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RESUMO

A espécie Trichilia catigua A. Juss., conhecida popularmente como catuaba, destaca-se por
apresentar diversas atividades biologicas, como: acgdo antioxidante, analgésica,
vasodilatadora (afrodisiaca), anti-inflamatéria e antidepressiva. Considerando o interesse
cientifico e econbmico que esta espécie desperta, realizou-se a caracterizacdo fisico-
guimica das cascas, extrato bruto (EB) e fracdo acetato de etila (FAE) de T. catigua, além
do desenvolvimento e validagdo de uma metodologia por eletroforese capilar (EC) para
separacdao, identificacdo e quantificacdo de polifendis da FAE. Os ensaios farmacopeicos
realizados para controle de qualidade fisico-quimico das cascas foram: determinacéo de
material estranho (DME), umidade (UMI), cinzas totais (CT), cinzas insolaveis em &acido
(CIA), andlise granulométrica (AG) e teor de extrativos (TE). Os resultados obtidos foram:
DME: 25,9%, UMI: 11,61% * 0,25 (CV%=2,17), CT: 5,15% # 0,066 (CV%=1,29), CIA: n&o
quantificaveis, AG: ds, 0,237 mm e TE: 25,99% #* 0,87 (m v'!) (CV%=3,34). As cascas, EB e
FAE foram submetidos, ainda, a analises quantitativas para determinacdo do teor de
polifendis totais (PT), taninos totais (TT) e capacidade antioxidante frente ao radical DPPH
(ICs0). O teor de PT encontrado nas cascas, EB e FAE foram de 9,54% % 0,24 (CV%=2,50),
42,34% + 0,27 (CV%=0,63) e 68,86% + 1,79 (CV%=2,60), respectivamente. O teor de TT
foram de 7,07% + 0,07 (CV%=0,93), 31,42% * 0,37 (CV%=1,16) e 49,72% + 2,10
(CV%=4,22), na mesma ordem. O ICs, (ug ml™) encontrado para o EB e FAE foram de 6,72
+ 0,28 (CV%=4,17) e 4,47 + 0,07 (CV%=1,58), respectivamente. Para o desenvolvimento da
metodologia analitica por EC avaliou-se a influéncia das variaveis comprimento de onda,
voltagem, concentracdo e pH do tamp&o borato e uso de ciclodextrinas (CDs) como aditivos.
A solucdo amostra foi submetida a extracdo em fase sélida. As condicdes eletroforéticas que
propiciaram a separacdo dos picos da catequina, epicatequina, acido clorogénico, PB1,
PB2, cinchonainas la, Ib, lla e llb foram: capilar de silica fundida de 375 um D.E. x 50 pm
D.l. com comprimento de 50/60,2 cm, tamp&o borato 80 mmol I'; pH 8,80; 2-hidroxipropil-B-
CD 10 mmol I'*; 30 kV por 5,7 min, 5 kV por 2 min e 30 kV por 7,3 min a 25 °C; injecdo: 5 s
(0,5 psi); detecgdo: 214 nm; FAE: 1 mg ml™. O método desenvolvido apresentou seletividade
e linearidade no intervalo de 20 a 120 pg mi™ de &cido gélico (padrdo interno), repetibilidade
de 2,53%, precisdo intermediaria de 2,92%, exatiddo de 100,46%, limite de deteccdo de
5,19 pug ml* e limite de quantificacdo de 17,29 pg ml*. O método ndo foi robusto nas
condi¢cbes avaliadas. A solucdo amostra e a solugcdo de &cido galico apresentaram
estabilidade inferior a 72 h, sob temperatura ambiente ou refrigeracdo. O método
desenvolvido € o primeiro que emprega a tecnologia da EC para quantificagdo de polifendis

em fracdo semipurificada de T. catigua.



ABSTRACT

The species Trichilia catigua A. Juss., popularly known as “catuaba”, shows several
biological activities including as an antioxidant, antinociceptive, vasodilator (aphrodisiac),
anti-inflammatory and antidepressant. Considering the economic and scientific interest of this
species, the physicochemical characterization of the bark, a crude extract (EB) and an ethyl-
acetate fraction (FAE) of T. catigua was performed, and a methodology using capillary
electrophoresis (CE) for the separation, identification and quantification of polyphenols in
FAE was developed and validated. The pharmacopeia tests performed for physicochemical
quality control of the bark were: determination of foreign matter (DME), water content (UMI),
total ash (CT), acid-insoluble ash (CIA), granulometric analysis (AG) and determination of
extractives (TE). The results were: DME: 25.9%, UMI: 11.61% % 0.25 (CV%=2.17), CT:
5.15% + 0.066 (CV%=1.29), CIA: unquantifiable, AG: dso 0.237 mm and TE: 25.99% =+ 0.87
(m v') (CV%=3.34). The bark, EB and FAE were submitted to quantitative analyses to
determine the contents of total polyphenolics (PT) and total tannins (TT), and antioxidant
activity using the DPPH scavenging method (ICsp). The PT contents found in the bark, EB
and FAE were 9.54% + 0.24 (CV%=2.50), 42.34% + 0.27 (CV%=0.63) and 68.86% + 1.79
(CV%=2.60), respectively. The TT contents were 7.07% + 0.07 (CV%=0.93), 31.42% + 0.37
(CV%=1.16) and 49.72% + 2.10 (CV%=4.22), in the same order. The ICs, (ug ml™) found for
EB and FAE were 6.72 + 0.28 (CV%=4.17) and 4.47 + 0.07 (CV%=1.58), respectively. For
the development of the EC analytical methodology, the influence of the variables wavelength,
voltage, concentration and pH of borate buffer and the use of cyclodextrins (CDs) as
additives were evaluated. The sample solution was subjected to solid phase extraction. The
electrophoretic conditions that enabled the separation of the peaks of catechin, epicatechin,
chrologenic acid, PB1, PB2, and cinchonains la, Ib, lla and llb were: fused silica capillary of
375 pum D.E. x 50 um D.I. with length of 50/60.2 cm, borate buffer 80 mmol I'*; pH 8.80; 2-
hydroxypropyl-B-CD 10 mmol I'*; 30 kV for 5.7 min, 5 kV for 2 min and 30 kV for 7.3 min at 25
°C: injection: 5 s (0.5 psi); detection: 214 nm; FAE: 1 mg ml™. The method thus developed
showed selectivity and linearity over the range 20-120 pg ml* of gallic acid (internal
standard), repeatability 2.53%, intermediate precision 2.92%, accuracy 100.46%, limits of
detection 5.19 pg ml™ and limits of quantification 17.29 pg ml™. The method was not robust
under the conditions evaluated. The sample solution and the gallic-acid solution showed
stability below 72 h, at room temperature or under refrigeration. This method is the first to

use CE technology for quantification of polyphenols in a semipurified fraction of T. catigua.
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1 INTRODUCAO

H& milhares de anos, a natureza tem sido utilizada como uma abundante fonte de
agentes medicinais, compostos bioativos e protétipos de novos farmacos com potencial
econdmico. Neste contexto, o Brasil € um pais que se destaca mundialmente por sua
biodiversidade rica em espécies vegetais, muitas delas empregadas como alvos em
investigacdes farmacoldgicas. O conhecimento popular aliado a estudos criteriosos sao
indispensaveis para garantir a eficacia, seguranca e qualidade, ampliar a variedade de
fitoterapicos ou fitomedicamentos disponiveis no mercado e estimular parcerias com
prefeituras e industrias farmacéuticas, jA que estes medicamentos podem ser obtidos a
menor custo e sdo bem aceitos pela populacdo (DELAPORTE et al., 2001; RODRIGUES;
CARLINI, 2002; GOMES, 2007; VALMORBIDA, 2007; YUNES; CECHINEL FILHO, 2012).

Além do Brasil, outros paises como os Estados Unidos, Alemanha, india e China
fazem uso de medicamentos derivados de drogas vegetais. Desta forma, € crescente o rigor
na padronizacdo e controle de qualidade desses produtos (YUNES; CECHINEL FILHO,
2012).

Amplo esforco tem sido feito para o desenvolvimento de métodos analiticos
adequados para o controle de qualidade de drogas vegetais utilizadas como matérias-
primas, objetivando sua identificacdo e quantificacdo dos principais marcadores quimicos,
responsaveis ou nao pela atividade farmacolégica (BELTRAME et al., 2004; DAOLIO et al.,
2008). Ainda assim, maiores investimentos em pesquisa e desenvolvimento nesta area sao
necessarios, principalmento no Brasil (YUNES; CECHINEL FILHO, 2012).

Em relacéo a espécie Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae), conhecida popularmente
como catuaba, os métodos comumente utilizados sdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), e CLAE acoplada a espectrometria de massas (EM), todavia, além de
apresentarem um longo tempo de andlise, os cromatogramas e espectros gerados
costumam apresentar muitos picos sobrepostos, 0 que impossibilita a analise quantitativa
dos extratos (BELTRAME et al., 2004; KLETTER et al., 2004; BELTRAME et al., 2006;
DAOLIO et al., 2008; MARTINELLI, 2010; LONNI et al., 2012; LONGHINI et al., no prelo,
2013).

Comparada aos outros métodos analiticos, a eletroforese capilar (EC) apresenta as
vantagens de ser mais rapida, eficiente, simples (facil automatizagdo) e com menor custo
operacional. Ainda assim, nenhum relato que empregue esta técnica analitica para
avaliacdo de extratos e fracdes semipurificadas de T. catigua foi encontrado na literatura,
até o presente momento.

Diversos estudos que avaliam as propriedades farmacologicas do extrato bruto (EB)

e da frac&o acetato de etila (FAE) de T. catigua estdo em andamento nos Departamentos de
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Farmacia, de Farmacologia e Terapéutica e de Ciéncias Bésicas da Saude da Universidade
Estadual de Maringa, e dos Departamentos de Farmacologia e Microbiologia da
Universidade Estadual de Londrina, bem como outras avalia¢cdes junto ao Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de Londrina. Desta forma, faz-se
necessario o controle de qualidade da matéria-prima vegetal bem como o desenvolvimento
e validacdo de uma metodologia rapida e exata por EC para avaliagdo da autenticidade e
controle de extratos e fracOes de T. catigua utilizados nesses estudos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A familia Meliaceae

Pertencente a divisdo Angiospermae e ordem Rutales, a familia Meliaceae é
constituida por 46 géneros e 559 espécies (THE PLANT LIST, 2010) distribuidas
principalmente nas regifes tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América (LAWRENCE,
1951; JOLY, 1975; CRONQUIST, 1981). No Brasil, sdo encontrados representantes de oito
géneros, 84 espécies e 15 subespécies (SAKURAGUI et al., 2012), destacando-se os
géneros Cedrela, conhecido como cedro ou cedro-rosa, Carapa, popular andiroba na regido
amazobnica, Trichilia e Guarea, conhecidos indistintamente como canjeranas na mata
tropical (JOLY, 1975; SAKURAGUI et al., 2012).

Comparada a outras familias de tamanho similar, a Meliaceae possui ampla
diversidade morfolégica de flores, sementes e frutos. Em geral, sdo arbustos ou arvores
com até 30 metros de altura, madeira perfumada (LAWRENCE, 1951; PENNINGTON,
1981; PASTORE, 1997) e células secretoras de resinas nas folhas, cortex e cascas. Estas,
geralmente sdo rigidas e de sabor amargo e adstringente, algumas vezes silicificadas e
com segmentos apresentando perfuracdes simples. Os elementos traqueais sédo
imperfuraveis e septados em muitas espécies (CRONQUIST, 1981). As folhas séo grandes,
alternadas ou opostas, geralmente agrupadas nas pontas dos ramos, pinadas ou bipinadas,
compostas, trifoliadas ou unifoliadas, com crescimento apical e estbmatos anomociticos.
N&o possuem estipulas e podem apresentar pontuacdes, linhas translicidas ou pulvinos na
base. As inflorescéncias sédo do tipo: axilar, terminal, cauliflora ou extra-axilar, em tirsos,
paniculas ou racemos. As flores sdo geralmente pequenas, diclamideas, bissexuais ou
unissexuais, com simetria radial, 4 a 5 meras e cdlice raso com 3 a 5 I6bulos. As pétalas (4
a 7) podem apresentar-se alternadas com as sépalas, coalescentes ou adnatas ao tubo
estaminal. O namero de estames pode ser igual ou o dobro do niumero de pétalas. Os
filetes encontram-se geralmente unidos em forma de tubo e as anteras, em nimero de 5 a
10, apresentam-se presas ha borda ou na face interna do tubo estaminal, inclusas ou
expostas na extremidade dos filetes. O nectario é intraestaminal ou ausente. O ovario €
livre, com 4 a 5 carpelos, 3 a 5 l6culos 1, 2 ou multiovulados. Os 6vulos sdo colaterais,
superpostos ou seriados. A maioria das sementes sdo pequenas e secas, aladas ou nao, e
os frutos, em geral, sdo secos tipo capsula, baga ou drupa (LAWRENCE, 1951; JOLY,
1975; CRONQUIST, 1981; PENNINGTON, 1981; PASTORE, 1997).

Quimicamente, a familia apresenta 6leos essenciais, alcaloides, saponinas, taninos,
flavonoides, cumarinas, esteroides, sesquiterpenos e tetranortriterpenos conhecidos como
limonoides ou meliacinas (CRONQUIST, 1981; CHASE et al, 1999; LAGOS, 2006;
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MATOS, 2006; PAIVA et al., 2006; RESENDE, 2007; VALMORBIDA, 2007; AKHTAR et al.,
2008; GOUVEA et al., 2008; NEBO, 2008; NAYAK et al., 2010).

Embora com pouca importancia doméstica (LAWRENCE, 1951), as meliaceas
destacam-se pela sua importancia ecolégica e econdmica, podendo ser utilizadas como
fontes de madeira (como 0 mogno, ébano ou madgani) (JOLY, 1975; CRONQUIST, 1981),
corantes e O6leos essenciais. Além da Trichilia, outros géneros como Guarea, Aglaia,
Carapa, Turraea e Cedrela apresentam atividades biolégicas, como: inseticida,
antiparasitaria, anti-inflamatoria, imunomodulatéria, antirreumética, antidlcera, cicatrizante,
antioxidante, entre outras (BRAY et al., 1990; MACKINNON et al., 1997; NUNES et al.,
2003; OMAR et al., 2003; LAGOS, 2006; MATOS, 2006; SHI et al., 2006; PAIVA et al., 2006;
RESENDE, 2007; VALMORBIDA, 2007; AKHTAR et al., 2008; GOUVEA et al., 2008; NEBO,
2008; LIMA et al., 2009; NAYAK et al., 2010).

2.2 O género Trichilia P. Browne

Este género foi descrito por Browne em 1756 e possui 71 espécies (THE PLANT
LIST, 2010) distribuidas na regido tropical da América, Africa e Indo-Malaia (PENNINGTON,
1981). No Brasil, existem 47 espécies e 7 subespécies (SAKURAGUI et al.,, 2012). No
Parand, sdo encontradas 7 espécies [T. casaretti C. DC., T. catigua A. Juss., T. claussenii C.
DC., T. pallens C. DC., T. pallida Sw., T. pseudostipularis (A. Juss.) C. DC. e T. silvatica C.
DC.] e 2 subespécies [T. elegans A. Juss, subsp. elegans, T. lepidota subsp. schumanniana
(Harms) T.D. Penn.] (PATRICIO; CERVI, 2005).

Os representantes desse género sao arvores ou arvoretas com folhas pinadas,
trifoliadas ou unifoliadas. As flores sdo normalmente unissexuais, em tirsos ou paniculas
axilares. O calice é geralmente raso, com 4 a 6 l6bulos ou sépalas livres seguidas de 4 a 6
pétalas livres ou parcialmente unidas, imbricadas ou valvadas. Os filetes estdo unidos
parcial ou totalmente em forma de tubo. As anteras (5 a 10) podem estar inseridas no tubo
estaminal ou no apice dos filamentos. O nectario estd em torno da base do ovario ou
ausente. O ovario possui 2 a 3 léculos com 1 ou 2 6vulos colaterais ou superpostos. As
sementes sdo carnosas, cercadas por um aro carnudo ou fino. O fruto é do tipo cépsula
loculicida com 2 ou 3 valvas (PENNINGTON, 1981; PASTORE, 1997).

Muitas espécies do género Trichilia destacam-se por possuirem atividade bioldgica,
principalmente inseticida. Alguns dos estudos que comprovam essas atividades encontram-

se resumidos no Quadro 1.
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Quadro 1. Atividade biolégica observada em espécies do género Trichilia

Espécie Atividade Bioldgica Referéncia
T. americana Atividade toxica e antialimentar sobre a lagarta de WHEELER; ISMAN, 2001
cereais Spodoptera litura.
Atividade antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus
T. casaretti aureus, atividade citotéxica sobre o microcrustaceo FIGUEIREDO, 2010
Artemia salina Leach e indicios de atividade antitumoral.
Atividade téxica sobre larvas e pupas da lagarta S. MATOS et al., 2006
T. claussenii frugiperda e atividade anti-helmintica in vitro contra NEBO, 2008; CALA, 2010
nematodeos gastrointestinais de ovelhas. CALA et al.,, 2012
T. elegans | Atividade inseticida sobre larvas e pupas da lagarta S. MATOS et al., 2006
frugiperda. MATOS et al., 2009
Atividade inibitoria da biossintese de ciclooxigenase e MCGAW et al., 1997
T. emetica | prostaglandina e atividade antifingica sobre cepas de |KOLACZKOWSKI et al., 2009
Candida glabrata.
T. glabra |Atividade anticomplementar e imunomodulatéria in vitro. | BENENCIA; COULOMBIE,
1998
T. pallens Atividade inseticida sobre lagartas e larvas de S. BOGORNI; VENDRAMIM,
frugiperda. 2003
Atividade inseticida sobre lagartas de S. frugiperda, BOGORNI; VENDRAMIM,
T. pallida atividade acaricida sobre o ectoparasita Rhipicephalus 2003; AMARO, 2007
sanguineus e atividade antifngica. PINTO et al. 2010
T. pleena Atividade antifingica. FICKER et al., 2003
T. quadrijuga | Atividade antimicrobiana sobre cepas de S. aureus e S. RODRIGUES, 2009
epidermidis.
T. rubescens | Atividade antimalaria sobre a forma intraeritrocitaria de | KRIEF et al., 2004; KRIEF et
Plasmodium falciparum. al., 2006
Atividade antimicrobiana sobre cepas de S. aureus,
T. silvatica Streptococcus salivarius e Streptococcus mutans e FIGUEIREDO, 2010
indicios de atividade antitumoral.

Fitoquimicamente, diversos metabdlitos secundarios derivados principalmente da
rota biossintética dos terpenos foram isolados do género Trichilia. Essa rota envolve varios
passos reacionais e leva a diferentes classes de terpenoides. Dentre essas, destacam-se 0s
sesquiterpenos, triterpenos e tetranortriterpenos, que podem estar relacionados com a
atividade inseticida (AKHTAR et al., 2008; SOUZA, 2008; MATOS et al, 2009;
RODRIGUES, 2009; FIGUEIREDO, 2010).

Souza (2008) identificou os sesquiterpenos: 3-elemeno, aromadendreno, germacreno
D, elemol, ledol, espatulenol, 6xido de cariofileno e veridiflorol no éleo essencial de T.
casaretti. Entre os constituintes isolados desta espécie, incluem-se o0 sesquiterpeno
aromadendrano-4f3,10a-diol, os diterpenos 8-epi-esclareol (SOUZA, 2008) e fitol, os
triterpenos lupeol, 24-metilenocicloartano-12-oxo0-33,22a-diol, 24-metilenocicloartano-3-22-
diol, trichiliol, 24,25-diidroxicicloart-22-enol e 22-hidroxicicloart-24-enol, os esteroides [3-
sitosterol, estigmasterol, estigma-5,20(22)-dien-33-ol e itesmol e a cumarina escopoletina
(FIGUEIREDO, 2010).

O sesquiterpeno criptomeridiol, os triterpenos 24-metileno-26-hidroxicicloartan-3-ona,
a-amirina, p-amirina, lupeol, lupenona, os esteroides [(-sitosterol, estigmasterol,
campesterol, sitostenona (MATOS, 2006), 24-metileno-33,43,22a-triidroxi-colesterol, 3--O-
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B-D-glucopiranosil sitosterol (CALA, 2010) e os acidos w-fenil alcandicos e alquendicos
(NEBO, 2008) foram isolados de sementes e folhas de T. claussenii.

O pentanortriterpenoide trijugin C, a pregnana 3p,4a-dihidroxipregnan-16-ona
(ZHANG et al., 2003) e os limonoides A®'*-2-hidroxi-6-deoxiswietenina e trichiliton A foram
encontrados em raizes e folhas de T. connaroides (FANG et al., 2010).

Os frutos de T. elegans forneceram os limonoides 11B-acetoxiobacunona, 1,2-diidro-
1a-acetoxi-113-acetoxi-14,15-epoxicneorina (NEBO, 2008), a mistura dos esteroides
estigmasterol, B-sitosterol, sitostenona, campesterol e 3-B-O-B-D-glucopiranosil sitosterol e
as cumarinas escoporona, escopoletina, umbeliferona, 6,7-dimetoxicumarina, 6-metoxi-7-
hidroxicumarina e 7-hidroxicumarina (MATOS, 2006; MATOS et al., 2009).

Os limonoides  3,7-di-O-acetil-14,15-deoxihavanense, 1,7-di-O-acetil-14,15-
deoxihavanense, azadirona e y-hidroxibutenolida, foram obtidos a partir de folhas de T.
havanensis (RODRIGUEZ, 2003).

O ¢6leo essencial da T. pallida teve 13 substancias identificadas, sendo: naftaleno, a-
cubebeno, a-copaeno, B-elemeno, cariofileno, a-humuleno, y-muuroleno, viridifloreno, a-
selineno, A-cadineno, germacreno B, 10-epi-y-eudesmol e 1-epi-cubenol (TISSOT, 2008).

Caules e folhas de T. quadrijuga apresentaram 0s sesquiterpenos quadrijugol,
kuditiol e espatulenol, os triterpenos bourjotinolona B, nilocitina, piscidinol e diidronilocitina e
os esteroides 3pB,4B-dihidroxipregn-16-ona, [-sitosterol, 3-O-B-D-glicopiranosil itesmol,
estigmasterol e 2[3,3B,4B-trihidroxipregn-16-ona (RODRIGUES, 2009; RODRIGUES et al.,
2009).

Os limonoides trichirubina A e B foram extraidos e identificados de folhas de T.
rubescens (KRIEF et al., 2004 e 2006).

O B-sitosterol, estigmasterol e escopoletina também foram isolados da T. silvatica,
além dos sesquiterpenos ambrosanoli-11,10-diol (FIGUEIREDO, 2010), espatulenol,
veridiflorol, 6xido de humuleno, (2,3,6,7)-humuleno-2,3;6,7-diepoxido, mustacona, o0s
triterpenos a-amirina, B-amirina, pseudotaraxasterol e lupeol, o 4cido graxo palmitato de etila
e a vitamina E (a-tocoferol). Os sesquiterpenos &-elemeno, isoledeno, a-copaeno, a-
gurjeneno; aromadendreno, a-humuleno, aloaromadendreno, germacreno D,
biciclogermaceno, germacreno A, d-cadineno, elemol, germacreno B e &-cadinol foram
identificados no 6leo essencial dessa espécie (SOUZA, 2008).

Os diterpenos (1,3,7,11,12)—-dolabella-3,7,18-trien-17-acido 6ico, (1,3,6,7,11,12)-
dolabella-3,7,18-trien-6,17-olida e (1,3,4,7,11,12)-3— hidroxidolabella-7,18-dien-4,17-olida,
foram extraidos da T. trifolia (RAMIREZ et al., 2000) e os cetoesteroides trichiliasterona A
(3B-hidroxipregnan-2,16-diona) e trichiliasterona B (2-hidroxiandrost-1,4-dieno-3,16-diona)

foram isolados das espécies T. americana e T. hirta (HANTOS et al., 2001).
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2.3 A espécie Trichilia catigua A. Juss.

Mais de dez espécies de diferentes géneros e familias séo conhecidas popularmente
como catuaba (DUCKE, 1966, MARQUES, 1998; BELTRAME et al., 2004). No Nordeste do
Brasil, por exemplo, esta droga é fornecida como Erythroxylum catuaba ou Erythroxylum
vaccinifolium no Ceard e em Pernambuco, Secundatia floribunda no Ceara, Pouteria
subgen. micropholis no Maranhdo e Trichilia sp. na Bahia (DUCKE, 1966; MARQUES,
1998). Destas, sem duvida a mais utilizada é a T. catigua A. Juss. (MARQUES, 1998;
KLETTER et al., 2004).

Esta espécie também é conhecida como pau de catuaba, catigud (DUCKE, 1966),
tatuaba, caramuru, pyrantacara (SILVA, 2004a), catigua-vermelho, lagarteiro, catagua,
angelim-rosa, mangalto-catinga e espeto e possui as sinonimias T. affinis A. Juss. e
Moschoxylum catigua A. Juss.. No Brasil, distribui-se pelos estados de Para, Manaus,
Ceara, Pernambuco, Bahia, Sergipe, Alagoas, Maranhdo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (SILVA, 2004a; PATRICIO; CERVI,
2005). No Parand, é encontrada em altitudes compreendidas entre 150 e 600 metros na
Floresta Estacional Semidecidual (Floresta do Rio Parand), Floresta Ombrofila Mista (nha
regido de transicdo entre floresta Atlantica e floresta com Araucaria), e Estepe Gramineo-
Lenhosa (Campos) (Figura 1) (MING; CORREA JUNIOR, 2002; PATRICIO; CERVI, 2005).

54° S3e 52° ﬁP 50° 49°

-23°

240

-25°

-26°

Figura 1. Distribuicdo geografica de T. catigua A. Juss. no estado do Parana. (1. Floresta Ombrdfila
Densa, 2. Floresta Ombrdfila Mista, 3. Floresta Estacional Semidecidual, 4. Estepe Gramineo-
Lenhosa, 5. Savana arborizada). Fonte: adaptado de PATRICIO; CERVI, 2005.

Em geral, séo arvores frondosas com 3 a 7,5 m de altura que florescem o ano todo.
As caracteristicas diferenciais desta espécie séo os foliolos (7 a 11) elipticos ou oblongos e

os frutos avermelhados, tipo capsula ovoide ou oblonga, com 1 a 1,5 cm de comprimento.
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As folhas sdo compostas, alternas, imparipinadas com 12 a 25 cm de comprimento com face
adaxial e abaxial glabra (SILVA, 2004a; PATRICIO; CERVI, 2005).

A inflorescéncia é do tipo axilar, em panicula ou tirso. As flores sdo pequenas,
amarelas ou brancas, unissexuais, com calice pateliforme, 4 a 5 sépalas triangulares
ovaladas e 4 a 5 pétalas valvares, parcialmente unidas. O androceu possui um tubo
estaminal urceolado e filetes gamostémones com tricomas. As anteras (7 a 9) séo glabras,
os estaminddios delgados e o nectério ausente. O ovario € di ou tri locular. Possuem 1 ou 2
sementes, oblongas, completamente circundadas por uma espermoderma vermelho vivo e
carnosa (Figura 2) (SILVA, 2004a; PATRICIO; CERVI, 2005).

Figura 2. Folhas e inflorescéncias de T. catigua A. Juss. (Meliaceae). Fonte: Claudio Roberto Novello
(2008).

Microscopicamente, as folhas apresentam células epidérmicas com contorno
poligonal ou levemente ondulado. A epiderme, uniestratificada, € revestida por uma cuticula
delgada e estriada. Os estbmatos anomociticos ocorrem exclusivamente na superficie
abaxial. Tricomas tectores simples, uni e pluricelulares, revestidos por cuticula levemente
granulosa estdo presentes. O clorénquima, tipo anelar, é percorrido por feixes vasculares
colaterais. A nervura principal apresenta um feixe vascular em arranjo céntrico. No mesdéfilo
sdo encontrados idioblastos com contetdo lipofilico ou drusas de oxalato de célcio (LAGOS,
2006; LAGOS et al., 2007).

As cascas da catuaba sdo muito requisitadas na medicina popular ou como matéria-
prima industrial para producdo de medicamentos, bebidas e corantes, além de ser util para o
curtume. Desta forma, técnicas adequadas de cultivo e manejo devem ser realizadas para
prover matéria-prima de qualidade e evitar a degradacdo ambiental (MING; CORREA
JUNIOR, 2002; SILVA, 2004a; PATRICIO; CERVI, 2005; LAGOS, 2006; MELO et al., 2009).

Macroscopicamente, apresentam-se planas ou levemente encurvadas, acinzentadas,
com aspecto granuloso, pequenas lenticelas circulares e fendas longitudinais curtas e

superficiais. A superficie interna € avermelhada, com fibras finamente estriadas no sentido
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longitudinal. Nao possui odor proprio e o sabor é fortemente amargo (MARQUES, 1998) e
adstringente (Figura 3) (PATRICIO; CERVI, 2005).

Figura 3. Aspectos macroscopicos de cascas de T. catigua A. Juss. (Meliaceae). Fonte: Ana Luiza
Sereia (2011).

Microscopicamente, apresentam periderme com suber espesso. A regido cortical e
floematica € extensa, apresentando varias camadas de parénquima cortical e inimeros
feixes de fibras esclerenquimaticas alongadas e distribuidas transversalmente. No floema,
observam-se elementos crivados, células parenquimaticas e fibras. No p6 da droga (Figura
4) é possivel visualizar fiboras com bainhas cristaliferas, cristais prismaticos de oxalato de
calcio e graos de amido (MARQUES, 1998; LAGOS, 2006; LAGOS et al., 2007).

Figura 4. Aspectos macroscoépicos do p6 de cascas de T. catigua A. Juss. (Meliaceae). Fonte: Ana
Luiza Sereia (2011).

2.3.1 Atividades biologicas
Sob o ponto de vista medicinal, a catuaba é empregada empiricamente em forma de

extrato fluido, tintura, infuséo, vinho e xarope (SILVA, 2004b) como afrodisiaco (DUCKE,
1966), estimulante sexual (BELTRAME et al., 2004) e do sistema nervoso (SILVA, 2004a),



27

tonico, digestivo ou purgante (MING; CORREA JUNIOR, 2002). Externamente, € usada
contra o reumatismo e a hidropisia (PATRICIO; CERVI, 2005).

Um exemplo de formulacé@o contendo T. catigua disponivel no Brasil desde a década
de 80 é a Catuama® (Figura 5), usada para o tratamento de doencas crénicas como fadiga
fisica e mental, astenias neuromusculares e fraqueza. Este produto era composto pela
associacdo dos extratos hidroalcodlico de T. catigua (28,23%), Paullinia cupana (40,31%),
Ptychopetalum olacoides (28,23%) e Zingiber officinalis (3,26%) (VAZ et al., 1997; CAMPOS
et al., 2004; VIANA et al., 2011). Atualmente, a composicao registrada na ANVISA (n° de
registro: 100660015) inclui apenas extratos de T. catigua, Paullinia cupana e Croton
heliotropiifolius.

Figura 5. Medicamento fitoterapico Catuama®. Fonte: www.farmagora.com.br/cat/medicamentos/
4185.html

Diversos estudos avaliaram o potencial terapéutico deste medicamento. Em
pacientes com sindrome da boca ardente, Catuama® foi capaz de amenizar
significativamente os sintomas manifestados (SPANEMBERG et al., 2012). Em modelos
animais, este medicamento apresentou atividade antidepressiva (CAMPOS et al., 2004) e
diminuiu a resposta inflamatoria, contudo nédo interferiu com a sensibilizacdo térmica e néo
afetou a produgéo dos mediadores inflamatérios IL-13, TNFa, PGE; ou LTB, (QUINTAO et
al., 2008).

O fitoterapico e os extratos individuais dos constituintes apresentaram, ainda, agao
analgésica. Vaz e colaboradores (1997) atribuiram o mecanismo desta agdo a uma
interacdo com o sistema opioide. Quintédo e colaboradores (2008) e Viana e colaboradores
(2011) associaram este efeito a estimulagdo dos receptores do sistema dopaminérgico.
Como substancias purificadas ndo apresentaram efeito antinociceptivo, supde-se um efeito
sinérgico ou a existéncia de algum metabdlito ativo no plasma.

Além destas agOes, Catuama® reverte e previne fibrilacdo ventricular (PONTIERI et
al., 2007) e produz significante relaxamento dos corpos cavernosos de coelhos (ANTUNES

et al., 2001) e outros vasos isolados de diferentes espécies animais, como a artéria toracica,
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pulmonar e mesentérica. Este efeito esta ligado a liberacdo de 6xido nitrico ou substancias
derivadas do endotélio e depende dos principios ativos presentes principalmente no extrato
hidroalcodlico de T. catigua (CALIXTO; CABRINI, 1997; PONTIERI et al., 2007).

Os efeitos da infusdo aquosa de cascas de T. catigua e da Catuama® também foram
avaliados sobre a biometria corporal, glandula vesicular, tibulos seminiferos e componentes
do espaco intersticial testicular de ratos Wistar adultos. Os extratos (36 e 72 mg/animal/dia)
e solucdo de Catuama® (0,7 ml/kg/animal/dia) causaram efeito deletério sobre a populagéo
e volume de células de Leydig nos testiculos dos animais tratados por 56 dias (GOMES,
2007).

A atividade antioxidante in vitro foi observada em extratos brutos (EB) produzidos
com &gua, acetona, etanol (LONNI et al., 2012), metanol (TANG et al., 2007; LONNI et al.,
2012), 4gua-metanol (LONNI et al., 2012); agua-etanol (BRIGHENTE et al., 2007; LONNI et
al., 2012), agua-acetona (RESENDE, 2007; CHASSOT et al., 2011; LONNI et al., 2012),
metanol-acetona, metanol-etanol, acetona-etanol, agua-metanol-acetona, agua-metanol-
etanol, agua-acetona-etanol, metanol-acetona-etanol, agua-metanol-acetona-etanol (LONNI
et al.,, 2012), fracdo aquosa (FA), fracdo acetato de etila (FAE), e nas substancias
epicatequina, cinchonaina la, cinchonaina Ib (ALBRECHT et al., 2007), cinchonaina lib,
cinchonaina lic, procianidina B, (PB2) e procianidina C; (PC1), isoladas das cascas de T.
catigua (RESENDE, 2007; RESENDE et al., 2011).

Chassot e colaboradores (2011) relataram a a¢éo antidepressiva da FAE na dose de
400 mg kg'. O extrato hidrocetdnico (800 mg kg?) e a FAE (200 e 400 mg kg™
apresentaram, ainda, um efeito positivo na memoéria de ratos, contudo, ndo apresentaram
efeito ansiolitico ou alteracdo na atividade motora.

O efeito antidepressivo também foi observado no extrato hidroalcodlico (CAMPOS et
al., 2005), que demonstrou ainda propriedades anti-inflamatérias (BARBOSA et al., 2004),
efeito dilatador prolongado e mantido nos corpos cavernosos de coelhos (ANTUNES et al.,
2001) e acdo contra formas epimastigotas de Trypanossoma cruzi. A FA e a fragédo
diclorometano (FDM) foram ativas contra as formas tripomastigotas de T. cruzi (PIZZOLATTI
et al., 2002). O efeito afrodisiaco ndo foi observado nos extratos aquosos e metandlico de T.
catigua (KLETTER et al., 2004).

Assim, o extrato padronizado ou seus constituintes e fracdes derivadas, associados
ou ndo a outras drogas disponiveis, representam uma potencial alternativa para o
tratamento de doencas degenerativas desencadeadas por radicais livres (BRIGHENTE et
al., 2007; RESENDE, 2007), processos inflamatérios (BARBOSA et al., 2004), desordens
depressivas (CAMPOS et al., 2005; CHASSOT et al.,, 2011) e doengas associadas a dor

(SPANEMBERG et al., 2012), onde a terapia classica ndo € efetiva. Viana e colaboradores
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(2011) sugerem a realizagcdo de estudos para investigar e identificar as substancias
envolvidas com esses efeitos.

Sob o ponto de vista ambiental, alguns estudos relatam a atividade inseticida de T.
catigua. Extratos hexanico, metandlico, hidrometandlico e aquoso de folhas, ramos,
sementes e inflorescéncias afetaram o desenvolvimento da lagarta do cartucho-do-milho
(Spodoptera frugiperda), inibindo o desenvolvimento larval, reduzindo o peso das pupas e
provocando moderada mortalidade larval (BOGORNI; VENDRAMIM, 2005; MATOS et al.,
2006; NEBO, 2008; MATOS et al., 2009).

2.3.2 Principais componentes quimicos

Na literatura € possivel encontrar diversos estudos que identificam substancias
presentes na T. catigua. Triagem fitoquimica preliminar indicou a presenca de esteroides,
saponinas (MARQUES, 1998), heterosideos (LAGOS, 2006), flavonoides, taninos e
mucilagem (SILVA, 2005; RESENDE, 2007; RESENDE et al., 2011). As cascas possuem
maior teor de compostos fendlicos, enquanto as folhas possuem maior teor de esteroides
(LAGOS, 2006).

Algumas substéncias isoladas de extratos de T. catigua estdo apresentadas no

Quadro 2, separadas por grupos quimicos.
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GRUPO REFERENCIA  TIPO DE PARTE SUBSTANCIA ISOLADA
QUIMICO EXTRATO UTILIZADA
Estigmasterol (1) e B-sitosterol (I1).
LAGOS, 2006 Hidroalcodlico Cascase AN
folhas
ESTEROIDES
H
(1) ()
3-B-O-B-D-glucopiranosil sitosterol (llI).
MATQOS, 2006 Hexanico Arilo /\.J___.]\ T
PPV,
o S
HO. -
HO._ / ° "c:H
OH
(1)
Cinchonainas la (IV), Ib (V), Ic (VI), Id (VII).
OH
///\/0‘
FLAVO- TANG et al., Metandlico Cascas \f/‘\"/\/
LIGNANAS 2007 o \/\/o
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OH
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Quadro 2. Substancias isoladas de extratos de T. catigua A. Juss. (Meliaceae) (continuacao)
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GRUPO REFERENCIA TIPO DE PARTE SUBSTANCIA ISOLADA
QUIMICO EXTRATO UTILIZADA
Cinchonainas la (1V), Ib (V) e llb (VIII).
OH
BELTRAME et al., Nt
2006; _ SO
MARTINELLI, 2010; Hidroalcodlico Cascas |\)i
VIANA et al., 2011 OH
S w | j
0. g
FLAVO- | W
LIGNANAS S
OH
OH
(V1)
Cinchonainas la (1V), 1b (V), llb (VIII), lla (IX) e apocinina E (X).
RESENDE, 2007 Hidrocetbnico Cascas

(IX)

)
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Quadro 2. Substancias isoladas de extratos de T. catigua A. Juss. (Meliaceae) (continuacao)

GRUPO QUIMICO| REFERENCIA TIPO DE PARTE SUBSTANCIA ISOLADA
EXTRATO UTILIZADA

Catequina (XI), epicatequina (XII) e acido clorogénico (XIII).

LAGOS, 2006 Hidroalcodlico ~ Cascas e folhas HO\@:

OH

(XD &) (X1

ent-catequina (XIV).

NEBO, 2008 Metanoélico Inflorescéncias |

FLAVONOIDES

(XIV)

TANG et al., 2007 Metanodlico Cascas
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Quadro 2. Substancias isoladas de extratos de T. catigua A. Juss. (Meliaceae) (continuacao)

GRUPO QUIMICO| REFERENCIA TIPO DE PARTE SUBSTANCIA ISOLADA
EXTRATO UTILIZADA
Cedrelona (XVII), angolensato de metila (XVIII) e uma mistura epimérica de
fotogedunina (XIX e XX).
0 on
~0
) 0
MATOS et al., 2009 Metanolico Frutos AN\ R No
oH o 07 " " 'OAc
T COOMe 7
LIMONOIDES (XVII) (XVIIN) (XIX) H-23a
(XX) H-23B
11B-metoxicedrelona (XXI).
0
MATOS, 2006 Hexanico Avilo A
Me A A
O\L, A\
~hy
OH
(Xxi1)
Procianidina B, (XXII), procianidina B, (XXIII), e procianidina C; (XIV).
OH
. OH
HO_ _A_ 0O
TANINOS RESENDE, 2007 Hidroceténico Cascas I} OH
OH OH
s . OH
“QH

H(XXHIV)

(XXII)

(XXII)
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2.4 Eletroforese Capilar

O grande numero de espécies conhecidas como catuaba pode gerar situacdes
tipificadas como fraudulentas ou, no minimo, displicentes pela utilizacdo de nomes errados
para matérias-primas fitoterdpicas (MARQUES, 1998). Estudo realizado por Kletter e
colaboradores (2004) mostrou que a minoria das amostras comercializadas como catuaba
continha a espécie informada no rétulo e mais da metade dos produtos apresentavam-se
adulterados. Beltrame e colaboradores (2006) também comprovaram que amostras
comercializadas no mercado popular de Recife como Catuaba ndo eram de T. catigua.

Neste sentido, os métodos analiticos constituem-se ferramentas adequadas para a
avaliacdo da autenticidade e controle de qualidade das matérias-primas e formas
farmacéuticas disponiveis no mercado.

Alguns estudos foram realizados com o objetivo de desenvolver métodos Uteis para a
analise de T. catigua utilizando espectrofotometria, cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e CLAE acoplada a espectrometria de
massas (EM) (BELTRAME et al., 2004; KLETTER et al., 2004; ROLIM et al., 2005; BABY et
al., 2006; BELTRAME et al., 2006; ROLIM et al., 2006; DAOLIO et al., 2008; MARTINELLI,
2010; LONNI et al., 2012; LONGUINI et al., no prelo, 2013). Contudo, até o presente
momento, nenhum estudo utilizando eletroforese capilar (EC) para avaliacdo qualitativa e
guantitativa de extratos e fragdes semipurificadas de T. catigua foi encontrado.

A EC representa uma fusdo das tecnologias derivadas da eletroforese tradicional e
da CLAE e permite a separacdo de moléculas baseada na migracdo dessas espécies
através de um fluido sobre a influéncia de um campo elétrico. O fluido, conhecido como
tampao de corrida, é uma solucdo que mantém o pH e fornece condutividade suficiente para
permitir a passagem da corrente necessaria para a separacdo. Esta técnica tem se
sobressaido nas Ultimas décadas por sua automacdo, reprodutibilidade e confiabilidade e
apresenta vantagens como alta eficiéncia, alta resolugéo, alta seletividade, curto tempo de
andlise, baixo consumo de reagentes, pequeno volume de amostra, boa recuperagdo e
menor custo quando comparada a CLAE (WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995;
HEEGAARD et al., 1998; TAGLIARO et al., 1998; HU; MARTIN, 1999; LUNTE et al., 2002;
EVANS; STALCUP, 2003; CHU et al., 2008; MELLO; ITO, 2011).

O sistema de EC (Figura 6) consiste em um capilar de silica fundida, com 10 a 120
cm de comprimento e 5 a 100 um de diametro interno, preenchido com um tampao e
colocado entre dois reservatérios com eletrodos imersos no tampao. Uma fonte de energia
de alta voltagem é utilizada para aplicar um campo elétrico através do capilar de até 30 kV e
corrente elétrica de 0 a 300 pA. Em polaridade normal, a carga na parede interna do capilar,

provoca o fluxo eletroosmotico na direcdo do anodo (eletrodo positivo, onde a amostra &
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aplicada) para o catodo (eletrodo negativo, onde a amostra é analisada). A detecgdo pode
ser realizada diretamente no capilar (on-line) em tempo real, criando-se uma janela optica
pela remocgdo de uma pequena parte do revestimento de poliamida do capilar. Os detectores
comumente utilizados sdo por espectrofotometria (UV), EM e fluorescéncia induzida por
laser. A inje¢cdo da amostra pode ser realizada por duas formas: eletrocinética ou
sifonamento (WEINBERGER, 1993; HEEGAARD et al., 1998; TAGLIARO et al., 1998; HU,;
MARTIN, 1999; LINHARDT; TOIDA, 2002; LUNTE et al., 2002; MELLO, ITO, 2011).

IALDE AMOSTRA
FONTE DE ALTA TENSAO

Figura 6. Representacdo esquematica do sistema de Eletroforese Capilar (EC). Fonte: MELLO; ITO,
2011.

Idealmente, o capilar deve ser quimica e fisicamente resistente, opticamente
transparente e ter o menor comprimento e diametro interno (D.l.) possivel para que se
aumente a razdo area/volume da superficie interna do capilar. Este aumento permite ao
capilar dissipar mais eficientemente o aquecimento, o que se contrapf8e ao efeito Joule e
permite a aplicacdo de altas voltagens, resultando em separacdes extremamente rapidas e
com alta eficiéncia. Contudo, na rotina o uso de capilares com D.l. menor que 50 um é
limitado pelo carregamento da amostra, sensibilidade do detector e entupimento do capilar.
Para que a eficiéncia da separacdo ndo seja prejudicada, o volume de injecdo deve estar
entre 1 a 2% do volume total do capilar (WEINBERGER, 1993; TAGLIARO et al., 1998; HU;
MARTIN, 1999; LUNTE et al., 2002).

No capilar, os analitos migram baseados na combinacdo entre as forcas
eletroforéticas e eletroosmotica. Esta Gltima controla a velocidade e a resolugdo da
separacdo. Em geral, os ions positivos (cations) migram primeiro, seguidos pelos compostos
neutros e, finalmente, os ions negativos (anions) (WEINBERGER, 1993; TAGLIARO et al.,
1998; HU; MARTIN, 1999; LINHARDT; TOIDA, 2002; LUNTE et al., 2002; GUTERRES,
2005).

Os modos utilizados de EC sdo eletroforese capilar em gel (ECG), eletroforese
capilar de zona (ECZ), cromatografia capilar eletroosmaética (CCE), cromatografia capilar

eletrocinética micelar (CCEM), focalizag&o isoelétrica capilar (FIC) e isotacoforese capilar
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(ITFC) (WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995; TAGLIARO et al., 1998; HU; MARTIN, 1999;
GUTERRES, 2005; MELLO; ITO, 2011). A escolha do modo geralmente baseia-se na
facilidade do desenvolvimento analitico, robustez do processo de separacdo e
caracteristicas das substancias que serdo analisadas. Dentre os modos, a ECZ destaca-se
como a mais reprodutivel (WEINBERGER, 1993) e utilizada, devido ao seu poder de
separacao, versatilidade e simplicidade de operacdo (HU; MARTIN, 1999; WANG, 2000;
GUTERRES, 2005). Os tampdes normalmente empregados sdo fosfato, borato, citrato ou
fosfato-borato, em altas concentragcdes, por apresentarem melhor capacidade tamponante e
reduzirem a adsorcdo de analitos a parede do capilar, principalmente em analises de
amostras biologicas (TAGLIARO et al., 1998).

A grande desvantagem da ECZ é que ela ndo é capaz de separar os analitos
neutros. Todavia, a CCEM pode ser utilizada com este fim. Neste caso, um surfactante com
carga, geralmente o dodecil sulfato de sédio (SDS), é adicionado ao tampado de corrida
acima da concentracdo micelar critica (CMC) e a separacao ocorre pelos diferentes graus
de particdo do analito entre a fase aquosa e as micelas carregadas (WEINBERGER, 1993;
TAGLIARO et al., 1998; HU; MARTIN, 1999; LINHARDT; TOIDA, 2002; LUNTE et al., 2002;
GUTERRES, 2005).

O desenvolvimento de métodos por EC pode ser complexo, ja que muitas variaveis
experimentais necessitam de otimizacdo. A seletividade da separacdo, bem como a
velocidade de separacdo e a resolucdo podem ser ajustadas pela escolha do modo
adequado de EC, modificacbes no revestimento da parede do capilar, alteracbes na
concentracao ou pH do tampé&o de corrida, voltagem, dire¢éo do fluxo eletroosmotico (FEO)
e temperatura ou pelo uso de aditivos como ciclodextrinas (CDs), surfactantes, sais biliares,
proteinas (albumina, anticorpos), metilcelulose, poliacrilamida, ions metélicos, antibidticos,
ureia, polimeros lineares, acidos sulfénicos, aminas quaternarias ou solventes organicos
(metanol, isopropanol ou acetonitrila). Como pequeno volume de tampado de corrida é
utilizado na separagéo, aditivos que seriam caros para separa¢des por cromatografia liquida
(CL) podem ser empregados (WEINBERGER, 1993; HEEGAARD et al., 1998; TAGLIARO et
al.,, 1998; HU; MARTIN, 1999; LINHARDT; TOIDA, 2002; LUNTE et al., 2002; EVANS;
STALCUP, 2003; GUTERRES, 2005; CHU et al., 2008; MELLO; ITO, 2011).

O uso de padrdes durante o desenvolvimento analitico auxilia na avaliacdo da
separacdo e otimizagdo do método (EVANS; STALCUP, 2003). Geralmente, o
desenvolvimento progride rapidamente devido ao niumero de pratos teéricos (mais de cem
mil) e a enorme capacidade de pico (nimero de picos separados por unidade de tempo) da
técnica. Além disso, a simetria dos picos é excelente, pois a auséncia da fase estacionaria

minimiza muitos fatores que contribuem para o alargamento do pico (WEINBERGER, 1993).
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Ferramentas estatisticas, como andlise fatorial, colaboram com o desenvolvimento
analitico, principalmente quando se utiliza mistura de solventes ternarios ou CDs. Estas,
principalmente as sulfatadas na concentragéo de 0,5 a 10%, tém sido amplamente utilizadas
para separacdes quirais em misturas racémicas. Solutos com mobilidades idénticas, como
0s enantibmeros, podem ser separados baseados nas interacdes estereoespecificas entre o
par de enantibmeros e a CD, o que da origem a diferentes velocidades de migracao
(WEINBERGER, 1993; TAGLIARO et al., 1998; EVANS; STALCUP, 2003).

Além de separagbes quirais, a EC aplica-se a analise de uma variedade de
amostras, incluindo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, substancias hidro ou
lipossoluveis, metabdlitos, aminoacidos, ions inorganicos, acidos organicos, carboidratos,
poluentes ambientais, nucleosideos e nucleotideos, farmacos, catecolaminas, peptideos,
proteinas, biomarcadores, herbicidas, drogas, biopolimeros e extratos vegetais (BAKER,
1995; HEEGAARD et al., 1998; TAGLIARO et al., 1998; HU; MARTIN, 1999; LUNTE et al.,
2002; EVANS; STALCUP, 2003; MELLO; ITO, 2011).

A aplicacédo da EC na analise fitoquimica tem se destacado desde o inicio da década
de 90 (GUTERRES, 2005). Diversos relatos empregando, principalmente, a ECZ e CCEM
na analise de produtos naturais podem ser encontrados na literatura. Dentre estes, podemos
citar estudos com as espécies Arabidopsis thaliana, Cucurbita maxima, Erechtites
hieracifolia, Eucalyptus viminalis, Nicotiana tabacum, Spinacia oleracea (KAWAMURA et al.,
1996), Sapindus saponaria (GUTERRES, 2005), Prunella vulgaris L. (CHEUNG; ZHANG,
2008), Fructus cnidii (WANG et al., 2010), Paullinia cupana (ITO, 2011), além do café (CHU
et al., 2008), vinho (PERES et al., 2009; ROVIO et al., 2011), ch& verde (LI et al., 2010) e
preparacdes farmacéuticas (TIAN; QIN, 2009; CHEN et al., 2011).

Nesses estudos foi possivel determinar os niveis dos ions NOjs, NO,, NH,
(KAWAMURA et al., 1996), Ca*? K*, Mg*?, Na', HPO,? e SO, 2 (ROVIO et al., 2011) e das
substancias acido betulinico, acido oleandlico, acido rosmarinico, acido ursolico (CHEUNG;
ZHANG, 2008), 4cido cumarico, quercetina (CHEUNG; ZHANG, 2008; PERES et al., 2009),
acido cafeico, rutina (CHEUNG; ZHANG, 2008; CHU et al., 2008; PERES et al., 2009), acido
clorogénico (CHU et al. 2008; CHEN et al., 2011), acido ferulico, acido protocatéquico, o-
diidroxibenzeno (CHU et al. 2008), acido galico (CHU et al. 2008; PERES et al., 2009),
cafeina (ITO, 2011); catequina (CHU et al. 2008; PERES et al., 2009; LI et al., 2010; ITO,
2011), baicalina, farrerol, puerarina (TIAN; QIN, 2009), acido siringico, canferol, miricetina,
resveratrol (PERES et al., 2009), epicatequina (LI et al., 2010; ITO, 2011), isopimpinelina,
bergapteno, imperatorina, ostol (WANG et al., 2010), acido geniposidico, acido glicirrizico,
berberina, coptisina, 20-hidroxiecdisona, 5-hidroximetilfuraldeido, luteolina e paeoniflorina
(CHEN et al., 2011), acetato, citrato, formato, fumarato, glicolato, lactato, malato, maleato,

malonato, oxalato, succinato, tartrato, celobiose, frutose, fucose, galactose, glicose, mio-
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inositol, manitol, manose, ramnose, ribose, sorbitol, trealose, xilose (ROVIO et al., 2011),
além de avaliar o emprego de fracdes semipurificadas como aditivos em tampé&o para CCEM
(GUTERRES, 2005).

Estudos como estes corroboram a ideia de que a EC continuara a crescer como uma
técnica analitica importante, confiavel e versatil. Embora a EC esteja ainda no estagio de
desenvolvimento, ela se tornard uma ferramenta de rotina nas areas quimica, biolégica e
clinica, devido a alta resolucdo, facil automatizacdo e rapidez na analise de matrizes
complexas (HEEGAARD et al.,, 1998; TAGLIARO et al., 1998; HU; MARTIN, 1999;
LINHARDT; TOIDA, 2002). Em relacdo as amostras de extratos vegetais, a principal
vantagem dos capilares de silica fundida quando comparados as colunas empacotadas &
gue as amostras podem ser diretamente injetadas sem qualquer etapa prévia de separacao
ou purificacdo (CHEUNG; ZHANG, 2008). Contudo, a extracdo em fase sélida pode ser
aplicada no preparo de amostras com o objetivo de melhorar a seletividade, detectabilidade,
confiabilidade, exatiddo e repetibilidade das analises pela remocédo de interferentes da
matriz (GUTERRES, 2005). Ademais, o capilar pode ser facilmente lavado entre as corridas
e estd livre de contaminacgéo irreversivel pela matriz (CHEUNG; ZHANG, 2008). A grande
limitacdo do método, principalmente quando se utiliza detector UV, é a baixa sensibilidade,
sendo que o limite de deteccdo (LD) é cerca de 50 vezes maior que o da CL
(WEINBERGER, 1993; HEEGAARD et al., 1998). Além disso, apenas uma amostra pode
ser analisada por vez. Contudo, esta limitacdo poderd ser contornada no futuro pelo

desenvolvimento de equipamentos com multicapilares (WEINBERGER, 1993).

2.5 Validacao de metodologia analitica

Os métodos cromatograficos de alta eficiéncia como CLAE, cromatografia gasosa e
EC, sdo frequentemente utilizados na analise quantitativa de produtos vegetais (FARIAS,
2007; TIAN; QIN, 2009). A maioria das substancias quimicas de referéncia para extratos
vegetais ndo esta disponivel na forma sintética, mas pode ser isolada de fontes naturais e
aplicada em métodos para padronizagdo, normalizagéo, controle de processo e controle de
gualidade de drogas vegetais e derivados (PAULI, 2001). Contudo, antes que o método
possa ser implementado na rotina laboratorial, é necessario que seja validado (ROZET et
al., 2007).

A validacdo consiste em uma série de procedimentos que garantem a conformidade
do método frente a um valor referéncia, fornecendo uma evidéncia documentada aos
laborat6rios e 6rgaos reguladores de que o método é confiavel, seguro e eficaz ao que se
aplica (NETTO et al., 2006; GONZALEZ; HERRADOR, 2007; ROZET et al., 2007; CASS;

DEGANI, 2010). Para tanto, de acordo com a International Conference on Harmonisation
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(ICH, 2005) e a Resolugdo n° 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA, deve apresentar
seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, exatiddo, LD e limite de quantificacdo (LQ)
adequados a analise.

Considerando o pequeno volume (nl) e quantidade de analitos (ng—pg) injetados na
EC, a validacdo pode ser uma tarefa dificil. Contudo, o uso de equipamentos mais modernos
e padrdes internos adequados colaboram para o sucesso do procedimento (TAGLIARO et
al., 1998).

Na literatura, é possivel encontrar diversos exemplos de validacdo de métodos
desenvolvidos para quantificacdo de metabdlitos em extratos e fracées obtidos de drogas
vegetais. Esses relatos incluem, principalmente, métodos desenvolvidos por CLAE.
Contudo, com o advento da EC observa-se, nos ultimos anos, um incremento N0S processos
de validacdo de métodos desenvolvidos por esta técnica para quantificacdo de flavonoides
(CHEUNG; ZHANG, 2008; CHU et al., 2008; PERES et al., 2009; TIAN; QIN, 2009; Ll et al.,
2010; CHEN et al., 2011; ITO, 2011), metilxantinas (ITO, 2011), acidos fenélicos (CHEUNG;
ZHANG, 2008; CHU et al.,, 2008; PERES et al., 2009; CHEN et al., 2011), cumarinas
(WANG et al., 2010), terpenoides (CHEUNG; ZHANG, 2008; CHEN et al., 2011),
fenilpropanoides (CHEUNG; ZHANG, 2008), hidroquinonas (CHU et al. 2008), esteroides,
iridoides e alcaloides (CHEN et al., 2011).

Em relacdo a T. catigua, existem poucos trabalhos publicados com metodologias
validadas para quantificacdo de seus marcadores. Beltrame e colaboradores (2006)
guantificaram a cinchonaina Ib por CLAE. Lagos (2006) descreveu a validacdo de um
método para quantificacdo do acido clorogénico por CLAE, e outro para quantificacao de B-
sitosterol por cromatografia gasosa. Outros autores desenvolveram e validaram
metodologias espectrofotométricas para quantificacdo de flavonoides, expressos como
rutina, em extrato comercial e formas farmacéuticas contendo extrato de T. catigua (ROLIM
et al., 2005; BABY et al., 2006; ROLIM et al., 2006). Lonni e colaboradores (2012) e Longhini
e colaboradores (no prelo, 2013) utilizaram uma metodologia validada por CLAE capaz de
identificar e quantificar as substancias: catequina, epicatequina, PB2, 4cido clorogénico e as

cinchonainas la, Ib, lla e llb.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizagdo fisico-quimica das
cascas, EB e FAE de Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae) bem como desenvolver, otimizar
e validar uma metodologia rapida e exata empregando a eletroforese capilar na separacao,
identificacdo e quantificacéo de polifendis da fragdo semipurificada (FAE).

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a qualidade fisico-quimica das cascas, EB e FAE de T. catigua;

- Avaliar a atividade antioxidante in vitro do EB e FAE através do método com o radical
DPPH;

- Desenvolver metodologia analitica por EC para quantificacdo de marcadores quimicos
envolvidos na padronizacdo da FAE de T. catigua;

- Validar a metodologia analitica previamente desenvolvida segundo critérios estabelecidos
pelos 6rgéaos oficiais RE 899/2003-ANVISA (BRASIL, 2003) e ICH (2005) no que diz respeito
a seletividade, linearidade, intervalo, LD, LQ, precisdo, exatidado e robustez;

- Avaliar a estabilidade das solucdes da amostra e do padrdo interno, em temperatura
ambiente e de refrigeracao;

- Quantificar os polifendis da FAE de T. catigua.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima vegetal

As cascas do vegetal Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae) foram coletadas em maio
de 2011, pelo Sr. José Maria Fernandes Monteiro, estabelecido na Avenida Valdique
Soriano, n°® 187, cidade de Caitité, estado da Bahia, Brasil. A exsicata encontra-se
depositada no herbario da Universidade Estadual de Maringa (HUEM#19434). As cascas
foram fragmentadas com auxilio de tesouras de poda manual e secas a temperatura
ambiente. No laboratério de biologia farmacéutica (PALAFITO), as cascas foram colocadas
em estufa, a 40 °C, por 24 h e posteriormente moidas em moinho de martelos (Tigre ASN5).

4.2 Solventes e reagentes

Todos os solventes e reagentes possuiam grau de pureza pré-analise (p.a.), das
marcas J. T. Baker®, Sigma Aldrich® ou Synth® ou outra especificada:
- 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH);

- 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina;

- Acetato de etila;

- Acetona;

- Acido borico;

- Acido cloridrico:

- Agua destilada (UEM);

- Agua Ultrapura (Milli-Q) - Millipore®;

- Alcool etilico - llha®;

- Butil-hidroxi-tolueno (BHT);

- Carbonato de soédio anidro;

- Hidréxido de sédio;

- Metanol;

- Metil-B-ciclodextrina;

- Nitrogénio liquido (UEM);

- PadrBes de acido clorogénico, acido galico, catequina e epicatequina;
- Padroes de PB1, PB2, Cinchonaina la, Cinchonaina Ib, Cinchonaina lla e Cinchonaina Ilb
isolados por Resende (2007);

- P6 de pele - Freiberg;

- Reagente fendlico de Folin-Ciocalteu - Laborclin®;

- Tetraborato de sddio anidro — Acros Organics®;
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- B-ciclodextrina (98%).

4.3 Material e Equipamentos

- Aparelho de EC modelo P/ACE System MDQ da Beckman Coulter, equipado com detector
UV-Vis e software Karat versdo 7.0 de aquisi¢céo e tratamento de dados;

- Aparelho de ultra-som Unigque USC Cleaner 1450, 25 kHz;

- Balanca de infravermelho Ohaus MB35;

- Balancga analitica Marte AY220;

- Banho-matria;

- Bomba a vacuo Vaccubrand Labortechnik tipo MZ 2C;

- Cartucho de extracdo em fase solida Strata C18-E (55 pm, 70 A; 200 mg/3 ml);

- Colunas capilares de silica fundida revestidos externamente com poliamida com diametro
interno de 50 pm, didmetro externo de 375 um - Beckman Coulter;

- Dessecador;

- Espectrofotometro Shimadzu UV/VIS PC-1650;

- Estufa S.E. Fanem;

- Evaporador rotatorio Buchi R-114;

- Liofilizador Christh Alpha 1-4;

- Manta aquecedora Fisatom;

- Membrana Millipore HAWP01300 0,45 pum;

- Micropipeta Eppendorf (10 a 1000 pl);

- Moinho de martelos Tigre ASN-5;

- Mufla;

- Papel filtro quantitativo Framex;

- pHmétro de bancada Gehaka mod PG 1800;

- Tamisador vibratorio RETSCH;

- Tamises com abertura de malha de 2,000; 0,840; 0,420; 0,250; 0,177 e 0,149 mm:;
- Ultra-turrax UTC 115 KT, lka® Works, Wilmington, Carolina do Norte, EUA;

- Vortex IKA.

4.4 Controle de Qualidade

A avaliagdo da qualidade da droga vegetal foi realizada segundo normas da
Farmacopeia Brasileira (2010), Farmacopeia Europeia (2002) e técnicas ndo farmacopeicas.
Como a espécie T. catigua ndo possui monografia descrita na Farmacopeia Brasileira, 0s

padrées de qualidade foram avaliados comparando-se o0s resultados com estudos
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anteriores. Em ensaios quantitativos, as variagdes nos resultados foram consideradas

estatisticamente, calculando-se a média, desvio padréo e coeficiente de variagéo.

4.4.1 Andlises fisico-quimicas

4.4.1.1 DETERMINACAO DE MATERIAL ESTRANHO
Todo o material vegetal recebido foi espalhado em camada fina sobre uma superficie
plana. Os materiais estranhos a droga foram separados manualmente a olho nu. O material

separado foi posteriormente pesado e a porcentagem determinada (FARMACOPEIA, 2010).

4.4.1.2 DETERMINACAO DA PERDA POR DESSECACAO

Cinco amostras de 2 g da droga vegetal cominuida exatamente pesadas foram
uniformemente distribuidas no coletor de aluminio da balanca de infravermelho e
submetidas ao aquecimento a temperatura de 115 °C, pelo periodo de 20 min. Apés esse
tempo, foram feitas as leituras das massas. Os resultados foram expressos em perda de

massa percentual, através da média de cinco determina¢des (FARMACOPEIA, 2010).

4.4.1.3 DETERMINACAO DE CINZAS TOTAIS

Seis cadinhos de porcelana foram previamente calcinados em mufla, a 450 °C por 6
h, resfriados em dessecador e tarados em balanca analitica. Amostras de 3 g da droga
vegetal pulverizada foram exatamente pesadas e distribuidas uniformemente nos cadinhos,
0s quais foram incinerados e levados a mufla a 450 °C, até eliminacdo de todo o carvao.
Apoés resfriamento em dessecador, os cadinhos foram pesados. Os resultados foram
expressos em porcentagem de cinzas em relacdo a droga seca ao ar, através da média de
seis determinac¢fes (FARMACOPEIA, 2010).

4.4.1.4 DETERMINACAO DE CINZAS INSOLUVEIS EM ACIDO

O residuo obtido na determinagéo de cinzas totais foi fervido durante 5 min com 25
ml de &cido cloridrico a 7% (p v') em cadinho coberto com vidro de relégio. O vidro de
reldgio foi lavado com 5 ml de 4gua quente e esta agua foi adicionada ao cadinho. O residuo
insoltvel em acido foi recolhido sobre papel de filtro e lavado até que o filtrado se mostrasse
neutro. O papel de filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho original, secado
sobre chapa quente e incinerado a cerca de 500 °C até peso constante. Os resultados foram
expressos em porcentagem de cinzas insoluveis em &cido em relagdo a droga seca ao ar,
através da média de seis determinacdes (FARMACOPEIA, 2010).
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4.4.1.5 DETERMINACAO DO TEOR DE EXTRATIVOS

Cerca de 1,0 g da droga vegetal cominuida exatamente pesada foi submetida a
decoccdo com 100,0 ml de &gua, durante 10 min. Apos o resfriamento, a solugéo foi
transferida para baldo volumétrico e o volume completado a 100,0 ml. Apos filtragdo em
papel filtro, os primeiros 20,0 ml foram desprezados. Uma aliquota equivalente a 20,0 ml foi
pesada em pesa-filtro previamente tarado, e levada a evaporacdo até secura em banho-
maria. O pesa-filtro contendo o residuo foi colocado em estufa, a temperatura de 105 °C até
peso constante, resfriado em dessecador e pesado. Os resultados foram expressos em

porcentagem de extrativos, através da média de cinco determinacdes (DEUTSCHES, 1986).

4.4.1.6 ANALISE GRANULOMETRICA

A técnica da granulometria por tamisacao foi empregada. Trés determinacdes foram
realizadas submetendo-se 50 g do material vegetal em p6é a passagem forcada por vibracéao
através de seis tamises individualmente tarados, com abertura de malha de 2,000; 0,840;
0,420; 0,250; 0,177 e 0,149 mm e coletor, utilizando-se tamisador vibratério RETSCH
durante 25 min a 70 vibracdes por minuto. Apdés a tamisacdo, procedeu-se a pesagem,
determinando-se a quantidade de material retido em cada peneira. O resultado foi fornecido
sob forma tabelar, apresentando-se classe granulométrica (CG; mm); intervalo de abertura
de malha (Am; mm); dimensao granulométrica média ( M ; mm); fracdo retida percentual (F;

%); fracdo residuo percentual (R; %) e fracdo passagem percentual (P; %) (HELMAN, 1982).

4.4.2 Andlises guimicas quantitativas

4.4.2.1 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS E TANINOS TOTAIS

Cerca de 0,750 g da droga pulverizada foram exatamente pesados e, transferidos
para um erlenmeyer com 150 ml de agua deixando-se durante 30 min em banho-maria a
temperatura de 85 °C. ApOs resfriamento, o contetdo foi transferido para um baldo
volumétrico de 250 ml, completando-se o volume com agua. Cerca de 80 ml do extrato foi
filtrado, desprezando-se os primeiros 50 ml. O filtrado obtido foi denominado solu¢do-méae
(SM) (FARMACORPEIA, 2002).

Para a determinacéo de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com agua
em baldo volumétrico de 25 ml. Dois mililitros dessa solucdo foram transferidos com 1 ml do
reagente fendlico de Folin-Ciocalteu (2 mol I'*) e 10 ml de agua para um baldo volumétrico
de 25 ml, completando-se o volume com solugcdo de carbonato de sodio anidro 10,75%.
Ap6s 30 min da adi¢édo da ultima solugdo mediu-se a absorvancia a 760 nm, empregando-se
agua como branco (FARMACOPEIA, 2002).
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Para determinacdes de polifendis ndo adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram
transferidos com 0,100 g de p6-de-pele R para um béquer e agitados durante 60 min. Apos,
a solugdo foi filtrada e 2 ml do filtrado foram diluidos com &gua para 10 ml em baldo
volumétrico. Dois mililitros dessa solucao foram transferidos com 1 ml do reagente fendlico
de Folin-Ciocalteu (2 mol I') e 10 ml de agua para um baldo volumétrico de 25 ml,
completando-se o volume com solugcédo de carbonato de sédio anidro 10,75%. Apés 30 min
da adicdo da ultima solu¢gdo mediu-se a absorvancia a 760 nm, empregando-se agua como
branco. Foram realizadas trés determinagdes (FARMACOPEIA, 2002).

Para a determinacédo do teor de PT e taninos totais do EB e FAE, realizou-se a
mesma técnica, porém a etapa de extracdo ndo se fez necessaria. A quantidade de EB
utilizada foi de 0,150 g (rendimento=20%). A quantidade de FAE utilizada foi de 0,070 g
(rendimento=9,33%).

4.4.2.2 DETERMINA(;AO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL DPPH
- 2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZILA

Para determinacdo da capacidade antioxidante utilizou-se metodologia descrita por
Amarowicz e colaboradores (2004). O EB e a FAE foram diluidos em 3 ml de metanol, de
modo a atingir concentracdes de 3 a 8,0 ug ml™. A estas solucdes acrescentaram-se 300 pl
de solugéo de DPPH (1 mmol I'!). A mistura foi agitada em vortex por 15 s e deixada em
repouso a temperatura ambiente durante 30 min. As absorvancias das solucdes resultantes
foram medidas a 517 nm. Foi utilizado como branco uma solucdo metandlica de BHT (2 mg
em 4 ml de metanol) adicionada de 500 ul de solucdo de DPPH e como controle negativo,
uma solucdo contendo 3 ml de metanol e 300 pul de solucdo de DPPH. Como controle
positivo, foram utilizadas solu¢des de Vitamina C e Trolox nas concentracdes de 3 a 8,0 ug
ml™. A atividade de sequestro de radicais (%ASR) foi calculada como porcentagem de
descoramento do DPPH, usando a seguinte equagao:

Y%ASR— AbsCN — AbsA 100

AbsCN

Onde:
Abs CN = Absorvéancia do controle negativo

Abs A = Absorvancia da amostra
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4.5 Preparo de extrato bruto e frag&o acetato de etila

4.5.1 Extrato bruto (EB)

As cascas secas foram moidas em moinho de martelos, empregando-se o material
sem separacdo granulométrica. A extracdo foi realizada por Ultra-turrax, utilizando
acetona:agua (7:3; v v*) como liquido extrator, na propor¢éo de 10% (m v'*). Em seguida, o
extrato foi concentrado sob pressao reduzida, congelado em nitrogénio liquido e liofilizado,
obtendo-se assim o EB (RESENDE, 2007).

4.5.2 Fracédo acetato de etila (FAE)

O EB (50 g) foi ressuspendido em agua destilada (500 ml) e particionado com
acetato de etila (500 ml; 12 vezes) (MELLO et al., 1996). As fases acetato de etila foram
reunidas, concentradas em evaporador rotatério sob pressdo reduzida até eliminagéo total
do solvente organico, congeladas e liofilizadas, obtendo-se a FAE. A fase aquosa restante

também foi concentrada, congelada e liofilizada, obtendo-se a FA (RESENDE, 2007).

4.6 Desenvolvimento de metodologia analitica por Eletroforese Capilar

4.6.1 Condicdes eletroforéticas

O método foi desenvolvido em um sistema capilar eletroforético Beckman P/ACE
MDQ equipado com detector UV-Vis. Os dados foram processados em software Beckman
32 Karat versado 7.0. Utilizou-se capilar da Beckman Coulter de silica fundida de 375 um
D.E. x 50 um D.l. com comprimento de 50/60,2 cm (comprimento efetivo/comprimento total).
Em seu primeiro uso, o capilar foi condicionado bombeando-se HCI 1,0 mol I"* por 1h, NaOH
1,0 mol I'* por 1h e agua ultrapura por 1h. Na analise, a temperatura do capilar foi ajustada
para 25 °C e as amostras foram injetadas hidrodinamicamente, a 0,5 psi, por 5 segundos.
Antes de cada injecdo, foi realizado um pré-condicionamento do capilar, bombeando-se
solugéio de NaOH 1,0 mol I* por 5 min, agua ultrapura por 7 min e tamp&o de enxague por
10 min. Ao fim das andlises, realizou-se o enxague do capilar, bombeando-se solugéo de
NaOH 1,0 mol I"* por 10 min e agua ultrapura por 20 min. A programacao utilizada durante

as analises foi estabelecida por Ito (2011), e encontra-se descrita no Quadro 3.

Quadro 3. Programacéao utilizada para analise de amostras por EC

Condicionamento 5 min 20 psi 1,0 mol I de NaOH
Condicionamento 7 min 20 psi Agua ultrapura
Condicionamento 10 min 20 psi Tampao de enxague

Injecao 5s 0,5 psi Amostra
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4.6.2 Preparo das solucdes de padrdes

As solucbes dos padrbes acido clorogénico, catequina, epicatequina, PB1, PB2,
cinchonaina la, cinchonaina Ib, cinchonaina lla e cinchonaina Ilb utilizadas para
identificacdo dos picos foram preparadas solubilizando-se uma pequena quantidade dos
padres em 1 ml de metanol, por 1 min em ultrassom. Estas solu¢des foram mantidas em

geladeira por no méximo uma semana, sob prote¢do da luz.

4.6.3 Preparo da solucdo amostra

Para preparo de solugdo amostra nas concentracbes de 500 pg mi™* ou 1 mg ml™,
foram pesados, respectivamente, 5 ou 10 mg da FAE e solubilizados em aproximadamente
5 ml de solucdo metanol:agua (2:8 v v*), com auxilio do ultrassom. A solucéo foi
posteriormente submetida a passagem por um cartucho C18 previamente condicionado pela
passagem de 3 ml de metanol e 3 ml de agua ultrapura. A solucao extraida foi transferida
para um baldo volumétrico de 10 ml que teve o seu volume completado com solucdo
metanol:agua (2:8 v v'). Antes de ser injetada, a solucéo foi filtrada através de membrana

de filtro de 0,45 um e armazenada em geladeira por no maximo uma semana.

4.6.4 Preparo da solucdao eletrolitica

A solucdo estoque de tetraborato de sodio 100 mmol I* (solucdo A) foi preparada
solubilizando-se 2,0126 g deste sal em 100,0 ml de agua ultrapura. A solucdo estoque do
acido bérico 100 mmol I"* (solucdo B) foi preparada solubilizando-se 0,6183 g do acido em
100,0 ml de agua ultrapura. Ambas as solu¢Bes foram submetidas ao ultrassom até
solubilizacdo e filtradas através de membrana de filtro de 0,45 um. Para obtencdo da
solucdo eletrolitica, as solucbes A e B foram previamente diluidas na concentracdo de
interesse e misturadas até obtencdo do pH desejado. Nos ensaios que utilizaram -
ciclodextrinas (B-CD), metil-B-CD e 2-hidroxipropil-B-CD, adicionou-se a quantidade
adequada de CD na solucéo eletrolitica pronta. As solu¢des estoques foram armazenadas

em geladeira por no maximo 48 h e as misturas foram preparadas diariamente.

4.6.5 Preparo da solugdo enxague

A solucéo de NaOH 1 mol I'* foi preparada solubilizando-se 4,0 g de NaOH em 100,0
ml de &gua ultrapura. Antes do uso, esta solucéo foi filtrada em filtro de membrana com poro
de 0,45 um.

4.6.6 Otimizacéo das condi¢fes analiticas

Os seguintes parametros foram testados:
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4.6.6.1 COMPRIMENTO DE ONDA (A)

O detector UV-Vis acoplado ao equipamento utilizado possui quatro possibilidades
de A: 200, 214, 254 e 280 nm. As quatro possibilidades de A foram analisadas. As demais
condicBes eletroforéticas foram: tamp&o borato 50 mmol I'*; pH 8,5; voltagem: 20 kV a 25 °C,
injecdo 5 s a 0,5 psi, FAE: 500 pg mi™.

4.6.6.2 VOLTAGEM
As voltagens de 15 e 25 kV foram analisadas nas condi¢cbes eletroforéticas: tampao

borato 80 mmol I'*, pH 8,6; 25 °C, detec¢éo: 214 nm, injecéo: 0,5 psi por 5 s; FAE: 1 mg ml™.

4.6.6.3 CONCENTRACAO DO TAMPAO

Quatro concentracdes de solucéo eletrolitica foram testadas: 50, 60, 70 e 80 mmol I™.
Essas concentracfes foram obtidas por diluicdo das solucdes A e B. As solucbes diluidas
foram misturadas até pH 9,1. As demais condicdes eletroforéticas foram: voltagem: 18 kV a
25 °C, injecdo 5 s a 0,5 psi, deteccdo: 214 nm; FAE: 500 pg mi™.

4.6.6.4 pH DO TAMPAO

Foram avaliados os valores de pH 9,10; 9,25; 9,35 e 9,45 em solucdes eletroliticas
com concentracdo de 50 e 60 mmol I*.Os valores de pH 9,10; 9,26 e 9,35 foram avaliados
em solucdes eletroliticas com concentragédo de 70 mmol I'*. Os valores de pH 8,96, 9,21 e
9,30 foram avaliados em solucdes eletroliticas com concentracdo de 80 mmol I™*. As demais
condicOes eletroforéticas foram: voltagem: 18 kV a 25 °C, injecdo 5 s a 0,5 psi, deteccéo:
214 nm; FAE: 500 pg ml™.

4.6.6.5 TIPO E CONCENTRACAO DE SELETOR QUIRAL

Trés ciclodextrinas (CD) foram testadas: B-CD, metil-B-CD e 2-hidroxipropil-B-CD
(Figura 7). Cada CD foi adicionada a solucdo eletrolitica nas concentragdes: 10, 15 e 20
mmol It As condi¢Oes eletroforéticas foram: tampéo borato 70 mmol I*, pH 9,26; voltagem:
20 kV a 25 °C, injecdo: 5 s a 0,5 psi, detecgdo: 214 nm; FAE: 1 mg ml™. Solugbes padrbes
das substancias catequina, epicatequina, PB2, cinchonaina la e cinchonaina Ib foram

utilizadas para identificacdo dos picos.
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Figura 7. Estrutura molecular da B-ciclodextrina, metil-B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Fonte: adaptado de www.tocris.com/dispprod.php?ltemld=2248#.UP8NXSdZUhN

4.6.6.6 GRADIENTE DE VOLTAGEM

Trés gradientes de voltagem foram avaliados, conforme apresentados no Quadro 4:

Quadro 4. Gradientes de voltagem avaliados no desenvolvimento de metodologia por EC

Gradiente 1 30 kV por 5,7 min 5 kV por 2 min 30 kV por 7,3 min
Gradiente 2 30 kV por 5,7 min 7,5 kV por 2 min 30 kV por 7,3 min
Gradiente 3 30 kV por 5,7 min 10 kV por 2 min 30 kV por 7,3 min

As condicBes eletroforéticas foram: tamp&o borato 80 mmol I, pH 8,80; 2-
hidroxipropil-B-CD 10 mmol I}, 25 °C, injecéo: 5 s a 0,5 psi, deteccéo: 214 nm; FAE: 1 mg
ml™. Solucdes padrées das substancias catequina, epicatequina, acido clorogénico, PB1,
PB2, cinchonainas la, Ib, lla e llb foram utilizadas para identificacdo dos picos. Os
parametros: tempo de migracdo e resolucdo entre os picos dos enantibmeros cinchonainas

la e Ib foram monitorados.

4.6.7 Determinacdo dos parametros eletroforéticos

Para determinacdo dos parametros eletroforéticos utilizou-se as férmulas descritas
por Weinberger (1993) e Baker (1995). Na determinacdo do tempo do fluxo eletroosmatico,
utilizou-se como marcador o metanol presente na solucdo amostra, uma vez que ele
provoca um ponto de inflexado facilmente identificavel no eletroferograma.

A velocidade do fluxo eletroosmatico (Vg r) foi calculada utilizando a formula:
Lp

Veor = t
EOF

Onde, L, = comprimento efetivo do capilar (cm)

tzor = tempo de migracdo do marcador (S)
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A velocidade aparente de migracdo (V,,) das substancias acido clorogénico,

catequina, epicatequina, PB1, PB2, cinchonainas la, Ib, lla e IIb e 4cido galico foi calculada
pela formula:
Vap = tay

Onde, L, = comprimento efetivo do capilar (cm)

tqp = tempo de migragdo do composto (s)

Com os valores da velocidade aparente (V,,,) e da velocidade eletroosmaética (Vgor),
calculou-se a velocidade eletroforética (V,) de cada substancia pela formula:

Ve = Vap — Veor

A mobilidade eletroforética (ue) de cada composto foi encontrada pela férmula:

VeLr
H

Onde, p, = mobilidade eletroforética do composto (cm? V* s™)

pe=

¥, = velocidade eletroforética do composto (cm s™)
Ly = comprimento total do capilar (cm)
H = potencial aplicado no capilar (V)

Em sistemas que apresentam o fluxo eletroosmaético, a mobilidade total do ion (pap) €

a soma da sua mobilidade eletroforética (u,) mais a mobilidade eletroosmética (U, p)-

pap = pe + pEOF
4.7 Validacao da metodologia analitica

4.7.1 Preparo da solucéo estoque do padréo interno
Para preparo da solucéo estoque do padréo interno acido gélico 500 pg ml™*, 5 mg de
acido galico foram pesados e solubilizados em 10 ml de solu¢do metanol:agua (2:8 v v*'),

com auxilio do ultrassom.

4.7.2 Especificidade e seletividade

Nesta analise foram avaliados o0s seguintes parametros para catequina,
epicatequina, PB2, cinchonaina la, cinchonaina Ib, cinchonaina lla, cinchonaina llb e &cido
gélico (100 pg ml™"): 1) Coeficiente de variacdo do tempo de retencdo, 2) Coeficiente de
variagdo da éarea, 3) Resolucdo, 4) Eficiéncia (Pratos Tedricos) e 5) Assimetria. Os valores

foram comparados com os critérios estabelecidos pelo ICH (2005).
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4.7.3 Linearidade

Para determinac&o da linearidade, utilizou-se a amostra de FAE 1 mg ml™* adicionada
de &cido galico como padrao interno. A curva de calibracdo foi obtida a partir da analise de
seis concentracdes (20, 40, 60, 80, 100 e 120 pg mi™) do &cido galico em triplicata e em trés
dias diferentes. Os resultados foram tratados estatisticamente para determinagdo do
coeficiente de correlacdo (r), interseccdo com o eixo y, coeficiente angular, soma residual
dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padrao relativo. O critério minimo para
aceitacdo foi r = 0,99 (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

4.7.4 Precisao
4.7.4.1 PRECISAO INTRA-CORRIDA

A precisao intra-corrida ou repetibilidade do método foi verificada por no minimo seis
determinacdes do &cido galico a 120 pg ml™. O critério para aceitacdo foi coeficiente de
variacdo (CV) menor que 5% (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

4.7.4.2 PRECISAO INTER-CORRIDA

A precisdo inter-corrida ou intermediaria foi verificada por no minimo seis
determinacdes do &cido galico a 120 pg ml™ em dois dias distintos. O critério para aceitaco
foi coeficiente de variacdo (CV) menor que 5% (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

4.7.5 Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccéo foi determinado pela férmula:

D= 3.DP,
T IC

em que DP, é o desvio padrédo do intercepto com o eixo do y de, no minimo 3 curvas de

calibracdo construidas e IC é a inclinacéo da curva de calibracdo (BRASIL, 2003).

4.7.6 Limite de quantificagdo (LQ)
O limite de quantificacdo foi determinado pela férmula:
10.DP,
-
em que DP, é o desvio padrédo do intercepto com o eixo do y de, no minimo 3 curvas de

calibracdo construidas e IC é a inclinacdo da curva de calibracdo (BRASIL, 2003; ICH,
2005).

4.7.7 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pela formula:
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o concentracao média experimental
Exatidao = — — .100
concentracgao tedrica

a partir da anélise de trés concentragdes de acido galico (20, 60 e 120 pug ml™) em triplicata
(BRASIL, 2003; ICH, 2005).

4.7.8 Robustez
A avaliacao da robustez foi realizada através de pequenas varia¢cdes das condi¢cdes

eletroforéticas estabelecidas. Os parametros alterados estédo apresentados no Quadro 5.

Quadro 5. Parametros avaliados para determinacao da robustez do método desenvolvido

Parédmetros Variagdes
Tampa&o borato 80 mmol I 84 mmol I 76 mmol I
Tampéo borato pH 8,8 pH 8,9 pH 8,7
Gradiente de voltagem - 5 kV 5,1 kV 4,9 kV
Gradiente de voltagem - 30 kV 29 kv

Monitorou-se as areas e o tempo de migragcdo das substancias catequina,
epicatequina, cinchonaina la, cinchonaina Ib, cinchonaina lla e cinchonaina Ilb nas
variacbes da concentracdo e pH do tampé&o borato; das substancias cinchonaina la e
cinchonaina Ib na variacdo do gradiente de voltagem de 5 kV, e das substancias catequina,
epicatequina, cinchonaina lla e cinchonaina Ilb na variacdo do gradiente de voltagem de 30
kV. Andlises estatisticas (ANOVA e teste de Tukey) foram realizadas para avaliar a
ocorréncia de alteracdes significativas em relacdo as condi¢des eletroforéticas previamente

estabelecidas.

4.8 Estabilidade da solu¢cdo amostra e da solucao do padrao interno

Para avaliaco da estabilidade, analisaram-se amostras da solugéo de FAE 1 mg mi™
e da solucdo do padrdo de &cido galico 100 ug ml™* mantidas em temperatura ambiente e
refrigeracdo por 24, 48 e 72 h. Os resultados obtidos com relagdo a area e tempo de
migracdo das substancias catequina, epicatequina, PB2, cinchonaina la, cinchonaina Ib,
cinchonaina lla, cinchonaina llb e acido géalico foram comparados com aqueles obtidos da
analise das amostras recém preparadas. Andlises estatisticas (ANOVA e teste de Tukey)
foram realizadas para avaliar a ocorréncia de alteragfes significativas durante o periodo

avaliado.
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4.9 Recuperacdo do procedimento de preparo da amostra e quantificacdo
de polifendis da FAE de T. catigua

Para avaliacédo da recuperacdo do procedimento de preparo da amostra, analisaram-
se amostras de acido gélico nas concentracdes de 20, 60 e 120 pug ml* submetidas ao
processo de extracdo por fase sélida (cartucho C18), em triplicata. Os resultados obtidos
foram comparados com solu¢bes ndo extraidas e expressos em porcentagem. As areas
médias obtidas para as substancias catequina, epicatequina, PB2, cinchonaina lla e
cinchonaina Ilb (n=3) foram corrigidas e o teor foi dado em equivalentes de &cido gélico,

conforme equacéo da reta.

4.10 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas e gquantitativas (teor de polifendis
totais, taninos totais e capacidade antioxidante), expressos como a média + desvio padrao
da média foram analisados utilizando o programa Excel®, versao 2007 (Microsoft Office). A
analise estatistica dos dados de validacdo e estabilidade foi realizada utilizando o programa
Statistica®, versao 8.0 (StatSoft Office Inc.). Os resultados de linearidade foram obtidos por
analise de regressdo linear simples. Os resultados de robustez e estabilidade foram
avaliados por analise de variancia unilateral (one-way ANOVA). As diferencas significativas
foram determinadas através do teste de Tukey e p<0,05 foi considerado como critério de

significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Controle de Qualidade

5.1.1 Anélises fisico-quimicas
Os resultados das andlises de determinacdo de material estranho, determinacdo da
perda por dessecacao, determinacao de cinzas totais, determinacdo de cinzas insollveis em
acido e determinacéao do teor de extrativos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos ensaios fisico-quimicos realizados para o controle de qualidade

de cascas de T. catigua.

Ensaios Resultados

25,9
11,61 + 0,25 (2,17)

5,15 + 0,07 (1,29)

N&o quantificaveis
25,99 + 0,87 (3,34)

Determinacdo de material estranho (%)
Determinacéo da perda por dessecacgédo [ X% + dp (CV%)]

Determinacéo de cinzas totais [ X% + dp (CV%)]
Determinacao de cinzas insollveis em &cido
Determinag&o do teor de extrativos [ X%(m.v ™) + dp (CV%)]

A andlise granulométrica do p6 das cascas de T. catigua forneceu os resultados

expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Andlise granulométrica por tamisacdo das cascas de T. catigua moidas por

moinho de martelos.

Abertura Classe Intervalo de Dimenséo Fracéo Fracéo Fracéo
de malha|granulométrica| aberturade |granulométrica| retida residuo passagem
M (mm) CG (mm) malha média percentual | percentual | percentual
Am (mm) m (mm) F (%) R (%) P (%)
2,000 | 2,000 - 3,000 1,000 2,500 0,13 0,13 99,87
0,840 | 0,840 - 2,000 1,160 1,420 3,33 3,46 96,54
0,420 | 0,420-0,840 0,420 0,630 13,06 16,52 83,48
0,250 | 0,250 -0,420 0,170 0,335 27,98 44,50 55,50
0,177 | 0,177 -0,250 0,023 0,213 30,60 75,10 24,90
0,149 | 0,149 -0,177 0,028 0,163 5,13 80,23 19,77
Coletor | 0,000 — 0,149 0,149 0,074 19,77 100 0,00

A figura 8 representa as curvas caracteristicas de retencdo e passagem da droga
rasurada através da analise granulométrica por tamisagdo, empregando-se os dados
fornecidos pela Tabela 2. O didmetro médio de particula calculado a partir do ponto de

interseccédo das retas foi de 0,237 mm.
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Figura 8. Curvas cumulativas de residuo e passagem ap0s a tamisacdo da matéria-prima vegetal.

5.1.2 Andlises quimicas quantitativas

Avaliou-se o teor de polifendis totais (PT) e taninos totais (TT) das cascas, EB e FAE
de T. catigua. Os resultados encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Teor médio de polifendis totais e taninos totais encontrados em cascas, EB e FAE
de T. catigua.

Amostra Polifendis totais [ X% +dp (CV%)] Taninos totais [ X% *=dp (CV%)]
Cascas 9,54 + 0,24 (2,50) 7,07 £ 0,07 (0,93)
EB 42,34 + 0,27 (0,63) 31,42 + 0,37 (1,16)
FAE 68,86 + 1,79 (2,60) 49,72 + 2,10 (4,17)

Com relacdo a capacidade antioxidante do EB e FAE frente ao radical DPPH, os
resultados obtidos podem ser vistos na Tabela 4.

Tabela 4. Capacidade antioxidante média encontrada para o EB e FAE de T. catigua e
substancias de referéncia.

Amostra ICso médio [pug ml™ (CV%)]
EB 6,72 % 0,28 (4,17)
FAE 4,47 + 0,07 (1,58)
Vitamina C 4,21 £ 0,15 (3,69)
Trolox 6,62 + 0,07 (1,11)

5.2 Desenvolvimento de metodologia analitica por Eletroforese Capilar

5.2.1 Comprimento de onda (A)

Quatro A foram testados: 200, 214, 254 e 280 nm. Os eletroferogramas obtidos
podem ser vistos na figura 9.
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Figura 9. Eletroferogramas da FAE de T. catigua com deteccao a 200, 214, 254 e 280 nm. Condi¢des
eletroforéticas: tampao borato 50 mmol I™; pH 8,5; voltagem: 20 kV a 25 °C; injecdo: 5 s (0,5 psi);
FAE: 500 pg ml™.

5.2.2 Voltagem
A figura 10 apresenta os eletroferogramas que avaliam o efeito de diferentes
voltagens (15 kV e 25 kV) sobre amostras da FAE de T. catigua.
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Figura 10. Eletroferogramas da FAE de T. catigua submetida a diferentes voltagens. Condicdes

eletroforéticas: tampao borato 80 mmol I'; pH 8,6; voltagem: 15 e 25 kV a 25 °C; injecdo: 5 s (0,5 psi);

deteccdo: 214 nm; FAE: 1 mg ml™.

5.2.3 Concentracéo do tampao
A figura 11 mostra o efeito de diferentes concentracdes do tampao borato (50, 60,
70, e 80 mmol I'Y) em amostras de FAE de T. catigua.
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Figura 11. Eletroferogramas da FAE de T. catigua

eletrolitica. Condicdes eletroforéticas: tampé&o borato 50,

em diferentes concentragbes da solucao
60, 70, e 80 mmol I'"; pH 9,1; voltagem: 18

kV a 25 °C; injecdo: 5 s (0,5 psi); deteccdo: 214 nm; FAE: 500 pg ml™.
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5.2.4 pH do tampéo
A influéncia do pH do tampéao foi avaliada em solugfes eletroliticas na concentragao
de 50, 60, 70 e 80 mmol I"* e podem ser vistos nas figuras 12, 13, 14 e 15.
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Figura 12. Eletroferogramas da FAE de T. catigua em diferentes pH da solucéo eletrolitica.
Condicdes eletroforéticas: tampao borato 50 mmol I'; pH 9,10; 9,25; 9,35; 9,45; voltagem: 18 kV a 25
°C; injecdo: 5's (0,5 psi); deteccdo: 214 nm; FAE: 500 ug ml™.
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Figura 13. Eletroferogramas da FAE de T. catigua em diferentes pH da solugéo eletrolitica.
Condicdes eletroforéticas: tampao borato 60 mmol I'; pH 9,10; 9,25; 9,35; 9,45; voltagem: 18 kV a 25
°C; injecdo: 5's (0,5 psi); detecgdo: 214 nm; FAE: 500 pg ml™.
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Figura 14. Eletroferogramas da FAE de T. catigua em diferentes pH da solugéo eletrolitica.
Condicbes eletroforéticas: tampé&o borato 70 mmol It pH 9,10; 9,26; 9,35; voltagem: 18 kV a 25 °C;
injecdo: 5 s (0,5 psi); deteccdo: 214 nm; FAE: 500 pg mi™.
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Figura 15. Eletroferogramas da FAE de T. catigua em diferentes pH da solugéo eletrolitica.
Condic¢bes eletroforéticas: tampé&o borato 80 mmol I't; pH 8,96; 9,21; 9,29; voltagem: 18 kV a 25 °C;
injecdo: 5 s (0,5 psi); deteccéo: 214 nm; FAE: 500 pg mi™.

5.2.5 Tipo e concentragado de seletor quiral

Trés tipos de CD foram testadas: B-CD, metil-B-CD e 2-hidroxipropil-B-CD, nas
concentragdes de 10, 15 e 20 mmol I*. Os melhores resultados podem ser vistos nas figuras
16 e 17.
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Figura 16. Eletroferogramas da FAE de T. catigua com diferentes tipos de 3-CD na concentragdo 10
mmol I'. Picos: 1) catequina, 2) epicatequina, 3) procianidina B2, 4) cinchonaina la, 5) cinchonaina Ib.
Condic¢0es eletroforéticas: tampéo borato 70 mmol It pH 9,26; voltagem: 20 kV a 25 °C; injecdo: 5 s

(0,5 psi); deteccdo: 214 nm; FAE: 1 mg mi™.
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Figura 17. Eletroferogramas da FAE de T. catigua com diferentes concentra¢des de 2-hidroxipropil-B-
CD. Picos: 1) catequina, 2) epicatequina, 3) procianidina B2, 4) cinchonaina la, 5) cinchonaina Ib.
Condic¢0es eletroforéticas: tampéo borato 70 mmol It pH 9,26; voltagem: 20 kV a 25 °C; injecdo: 5 s
(0,5 psi); deteccdo: 214 nm; FAE: 1 mg mi™.
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Os gradientes de voltagem foram avaliados conforme esquema apresentado no

Quadro 4 (pag. 49). Os eletroferogramas obtidos podem ser vistos na figura 18.

Figura 18.

0015

0.010

0.005 4

0.000 4

Sem Gradiente

n
005

1 2

0.010+

0.005 o

Gradiente 1

0.000 —r

0
005

T
1 1

00104

0.005 4

0.0004

Gradiente 2

[
0.015

|AkAnanadas
1 2

0.010 4

0.005 4

Gradiente 3

s
0.000 4

[

1 2

Mnutes

Eletroferogramas da FAE de T. catigua com diferentes gradientes de voltagem. Picos: 1)
catequina, 2) epicatequina, 3) acido clorogénico, 4) procianidina B2, 5) cinchonaina la, 6) cinchonaina
Ib, 7) cinchonaina lla, 8) cinchonaina llb, 9) procianidina B1. Condic¢8es eletroforéticas: tampéo borato
80 mmol I''; pH 8,80; 2-hidroxipropil-B-CD 10 mmol I'; 25 °C; injecdo: 5 s (0,5 psi); deteccdo: 214 nm;
FAE: 1 mgml™
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A Tabela 5 mostra os valores de tempo de migracdo (T,) e resolucdo (Rs) das
cinchonainas la e Ib nos diferentes sistemas testados.

Tabela 5. Tempo de migragéo e resolucao das cinchonainas la e Ib nos diferentes sistemas

testados.
Gradiente 1 Gradiente 2 Gradiente 3
Substancia Tm Rs Tm Rs Tm Rs
Cinchonaina la 6,55 3,03 6,75 3,55 6,13 2,39
Cinchonaina Ib 7,20 0,97 7,20 0,83 6,43 0,66

As condicdes eletroforéticas estabelecidas para validacdo da metodologia foram:
tampé&o borato 80 mmol I™; pH 8,80; 2-hidroxipropil-3-CD 10 mmol I'*; 30 kV por 5,7 min, 5
kV por 2 min e 30 kV por 7,3 min a 25 °C; inje¢ao: 5 s (0,5 psi); deteccdo: 214 nm; FAE: 1
mg mi™. O perfil eletroforético definido com o padréo interno (4cido galico) pode ser visto na

figura 19.
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Figura 19. Perfil eletroforético da FAE de T. catigua. Picos: 1) catequina, 2) epicatequina, 3) acido
clorogénico, 4) procianidina B2, 5) cinchonaina la, 6) cinchonaina |b, 7) cinchonaina lla, 8)
cinchonaina Ilb, 9) procianidina B1, 10) acido galico 120 pug ml™ (padrao interno).

5.2.7 Determinagédo dos parametros eletroforéticos

A velocidade do fluxo eletroosmoético (Vgor) determinada foi de 0,247 cm s e a
mobilidade eletroosmética (Ueor) foi de 4,96 10 cm? V' s™. A corrente elétrica aplicada foi
de aproximadamente 35 YA sob voltagem de 30 kV e 6 YA sob voltagem de 5 kV.

A velocidade aparente de migracdo (), a velocidade eletroforética (V,), a
mobilidade eletroforética (ue) € a mobilidade total (pap) das substancias catequina,
epicatequina, acido clorogénico, PB2, cinchonainas la, Ib, lla e llb, PB1 e éacido gélico

encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6. Parametros eletroforéticos do padrdo interno e polifendis da FAE de T. catigua.

Substancia Tm(S) Vap(cm s™) Voems?) [ pe(em?V's?) | p,(cm’V's?)
Catequina 231,0 0,216 -0,031 -6,1310° 4,34 107
Epicatequina 237,6 0,210 -0,037 -7,3310° 4,22 10"
Acido clorogénico 295,2 0,169 -0,078 -1,56 10™ 3,40 10™
PB2 330,6 0,151 -0,096 -1,92 10™ 3,0310*
Cinchonaina la 393,0 0,127 -0,120 -2,40 10* 2,55 10"
Cinchonaina Ib 432,0 0,116 -0,131 -2,6310* 2,32 10"
Cinchonaina Ila 520,8 0,096 -0,151 -3,0310* 1,93 10"
Cinchonaina Ilb 532,2 0,094 -0,153 -3,07 10* 1,88 10
PB1 595,8 0,084 -0,163 -3,27 10* 1,68 10
Acido galico 811,8 0,062 -0,185 -3,7210" 1,23 10"

5.3 Validagcdo da metodologia analitica

5.3.1 Especificidade e seletividade

Na Tabela 7 encontram-se os valores dos parametros 1) Coeficiente de variacdo do

tempo de retencéo, 2) Coeficiente de variacao da area, 3) Resolucédo, 4) Eficiéncia (Pratos

Tedricos) e 5) Assimetria das substancias catequina, epicatequina, PB2, cinchonaina la,

cinchonaina Ib, cinchonaina lla, cinchonaina Ilb e acido galico (100 pg ml™).

Tabela 7. Parametros avaliados para determinacdo de especificidade da metodologia
desenvolvida.
Substancia (n=5) CVT, (%) | CVarea (%) Rs Py Assimetria
Catequina 0,15 4,16 3,52 50949 0,00
Epicatequina 0,19 3,41 2,00 | 159545 0,00
PB2 0,26 2,50 2,60 | 100211 1,26
Cinchonaina la 1,31 1,74 3,03 1586 0,00
Cinchonaina Ib 1,30 4,25 0,97 1906 0,00
Cinchonaina lla 0,24 3,82 1,36 49241 0,00
Cinchonaina llb 0,24 3,99 1,34 77960 0,00
Acido gélico 0,13 2,61 13,1 | 93532 1,78
Referéncia (ICH) - - >2 > 2000 <2

5.3.2 Linearidade

A curva de calibracdo obtida a partir da analise de seis concentrac¢des (20, 40, 60,

80, 100 e 120 pg ml™) do Acido gélico esta representada na figura 20.
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Figura 20. Representagdo da curva de calibragdo do acido géalico, com coeficiente de determinagdo

(r’) e equacéo da reta.

O coeficiente de correlacédo (r) obtido foi igual a 0,997. Os resultados da analise

estatistica do modelo e a falta de ajuste encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Analise estatistica do modelo e falta de ajuste na linearidade do &cido gélico.

Fonte de Graus de Somados Quadrado F P-valor
variacao liberdade Quadrados Médio
Modelo 1 1,33 10" 1,33 10" 3301,663 | 5,76 10°™*
Residuo 16 6,44 10’ 4,02 10°
Falta de ajuste 4 2,19 10’ 5,48 10° 1,547 0,251
Erro puro 12 4,2510' 3,54 10°

Nota: *p-valor significativo a 5%.

5.3.3 Preciséao

Os resultados da precisdo intra-corrida (repetibilidade) e inter-corrida (precisédo

intermediaria) estdo expressos na Tabela 9. Pela andlise estatistica (ANOVA), os resultados

ndo apresentaram diferencga significativa entre os dias para determinacdo do acido galico
(p=0,86, p>0,05).
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Tabela 9. Repetibilidade e preciséo intermediaria do &cido galico.

Dia Amostra

Concentraltgéo Repetibilidade Precisao intermediaria
(Mg ml™) X% + dp [CV%)] X% + dp [CV%)]

123,85
119,45

122,25 121,98 + 3,08 [2,53]

120,62
126,97
118,71

122,16 + 3,44 [2,81]

OO WNRERP OO~ WNPE

120,20
127,78

126,46 122,34 + 4,05 [3,31]

121,44
121,15
117,00

5.3.4 Limite de deteccéo, limite de quantificacdo e intervalo de quantificacdo

O limite de deteccao, limite de quantificacdo e intervalo de quantificacdo do acido

galico definidos neste trabalho encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10. Limite de deteccao, limite de quantificacédo e intervalo de quantificacdo do acido

galico.

Substancia Intercepto Inclinacédo da LD LQ Intervalo
reta (am™ | gm™®) | (ugmi?

-4031,1 953,98

) -4228,0 784,78
Acido gélico -5746,3 663,13 5,19 17,29 20-120

-5935,9 754,74

-2643,7 764,90

X +dp -4517,0 + 1355,8 | 784,3+ 105,74 - - -

5.3.5 Exatidao
Os resultados do ensaio de exatiddo para o acido galico sdo apresentados na Tabela

11.

Tabela 11. Concentragfes obtidas e exatiddo do acido galico.

Concentracdo teorica Concentracéo experimental Exatidao
(ug mi™) (ug mi™) (%)

20,62

Concentragao baixa 20 19,98 100,92
19,95
60,86

Concentragdo média 60 59,79 99,69
58,79
120,20

Concentracgéo alta 120 121,44 100,78
121,15
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5.3.6 Robustez

Andlise de variancia unilateral (one-way ANOVA) e teste de Tukey mostraram que a
variacdo na concentracdo do tampdo borato (80 mmol I + 4 mmol ') alterou
significativamente (p<0,05) as areas e tempos de migracdo das substancias catequina (p=8
10°%; p=0,000), epicatequina (p=4,2 10%; p=0,000), PB2 (p=3,54 10™*; p=0,000), cinchonaina
la (p=4 10° p=3,04 10™), cinchonaina Ib (p=1,35 10 p=1,96 10™), cinchonaina lla
(p=0,015; p=0,000) e cinchonaina IIb (p=3,73 10°%; p=0,000), respectivamente.

Com relacdo as variagcbes no pH do tampao borato (pH 8,8 + 0,1), a analise
estatistica evidenciou que todas as substancias sofreram alteragfes significativas nos
respectivos tempos de migracdo (p=0,000; p<0,05). As substancias catequina (p=7,7 10),
cinchonaina Ib (p=1,3 10™), cinchonaina lla (p=7,0 10°) e cinchonaina Ilb (p=2,17 10
tiveram suas areas significativamente alteradas (p<0,05). Somente as areas das substancias
epicatequina (p=0,374), PB2 (p=0,147) e cinchonaina la (p=0,091) sofreram altera¢6es nao
significativas (p>0,05).

A variagdo no gradiente de voltagem de 5 + 0,1 kV alterou significativamente a area
da substéancia cinchonaina Ib (p=0,003; p<0,05), mas nao alterou a area da substancia
cinchonaina la (p=0,062; p>0,05) e os tempos de migracdo das substancias cinchonaina la
e cinchonaina Ib (p=0,338; p=0,791, respectivamente).

A variacdo no gradiente de voltagem de 30 kV para 29 kV alterou significativamente
os tempos de migracao de todas as substancias avaliadas (p=0,000; p<0,05). As areas das
substancias catequina (p=0,021) e cinchonaina Ilb (p=0,006) sofreram alteracbes
significativas (p<0,05). As areas das substancias epicatequina (p=0,786), PB2 (0,506) e

cinchonaina lla (0,072) sofreram alterac6es néo significativas (p>0,05).

5.4 Estabilidade da solu¢do amostra e da solucéo do padrao interno

Com relagdo ao tempo de migracdo das substancias monitoradas (catequina,
epicatequina, PB2, cinchonaina la, cinchonaina Ib, cinchonaina lla, cinchonaina llb e &cido
galico), tanto a solugdo amostra quanto a solucdo do padrdo interno, mantidas em
condicbes ambiente e sob refrigeracdo, apresentaram alteracdes significativas (p<0,05)
apos 24 h de preparo da solucéo.

Com relacdo as areas, as substancias catequina, PB2, cinchonaina la, cinchonaina
Ib, cinchonaina lla e acido galico apresentaram alteragbes significativas (p<0,05) nas
condi¢Oes avaliadas. Somente as areas da epicatequina (p=0,096) mantida sob refrigeracao
e da cinchonaina llb (p=0,058) mantida em temperatura ambiente ndo apresentaram

alteracdes significativas (p>0,05) durante o periodo avaliado (72h).
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5.5 Recuperacédo do procedimento de preparo da amostra e quantificacéo

de polifendis da FAE de T. catigua

Os dados avaliados para calculo da recuperagdo do procedimento de preparo da

amostra estéo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Recuperacéao do procedimento de preparo da amostra.

Concentracéo Area ndo extraida Area extraida Recuperacéo
(g mli™) X% + dp[CV%)] X% +dp [CV%)] (%)
20 15703 + 387,74 [2,47] 14294,5 £ 129,4 [0,91] 91,03
60 51360 + 709,52 [1,38] 45284,5 + 1392,29 [3,07] 88,17
120 111157,5 + 4589,05 [4,13] 103398 + 2620,00 [2,53] 93,01
Recuperacao média (%) 90,74

A quantificacdo das substancias catequina, epicatequina, PB2, cinchonaina lla e

cinchonaina llb expressas em equivalentes de acido galico, encontra-se na Tabela 13.

Tabela 13. Quantificacdo de polifendis da FAE de T. catigua expressos em equivalentes de

acido galico.
Substancia Area extraida Area ndo extraida estimada Concentracéo
X% + dp[CV%)] X% +dp [CV%] (g mI™h
Catequina 1452,25 + 60,43 [4,16] 1600,45 + 66,60 [4,16] 9,08 + 0,08 [0,92]
Epicatequina 13542,80 + 461,30 [3,41] 14924,84 + 508,38 [3,41] 25,83 + 0,64 [2,47]
PB2 29563,00 + 738,92 [2,50] 32579,90 + 814,32 [2,50] 48,03 + 1,02 [2,13]

Cinchonaina lla

15710,00 * 600,18 [3,82]

17313,20 + 661,43 [3,82]

28,83 + 0,83 [2,88]

Cinchonaina llb

15410,67 + 614,82 [3,99)]

16983,32 + 677,56 [3,99]

28,42 + 0,85 [3,00]
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6 DISCUSSAO

6.1 Controle de Qualidade

Entende-se por qualidade o conjunto de especificacbes que permite a total
adequabilidade de determinado produto ao fim a que se destina (FARIAS, 2007; SONAGLIO
et al., 2007; YUNES; CECHINEL FILHO, 2012). Com relagdo as drogas vegetais, o controle
de qualidade apresenta algumas dificuldades devido a complexidade quimica e variabilidade
na composicdo, contudo € essencial para assegurar a qualidade tanto da matéria-prima
guanto do produto final e evitar problemas a saiude que védo desde efeitos nocivos a
ineficacia terapéutica (CONSOLARO et al., 1999; DELAPORTE et al., 2001; NETTO et al.,
2006; CARVALHO et al., 2007; FARIAS, 2007; SONAGLIO et al., 2007; YUNES; CECHINEL
FILHO, 2012). Para tanto, deve-se utilizar metodologia descrita em farmacopeias
(preferencialmente brasileira), outros compéndios oficiais e monografias complementares
como as elaboradas pela Organizacao Mundial de Saude (NETTO et al., 2006; CARVALHO
et al., 2007; FARIAS, 2007; SONAGLIO et al., 2007).

Neste estudo, o controle de qualidade foi realizado empregando-se metodologias
fisico-quimicas e quantitativas.

O primeiro procedimento realizado para controle fisico-quimico das cascas de T.
catigua foi a determinacdo de material estranho a droga. Este ensaioé um meio simples de
verificar as condi¢cdes gerais da matéria-prima adquirida, principalmente em relacdo a
identidade e pureza (FARIAS, 2007). A inspecdo realizada considerou a coloracgéao,
consisténcia, indicios de deterioracdo e presenca de contaminantes como fungos, insetos,
outros materiais como partes da planta sendo o farmacdgeno (no caso, as cascas), €
impurezas de origem mineral (pedras, areia ou terra) (FARIAS, 2007; FARMACOPEIA,
2010). Cerca de 26% do material recebido foi descartado. Boa parte do material desprezado
(aproximadamente 95% da percentagem determinada) constituiu-se de droga vegetal com
indicios, ainda que minimos, de contaminacdo microbiologica (supostamente fungos). Este
valor estd muito acima dos 2% estipulados pela Farmacopeia Brasileira (2010), o que indica
gue a droga vegetal recebida ndo foi adequadamente processada, em termos de colheita,
secagem e armazenamento.

Para evitar nova contaminacdo do material, repetiu-se a etapa de secagem da droga,
submetendo-a a estufa por 24 h, a 40 °C. Cerca de 18 kg do material seco foram, entao,
moidos, obtendo-se um rendimento de 95,37% no processo. O po obtido foi adequadamente
armazenado em sacos de tecido e estocado em local limpo, seco e protegido da luz e de

insetos. Amostras do pé foram submetidas aos demais ensaios para controle de qualidade.
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A perda por dessecagdo € um parametro importante para avaliar a eficiéncia do
processo de secagem (MELLO; PETROVICK, 2000; AUDI et al., 2001) e garantir a
estabilidade quimica e microbiol6gica da droga durante o periodo de armazenamento, pois
inibe enzimas e evita reacdes de hidrélise e crescimento de microrganismos (FARIAS, 2007;
FARMACORPEIA, 1988). A Farmacopeia Brasileira (1988) estabelece o limite de umidade
entre a faixa de 8 a 14%. Sonaglio e colaboradores (2007) sugerem que o teor de umidade
deve ser menor que 12%. O valor médio obtido neste estudo foi de 11,61%, mostrando que
as cascas moidas de T. catigua apresentam as condicdes ideais de umidade. Silva (2005)
observou uma umidade de 11,11%, Lagos (2006) de 10,64% e Resende (2007) de 9,93%
para as cascas de T. catigua.

A determinacdo de cinzas totais inclui a quantidade de cinzas fisiologicas (derivadas
do tecido vegetal) e cinzas nédo-fisiologicas (areia e terra, por exemplo) inerentes a droga
(DELAPORTE et al., 2001; FARMACOPEIA, 2010). O teor médio obtido foi de 5,15%. J& as
cinzas insoliveis em acido (composta por silica e outros constituintes silicosos),
apresentaram-se abaixo do limite detectavel pela técnica. Lagos (2006) observou nas
cascas de T. catigua um teor de cinzas totais e insollveis em acido ligeiramente maior
(7,52% e 1,11%; respectivamente).

Na analise granulométrica do p6 obtido, obteve-se particulas com didmetro médio de
0,237 mm, consideravelmente menor que o didmetro médio de 0,56 mm obtido por Resende
(2007), empregando o mesmo moinho. Outra diferenca observada foi quanto ao teor de
extrativos utilizando agua como veiculo extrator. Neste estudo, o teor de extrativos foi de
25,99% (m v%'), enquanto Resende (2007) relatou um teor de 19,16%, utilizando
metodologia idéntica.

Com relacdo as andlises quantitativas, a Tabela 14 mostra que os teores de
polifendis totais e taninos encontrados em cascas, EB e FAE de T. catigua neste estudo
foram menores que os encontrados por Resende (2007), em EB e FAE preparados no
PALAFITO, por metodologia idéntica.

Tabela 14. Comparacao entre o teor médio de polifendis totais e taninos totais encontrados

em cascas, EB e FAE de T. catigua.

Amostra Polifendis totais Polifendis totais Taninos Taninos
(RESENDE, 2007) (RESENDE, 2007)
Cascas 9,54% + 0,24 10,51% + 0,17 7,07% + 0,07 6,96% + 0,11
EB 42.34% + 0,27 48,96% + 1,28 31,42% + 0,37 38,89% + 1,14
FAE 68,86% + 1,79 90,98% + 0,29 49,72% + 2,10 69,36% + 0,49

Lonni e colaboradores (2012) avaliaram o teor de polifendis totais em quinze tipos de

extratos produzidos com cascas de T. catigua e mostraram que o melhor veiculo para
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extracdo de polifendis totais € aquele formado pela mistura quaternaria dos solventes: agua,
metanol, acetona e etanol (em propor¢des iguais), resultando em um teor de polifendis totais
proximo a 50,8%. O extrato acetona: agua (1:1 v v'') apresentou um teor proximo a 44%.
Brighente e colaboradores (2007) determinaram o teor de polifendis totais (expressos como
acido gélico) no extrato hidroalcodlico de cascas de T. catigua. O valor encontrado foi de
486,07 mg de &cido galico por grama de extrato seco.

De forma semelhante, pode-se observar diferengcas quanto a capacidade
antioxidante do EB e FAE frente ao DPPH. Neste trabalho, o ICs, médio (ug ml™) encontrado
para o EB e FAE foram maiores que os encontrados em EB e FAE obtidos por metodologia
idéntica, no PALAFITO em estudos anteriores (ALBRECHT et al., 2007; RESENDE, 2007),
como pode ser visto na Tabela 15.

Tabela 15. Comparacéo entre a capacidade antioxidante média encontrada no EB e FAE de

T. catigua.
Amostra ICso médio (ug ml™) ICso médio (ug ml™) |Cso médio (ug ml™)
(ALBRECHT et al., 2007) (RESENDE, 2007)
EB 6,72 +0,28 5,48 + 0,04 5,49 + 0,18
FAE 4,47 + 0,07 3,79 + 0,06 3,85 + 0,09

Lonni e colaboradores (2012) observaram 1Cs,=5,6 pg ml™ para extrato hidroceténico
(1:1, v v') de T. catigua. Contudo, a melhor capacidade antioxidante foi obtida por Brighente
e colaboradores (2007), que relataram um ICs,=2,1 pg ml™* para o extrato hidroalcodlico de
T. catigua.

Em conjunto, as diferencas observadas tanto nos ensaios fisico-quimicos como nos
ensaios guantitativos sdo comuns e podem estar associadas a variacbes na metodologia
(ex.: temperatura, agitacdo, pH), equipamentos, solventes e reagentes e, principalmente, no
material vegetal como: local de origem, composicdo do solo, condicbes de cultivo,
disponibilidade hidrica e de nutrientes, intensidade e quantidade de incidéncia luminosa,
variagbes sazonais, climaticas, genéticas e circadianas, idade e estdgio de
desenvolvimento, teor de umidade, tamanho de particula e periodo e condigbes de
armazenamento (MELLO; PETROVICK, 2000; AUDI et al., 2001; DELAPORTE et al., 2001,
CARDOSO, 2002; SILVA, 2005; LAGOS, 2006; FARIAS, 2007; GOBBO-NETO; LOPES,
2007; RESENDE, 2007; SONAGLIO et al., 2007; YUNES; CECHINEL FILHO, 2012).

6.2 Desenvolvimento de metodologia analitica por Eletroforese Capilar

A definicdo de um perfil eletroforético constitui uma estratégia adequada para o

controle de qualidade de matérias-primas vegetais, ja que permite a quantificacdo de varias
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substancias que podem estar sinergicamente associadas com a atividade bioldgica, além de
ser (til para a avaliacao de autenticidade e identificagdo de adulterantes (SONAGLIO et al.,
2007; YUNES; CECHINEL FILHO, 2012).

O desenvolvimento de um método analitico para produtos vegetais é extremamente
complexo (YUNES; CECHINEL FILHO, 2012) e requer a otimiza¢do de muitas variaveis
experimentais. Neste trabalho, o0 modo de eletroforese escolhido foi por zona (ECZ) e a
seletividade, velocidade da separacdo e resolugdo entre os picos foram ajustados por
variagbes no A de leitura, voltagem, concentracdo e pH do tampdo de corrida, tipo e

concentracao de CDs e gradiente de voltagem.

6.2.1 Comprimento de onda (A)

Com relacdo ao A de leitura, h4 relatos de metodologias desenvolvidas por EC para
analise de polifendis em extratos e fracdes vegetais que utilizam A de 210 nm (CHEUNG;
ZHANG, 2008), 214 nm (ITO, 2011), 230 nm (CHEN et al., 2011), 254 nm (LI et al., 2010) e
280 nm (PERES et al., 2009; ITO, 2011) para leitura. Quanto aos métodos desenvolvidos
especificamente para a analise de T. catigua, encontram-se estudos que utilizaram A de 361
nm e 388 nm em métodos espectrofotométricos (ROLIM et al., 2005; BABY et al., 2006;
ROLIM et al., 2006), e de 280 nm em métodos por CLAE (BELTRAME et al., 2006; LAGOS,
2006; LONGHINI et al., no prelo, 2013). Lonni e colaboradores (2012) monitoraram trés A
por CLAE: 210, 254 e 280 nm e concluiram que a detec¢do a 210 nm apresentava maior
namero de sinais.

Neste trabalho, observou-se que as leituras realizadas a 200 e 214 nm (Figura 9,
pag. 56) apresentaram melhor espectro de absor¢do. Contudo, o ruido da linha de base foi
maior nas leituras realizadas a 200 nm. Logo, optou-se por fixar o A em 214 nm para as

leituras posteriores.

6.2.2 Voltagem

A voltagem determina a forga do campo elétrico aplicado e afeta a velocidade de
migracdo dos analitos e o fluxo eletroosmotico (FEO) (CHU et al., 2008). Usualmente, os
métodos desenvolvidos para quantificagdo de metabolitos secundarios em matrizes
complexas ou vegetais aplicam voltagens entre 15 e 25 kV (GUTERRES, 2005; CHEUNG;
ZHANG, 2008; CHU et al., 2008; PERES et al., 2009; LI et al., 2010; CHEN et al., 2011;
ROVIO et al.,, 2011; ITO, 2011), por isso, sistemas aplicando essas voltagens foram
avaliados.

Na figura 10 (pag. 57) pode-se observar que o incremento da voltagem aumentou o
FEO e diminuiu o tempo de migracao dos analitos, resultando em analises mais rapidas. Em

geral, tanto a resolucdo quanto a eficiéncia aumentam com a aplicagdo de altas voltagens
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(TAGLIARO et al., 1998). Isto pode sugerir que o ideal seja utilizar a maior voltagem
possivel, contudo, o aumento da voltagem deve ser feito com cautela ja que altas voltagens
podem levar ao efeito Joule, conhecido por provocar alargamento dos picos, perda de
reprodutibilidade, degradacdo ou desnhaturacdo de substancias termolabeis, falha no
processo de separacdo e formacdo de bolhas no tampdo que instabilizam o sistema
(BAKER, 1995; TAGLIARO et al., 1998).

Em um primeiro momento, optou-se por utilizar uma voltagem intermediaria (18 kV)
para avaliar a influéncia da concentracdo e pH do tampé&o, bem como tipo e concentracao
do seletor quiral. Esta voltagem foi definida arbitrariamente e utilizada durante o
desenvolvimento com o objetivo de evitar o efeito Joule, sem, contudo, aumentar

consideravelmente o tempo de analise.

6.2.3 Concentracdo do tampéo

A forga ibnica do tampéo influéncia o FEO, a mobilidade dos analitos e,
indiretamente, a viscosidade do meio. Quando a temperatura do capilar esta controlada, o
aumento da concentracdo do tampado aumenta a viscosidade, diminui o potencial zeta e o
FEO e leva a obtencdo de picos mais nitidos, porém com maior tempo de analise
(WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995; CHEUNG; ZHANG, 2008).

Na literatura é possivel encontrar estudos que utilizam tampdo borato nas
concentracdes de 10 a 150 mmol I* (GUTERRES, 2005; CHEUNG; ZHANG, 2008; CHU et
al., 2008; PERES et al., 2009; ITO, 2011). O ideal € que a concentracdo do tampao esteja
na faixa de 10 a 100 mmol I"* (BAKER, 1995), pois concentracdes muito altas favorecem o
efeito Joule (CHU et al., 2008). Neste trabalho, avaliaram-se as concentracbes de 50 a 80
mmol I,

A figura 11 (p4g. 58) mostra que 0 aumento no tempo de analise foi mais evidente
com a concentracdo de 80 mmol I'Y. Em relacdo a separacdo entre os picos, a concentracao
de 70 mmol I*apresentou melhor resultado, jA que permitiu o desdobramento do pico

majoritario, o que n&o foi observado nas outras concentragées.

6.2.4 pH do tampéo

Outro parametro que afeta significativamente o FEO é o pH do tampdo. Com o
aumento do pH, mais grupos silan6is da parede do capilar sédo ionizados, 0 que aumenta o
potencial zeta e o FEO (WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995; GUTERRES, 2005; ITO,
2011). Em geral, utiliza-se o tampdo borato na faixa de pH que vai de 8,0 a 9,4
(GUTERRES, 2005; CHEUNG; ZHANG, 2008; CHU et al., 2008; ITO, 2011).
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Neste estudo foram testadas pequenas variagdes no pH no intervalo de 8,96 a 9,45,
dependendo da concentragdo molar do tampéo utilizada. Como ndo havia seletor quiral na
solucéo, a separacao dos enantibmeros ndo foi considerada.

As figuras 12, 13, 14 e 15 (pag. 59-62), mostram que, ao contrario do esperado, com
0 aumento do pH ocorreu uma diminuicdo do FEO. Este fenbmeno também foi observado
em experimentos realizados por Guterres (2005), Cheung e Zhang (2008) e Chu e
colaboradores (2008). Cheung e Zhang (2008) relataram que o aumento nos tempos de
migracao das substancias acido p-cumarico, rutina e quercetina pode ter ocorrido em funcéo
da dissociacdo do grupo hidroxil dessas moléculas. Chu e colaboradores (2008) afirmaram
gue as substancias catequina, acido clorogénico, acido ferulico, acido cafeico, rutina, acido
protocatéquico, acido galico e o-diidroxibenzeno podem formar complexos negativamente
carregados em solugdes alcalinas de tampéao borato.

Neste trabalho, supomos que o aumento nos tempos de migracdo dos solutos
observado ocorreu porque o pH alcalino do tampéo favoreceu diferentes graus de
dissociacéo dos polifendis presentes na FAE de T. catigua o que corroborou para uma maior
interacdo entre os analitos carregados negativamente e a camada dupla difusa de cations
na parede do capilar. Além disso, a mobilidade eletroforética das substancias pode ter sido
reduzida por uma maior forca de atracdo dos solutos pelo anodo, em funcdo da razdo
massa-carga dos solutos (TAGLIARO et al., 1998; MELLO, ITO, 2011). Isto permitiu uma
melhor separacdo das substancias, além de resultar em um maior tempo de analise.

Em corridas onde os parametros forca idnica (70 e 80 mmol 1) e pH (9,35 e 9,29,
respectivamente) apresentaram os valores mais elevados, foi necessario aumentar o tempo
de andlise para 30 min. Como ja havia-se selecionado o tampao borato na concentracdo 70
mmol I'na etapa anterior, decidiu-se pelo pH 9,26, ja que o perfil obtido nestas condicdes
apresentou melhor separacdo aparente dos picos (Figura 14, pag. 61). Para o ensaio
seguinte, optou-se por aumentar a voltagem para 20 kV para reduzir o tempo morto de

aproximadamente 12 min.

6.2.5 Tipo e concentragdo de seletor quiral

As CDs, naturais ou derivadas, sdo as substancias preferencialmente utilizadas para
separacdo de enantibmeros por EC (ALTRIA, 1999; WIND et al.,, 2000; EECKHAUT;
MICHOTTE, 2010). Caracteristicamente, possuem uma cavidade hidrofébica opticamente
ativa e uma superficie externa hidrofilica. A aplicacdo na separagdo de compostos quirais
resulta da capacidade da CD formar complexos de inclusdo com varios tipos de substancias
(WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995).

Atualmente, existem varios tipos de CDs quimicamente modificadas disponiveis com

as vantagens de possuir maior capacidade de resolugéo e alta solubilidade (ALTRIA, 1999;
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EECKHAUT; MICHOTTE, 2010). Entretanto, a selecdo do tipo e concentragéo ideal de CD é
uma tarefa complexa, trabalhosa e demorada. Isto porque, até o momento, ndo existem
informacgbes teodricas suficientes para prever o comportamento de cada tipo de CD em
determinada amostra. Desta forma, a selecdo € baseada em pesquisas de tentativa e erro
(AHUJA; JMIDAR, 2008).

Na literatura é possivel encontrar diversos exemplos de aplicagdo de CDs em
separacgdes quirais por EC (WIND et al., 2000; ZHU; VIGH, 2000; EVANS; STALCUP, 2003;
AHUJA; JMIDAR, 2008; CHEUNG; ZHANG, 2008; EECKHAUT; MICHOTTE, 2010; ITO,
2011). Porém, estudos com extratos vegetais ainda sao escassos.

Neste trabalho, trés tipos de CD foram testadas: B-CD, metil-3-CD e 2-hidroxipropil-
B-CD, nas concentracdes de 10, 15 e 20 mmol I™.

A figura 16 (p4g. 63) mostra que as CD derivadas apresentaram seletividade
diferente da CD n&o derivada (B-CD). Os trés tipos de CD testados separaram,
eficientemente, a catequina e a epicatequina. Porém, apenas a 2-hidroxipropil--CD
separou, parcialmente, as cinchonainas la e Ib.

Provavelmente, a melhor capacidade de separacdo dos enantibmeros apresentada
pela 2-hidroxipropil-B-CD deve-se a mecanismos complexos relacionados a inclusédo
hidrofobica, pontes de hidrogénio e interacdes estereoseletivas (TAGLIARO et al., 1998;
AHUJA; JMIDAR, 2008). A presenca de um centro quiral adicional (CHEN et al., 2010), bem
como a hidroxila e 0 maior tamanho da cadeia substituinte da 2-hidroxipropil-g-CD (Figura 7,
pag. 49) podem ter favorecido diferentes graus de interacdes entre as cinchonainas e a CD,
uma vez que estas apresentam muitas hidroxilas ionizaveis e conformacbes espaciais
diferentes, contribuindo para a separacdo enantiomérica.

Diferente do que foi observado por Zhu e Vigh (2000), a seletividade da separacao
nao melhorou significativamente com o aumento na concentracdo da CD (Figura 17, péag.
64). Isto pode ter ocorrido, entre outros motivos, pela saturacdo da capacidade da CD
formar complexos de inclusdo com substancias presentes na amostra.

Para melhorar a resolugdo entre os picos da cinchonaina la e cinchonaina Ib,
diminuir o tempo morto e o tempo de corrida foram realizados novos ensaios. Parametros
como: voltagem, forga ibnica e pH do tampéao foram reavaliados. Nenhuma condi¢éo testada
foi capaz de separar adequadamente os picos da cinchonaina la e Ib, contudo, as condi¢fes
eletroforéticas tamp&o borato 80 mmol I, pH 8,80, 2-hidroxipropil-B-CD 10 mmol I* e

voltagem de 30 kV apresentaram-se mais adequadas para a continuagéo dos estudos.
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6.2.6 Gradiente de voltagem

Apesar de ser muito util para diminuir o tempo de andlise e melhorar o poder de
resolucdo, existem poucos relatos de estudos que aplicam o gradiente de voltagem
(LOOKHART; BEAN, 1995; SUMITA et al., 1999; OH et al., 2010).

Neste trabalho, esta estratégia foi utilizada para melhorar a resolucdo dos picos de
cinchonaina la e cinchonaina Ib sem tornar a analise demasiadamente longa e sem alterar a
resolucdo dos demais picos. Como mostra a figura 18 (pag. 65), o gradiente de voltagem
consistiu, basicamente, em aplicar uma voltagem relativamente menor apenas por tempo
suficiente para a eluicdo dos picos das cinchonainas la e Ib (2 min). Isto permitiu um
espalhamento das zonas dessas substancias, que foi percebido pelo detector. Sob altas
voltagens, essas zonas sao muito estreitas e co-eluem (BAKER, 1995; GUTERRES, 2005).

Para a avaliacgdo do melhor gradiente de voltagem, o principal parametro
considerado foi a resolucdo. A tabela 5 (pag. 66) mostra que a resolucdo da cinchonaina la
foi satisfatéria nos trés sistemas avaliados (Rs>2,0) (ICH, 2005). Quanto a cinchonaina Ib, a
melhor resolucéo obtida (Rs=0,97) foi com o gradiente 1.

Logo, as condicdes eletroforéticas estabelecidas para submeter a metodologia ao
processo de validacdo foram: tamp&o borato 80 mmol I; pH 8,80; 2-hidroxipropil-B-CD 10
mmol I'*; 30 kV por 5,7 min, 5 kV por 2 min e 30 kV por 7,3 min a 25 °C; injec&o: 5 s (0,5 psi);
deteccdo: 214 nm; FAE: 1 mg ml™* (Figura 19, pag. 66).

6.2.7 Determinacao dos parametros eletroforéticos

A tabela 6 (pag. 67) mostra os resultados da velocidade aparente de migragéo (1),

a velocidade eletroforética (V,), a mobilidade eletroforética (ue) € a mobilidade total (pap) das

substancias catequina, epicatequina, acido clorogénico, PB2, cinchonainas Ia, Ib, lla e llb,
PB1 e acido galico. Os resultados obtidos sdo compativeis com os valores tipicamente
observados em outros sistemas eletroforéticos (WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995).
Observa-se, ainda, que a medida que o tempo de migragdo das substancias
aumenta, as velocidades de migragdo e as mobilidades eletroforéticas diminuem. Isso
acontece porgue compostos que interagem em maior grau com as CD ou que apresentem
maior densidade de carga negativa, migram com uma velocidade menor apresentando

maiores tempos de migragdo e menores mobilidades eletroforéticas (ITO, 2011).

6.3 Validacdo da metodologia analitica

A validag&o € um requisito indispensavel para publicacdo de novas metodologias que
objetivam o controle de qualidade (YUNES; CECHINEL FILHO, 2012). Para isto, as
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exigéncias analiticas devem considerar diversos fatores, como especificidade, linearidade,

exatidao, preciséo, LD, LQ, robustez e estabilidade (BRASIL, 2003; ICH, 2005; SONAGLIO
et al., 2007).

6.3.1 Especificidade e seletividade

A avaliacdo da especificidade considerou os parametros apresentados na tabela 7
(pag. 67). Com relacdo a resolucdo, as cinchonainas Ib, lla e llb apresentaram valores
abaixo do preconizado pelo ICH (2005). Ademais, o numero de pratos tedéricos das
cinchonainas la e Ib também estavam abaixo do limite estabelecido.

Apesar da inedaquebilidade de alguns parémetros referente as cinchonainas, a
metodologia desenvolvida ndo pode ser desprezada, pois, até o momento, € a Unica
metodologia descrita capaz de identificar as quatro cinchonainas isoladamente com um
curto tempo de analise (15 min). Longhini e colaboradores (no prelo, 2013) demonstraram a
dificuldade de separar os enantibmeros das cinchonainas la e Ib por CLAE, utilizando uma
coluna de separagdo quiral (Figura 21) e validaram uma metodologia que quantificou a
mistura desses enantibmeros em uma corrida analitica de 40 min (Figura 22).
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Figura 21. Separacé@o enantiomérica das cinchonainas la e Ib da FAE de Trichilia catigua por CLAE
com coluna quiral. Fonte: LONGHINI et al., no prelo, 2013.
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Figura 22. Cromatrograma da FAE de T. catigua. Picos: 1) PB2, 2) mistura de catequina e acido

clorogénico, 3) cinchonaina llb, 4) cinchonaina lla, 5) epicatequina, 6) mistura de cinchonainas la e
Ib, 7) substancia néo identificada. Fonte: LONGHINI et al., no prelo, 2013.

Considerando as vantagens apresentadas pela metodologia desenvolvida por EC, o
ideal seria determinar a seletividade dos picos cromatograficos por outros métodos, como
por exemplo, utilizando um detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas
(YUNES; CECHINEL FILHO, 2012).

6.3.2 Linearidade e intervalo de quantificacdo

Como observado na figura 20 (pag. 68), a curva de calibracdo foi linear no intervalo
de 20 a 120 pg mli* e apresentou boa correlacdo linear entrea area do pico (y) e a
concentracao (x). O coeficiente de correlacdo (r) obtido foi igual a 0,997 e encontra-se
dentro dos limites preconizados pela ANVISA e ICH (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A equacao
linear definida foi y = 795,5x — 5625 (n=3, r’=0,995).

Para avaliar se 0 modelo de regressdo linear simples era adequado para este
conjunto de dados, realizou-se o teste de ANOVA e o teste da falta de ajuste. Os resultados
apresentados na tabela 8 (pag. 68) indicam que o modelo de regressao linear simples é

adequado e ndo possui falta de ajuste (p-valor=0,251, p>0,05).

6.3.3 Precisao

A preciséo intra-corrida (repetibilidade) e inter-corrida (precisdo intermediaria) foram
avaliadas pela determinacdo de seis amostras de acido gélico na concentragdo de 120 pg
ml* (Tabela 9, pag. 69). A repetibilidade apresentou CV na faixa de 2,53% a 3,31%. Na
analise da precisdo intermediaria, considerando os dias distintos, o CV foi de 2,81%. Esses
resultados foram confirmados por ANOVA e sdo considerados satisfatérios, estando em
acordo com o preconizado pela legislacdo vigente (BRASIL, 2004; ICH, 2005). Logo, pode-

se afirmar que o método é preciso.
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6.3.4 Limite de deteccéo e limite de quantificacéo
O LD definido para o &cido gélico foi de 5,19 pg ml™?, enquanto o limite de
quantificacéo foi de 17,29 pug mi™ (Tabela 10, pag. 69). Esses valores indicam que o método

analitico possui boa sensibilidade.

6.3.5 Exatidao

A tabela 11 (pag. 69) mostra que a exatiddo observada em trés niveis de
concentracao do acido galico ficou na faixa de 99,69% — 100,92%. Esses resultados foram
considerados satisfatorios, e estdo em acordo com o preconizado pela legislacdo vigente
(BRASIL, 2004; ICH, 2005). Logo, pode-se afirmar que o método € exato.

6.3.6 Robustez

Andlise de variancia unilateral (one-way ANOVA) e teste de Tukey mostraram que
variacdes na concentracdo do tamp&o (80 mmol I* + 4 mmol I'*), pH do tamp&o (pH 8,8 +
0,1), e no gradiente de voltagem (5 kV + 0,1 kV; 30 kV — 1 kV) alteraram significativamente
(p<0,05) as areas e/ou tempos de migracdo da maioria das substancias observadas.

Desta forma, para garantir a reprodutibilidade da metodologia é fundamental que as
condicbes analiticas sejam rigorosamente controladas, principalmente com relacdo aos

parametros que foram avaliados neste estudo.

6.4 Estabilidade da solucdo amostra e da soluc¢do do padréo interno

Diferente do observado por Longhini e colaboradores (no prelo, 2013), a estabilidade
da solugcdo amostra e da solucao do padrao interno foi relativamente baixa, sendo que todas
as substancias monitoradas, sob temperatura ambiente ou em refrigeracdo, apresentaram
alteracBes estatisticamente significativas (p<0,05) nas areas e tempos de migracdo em
menos de 72 h.

Esta instabilidade quimica pode ser em funcdo da formacao de pontes de hidrogénio,
quebra de ligagbes e outras interagbes por substancias reativas que estdo naturalmente
presentes na T. catigua (LONGHINI et al., no prelo, 2013).

Desta forma, recomenda-se preparar as solugbes de trabalho diariamente e n&o
estoca-las por um periodo superior a 24 h, mesmo sob condic¢des de refrigeracdo. Guterres
(2005) orienta que a solucdo tampédo também deve ser preparada o mais préximo possivel

do inicio das andlises e conservada sob refrigeracdo por poucos dias.
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6.5 Recuperacdo do procedimento de preparo da amostra e quantificacéo
de polifendis da FAE de T. catigua

Uma das maiores dificuldades encontradas na area analitica dos produtos naturais €
a obtencdo de padrbes de referéncia com grau de pureza adequado e em quantidade
suficiente. Alto custo aliado a baixa disponibilidade sdo fatores que dificultam a obtencéo
desses padroes.

Em casos em que o padrdo de referéncia inexiste comercialmente, um trabalho
arduo de isolamento e purificacdo deve ser realizado com o objetivo de produzir esse
padrao no préprio laboratério.

Neste estudo, os padrdes das cinchonainas la, Ib, lla e IIb, PB2 e PB1, isolados por
Resende (2007), foram utilizados apenas para identificacdo dos picos. A quantificacdo dos
polifendis da FAE foi realizada em func¢éo da curva de calibracdo determinada para o padréo
interno &cido galico, jA que este padrdo esta disponivel comercialmente, a um preco
acessivel.

Como o preparo da amostra envolve uma etapa de extracao por fase sélida, avaliou-
se a recuperacdo desse procedimento para estimar a porcentagem de amostra que ficou
retida no cartucho C18. Os resultados apresentados na tabela 12 (pag. 71) orientaram a
extrapolacdo das areas das substéncias: catequina, epicatequina, PB2, cinchonainas lla e
cinchonaina llb. As concentracBes foram definidas com base na equacao da reta do acido
galico (Tabela 13, pag. 71). As areas das cinchonainas la e Ib ndo foram consideradas pois
foram obtidas sob outras condi¢cdes de voltagem. Para que se consiga quantificar as
cinchonainas la e Ib, outra curva de calibracdo do &cido galico submetido a voltagem de 5

kV devera ser elaborada.
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7 CONCLUSAO

No controle de qualidade, a comparacdo com resultados obtidos por outros
pesquisadores pode ser (til para a avaliacdo da qualidade de espécies vegetais que néo
possuem monografia atualizada na Farmacopeia Brasileira ou outros Compéndios Oficiais,
como é o caso da T. catigua. As andlises fisico-quimicas e quantitativas (teor de polifenois
totais, taninos totais e capacidade antioxidante) realizadas mostraram que as cascas de T.
catigua obtidas estavam aptas para 0 uso e apresentavam resultados proximos a outros
estudos. As diferencas observadas sdo aceitaveis e podem estar relacionadas a variacées
na metodologia, equipamentos, solventes e reagentes e, principalmente, no material vegetal.

Quanto ao desenvolvimento analitico, empregou-se 0 modo de eletroforese capilar
de zona (ECZ) para separacdo dos marcadores quimicos da FAE. As variaveis A, voltagem,
concentracdo e pH do tampdo borato e concentracdo e tipo de CDs foram avaliadas.
Embora pouco comum, o estabelecimento do gradiente de voltagem, associado ao uso da 2-
hidroxipropil-B-CD como seletor quiral, foi fundamental para obtencdo de um
eletroferograma com resolucdo adequada para identificacdo de nove substancias, sendo:
catequina, epicatequina, PB1, PB2, cinchonainas la, Ib, lla e llb e acido clorogénico.

Quando comparado a metodologias por CLAE, o método desenvolvido apresentou
melhor poder de resolucédo e um tempo consideravelmente menor para a andlise do mesmo
grupo de substancias (15 min EC versus 40 min CLAE).

O processo de validacdo comprovou que o método é simples, rapido, seletivo, linear,
preciso e exato. As andlises de robustez e estabilidade ressaltam a importancia de manter
0s parametros analiticos bem controlados e preparar diariamente as solucdes de trabalho.

Os resultados demonstram que o método pode ser utilizado na rotina laboratorial
para o controle de qualidade e quantificacdo de polifendis da FAE e produtos derivados.

Este método é o primeiro que emprega a tecnologia da EC para analise de polifendis
em fragcdo semipurificada de T. catigua. Tal fato ndo foi descrito na literatura, até o presente

momento.
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