glomergta - Clone Folhas frescas dCéaCr:ané) ;:rie[ijr:iig’ﬁlp Pauéilr;ia -

M. glomerata - 1 Folhas frescas d(c,‘)a(r;anSBeXp_eﬂr:iigt;lL Pauggia -

M. glomerata - 2 Folhas frescas dCéaCr:anSBe Z\(p_e[i,r:iigﬂ Paug gia B

M. glomerata— 3 Folhas frescas d(c,‘)a(r;npp(gBe A(Ff)[migﬂo Paug Sia B

M. laevigata - 1 Folhas frescas d%aénppé);:rieﬂf:iig’f;ﬂp Pauggia -
Guaco Folhas frescas Muda residencial GuaraF?Igava B
Guaco Folhas frescas Muda residencial Joao F;%Bssoa B
Guaco Folhas frescas Muda residencial Sé&o Paulo — SP

O processo de secagem para estas amostras foi somente por liofilizacdo e

procedeu-se o preparo dos extratos conforme descrito no item 3.4. Todas as amostras

tiveram seu teor de cumarina e de acido clorogénico avaliado conforme condigbes

cromatograficas descritas no item 3.6. As amostras cultivadas no CPQBA — Unicamp

foram coletadas no més de margo de 2012, no periodo da manha.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coleta, preparo do material vegetal e extratos.

As folhas de M. glomerata e M. laevigata cultivadas no campo experimental do
Instituto de Biologia — Unicamp (Figura 6 e Figura 7) foram utilizadas para o preparo dos

extratos conforme descreve os itens 3.3 e 3.4.

(A)

(B)

Figura 6: Foto das espécies cultivadas no campo experimental do IB- Unicamp: Mikania
glomerata (A); Mikania laevigata (B).
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(A) (B)

Figura 7: Detalhe para o formato das folhas de M. glomerata (A) e M. laevigata (B).

4.2 Analise inicial dos extratos

4.2.1 Teor de solidos

O rendimento do processo de secagem das folhas e o teor de sélidos dos extratos

estado expressos na Tabela 8.

Tabela 8: Rendimento do processo de secagem das folhas e de residuos soélidos dos
extratos preparados para o estudo de estabilidade.

M. laevigata
seca em estufa 95,0 13,0 13,7 86,3 1,2
(MIE)

M. laevigata
Seca em 95,0 13,6 14,3 85,7 1,3
liofilizador
(MIL)
M. glomerata
seca em estufa 126,4 31,4 24,8 75,2 1,3
(MgE)

M. glomerata
seca em
liofilizador
(MglL)

125,5 30,9 24,6 75,4 1,4
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Fazendo uma comparacao entre as formas de secagem das folhas de M. laevigata
e M. glomerata, nao se verifica uma grande diferenca em relacao aos rendimentos de
folhas secas e nem na porcentagem de residuos sélidos apds o preparo dos extratos.
Sendo assim, a forma de secagem nao exerce influéncia no rendimento de folhas secas

nem na quantidade de residuos sélidos dos extratos obtidos.

4.2.2 Analise cromatografica preliminar dos extratos

Apds o preparo dos extratos, estes foram analisados por cromatografia para
verificar o perfil quimico das amostras. A deteccado foi feita por ESI-MS, realizando uma
varredura em modo positivo e modo negativo nas condi¢des: capilar de £ 3000 V, cone de
+ 35V, extrator de 1,0 V, temperatura da fonte de 150°C e temperatura de dessolvatacao
de 300°C. Nessa avaliagao inicial, foi utilizado um método cromatografico diferente do
validado (item 3.6) resultando em variagdo nos tempos de retencdo descritos mais
adiante.

O perfil cromatografico obtido pode ser observado nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8: Cromatogramas obtidos com detecgdo por ESI-MS em modo positivo dos
extratos das folhas de Mikania laevigata secas em liofilizador (A), Mikania laevigata secas
em estufa (B), Mikania glomerata secas em liofilizador (C) e Mikania glomerata secas em
estufa (D).
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Figura 9: Cromatogramas obtidos com deteccdo por ESI-MS em modo negativo dos
extratos das folhas de Mikania laevigata secas em liofilizador (A), Mikania laevigata secas
em estufa (B), Mikania glomerata secas em liofilizador (C) e Mikania glomerata secas em
estufa (D).

Observando as Figuras 8 e 9 pode-se verificar que o perfil cromatografico das
duas amostras de M. laevigata foram semelhantes entre si, independente do modo de
secagem das folhas, o que também aconteceu com a M. glomerata, o0 modo de secagem
das folhas néo interferiu no perfil quimico observado na andlise cromatogréfica.

Porém observa-se que selecionando o ion de m/z 147, em modo positivo,
referente a cumarina, e o ion de m/z 353 em modo negativo, referente ao &cido
clorogénico, as espéecies mostram-se diferentes entre si. Comparando o cromatograma
dos padrées de cumarina e acido clorogénico (Figura 10) com o cromatograma das
amostras, observa-se que a M. laevigata apresenta um pico com tempo de retengéo (tR)
semelhante ao padrdo de cumarina (tR de aproximadamente 5,1 minutos) e a M.
glomerata nao apresenta. O oposto ocorre com o acido clorogénico, observa-se um pico
intenso na M. glomerata com 0 mesmo tR do &cido clorogénico, e ndo se observa um pico
intenso no tR da cumarina (Figuras 11 e 12). Além da comparagdo com o tempo de
retencao, é possivel comparar os ions dos padrdes com os ions das amostras, conforme

mostra a Figura 13.
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