UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Programa de Pos-Graduacao em Inovacao Terapéutica

WALESKA DE FIGUEIREDO LEAO

Avaliacdo e validacdo de metodologias analiticas por UV-VIS e
CLAE-DAD para quantificacdo de antraquinonas nos frutos de
Senna angustifolia Vahl (FABACEAE)

Recife
2015



WALESKA DE FIGUEIREDO LEAO

Avaliacao e validacao de metodologias analiticas por UV-
VIS e CLAE-DAD para quantificagcao de antraquinonas nos
frutos de Senna angustifolia Vahl (FABACEAE)

Dissertacdo submetida ao Programa de Pés-Graduagédo em
Inovacdo Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito final para a obtencéo do Titulo
de Mestre em Inovacdo Terapéutica na éarea de
concentracdo: Territorio, Desenvolvimento e Inovacgao
Tecnolbdgica em Saude.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares

Recife
2015



Catalogacéo na fonte
Elaine Barroso
CRB 1728

Ledo, Waleska de Figueirédo

Avaliacdo e validacdo de metodologias analiticas por UV-VIS e CLAE-DAD
para quantificacdo de antraquinonas nos frutos de Senna angustifolia Vahl
(Fabaceae)/ Waleska de Figueirédo Ledo— Recife: O Autor, 2015.

98 folhas : il., fig., tab.
Orientador: Luiz Alberto Lira Soares

Dissertagcdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Ciéncias Bioldgicas. Inovacdo Terapéutica, 2015.

Inclui bibliografia
1. Plantas medicinais 2. Leguminosa |. Soares, Luiz Alberto Lira
(orientador) II. Titulo

615.321 CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2015-187




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

Recife, 25 de fevereiro de 2015

Dissertagio de Mestrado defendida ¢ APROVADA, por decis3o uniinime, em 25 de fevereiro de
2015, cuja Banca Examinadora foi constituida pelos seguintes professores:

PRESIDENTE E PRIMEIRO EXAMINADOR INTERNO: Prof. Dr. Luiz Alberto Lira
Soares (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal de Pernambuco)

Assinatura;

SEGUNDA EXAMINADORA INTERNA: Profa. Dra. Karina Perrelli Randau
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Federal de Pernambuco)

Assinatura:

EXAMINADORA EXTERNA: Profa. Dra. Mariana Laundry de Mesquita
(Departamento de Farmacia — Universidade de Brasilia)

Assinatura;




LEAO, W. F.

Avaliacao e validacdo de metodologias analiticas por UV-VIS e
CLAE-DAD para quantificagcdo de antraguinonas nos frutos de
Senna angustifolia Vahl (FABACEAE)

2,5 cm espago

reservado para

etiqueta de

localizagéo

Mestrado

PPGIT/UFPE

2015




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Programa de Pos-Graduacao em Inovacao Terapéutica

REITOR

Prof. Dr. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

VICE-REITOR

Prof. Dr. Silvio Romero de Barros Marques

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
Prof. Dr. Francisco de Sousa Ramos

DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Profa. Dra. Maria Eduarda Lacerda de Larrazabal

VICE- DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Profa. Dra. Oliane Maria Correia Magalhaes

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM INOVACAO TERAPEUTICA
Prof. Dr. Maira Galdino da Rocha Pitta

VICE- COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO
EM INOVACAO TERAPEUTICA

Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares


http://www.ufpe.br/ufpenova/index.php?option=com_content&view=article&id=54&Itemid=80
http://www.ufpe.br/ufpenova/index.php?option=com_content&view=article&id=55&Itemid=81

DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Maria da
Conceicdo e Emmanoel Sérgio, pelo apoio e
incentivo em todas as minhas decisbes e
escolhas, pois mesmo longe fisicamente,
estiveram sempre presentes com amor e apoio

incondicional. A eles, meu muito obrigado!



AGRADECIMENTOS

A Deus primeiramente, por estar sempre ao meu lado me dando for¢cas, me guiando

e me amparando em todos os momentos.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Alberto de Lira Soares, pela orientacdo e
paciéncia, me conduzido aos caminhos da ciéncia de forma brilhante, desde os

tempos da iniciacéo cientifica.

Um especial agradecimento a Professora Dra. Karina Perrelli Randau, a quem eu
admiro muito. Obrigada por estar sempre presente, pela compreensdo admiravel e
pelo apoio e ensinamentos compartilhados.

Aos meus queridos amigos do Laboratério de Farmacognosia, em especial a
equipe da central analitica (NUDATEF) pela convivéncia maravilhosa, experiéncias
compartilhadas e apoio. Agradeco, principalmente, aos meus companheiros Marcos
Galvéao e Sarah Luanne, pela colaboracéo e valiosa contribuicdo para a realizacao
do trabalho. E muito bom trabalhar com vocés. Muito obrigada.

As minhas amigas e irmas Suellen Ferreira, Marilia Santana, Shirliane Silva,
Renata Ribas e Janira Alves, por todos os momentos de descontracdo que

compartilhamos, por todo o incentivo nesta caminhada e pela amizade verdadeira.

A minha segunda familia Renata Amaral, Risoleta Nogueira e Sarah Luanne, por
estarem sempre me acompanhando, pelas noites de longas conversas de incentivo e

por todo o apoio oferecido, vocés foram essenciais nessa minha caminhada.

Ao meu namorado e amigo Osman Araujo, por toda a ajuda, pela paciéncia nos
momentos dificeis nessa fase tdo importante da minha vida e por sempre me levantar
guando eu pensava que nao podia mais. Sei que posso contar com vocé em tudo.

Muito obrigada!

A Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE) pela

bolsa concedida

E a todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagdo deste

trabalho.



"Se vocé encontrar um caminho sem
obstaculos, ele provavelmente nédo leva

a lugar nenhum.”

Frank Clark



RESUMO

LEAO, W. F. Avaliacéo e validacdo de metodologias analiticas por UV-VIS e CLAE-
DAD para quantificacdo de antraquinonas nos frutos de Senna angustifolia Vahl
(FABACEAE). 2015. 98f. Dissertacéo. Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brasil.

Para que as plantas medicinais e os fitoterapicos apresentem parametros que
conduzam a resultados confiaveis e adequados a qualidade exigida para os
medicamentos, € imprescindivel a validacdo dos métodos de andlise desses
produtos, conforme estabelecido pelos 6rgéos sanitarios. Baseando-se neste fato, o
presente estudo visou avaliar metodologias analiticas para quantificacdo de
Derivados Hidroxiantracénicos (DH) nos frutos de Senna angustifolia Vahl, por
espectrofotometria de absor¢éo no visivel (UV-VIS) e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Adicionalmente, objetivou-se estabelecer especificacbes de
gualidade para os frutos desta espécie através da sua caracterizacao fisico-quimica
(granulometria, perda por dessecacéo, teor de cinzas totais e insolUveis em acido). A
droga vegetal seca e triturada, ap6s caracterizacdo farmacognéstica, foi empregada
no desenvolvimento e avaliacdo de método espectrofotométrico mais simples e de
mais facil execugcdo para quantificacdo de DH totais baseado na reacdo de
Borntraeger. Para o método cromatografico adotou-se como ponto de partida
procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira 52 Ed. para separacdo e
guantificacdo simultanea dos senosideos A e B. Ambos os métodos foram validados
guanto aos parametros preconizados pela RE n°899/2003 da ANVISA. Os métodos
analiticos propostos apresentaram especificidade, seletividade e linearidade
adequadas, baixos valores de Limites de Deteccao (LD) e Limites de Quantificacado
(LQ), precisdo nos dois niveis analisados (repetibilidade e precisao intermediaria),
exatiddo e robustez. Por fim, os procedimentos analiticos estudados mostraram-se
apropriados a quantificacdo dos derivados hidroxiantracénicos totais e dos

senosideos A e B nos frutos de S. angustifolia Vahl.

Palavras chave: Senna angustifolia Vahl. Derivados hidroxiantracénicos.

Espectrofotometria no Visivel. CLAE.
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ABSTRACT

LEAO, W. F. Evaluation and validation of analytical methods by UV-VIS and HPLC-
DAD for the quantification of anthraquinones in the fruits of Senna angustifolia Vahl
(FABACEAE). 2015. 98p. Dissertation. Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brazil.

For medicinal plants and phytopharmaceutical present parameters that lead to reliable
results and the appropriate quality required for medicines, validation of analytical
methods such products is essential, as established by the health authorities. Based
on this fact, the present study aimed at evaluating analytical methodologies for the
guantification of hydroxyanthracene derivatives (HD) in the fruits of Senna angustifolia
Vahl, by the visible absorption spectrophotometry and by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Additionally, It aimed to establish quality specifications for
the fruits this species through the physicochemical characterization (particle size, loss
on drying, content of total ash and acid-insoluble). The dried and crushed plant drug,
after characterization Pharmacognostic, It was used in the development and
evaluation of simpler and easiest spectrophotometric method to apply for
guantification of total hydroxyanthracene derivatives based on the Borntrager reaction.
For the chromatographic method was adopted as a starting point procedure described
in the Brazilian Pharmacopoeia 5th Ed. for simultaneous separation and quantification
of sennosides A and B. Both methods were validated as to the parameters
recommended by the RE n°899/2003 from ANVISA. The proposed analytical methods
have specificity, selectivity and adequate linearity, low values of Detection Limits (DL)
and Quantification Limits (QL), precision in the two analyzed levels (repeatability and
intermediate precision), accuracy and robustness. Finally, the analytical procedures
studied showed to be appropriate for the quantification of total hydroxyanthracene

derivatives and sennosides A and B in the fruits of S. angustifolia Vahl.

Keywords: Senna angustifolia Vahl. Hydroxyanthracene derivatives. Visible

spectrophotometry. HPLC.
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LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CCD Cromatografia em Camada Delgada
CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
DAD Detector de Arranjo de Diodos

LD Limite de Deteccéo
LQ Limite de Quantificacéo

NH4OH Hidroxido de Amonio

OMS Organizacao Mundial da Saude
RE Resolucédo Especifica

UFPB Universidade Federal da Paraiba
uv Ultravioleta

UV-Vis Ultravioleta-Visivel
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao
de doencas, é uma das mais antigas praticas da humanidade (AHMED; MURTAZA,
2015). As observacdes da populacdo a cerca do uso e eficacia de plantas medicinais
tem contribuido de forma significativa para a divulgacéo das propriedades terapéuticas
de espécies vegetais (HAYTAA; MACIEL et al.,, 2002; POLATB; SELVIC, 2014).
Plantas medicinais, preparacdes fito-farmacéuticas e fitofarmacos representam um
mercado que movimenta bilhdes de ddlares, o que representa uma parcela
significativa no mercado de medicamentos, tanto em paises industrializados como
agueles em desenvolvimento (GUERRA; NODARI, 2010). Niero (2010) afirma que
cerca de 15% do capital da industria farmacéutica mundial é representado por essas
classes de medicamentos. Esse fato é decorrente do ritmo de crescimento das vendas
internas desses produtos.

O interesse pela fitoterapia cresceu consideravel nos ultimos anos, tanto entre
0S pesquisadores, quanto 0s usuarios ou servi¢os de saude. A Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), afirmou que aproximadamente 75% da populacdo mundial faz uso
de recursos de origem vegetal para tratar diversas enfermidades (ALMEIDA;
SCHEFFER, 2012). Para que se tenha uma ideia, entre todas as entidades quimicas
apresentadas a comunidade cientifica entre 1981 e 2006, 70% das moléculas eram
provenientes de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Dessa forma, a populagdo mundial continua utilizando plantas medicinais,
mantendo a pratica do consumo de fitoterapicos e fazendo com que as informacdes
terapéuticas acumuladas durante varios séculos se tornem validas. Apesar da cultura
existente, o interesse continuo de pesquisadores acerca deste tema, torna necessario
a existéncia de estudos multidisciplinares mais aprofundados sobre plantas
medicinais, envolvendo areas que explorem os aspectos botanicos, farmacolégicos e
quimicos de espécies vegetais com interesse medicinal, acrescentando informacgdes
fundamentais ao uso destas espécies como alternativas terapéuticas (LOPEZ, 2006).

Entre as espécies vegetais de interesse medicinal e que sdo mais utilizadas
pela populagdo mundial destaca-se Senna angustifolia Vahl, conhecida como sene-
de-tinnevelly, sene-alexandrina, sena (sene), sena-indiana ou sena-arabica (KHAN et
al., 2011; RAJU; SHAH; GAJBHIYE, 2013; SILVA et al., 2004). A espécie é originaria
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do Egito, mas também pode ser encontrada em abundancia ao longo do sul da india
(RAJ; BRITTO; KUMAR, 2011; SULTANA et al., 2012). Esta espécie possui potencial
farmacoldgico, destacando sua atividade laxativa (GOPPEL; FRANZ, 2004; KURKIN;
SHMYGAREVA, 2014; RAJU; SHAH; GAJBHIYE, 2013; SUN; SU, 2002; SILVA et al.,
2008), principalmente em virtude da presengca marcante de derivados
hidroxiantracénicos (antraquinonas) em sua composicdo (DAVE; LEDWANI, 2012;
GOPPEL; FRANZ, 2004; SUN; SU, 2002), sendo as substancias diantronas-8-8’-
diglicosideos (senosideos), considerados os marcadores analiticos e farmacologicos
das espécies deste género (RAJU; SHAH; GAJBHIYE, 2013; VAN GORKOM et al.,
1999).

Além desses metabdlitos servirem como protétipos para o desenvolvimento de
novos farmacos, as pesquisas com plantas medicinais visam fornecer subsidios para
a pratica de uma fitoterapia racional, através do uso de medicamentos fitoterapicos de
qualidade, com eficacia e seguranca comprovada (CARVALHO et al., 2007). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprova o uso e venda dos
medicamentos fitoterapicos de Senna angustifolia Vahl: Agiolax (nycomed), Plantax
(farmion), Senan (aspen) e Tamarine (farmasa), que sédo padronizados pelo seu
contelido de derivados hidroxiantracénicos para o tratamento da constipacdo. Muitas
empresas farmacéuticas brasileiras produzem fitoterapicos que contém essa droga e
a disponibilidade de métodos de ensaio validados é uma parte importante do controle
de qualidade desses produtos, além do que esses ensaios sdo exigidos pelas
autoridades de saude para o registro destes medicamentos.

Diversas técnicas tém sido empregadas para o doseamento dos derivados
hidroxiantracénicos em materiais vegetais, dentre elas a espectrofotometria de
absorcdo no ultravioleta-visivel (UV-Vis), que se destaca por sua confiabilidade,
simplicidade, robustez, custo relativamente baixo e grande numeros de aplicactes
desenvolvidas (KOMAROVA et al., 2009; MARQUES et al., 2013) e a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que compreende um procedimento analitico mais
sensivel e seletivo para fins quantitativos de substancias isoladas (KOMAROVA et al.,
2009).

Porém, varios meétodos espectrofotométricos apresentam limitagcdes no que se
refere a sensibilidade, principalmente em matrizes complexas como espécies

vegetais, pois a espectrofotometria direta pode ocasionar a sobreposi¢ao das bandas,
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impedindo a absor¢do do componente de interesse. Diversas estratégias tém sido
propostas para o aumento da sensibilidade na espectrofotometria UV-Vis, como a
utilizacdo de métodos colorimétricos no tratamento das amostras a serem analisadas
(CHANG et al., 2002; MARQUES et al., 2013). Desta forma, para a obtencdo dos
espectros dos derivados hidroxiantracénicos sem a interferéncia de outros compostos
da matriz vegetal, pode-se utilizar a reacdo de Borntraeger. Esta técnica é a base
tedrica dos procedimentos descritos na literatura para identificar antraquinonas totais
(COSTA, 1994; PEREZ; JIMENEZ; PULPEIRO, 2005; SAKULPANICH,;
GRITSANAPAN, 2009).

O método por CLAE é sensivel e adequado para a rapida identificacdo e
qguantificacdo de constituintes de misturas complexas tais como em extratos de
plantas (WYREPKOWSKI et al., 2014). Em relacdo ao método cromatogréfico, até o
presente momento, constata-se auséncia de monografia na Farmacopeia Brasileira
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) com a descri¢cdo de um método por CLAE para
quantificacdo dos senosideos nos frutos de Senna angustifolia, sendo que nesta
apenas encontra-se metodologia para as folhas da referida espécie, fazendo-se
necessario a avaliacdo da aplicabilidade do método para os frutos e a validacao do
mesmo (HEFNAWY; SULTAN; AL-SHEHRI, 2006).

O desenvolvimento ou a adaptacdo de um método analitico implica na
necessidade de garantir a qualidade dos resultados obtidos, assim como sua
eficiéncia na rotina laboratorial. Esta confiabilidade e capacidade, que esta sendo
cada vez mais exigida pelos 6rgaos sanitarios sédo confirmadas por um procedimento
denominado valida¢éo, conforme preconizado pelo Guia para validacdo de métodos
analiticos (RE n°® 899/2003) (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). Segundo a RDC 26
de 13 de maio de 2014 (BRASIL, 2014), que regulamenta o registro de fitoterapicos,
para que os produtos acabados apresentem parametros que conduzam a resultados
confiaveis e adequados a qualidade exigida para os medicamentos, é imprescindivel
validar os métodos de analise desses produtos.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar dois métodos
analiticos para quantificar os derivados hidroxiantracénicos nos frutos de Senna
angustifolia Vahl, como forma de demonstrar a sua relevancia dentro do campo da
saude, de forma que os resultados obtidos poderdo ser empregados para o0

estabelecimento dos padrées minimos de qualidade em todas as operacdes.


http://www.researchgate.net/researcher/2020583482_Aurapa_Sakulpanich/
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar e validar metodologias analiticas por Espectrofotometria no Visivel e por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para doseamento de derivados
hidroxiantracénicos nos frutos de Senna angustifolia Vahl.

2.2 Objetivos especificos

1. Realizar caracterizacdo fisico-quimica (perda por dessecacdo, analise
granulométrica e teor de cinzas totais e insolUveis em acido) dos frutos de S.

angustifolia;

2. Desenvolver e validar metodologia analitica espectrofotométrica no visivel para

doseamento de derivados hidroxiantracénicos nos frutos de S. angustifolia;

3. Avaliar e validar metodologia analitica por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para doseamento dos marcadores da espécie (Senosideos A e B)
nos frutos de S. angustifolia.
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3 REVISAO DE LITERATURA DE Senna angustifolia Valh

3.1 ASPECTOS BOTANICOS

FAMILIA FABACEAE

Senna angustifolia Vahl pertence a familia Fabaceae, que é considerada a
terceira maior em termos botanicos (KIRKBRIDE JUNIOR; GUNN; WEITZMAN, 2003)
e esta distribuida por todo o planeta, com excecdo dos polos (FORERO, 2005).
Espécies desta familia originaram-se em condi¢6es tropicais de alta temperatura e
umidade. Atualmente, a biodiversidade global desta familia registra 19.325 espécies
abrigadas em 727 géneros, classificadas em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae (DUTRA; GARCIA; LIMA, 2008; LEWIS et al., 2005). No
Brasil ocorrem 2.807 espécies (1.508 endémicas) em 222 géneros (LIMA et al., 2015).

Segundo Souza e Lorenzi (2005), as leguminosas estdo bem representadas na
maioria dos ecossistemas naturais brasileiros e sdo encontradas na maioria das
regides e distribuidas por quase todas as formacdes vegetacionais (LIMA, 2000). Em
importancia econdmica, equipara-se apenas a familia Poaceae (GUNN, 1984) e é
considerada a mais evoluida entre as Leguminosas (CRONQUIST, 1988).
Historicamente, representantes de Leguminosae tém sido amplamente empregados
como fonte de recursos para os mais diversos fins, ha espécies forrageiras (géneros
Medicago e Melilotus), madeireiras (géneros Andira e Dalbergia), medicinais (géneros
Bauhinia e Senna), produtoras de resinas, tintas e bases de vernizes (géneros
Hymenaea e Copaifera), ornamentacédo (géneros Bauhinia, Caesalpinia e Cassia),
entre outros, compondo, assim, um grupo humeroso de espécies de importancia

econOmica, ecoldgica e medicinal (LEWIS et al., 2005).

GENERO Senna

Segundo Judd e colaboradores (2009) este género é composto por
aproximadamente 250 espécies, as quais estao distribuidas em regides tropicais e
subtropicais do mundo, e neste niimero estdo inclusos arbustos, arvores e ervas. E o
segundo mais numeroso género da subfamilia Caesalpinioideae, com 206 espécies

nativas para as Americas, 25 delas sdo amplamente distribuidas na América do Sul e,
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das 80 espécies registradas no Brasil, 26 sdo endémicas do pais. O maior centro de
disperséo é o Brasil central (LEWIS et al., 2005; SOUZA; BORTOLUZZI, 2013).

O género Senna, juntamente com Cassia e Chamaecrista, esta alocado em
Cassieae, uma das quatro tribos da subfamilia Caesalpinioideae (LEWIS et al., 2005).
Estes géneros foram separados, havendo a transposicéo taxonémica de espécies do
género Cassia para o taxon Senna. Irwin e Barneby (1982) defenderam a mudanca
baseando-se no argumento de que Cassia € claramente um grupo isolado e que as
diferencas entre os trés grupos, dentro dele, sdo tdo grandes ou mesmo maiores do
que aquelas que delimitam alguns géneros dentro da familia Leguminosae.

Segundo Irwin e Barneby (1982), Senna distingue-se de Cassia principalmente
pela presenca de filetes retos, mais curtos ou até duas vezes o comprimento das
anteras, pelas anteras basifixas e nectarios extraflorais na maioria das espécies. Os
mesmos autores consideram a diferenga entre 0s géneros no porte, na presenca ou
ndo de bractéolas e de nectarios e nas caracteristicas do androceu e do fruto.A
presenca de nectarios extraflorais em raquis de espécies do género Senna é
corroborada por McKey (1989).

Espécies de Cassia, juntamente com aquelas com sinonimia Senna ou com
algumas que mudaram para 0 grupo Senna apds o novo sistema de classificacao
taxondbmica adotado, constituem um dos maiores géneros da familia Fabaceae
(VIEGAS JR et al., 2006).

A ESPECIE Senna angustifolia Vahl

Senna angustifolia Vahl esta entre as espécies medicinais mais utilizadas pela
populacdo mundial. E um pequeno arbusto que atinge cerca de 1 m de altura, com
caule ereto, lenhoso e de flores amarelas (ROCHA; ROCHA, 2006). Possui como
sinonimia cientifica a nomenclatura de Senna alexandrina P. Miller e € conhecida
como sene-de-tinnevelly, sena (sene), sena-indiana ou sena-arabica (KHAN et al.,
2011; RAJU; SHAH; GAJBHIYE, 2013; SILVA et al., 2004). E originaria do Egito, mas
também pode ser encontrada em abundancia ao longo do sul da india (RAJ; BRITTO;
KUMAR, 2011; SULTANA et al., 2012).

Senna angustifolia pode ser cultivada em todos os tipos de solos, e por ser

basicamente uma planta de ambiente arido pode sobreviver em ambientes quentes e
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areas subtropicais, sendo normalmente cultivada em areas de sol brilhante e chuvas
escassas (HUSSAIN et al., 2007).

Essa espécie € largamente utilizada como laxante e para o tratamento de
tumores e disturbios digestivos, depressdo, asma, eczemas e outras doencas da pele
(SULTANA et al., 2012). O potencial farmacoldgico de Sene € sua atividade laxativa
(GOPPEL; FRANZ, 2004; KURKIN; SHMYGAREVA, 2014; RAJU; SHAH; GAJBHIYE,
2013; SILVA et al., 2008; SUN; SU, 2002), principalmente em virtude da presenca
marcante de derivados hidroxiantracénicos (antraquinonas) em sua COMpPOSICAo
(DAVE; LEDWANI, 2012; GOPPEL; FRANZ, 2004; SUN; SU, 2002), sendo as
substancias diantronas-8-8’-diglicosideos (senosideos) (Figura 1), considerados 0s
marcadores analiticos e farmacoldgicos das espécies deste género (RAJU; SHAH;
GAJBHIYE, 2013; VAN GORKOM et al., 1999).

Figura 1 — Estrutura dos senosideos A e B, marcadores da espécie Senna angustifolia.
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Segundo Peron e colaboradores (2008), os chas de S. angustifolia sdo muito
utilizados pela populacdo em geral devido as suas propriedades terapéuticas, é
indicada na prisao de ventre, em situagdes em que se quer um esvaziamento intestinal
(exames radiograficos, pré e pos-operatérios). Dentre as partes da planta que séo
utilizadas como matérias-primas nas industrias farmacéuticas estéo as folhas secas e
as vagens (frutos) (PERON et al., 2008).

3.2 ASPECTOS FITOQUIMICOS

As espécies que compdem a familia Fabaceae, em especial as que fazem parte
do género Senna, vém sendo amplamente estudadas do ponto de vista quimico,

revelando uma vasta diversidade de substancias bioativas, com padrfes estruturais
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variados, derivadas do metabolismo secundario. A literatura enumera mais de 350
compostos em espécies deste género, distribuidas em regides tropicais e subtropicais
de varias partes do mundo. Estes estudos evidenciaram a ocorréncia de diversas
classes de metabdlitos, sendo as antraquinonas, flavonoides e outros compostos
fendlicos os grupos quimicos mais frequentes na maioria das espécies (FARAG et al.,
2015; VIEGAS JR et al., 2006).

Os principais constituintes de Senna angustifolia Vahl sdo as diantronas-8-8'-
diglicosideos chamados senosideos A-F, com predominio dos senosideos A e B
(PERON et al., 2008; RAJU; SHAH; GAJBHIYE, 2013; VAN GORKOM et al., 1999).
Outro glicosideo antraquindnico, denominado de emodina 8-O-suforosideo e sete
glicosideos previamente elucidados, foram isolados a partir das folhas de S.
angustifolia (KINJO et al., 1994). Em estudo realizado por Gupta (2008), dois
glicosideos naftalenos também foram isolados a partir de folhas e vagens.

Espécies do género Senna também se caracterizam pela presenca de outras
substancias antraquinénicas livres e combinadas: crisofanol, aloe-emodina, antranol,
reina, reina-8-glicosideos, reina diglicosideo e reina antrona-8-glicosideo (OLIVEIRA
et al., 2012). Estes constituintes tém sido extraidos de folhas, caules, frutos, brotos e
flores (UPADHYAY et al., 2011).

Dentre os flavonoides mais comumente relatados em S. angustifolia estdo
canferol, canferitrina e isoramnetina (LAGHARI et al., 2011). No mesmo estudo
realizado por Laghari e colaboradores (2011) foram isolados em flores e folhas de S.
angustifélia 0s flavonoides Epicatequina, (-)-(2S)-6-metoxi-[2",3":7,8]-
furanoflavanona, Canferol 3-O-sulfato-7-O-c-arabino-piranosido, (2S)-7,8,bis-
3',4'(2,2-dimetil-cromano)-5-hidroxiflavanona, 3,7- dihidroxi-4', 8-dimetoxiflavona e 14-
hidroxi artonina e o metabdlico fendlico Vidalenolona.

Além disso, também foi descrita a presenga de B-sistosterol em S. angustifolia
(UPADHYAY et al., 2011). Alguns 6leos essenciais também foram obtidos das partes
aéreas de S. angustifolia. Estudos realizados por Makky e colaboradores (2012)
exibiram o0s seguintes compostos presentes no 6leo essencial: a-pineno, 3-pineno,
octanol, y terpinoleno, stragole, 6xido de cis-limoneno, trans-anetol, B-cariofileno,
oxido cariofileno, geranil hexanolato e 4cido palmitico.

Recentemente, Epifano e colaboradores (2014) isolaram 0s compostos

antraquindnicos madagascina (3-isopenteniloxiemodina) e 3-geraniloxiemodina de
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folhas secas e frutos de Sene. Ambos os compostos foram descritos pela primeira vez

na espécie.

3.3 ASPECTOS FARMACOLOGICOS

Diversos estudos destacam espécies de Senna tais como S. angustifolia, S.
auriculata, S. autifolia, S. cinnamon, S. fistula, S.nigriganse, S. nodosa, S. obtusifolia,
S. occidentalis, S. sophera e S. torosa em virtude da utilizacdo popular disseminada
das mesmas em algumas regides da Africa, Asia e india, devido as suas atividades
laxativa e purgativa; além disso, estudos farmacologicos com algumas destas
espécies comprovaram também propriedades antibacteriana e antifingica
(PALAMICHAMY; AMALA; NAGARAGAN, 1991; SAMY; IGNACIMUTHU, 2000),
hepatoprotetora e antimalarica (VIEGAS JR et al., 2006). Extratos metandlicos das
sementes de espécies de Senna também demonstraram potencial antioxidante, uma
vez que apresentaram atividade semelhante a do alfa-tocoferol (CHAKRABARTY;
CHAWLA, 1983).

A atividade antioxidante foi comprovada em folhas e flores de Senna
angustifolia por estudos realizados por Laghari e colaboradores (2011). Extratos
metandlicos de dez espécies de Senna foram avaliados (400 ug/mL) e apresentaram
efeito na inibicdo de bactérias e fungos. Dentre estes, os extratos referentes as
espécies S. angustifolia e S. alata, demonstraram 100% de inibicdo no crescimento
de Staphylococcus pyogenes e Corynebacterium diptheriae (ALl et al., 1999). Em
outros estudos, realizados por Makky e colaboradores (2012), a atividade
antibacteriana de S. angustifolia foi confirmada através da inibicdo do crescimento de
cepas de Alcalignes xylosoxidans e Staphylococcus xylosus.

Extratos alcodlicos das sementes de espécies de Senna inibiram o crescimento
das cepas bacterianas Micrococcus pyogenes var. albus, Micrococcus citreus,
Cornebacterium diphtheria, Bacillus megatherium, Salmonella typhosa, Salmonella
paratyphi, Salmonella schottmuelleri e Escherichia coli (MUKHARJEE et al., 1996;
SINGH; KHAN, 1990).

O extrato das folhas de Senna angustifolia inibiu o crescimento de fungos como
Candida albicans, Aspergillus niger, Sachharomyces cerevisiae e Trichophyton
mentagrophyte. Esta atividade foi atribuida & presenca do crisofanol e do &cido

crisofanico-9-antrona e de outras antraquinonas como emodina e reina (LEMLI,
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CUVEELA, 1974). Foi testada a atividade antifingica de uma saponina isolada das
sementes de S. angustifolia e o extrato butandlico atingiu maximo de inibicéao frente a
cepa Colletotrichium dematium (KHAN; SRIVASTAVA, 2009).

Gill e colaboradores (2011) observaram ainda atividade antiulcerogénica em
extratos metanadlicos de sementes de espécies do género Senna, onde houve uma
reducdo significativa do indice de Ulcera, bem como a producéo de acido gastrico em
animais tratados com o extrato em relacao aos animais controle.

A atividade antiulcerogénica do extrato metandlico das cascas de S.
angustifolia (800 mg/kg) foi igual ao efeito produzido por 5mg/kg de ranitidina, no
modelo do estudo, elaborado por Mohanty e colaboradores (2010). A administracao
oral do extrato metandlico (800 mg/kg) da casca de S. angustifolia mostrou inibicdo
completa de ulceracao e reducéao significativa da acidez livre, atividade total da acidez

péptica e volume de suco gastrico secretado.

3.4 ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Devido a sua origem natural, baixa toxicidade oral aparente, efetividade e
acessibilidade sem prescricdo médica, os laxantes que possuem antraquinonas em
sua composicdo sdo um remédio popular para a constipacdo e sao frequentemente
utilizados de forma abusiva sendo, portanto, importante caracterizar os seus efeitos
nocivos e/ou toxicos.

A espécie do género Senna mais comumente utilizada pelo efeito laxativo que
produz proveniente da presenca de antraquinonas € Senna angustifolia Vahl (Sene).
Esta espécie tem sido usada de forma abusiva no preparo de chas ou infusées para
uso oral, com a promessa de melhorar o aspecto da pele e emagrecimento.
Entretanto, a ma utilizacdo desta (uso prolongado/cronico), pode ocasionar efeitos
adversos imediatos, como: colicas estomacais, nausea, vomito, diarreia prolongada
ou efeitos crénicos (dor e constipacdo) devido a dependéncia do laxativo, ou
alteracdes mais graves como fraqueza, desidratacéo e desordens eletroliticas e, em
determinadas circunstancias, lesées hepaticas (NADIR; REDDY; VAN THIEL, 2000).

Estudos toxicolégicos realizados com Senna occidentalis mostram que
potencialmente podem causar alteracbes cardiacas e hepéaticas em coelhos
(TASAKA, 2000) e miopatia em frangos e bovinos (CALORE et al., 2000). Lesdes
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cardiacas de carater degenerativo e necrotico, porém menos severas que na
musculatura estriada, também sdo descritas (BARROS et al., 1999).

Hepatotoxicidade grave € incomum, mas foi evidenciada em Senna angustifolia
e pode ser explicada pela exposicdo do figado a quantidades excessivas de
metabolitos téxicos de glicosideos de antraquinonas (SOYUNCU; CETE; NOKAY;
2008). Entretanto, Vitalone e colaboradores (2011) realizaram um estudo de
toxicidade in vitro e in vivo do extrato das folhas de S. angustifolia (padronizado em
60% de senosideos) e observaram falta de hepatotoxicidade desta espécie em doses
mais elevadas do que as geralmente utilizadas em seres humanos.

E possivel que as antraquinonas presentes em espécies do género Senna
possam ser um fator de risco para o desenvolvimento de cancer de célon. No entanto,
deve-se considerar fatores relacionados ao histérico dos pacientes, seus habitos
alimentares, uso concomitante de outras substancias laxativas, severidade do quadro
de constipacao e historico familiar (MORALES et al., 2009).

Entretanto, estudos realizados por Lira e colaboradores (2005) em
camundongos, usando raizes da planta, demonstraram auséncia de efeitos toxicos
com doses de até 500 mg/kg. Em geral, extratos obtidos com matéria prima de sene
tém apresentado baixa toxicidade em testes com animais, indicando que em curto
prazo a utilizacdo deste agente laxante é segura (BRUSICK; MENGS, 1997).

Morales e colaboradores (2009) ao revisar a informacéo que surge em varias
bases de dados cientificos médicos sobre a toxicidade de Senna, concluem que: a
evidéncia atual ndo mostra que ha um risco genotoxico para 0s pacientes que tomam
laxantes contendo extratos de Senna ou senosideos; ndo ha evidéncias convincentes
de que o uso cronico de Senna tem uma alterag&o estrutural e/ou funcional do sistema
nervoso entérico ou o musculo liso intestinal; ndo ha nenhuma relacdo de um extrato
de Sene e o0 aparecimento de tumores gastrointestinais ou qualquer outro tipo, em
ratos; e, por fim, o extrato dos frutos de Senna néo é carcinogénico em ratos, mesmo
depois de uma dose diaria de dois anos de até 300 mg/kg/dia. Este Ultimo resultado

mostra-se em concordancia com os obtidos por Mitchell e colaboradores (2006).

3.5 ANTRAQUINONAS

Considerando o fato que as quinonas/antraquinonas constituem um carater

guimiotaxondmico nas espécies do género Senna (FALKENBERG, 2007;
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RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009) e que as mesmas sao responsaveis
pela atividade biologica de maior destaque (laxante), faz-se necesséario conhecer um
pouco a cerca desta classe de metabdlitos.

Assim, as quinonas sao consideradas compostos organicos, provenientes da
oxidacdo de fenois. Desde a antiguidade, plantas que possuem quinonas em sua
composi¢do quimica tém sido usadas devido as suas atividades biolégicas ou como
fonte de corantes naturais nas industrias téxteis e alimenticias (MALIK et al., 2010).
Os principais grupos das quinonas sao: benzoquinonas, naftoquinonas e
antraquinonas, e estes séo classificados em funcéo do tipo de ciclo no qual o sistema
de ligacbes duplas e cetonas conjugadas esta inserido (SIMOES et al., 2007).

Nesse contexto, as antraquinonas ou ainda, antranoides, derivados
antracénicos ou derivados hidroxiantracénicos, como também sdo conhecidas, séo
definidas como substancias fendlicas derivadas da dicetona do antraceno, e
destacam-se das quinonas por estarem em maior quantidade na natureza e pela sua
importancia para a industria farmacéutica (SIMOES et al., 2007).

As antraquinonas e antronas sdo caracterizadas farmacologicamente por
apresentarem acéao laxativa, quando administrada em pequenas doses, e purgativa,
quando em doses maiores. Estas atividades sdo atribuidas a presenca dos
grupamentos hidroxilas presentes nas posi¢des C-1 e C-8 (Figura 2). Estes compostos
podem ser encontrados na natureza em sua forma livre ou glicosilada (C- ou O-
heterosideos) (COSTA, 1994; FALKENBERG, 2007; HARNISCHFEGER; STOLZE,
1983; VAN OS, 1976). As antraquinonas podem ser reduzidas a antrona e, de maneira
geral, ocorrem no inicio do periodo vegetativo das plantas, depois, no fim do periodo
de desenvolvimento anual. Além disso, as antronas podem sofrer dimerizacao,
originando as diantronas (COSTA, 1994; HARNISCHFEGER; STOLZE, 1983).
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Figura 2 - Ndcleo bésico das antraquinonas. Presenca dos grupamentos OH nas
posicdes C-1 e C-8, responsaveis pela atividade laxativa desses metabdlitos.

OH O OH
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R
O

Fonte: http://www.sbfgnosia.org.br/Ensino/antraquinonas.html.

Laxantes deste tipo bloqueiam a reabsorcdo de sddio através do bloqueio da
enzima ATPase dependente de Na+/K+ (efeito anti-reabsortivo). Ao mesmo tempo,
promove, em diferentes condi¢des, a passagem de eletrélitos e agua na luz intestinal
(efeito hidragogo) (1ZZO et al., 1999). Yagi e colaboradores (1991) também destacam
que no célon maior, 0s senosideos sdo metabolizados pelas enzimas bacterianas da
microbiota intestinal, originando a reinantrona, metabdlito ativo responsavel pelo efeito
laxante. Sdo também empregados terapeuticamente como catarticos, por irritar o
intestino grosso, aumentando a mobilidade intestinal e, consequentemente,
diminuindo a reabsorcéo de agua (1ZZO et al., 1999).

As antraquinonas também atuam como antioxidantes e captadoras de radicais
livres, podendo exibir atividade antiprotozoaria. Também ja foi citada sua atividade
inibitéria sobre o crescimento de Helicobacter pylori, bactéria associada ao surgimento
de cancer gastrico (CAMACHO et al., 2000). Véarias antraquinonas, entre as quais a
emodina, tém mostrado atividade antiviral e antimicrobiana, antifungica, citotoxica
(BABU et al., 2004), bem como efeitos analgésicos (KUMAR; DHAWAN; AGGARWAL,
1998). Isto torna os compostos potencialmente Uteis em diversas aplicacfes médicas
(BOONCHAI et al., 2006).

Apesar de todas estas atividades biolégicas relatadas, as antraquinonas
também apresentam efeitos prejudiciais, como genotoxicidade, mutagenicidadee
hepatotoxicidade, além de desencadear o aparecimento de tumores. Nesse sentido,
€ necessario ter cautela quanto ao uso das espécies que possuem estes metabdlitos

em sua composicado e estudos adicionais precisam ser realizados para definir as


http://www.sbfgnosia.org.br/Ensino/antraquinonas.html
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atividades de cada componente com mais precisdo (CHOI; CHUNG, 2003; MA et al,
2014).

3.6 ANALISE QUANTITATIVA DE DERIVADOS HIDROXIANTRACENICOS EM
ESPECIES VEGETAIS

3.6.1 ESPECTROFOTOMETRIA NO VISIVEL

A espectrofotometria de absorcdo na regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) &
muito utilizada nos laboratorios de pesquisa e de controle de qualidade no que diz
respeito as técnicas de andlises quantitativas, por sua confiabilidade,simplicidade,
robustez, custo relativamente baixo e grande niumeros de aplicagBes desenvolvidas
(ABADI et al., 2012; MARQUES et al., 2013). Esta técnica é frequentemente utilizada
nas determinacfes analiticas em diversas areas e é aplicada para determinacdes de
compostos organicos e inorganicos, como, por exemplo, na quantificacdo do principio
ativo de medicamentos ou de grupos de metabdlitos secundarios que sao marcadores
em espécies de plantas medicinais. A espectrofotometria se baseia em um processo
de medida que emprega as propriedades dos atomos e moléculas de absorverem e/ou
emitirem energia eletromagnética em uma das regides do espectro eletromagnético
(LOBINSKI; MARCZENKO, 1992; ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

Neste trabalho, o método espectrofotométrico baseou-se na reacgdo
colorimétrica de Borntrédeger, onde as agliconas e as antraquinonas glicosiladas
comportam-se de diferentes maneiras. Apenas 0S compostos que nao possuem
acucar sao detectadas por este reagente, sendo necessaria uma hidrélise preliminar
dos heterosideos antraquindnicos para um doseamento eficiente buscando a
finalidade pretendida, principalmente pelo fato de polifenois existirem
predominantemente como glicosideos na natureza (CHIANG et al., 2012).

Nesta reagédo, as substancias 1,8-hidroxiantraquindnicas exercem efeito
mesomeérico acentuado, em virtude dos grupos carbonilas. Este estado de mesomeria
é alcancado pela formagédo de uma ponte de hidrogénio, resultando em um sistema
de quatro anéis. Em solucdo, as moléculas absorvem luz em aproximadamente
430nm, possuindo uma cor amarelo-alaranjada. Para a quantificacdo dos derivados
hidroxiantracénicos na reacao de Borntraeger é necessario que o meio esteja alcalino

para que ocorra a ionizacdo das hidroxilas fendlicas. Esta ionizagdo produz uma maior
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ressonancia molecular, fazendo com que os maximos de absor¢ao desloqguem-se nos
sentidos de maiores comprimentos de ondas (cerca de 520 nm) (Figura 3) e as
solucdes alcalinas coram-se de vermelho, cor caracteristica observada na reacao de
Borntrager (COSTA, 1994; SOUSA et al., 2003).

Figura 3 - Deslocamento do comprimento de onda em virtude da ionizacdo das

hidroxilas das antraquinonas na reacao de Borntrager.
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Fonte: http://www.sbfgnosia.org.br/Ensino/antraquinonas.html.

Dentre o0s métodos utilizados para o doseamento dos derivados
hidroxiantracénicos por espectrofotometria, esta o método farmacopeico. No entanto,
tal metodologia requer um grande tempo de preparacao, estando classificada como
um método analitico bastante demorado, pois a preparacdo da amostra consiste em
diversas etapas e na utilizacdo de solventes toxicos e reagentes e equipamentos que
podem ser de dificil obtencdo em alguns laboratérios de analise. O desenvolvimento
de metodologias menos onerosas, mais facilmente executaveis e que normalmente
empregam menor aparato instrumental sdo de grande valia e requerem a realizagédo
de estudos de validacao destas técnicas para cada espécie e 6rgao vegetal especifico
a fim de garantir a confiabilidade nos resultados obtidos (PELOZO; CARDOSO;
MELLO, 2008; SILVA-CORAZZA et al., 2010). Nesse sentido, a fim de desenvolver
um novo método para a determinacgdo do teor de derivados hidroxiantracénicos nos
frutos de S. angustifolia e do seu controle de qualidade, um método de doseamento
através da Espectrofotometria na regido do Visivel foi desenvolvido e validado, dai a

importancia do desenvolvimento de uma técnica analitica rapida e simples para
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quantificar o ingrediente ativo, com a intengéo de contribuir para o desenvolvimento

de novas drogas.

3.6.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Entre os diferentes tipos de cromatografia, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) tem sido a técnica mais amplamente utilizada como uma ferramenta
essencial para a analise de pesquisa, devido a sua aplicabilidade universal e notavel
precisdo do ensaio (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). Diversas publicacdes
cientificas tém enfatizado a utilizacdo de detectores ultravioleta (UV) e arranjo de
fotodiodos (DAD), no caso de compostos que absorvem radiacdo UV (TISTAERT,;
DEJAEGHER; HEYDEN, 2011). Esta técnica € adequada para a rapida identificacéo e
guantificacdo de constituintes de misturas complexas tais como em extratos de
plantas (WYREPKOWSKI et al., 2014).

Além desta técnica ser de ampla utilizacdo para a quantificacdo de metabdlitos
presentes em extratos vegetais, a escassez de um método de quantificacdo
simultdnea dos senosideos A e B nos frutos de Senna angustifolia Vahl na
Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) levanta a necessidade
de desenvolvimento de um método rapido, pratico e reprodutivel que identifique e
quantifique esses metabdlicos simultaneamente, ampliando, assim, as alternativas

por parte das industrias farmacéuticas no desenvolvimento de novos produtos.

3.7 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A aceitacdo pela comunidade cientifica de drogas vegetais e produtos
derivados baseia-se na adog¢ao de marcadores para a proposi¢cédo de especificagcoes
da qualidade, recorrendo-se ao emprego de métodos analiticos capazes de quantificar
um ou alguns dos diversos compostos, ou métodos gerais de doseamento de grupos.
O desenvolvimento ou a adaptacdo de um método analitico implica na necessidade
de garantir a qualidade dos resultados obtidos, assim como sua eficiéncia na rotina
laboratorial. Esta confiabilidade e capacidade, que esta sendo cada vez mais exigida
pelos 6rgdos sanitarios € confirmada por um procedimento denominado validagao
(BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).
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Para a garantia da qualidade dos produtos de origem vegetal a Instrucéo
Normativa (IN 4, 2014) define que é fundamental a validacdo da metodologia analitica,
pois esta fornece informacgdes confiaveis e interpretaveis do método em analise. A
validacdo comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo
o desenvolvimento e transferéncia de um método. Para registro de novos produtos, o
orgédo regulador do Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), exige
a validacdo das metodologias analiticas e estabelece documentos oficiais que
direcionam os critérios a serem adotados nesse processo (RIBANI et al., 2004)

A Resolucéo Especifica (RE) n°® 899/03 da ANVISA especifica que a validacao
deve ser realizada através da analise de uma série de parametros que tém como
principal objetivo atestar a eficiéncia dos métodos na rotina laboratorial (BRASIL,
2003). Séo eles:

e Especificidade -> A especificidade é um importante parametro,
principalmente na analise de matrizes complexas em plantas medicinais,
onde a interferéncia dos varios metabdlitos presentes nos extratos
representa a principal dificuldade no desenvolvimento de procedimentos
confiaveis, em virtude da sobreposi¢do das bandas dos metabdlicos que
absorvem radiacdo no mesmo comprimento de onda no método
espectrofotométrico ou da incerteza do tempo de retencdo do composto
de interesse no método cromatografico (ARAUJO et al., 2013).

e Seletividade - A seletividade é a capacidade que o método possui de
medir exatamente um composto em presenca de outros componentes
como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz
(BRASIL, 2003). No caso de matrizes complexas tal como drogas
vegetais, a indisponibilidade da matriz sem o analito, ndo permite que
sua interferéncia possa ser quantificada. Portanto, alternativamente, a
seletividade pode ser investigada através da comparagcdo das curvas
obtidas para a amostra e para a curva do adicionado a matriz. Desta
forma, a comparacao e comprovacao do paralelismo das duas curvas,
permite inferir acerca da seletividade do procedimento a partir da
interferéncia da matriz na resposta do método aquele padréo (BRASIL,
2003; ICH, 2005).
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e Linearidade - E a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos séo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. O coeficiente de determinacéo é calculado pela regressao
linear através do método dos minimos quadrados. Os dados obtidos
devem ter o coeficiente de determinacéo > 0,99, indicando que 99% das
variabilidades experimentais sédo explicadas pelos modelos mateméaticos
encontrados. Comprovando, desta forma, a relagéo satisfatéria entre as
concentragbes do analito e as respostas analiticas, atendendo os
requisitos preconizados para analise desse parametro (> 99%) (BRASIL,
2003).
e Limite de Deteccao e Quantificacdo - O Limite de deteccédo € a menor
guantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas. J& o Limite de Quantificagdo é a menor
guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicBes experimentais
estabelecidas. Os baixos limites de Deteccédo e Quantificacdo indicam
gue o método nédo sofre interferéncia importante da técnica instrumental
(BRASIL, 2003).
e Precisao
= Repetibilidade (intracorrida) > A repetibilidade expressa a fidelidade
dos resultados obtidos nas mesmas condicbes operacionais,
aplicadas em um curto intervalo de tempo (BRASIL, 2003).

= Preciséo intermediaria (intercorrida) - Concordancia entre os
resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes,
com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a
determinacdo da precisédo intermediaria recomenda-se um minimo
de dois dias diferentes com analistas diferentes (BRASIL, 2003).

e Exatiddo - A exatiddo de um método expressa a concordancia entre o

valor encontrado e o valor aceito como verdadeiro ou como referéncia

(BRASIL, 2003).
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e Robustez > A robustez pode ser definida como a sensibilidade de um
método frente a pequenas variagdes nas condi¢cdes analiticas. Estas
pequenas mudancas refletem as alteracdes que podem ocorrer quando um
método é transferido para outros laboratérios, analistas ou equipamentos
(BRASIL, 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

Foram utilizados os frutos secos de Senna angustifolia Vahl, fornecidos pela
empresa Santos Flora Comercio de Ervas Ltda, Sao Paulo-SP, Brasil, lote:
SENF01/0411, originarios da India, colhidos em abril de 2011. O material vegetal foi
triturado em moinho de facas (1 mm). Em seguida, foi armazenado em recipiente de

vidro bem fechado e ao abrigo da luz até o momento da sua utilizacéo.

4.2 REAGENTES E SUBSTANCIA DE REFERENCIA

Todos os solventes utilizados eram de grau analitico: acetonitrila (Cinética®),
acido triflouracético (Vetec®), acido cloridrico (Vetec®), Agua ultrapura (MilliQ®), alcool
etilico (Cinética®), bicarbonato de sédio (Nuclear®), cloroférmio (Vetec®), hidroxido de
amonio (Vetec®). Os senosideos A e B, adquiridos da Farmacopeia Americana (lote:

10G087, U.S.P.), foram utilizados como padrao.

4.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS FRUTOS DE Senna angustifolia
VAHL.

4.3.1 Andlise granulométrica por tamisacao

Amostras de 25 g, exatamente pesadas, da matéria-prima vegetal cominuida
foram submetidas a passagem através de tamises, previamente tarados, com abertura
de malha de 850, 600, 425, 250, 150 e 90 um. A tamisacao foi realizada a 60 vibracbes
por segundo durante 15 minutos. Para a analise dos dados, as fracdes retidas nos
tamises e coletor foram pesadas e a média entre as amostras foi calculada utilizando
a equacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010):

Fragio retida (%) = lejoo 1)

P1: peso do material retido em cada tamis (g); P2: somatério dos pesos retidos em cada tamis e no

coletor (g); 100: fator de porcentagem.



43

4.3.2 Determinacdo da perda por dessecacao

Amostras contendo 2,0 g do p6 dos frutos foram transferidas para pesa-filtros
previamente dessecados durante 30 minutos nas mesmas condicdes a serem
empregadas na determinacdo. As amostras foram colocadas na estufa, com
temperatura igual a 105 = 2°C durante 2 horas, seguidas de resfriamento em
dessecador por 30 minutos e pesagem em balanca analitica (Shimadzu®). A operacéo
foi repetida em ciclos de uma hora até peso constante. Os resultados foram expressos
em perda de massa percentual, pela média de trés determinacdes, segundo a
equacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010):

Pu—P
L 100 (2)

Perda por dessecacdo (%) = Pa

Onde: Pu: peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacgédo (g); Ps: peso do pesa-filtro
contendo a amostra ap6s a dessecacao (g); Pa: peso da amostra (g); 100: fator de porcentagem.

4.3.3 Determinacao de cinzas totais

Amostras contendo 3,0 g do material vegetal foram transferidas para cadinhos
de porcelana previamente calcinados, arrefecidos e pesados. As amostras foram
incineradas em mufla por 3 horas, sob gradiente crescente de temperatura (30
minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 * 25 °C). Em seguida foram
arrefecidos por 30 minutos em dessecador e pesados. Os resultados foram expressos
pela média de trés determinacbes, segundo a equacdo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010):

cdi—-C

Cinzas totais (%) = x 100 (3)

Cdi: peso do cadinho contendo a amostra ap6és incineracao (g); C: peso do cadinho sem a amostra (g);

Pa: Peso da amostra (g); 100: fator de porcentagem.
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4.3.4 Determinacao de cinzas insoluveis em acido

Para a determinacdo de cinzas insoliveis em &cido, o residuo obtido na
determinacao de cinzas totais foi fervido em chapa aguecedora, com 25,0 mL de acido
cloridrico a 7% (p/v), durante 5 minutos, no cadinho original coberto com vidro de
relégio. Apos fervura, o vidro de relogio foi lavado com 5,0 mL de &4gua quente,
juntando a 4gua de lavagem ao cadinho. Em seguida, o liquido foi filtrado em papel
de filtro e o residuo lavado com agua quente. O papel de filtro contendo o residuo foi
entdo colocado no mesmo cadinho, seco na chapa aquecedora e incinerado a 500 °C.
A cada 30 minutos, os cadinhos eram retirados da mufla, dessecados durante 30
minutos e pesados, repetindo-se o procedimento até peso constante. Foi calculada a
média das trés amostras e a porcentagem de cinzas insolUveis em acido a droga seca
ao ar pela expressao (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010):

Cinzas insoluveis em acido (%) =

Cai;Cdi x 100 (4)

Cai: peso do cadinho contendo as cinzas (g); Cdi: peso do cadinho contendo as cinzas ap0s incineracéo

(9); Pa: Peso da amostra (g); 100: fator de porcentagem.

44 METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA A QUANTIFICACAO DE
DERIVADOS HIDROXIANTRACENICOS TOTAIS

4.4.1 Avaliacdo de métodos farmacopeicos

O desempenho das metodologias descritas na Farmacopeia Britanica e na
Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA
BRITANICA, 2012) para a quantificacdo dos derivados antracénicos nos frutos de S.
angustifolia foi avaliada através da resposta analitica e do acompanhamento através

de CCD de cada fracao resultante dos passos analiticos.
4.4.1.1 Preparacao das amostras farmacopeicas

A determinacdo do teor de derivados hidroxiantracénicos pelos métodos
presentes nas Farmacopeias Brasileira e Britanica (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
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2010; FARMACOPEIA BRITANICA, 2012) foi realizada em triplicata, através de uma
extragdo aquosa da droga vegetal. Apds, foi realizada a hidrolise com acido cloridrico
2 M e a extracdo com solvente organico. A fase organica foi rejeitada. A fase aquosa
foi centrifugada e levada a hidrélise acida. Apos resfriamento, a solucdo foi extraida
com éter etilico. Os extratos etéreos foram reunidos em baléo de 25 mL e o volume
completado com éter etilico. A solucdo amostra foi preparada evaporando-se parte da
solucdo etérea, em banho-maria, até residuo, que foi entdo ressuspendido com
acetato de magnésio. Imediatamente apds o seu preparo, a absorvancia da solucéo
amostra foi medida em espectrofotdmetro, em 515 nm, utilizando metanol para ajuste
do zero. O teor de derivados hidroxiantracénicos foi calculado como senosideo B,

utilizando 240 como valor de absorvancia especifica.

4.4.1.2 Avaliagao por cromatografia em camada delgada (CCD)

Placas cromatograficas foram preparadas para avaliacdo e comparacdo da
fracdo organica e da fracdo aquosa ap0s extracdo dos derivados hidroxiantracénicos.
Os parametros para o desenvolvimento da placa cromatografica foi estabelecido

conforme descrito na tabela abaixo (tabela 1).

Tabela 1 - Parametros utilizados para o teste de identificacdo dos derivados

hidroxiantracénicos nos frutos de S. angustifolia em (CCD).

Classe de ) o .
. Sistema de eluigao Revelador Referéncia
metabdlito
AcOEt:n-propanol:H20:
Derivados Farmacopeia
- _ CHsCOOH HNO3/KOH ATTACOPeLs
hidroxiantracénicos Brasileira 52 Edic&o

(40:40:30:1)

4.4.2 Quantificacdo de antraquinonas pelo método de Borntraeger

4.4.2.1 Preparagéo da amostra para o metodo Borntraeger
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A amostra foi obtida sob refluxo com solugéo hidroalcodlica a 70% (v/v). A
extracdo foi realizada em baldo de fundo redondo, no qual 1,0 g dos frutos de S.
angustifolia foram levados a extragdo com 30 mL de solugdo hidroalcodlica durante
30 minutos. O extrato foi resfriado a temperatura ambiente (25 °C) e filtrado em
algodao, sendo o residuo (algoddo e material vegetal) re-extraido, por duas vezes,
durante 15 minutos com mais 30 mL de solucdo hidroalcodlica em cada vez. As
fracOes filtradas foram reunidas em baldo volumétrico e o volume ajustado para 100

mL com mesmo solvente, originando a solucéo estoque (SE).

4.4.2.1.1 Obtencao de fracdo enriquecida em antraquinonas

A uma aliquota de 30 mL de SE foi adicionada de 1,0 mL de acido cloridrico
(2M) e esta solucéo foi levada a manta aquecedora sob refluxo por 15 minutos. A
solucéo resultante foi transferida para funil de separacdo onde realizou-se particdo
com cloroférmio (3 x 15 mL). As fases cloroférmicas foram reunidas e a solugdo
resultante foi lavada com 50 mL de agua destilada. A fracdo organica foi separada,
transferida para baldo de 50 mL e o volume completado com o0 mesmo solvente. Esta
solucao foi levada a secura em capsula de porcelana no banho-maria. Em seguida o
residuo foi retomado com etanol para baldo de 25 mL. A cdpsula de porcelana foi
lavada varias vezes, transferindo quantitativamente o residuo obtido. Aliqguotas desta
solucédo foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, aos quais foram
adicionados 2,0 mL de hidroxido de aménio (NH4OH) P.A. O volume foi completado
com solucao hidroalcodlica (70%, v/v) e as absorvancias das amostras foram
mensuradas em espectrofotébmetro UV/Vis (ThermoScientific®) (300 a 600 nm), apds
40 minutos da adicdo da base, tomando como branco a mesma solugdo amostra sem

a adicao da solucao de NH4OH.

4.4.2.2 Solucao dos padrbes

Foram pesados 12,5 mg da mistura de senosideos A e B, transferidos para
bal&do volumétrico de 2 mL e o volume completado com etanol 70%. Apés solubilizacdo
em sonicador por cerca de 10 minutos, esta solucao foi transferida para baldo de fundo
redondo com capacidade de 125 mL, onde foi adicionado 1 mL de HCI 2M. O baléo

foi levado ao aquecimento em manta aquecedora por 15 minutos sob refluxo. A
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solucéo resultante foi transferida quantitativamente para baldo de 5 mL e o volume
completado com etanol 70% (v/v). Aliquotas desta solugdo (50 a 150 pL) foram
transferidas para balées com capacidade de 5 mL, onde foi acrescentado 1 mL de
NH4OH e o volume completado com etanol 70% (v/v). A absorvancia foi determinada

em espectrofotdmetro (A = 515 nm) apds 45 minutos da adi¢cdo da base.

4.4.2.3 Determinacdo da concentracdo da amostra e do comprimento de onda

Diversas diluigbes (1,2 mg/mL a 8,4 mg/mL) de amostras obtidas conforme
descrito anteriormente foram submetidas a varreduras na faixa de 300 a 600 nm em
espectrofotometro. Os espectros obtidos foram utilizados para estabelecimento da
faixa de diluicdo e do comprimento de onda mais apropriados para a avaliacdo do

método.

4.4.2.4 Avaliacao do liquido extrator

Foram testados metanol 50 e 100%, etanol 50, 70 e 90% e agua para a escolha
do solvente e da diluicdo que mostrasse um maior rendimento de extracao para a

finalidade proposta.

4.4.2.5 Avaliacdo da concentracdo do acido sobre a performance do método

Foram avaliadas aliquotas (0,5, 1,0 e 1,5 mL) de acido cloridrico (HCI 2M) ideal
para a hidrélise completa dos heterosideos antraquinénicos, tendo em vista que na

reacao de Borntrdeger apenas sao quantificados os compostos agliconicos.

4.4.2.6 Avaliagao da concentracéo de NH4sOH

A eficiéncia da reacdo colorimétrica com os derivados hidroxiantracénicos
presentes na droga vegetal foi investigada empregando diferentes concentragcdes de
NH4OH: 50, 75 e 100% (v/v).
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4.4.2.7 Avaliagdo da aliquota de NH4OH

Apos a avaliacdo da aliquota da amostra e da concentracdo de NH4OH, foram
realizados testes variando a aliquota da base (1, 2 e 3 mL) para verificar qual

apresentava o valor mais adequado de absorvancia para o método proposto.
4.4.2.8 Determinacéo do tempo de leitura

Foi realizada utilizando-se a quantidade inicial de droga determinada (1,25 g) e
apos fixacdo dos pardmetros de otimizacdo descritos anteriormente. A cinética de
reacao das amostras foi acompanhada a cada 5 minutos apo6s a adicdo de 2 mL de
NH4OH 100%, durante 120 minutos.

4.4.2.9 Avaliagao da proporcao droga:solvente

Para a avaliacéo da proporcéo droga:solvente foram obtidas solu¢cdes amostras
variando-se apenas a quantidade de material vegetal (0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 g). Este
parametro foi avaliado através da relagdo entre concentracdo das cinco solucdes
obtidas e o respectivo teor de derivados hidroxiantracénicos (DH). Esse teor, expresso

em senosideo B, foi calculado pela seguinte equacao:

A x 2,27
H=—"""
m

()

Onde: A = absorvancia lida; m = massa da droga (considerando a perda por

dessecacao).
4.4.3 Validacdo do método espectrofotométrico

44.3.1 Especificidade

A especificidade do meétodo espectrofotométrico foi demonstrada pela
sobreposicao dos espectros do padréo e da solugdo amostra de Sene, obtidos apds

reacdo com hidréxido de amonio, na faixa de 300 a 600 nm.
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4.43.2 Seletividade

A seletividade foi estabelecida através da avaliacdo do paralelismo da reta
obtida no teste da seletividade e da reta da curva de calibracdo da amostra, atraves
da média dos seus coeficientes angulares. A igualdade dos parametros da regressao
foi avaliada pelo teste t student para averiguar se essas médias podem ser
consideradas iguais estatisticamente em um nivel de 95% de confianca. Para este
teste, as respectivas concentracdes da curva de calibragdo da amostra (1,2 a 8,4
mg/mL) foram contaminadas com uma quantidade fixa (50 pL) de uma solugéo dos
senosideos A e B de concentracdo também conhecida (25 pg/mL). Os resultados
obtidos foram tratados estatisticamente através do calculo de regresséo linear pelo
método dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de determinagéo (R?),

sendo R%> 0.99, o minimo aceitavel.

4433 Linearidade

Curva analitica para a amostra: A curva de linearidade do método espectrofotométrico

para a amostra foi construida utilizando concentracdes na faixa de 1,2 a 8,4 mg/mL
da solugdo amostra. As absorvancias foram mensuradas em espectrofotometro no

comprimento de onda de 515 nm ap6s 45 minutos da adicdo da base.

Curva analitica para o padréo: A curva de linearidade no método espectrofotométrico

para o padrao foi construida utilizando as concentra¢des de 25 a 75 ug/mL da solugéo
padrdo. A absorvancia foi determinada em espectrofotometro apds 45 minutos da

adicao da base.

As curvas foram construidas utilizando-se a média de trés curvas de calibracao
e plotando-se os valores médios das areas em funcao da concentracdo. Os resultados
para as curvas da amostra e dos padrées foram avaliados estatisticamente através do
teste de regressado linear pelo método dos minimos quadrados com o auxilio do
Microsoft Excel (2010).
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4434 Limite de deteccao e quantificacéo

Foram utilizados os dados da regressdo da curva analitica média do padréo
para efetuar os calculos dos limites de deteccéo e quantificacdo. As equacdes abaixo
foram utilizadas para a determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo dos
métodos analiticos, conforme preconizadas pelo International Conference on
Harmonization (ICH, 2005) e pela RE n®899/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003).

DPa DPa
LD=3-(TJ (6) LQ=10-(TJ (7

Onde o DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y e IC = inclinagéo da curva.

4.4.3.5 Precisdo

A precisao foi avaliada em dois niveis: repetitividade (precisao intracorrida), na
qual foram examinadas, em um Unico dia pelo mesmo analista, seis determinacfes
individuais para amostras a 100% da concentracéo teste, obtidas a partir de solugdes
amostras diferentes; e, pela precisdo intermediaria (preciséo intercorrida), a qual foi
determinada em triplicata, por dois analistas em dois dias consecutivos, para amostras
também na concentracéo de 100%. Os teores espectrofotométricos para os derivados
hidroxiantracénicos, calculados como equivalentes de senosideo B, foram expressos

em g%, considerando a perda por dessecacdo em todos os calculos.
4.4.3.6 Exatidao

A exatidao foi avaliada por ensaios de recuperacdo, através da adicdo de
quantidades conhecidas do padrdo (senosideo) a amostras a 100% da concentracéo
teste. Os valores de recuperagao, expressos em porcentagem foram determinados
através da razao entre as concentracées medias determinadas experimentalmente e
as concentracdes tedricas correspondentes. Para o método espectrofotométrico,
solugdes amostras a 2,4 mg/mL foram contaminadas com aliquotas de solucdes de

senosideo de concentracdo conhecida (37,5; 50,0 e 62,5 pg/mL). Foram obtidas trés
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solugdes com trés réplicas cada e os resultados foram expressos utilizando a média
e 0 Desvio Padrao Relativo (DPR %).

4437 Robustez

Os ensaios para a determinacdo da robustez foram realizados através de
pequenas alteracbes no método. As mudancas realizadas no método
espectrofotométrico foram: evaporacdo da fragdo organica (chapa aquecedora ou
banho-maria), alteragdo do fabricante do cloroférmio e mudanca do comprimento de
onda para leitura (513 e 517 nm). Os efeitos das variagOes selecionadas foram

avaliados através das alteracdes no teor dos senosideos.

45 METODO ANALITICO POR CLAE-DAD PARA SEPARACAO E
QUANTIFICACAO DE SENOSIDEOS A E B

4.5.1 Condic6es cromatograficas

As analises foram realizadas em cromatdgrafo liquido HPLC (Modelo Ultimate
3000, ThermoScientific®) equipado com Detector de Arranjo de Diodos (DAD) a 280
nm, desgaseificador e sistema de injetor automético. O sistema foi controlado pelo
programa Chromeleon, que também gerencia o sistema de aquisi¢ao e tratamento dos
dados referentes as amostras. Foi utilizada uma coluna de 150 mm de comprimento
e 4,6 mm de diametro interno (Macherey-Nagel®, Cis; 5 um), protegida por pré-coluna
empacotada com silica octadecilsilanizada (Cis, 3,9 um). A andlise foi realizada em
temperatura ambiente (23 °C £ 1 °C), controlada por ar condicionado. A fase mével A
utilizada foi constituida por mistura de agua e acido trifluoracético (100:0,08) e a fase
movel B por acetonitrila. Ambas as fases foram desgaseificadas e filtradas através de
um filtro de tamanho de poro de 0,45 um (Millipore). Utilizou-se o fluxo de 0,9 mL/min

da fase movel, em modo gradiente, por 45 minutos.

Fase movel

Eluente A: mistura de agua e acido trifluoracético (100:0,08)

Eluente B: acetonitrila
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Gradiente da Fase movel: adotou-se o sistema de gradiente descrito na tabela a

sequir:

Tabela 2 - Gradiente utilizado para andlise de senosideos nos frutos de Senna

angustifolia Vahl.

Tempo (minutos) Eluente A (%) | Eluente B (%) Eluicéo
0-12 86 14 Isocratica
12 -19 86 — 77 14 — 23 Gradiente linear
19 -28 77— 70 23 — 30 Gradiente linear
28 -31 70 -0 30 — 100 Gradiente linear
31-45 0 100 Isocratica

Calculou-se o teor de senosideo B e senosideo A na

equacao a seguir:

Em que:

SB/SA=

AAx FDAx MP 100

X
Ap x MAx FDP

SB/SA = Senosideo B/Senosideo A;

AA = Absorvancia da Solucdo amostra;

Ap = Absorvancia do padrao;

MA = massa da amostra considerando a determinacéo de agua;

MP = massa do padr&o considerando a pureza;

FDA = fator de diluicdo da amostra;

FDP = fator de diluicdo do padrao.

amostra a partir da

()

O resultado foi expresso pela média das determinacbes em gramas de

senosideo B e senosideo A por 100 gramas da droga (%), considerando o teor de

agua em todos os calculos.
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4.5.2 Solugdo amostra

Pesou-se 0,2 g da droga seca e moida e colocou-se em tubo de centrifuga.
Adicionou-se 5 mL de solucéo de bicarbonato de sodio 0,05% (p/v) e levou-se ao
banho de ultrassom durante 10 minutos. Esta solucéo foi centrifugada por 20 minutos
a 2000 rpm e o sobrenadante foi transferido, filtrando-o com algodao, para baldo
volumétrico de 5 mL e o volume completado com bicarbonato de sédio (40 mg/mL). O
sobrenadante foi filtrado através de membrana. Apés, diluiu-se 50 pyL da solucéo

resultante em 150 pL de agua.

4.5.3 Solucéo padrao

Dissolveu-se 2 mg da mistura de senosideo A SQR e senosideo B SQR em
baldo de 5 mL com metanol 50%. Agitou-se vigorosamente até total solubilizacéo.
Diluiu-se uma aliquota de 0,5 mL desta solu¢do para 1 mL com metanol 50% (200
pg/mL) para o calculo do teor do senosideo B e 0,4 mL para 1 mL com 0 mesmo

solvente para o calculo do senosideo A.

4.5.4 Validacdo do método por CLAE

454.1 Especificidade

A especificidade do método cromatografico foi demonstrada através da
comparacao dos tempos de retencdo e dos espectros de Ultravioleta da amostra e do
padréo, onde foi realizada a varredura de 190 nm a 400 nm do padrdo senosideos B
e A e da amostra de Sene. Estes parametros foram empregados para confirmar a
identidade do composto de interesse e o0 padrao utilizado para a metodologia foi a
mistura composta pelos senosideos A e B (98%, U.S.P.).

45472 Linearidade

Curva analitica para a amostra: A linearidade da amostra no método cromatografico
entre a area do pico e a concentragdo foi analisada utilizando-se cinco diferentes

concentracdes na faixa de 1,3 a 13,9 mg/mL.
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Curva analitica para o padrdo: A linearidade dos padrées no método cromatogréafico

entre a area do pico e a concentracdo foi analisada com solu¢cdes padrdo de
senosideos em cinco concentracdes diferentes, sendo na faixa de 45,6 a 83,6 pug/mL

para o senosideo A e de 99,2 a 148,8 ug/mL para o senosideo B.

As curvas foram construidas utilizando-se a média de trés curvas de calibracdo
e plotando-se os valores médios das areas em funcéo da concentracédo. Os resultados
para as curvas da amostra e dos padrdes foram avaliados estatisticamente através do
teste de regresséo linear pelo método dos minimos quadrados com o auxilio do
Microsoft Excel (2010).

45.4.3 Limite de deteccao (LD) e quantificacéo (LQ)

Foram utilizados os dados da regressdo da curva analitica média dos
senosideos para efetuar os célculos dos limites de deteccdo e quantificagdo. As
equacles abaixo foram utilizadas para a determinacdo dos limites de deteccéo e
guantificacdo dos métodos analiticos, conforme preconizadas pelo ICH (2005) e pela
ANVISA (BRASIL, 2003).

DPa DPa
LD:S-KTJ (8) LQ=1O-(F) 9

Onde o DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y e IC = inclinagéo da curva.
4544 Precisao

A precisao foi avaliada em dois niveis: repetitividade (precisao intracorrida), na
qual foram examinadas, em um unico dia pelo mesmo analista, seis determinacgfes
individuais para amostras a 100% da concentracéo teste, obtidas a partir de solucdes
amostras diferentes; e, pela precisdo intermediaria (preciséo intercorrida), a qual foi
determinada em triplicata, por dois analistas em dois dias consecutivos, para amostras
também na concentracdo de 100%. Os teores dos senosideos A e B pelo foram

expressos em g%, considerando a perda por dessecacédo em todos os calculos.
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4545 Exatiddo

A exatiddo foi avaliada por ensaios de recuperagdo, através da adicdo de
guantidades conhecidas do padrdo (senosideos A e B) a amostras a 100% da
concentragdo teste. Os valores de recuperagdo, expressos em porcentagem foram
determinados através da razdo entre as concentragcbes medias determinadas
experimentalmente e as concentracfes teoricas correspondentes. Para o método
cromatografico, nas solu¢cdes amostras a 10 mg/mL foram adicionadas aliquotas de 1
mL de solu¢cBes de senosideos A e B em trés niveis crescentes de concentracdes a
80, 100 e 120%. Foram obtidas trés solu¢des com trés réplicas cada e os resultados

foram expressos utilizando a média e 0 DPR (%).

454.6 Robustez

Os ensaios para a determinacdo da robustez foram realizados através de
pequenas alteracdes no método. Para o método cromatografico foram utilizadas como
variaveis os seguintes parametros: mudanca de fluxo em nivel baixo (0,80 mL/min) e
alto (1,0 mL/min); mudanca no pH da fase mével A em nivel baixo (pH 1,7) e alto (pH
1,9) e; mudanca na temperatura do forno (de 22 °C para 25 °C). Os efeitos das
variagbes selecionadas foram avaliados através das alteracbes no teor dos

senosideos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
5.1.1 Anélise granulométrica

Os resultados observados através do histograma representativo para
distribuicdo granulométrica do p6 dos frutos de Senna angustifolia Vahl demonstram
que as particulas do material encontram-se predominantemente distribuidas entre os
tamises de 250 e 150 uym representando 50,3% de todo o material (Figura 4). J4 o
tamanho médio das particulas determinado pelo ponto intersecdo das curvas de
retencao e passagem, apresentou valor de 302,1 um (Figura 5). De acordo com esses
dados, o po dos frutos de S. angustifolia foi classificado como moderadamente grosso
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 4 - Histograma de distribuicdo granulométrica dos frutos de Senna angustifolia.
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Figura 5 - Curva de retencao e passagem dos frutos de Senna angustifolia.
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5.1.2 Perda por dessecacao

A perda por dessecacao € um teste farmacopeico que se destina a determinar
o percentual de umidade residual da droga vegetal e corresponde a um indice de
qualidade e garantia de sua conservacao, tendo em vista que teores de umidade
acima do especificado podem favorecer o desenvolvimento de fungos e bactérias,
além de hidrélise e atividade enziméatica com consequente deterioracdo de
constituintes quimicos (COUTO et al.,, 2009). A Farmacopeia Brasileira (2010)
preconiza um limite de aceitacdo de 8 a 14% de teor de umidade para drogas vegetais.
As amostras cumpriram o ensaio e a meédia de teor de agua em S. angustifolia obtida
foi de 12,74% + 0,0496 (0,39%), permitindo inferir que a droga possui as condicdes

apropriadas para manutencédo da estabilidade microbiolégica e quimica.

5.1.3 Cinzas totais e insolUveis em acido

O teor de cinzas totais revela a quantidade de material inorganico tanto
intrinseco no material vegetal (cinzas intrinsecas) quanto a quantidade de substancias
aderentes de origem terrosa (cinzas extrinsecas) (BRAGA et al., 2007). Ja o teor de
cinzas insoluveis em acido, que constitui o residuo obtido na fervura de cinzas totais
com acido cloridrico diluido, destina-se a determinacdo de silica e constituintes
silicicos da droga (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Os resultados obtidos para
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0s teores de cinzas totais e insollUveis em &cido encontram-se descritos na tabela 3.
Os dados demonstram que ambos 0s parametros se encontram dentro dos limites

preconizados (< 9%).

Tabela 3 -Teor de cinzas totais e cinzas insollUveis em acido para a amostra de S.

angustifolia.
Ensaio Média + DP (DPR%)
Teor de Cinzas totais (%) 7,33% £ 0,093 (1,27%)
Teor de Cinzas insollveis em acido (%) 0,87% * 0,026 (2,96%)

DP = desvio padrédo; DPR%= desvio padréo relativo.

5.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO ESPECTROFOTOMETRICO
5.2.1 Obtencao da aliquota da amostra e comprimento de onda

O comprimento de onda observado no espectro de absorcdo da amostra
(Figura 6), apos a reacao com NH4OH, apresentou maximo em 515 nm. Considerando
as diluicbes das solugbes amostras testadas, a que apresentou valor de absorvancia
mais adequado para o método foi a de 3:10 v/iv (A = 0,421), correspondendo a

concentracdo de 3,6 mg/mL.

Figura 6- Espectro de varredura da amostra de Senna angustifolia na faixa de 300 e
600 nm.
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5.2.2 Avaliacao do liquido extrator

Tendo em vista a diferenca de polaridade dos compostos das diversas classes
de metabdlitos presentes nas espécies vegetais e a presenca ou ndo de acgucares em
sua composicao, se faz necessario a realizacéo de ensaios que determinem a escolha
do solvente ideal para um maior rendimento do processo extrativo. Foram testados
vérios solventes e suas diluigcdes para a escolha daquele que apresentasse o melhor
rendimento extrativo de derivados hidroxiantracénicos. A tabela 4 sumariza os
resultados em rendimento de derivados hidroxiantracénicos (g%) para 0S ensaios
realizados com cada uma das amostras preparadas com os diferentes solventes
extratores. Os dados demonstram que o emprego de etanol 70% (v/v) proporcionou
maior rendimento. A andlise estatistica dos dados através do teste t de Student
revelou que héa diferenca significativa (a = 0,05) entre o rendimento obtido com etanol

70% e as demais condicdes extrativas.

Tabela 4 - Avaliacdo do melhor solvente para a extracdo dos derivados

hidroxiantracénicos em S. angustifolia.

o t calculado
Teor médio (g%)
Solvente o (etanol 70% / outros
média + DP (DPR)

solventes)
Agua 0,317 £ 0,0120 (3,70) 83,88
Etanol 50% 0,722 + 0,0040 (0,55) 57,89
Etanol 70% 1,055 + 0,0091 (0,87)
Etanol 90% 0,787 £ 0,0123 (1,56) 30,30
Metanol 50% 0,499 + 0,0060 (1,20) 88,19
Metanol 100% 0,554 + 0,0026 (0,47) 91,39

DP = desvio padrédo; DPR%= desvio padréo relativo.t tabelado = 2,77
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5.2.3 Avaliacao da concentracdo do acido sobre o desempenho do método

A proposta da hidrolise dos heterosideos se faz ainda mais importante no
método desenvolvido, pois na reacao de Borntrdeger s6 € possivel a quantificacdo
das agliconas, sendo necessaria uma hidrdlise preliminar dos agUcares presentes nos
heterosideos para um doseamento eficiente dos derivados hidroxiantracénicos totais
presentes na droga vegetal. Este fato torna-se importante principalmente porque a
grande maioria dos polifenois como flavonoides, antraquinonas, lignanas, e acidos
aromaticos existem predominantemente como glicosideos (CHIANG et al., 2012). Na
tabela 5 é possivel observar que a aliquota de 1 mL mostrou o melhor resultado para
0 método, pois uma quantidade maior ou menor de &cido diminui a eficiéncia do
mesmo e isto pode ser comprovado pelo teste t Student entre a aliquota de 1mL e as
demais (0,5 e 1,5 mL), evidenciando a diferenca estatistica entre as médias em virtude

do t calculado permanecer superior ao t tabelado.

Tabela 5 -Avaliacdo da influéncia doHCI 2M para hidrélise dos heterosideos

hidroxiantracénicos.

o t calculado
Teor médio (g%)

Aliquota HCI 2M (mL) o (1,0 mL HCI 2M / Aliquota
média + DP (DPR)

HCI 2M)
0,5 0,883 + 0,0183 (2,07) 18,09
1,0 1,096 + 0,0091 (0,83)
1,5 0,951 + 0,0105 (1,11) 18,01

DP = desvio padréo; DPR%= desvio padrao relativo.
t tabelado = 2,77

5.2.4 Avaliacao da concentracdo de NH4sOH
A escolha do hidréxido de aménio (NH4OH) como agente alcalinizante baseou-

se em procedimentos anteriores descritos na literatura para quantificar antraguinonas
totais (PEREZ; JIMENEZ; PULPEIRO, 2005; SAKULPANICH; GRITSANAPAN,
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2009). Além disso, escolheu-se também a diluicdo ideal de hidréxido de aménio
(NH4OH) (v/v) para que a reacéo de Borntraeger mostrasse um melhor rendimento do
teor de derivados hidroxiantracénicos. Para a realizacdo do teste deste parametro
foram utilizadas trés concentracfes da base supracitada (50, 75 e 100%) e, como
observado na tabela 6, a que mostrou melhor resposta foi a concentracao de 100%,
confirmada pela diferenga estatistica, com 95% de confianca, encontrada entre esta
concentracdo e as demais através teste t Student.

Tabela 6 — Avaliagao da concentracdo de NH4OH como reagente para a quantificacéo

dos derivados hidroxiantracénicos em Senna angustifolia.

o t calculado
Teor médio (g%)

Concentragéo de NH4OH (NH4OH 100% / Outras
média + DP (DPR)

concentracdes)
50% 0,824 +0,0108 (1,31) 41,69
75% 0,985 + 0,0030 (0,30) 44,55

100% 1,094 + 0,0030 (0,27)

DP = desvio padrédo; DPR%= desvio padréo relativo.
t tabelado = 2,77

5.2.5 Avaliacdo da aliguota de NH4sOH

Apbs a escolha da base (NH4OH) e a selecdo da concentragéo ideal da mesma
(100%), realizou-se o teste da escolha da melhor aliquota de NH4OH na qual a reacéo
de Borntrdeger ocorresse de forma mais eficiente. Os resultados obtidos na tabela 7
evidenciam as médias dos teores obtidos nas trés aliquotas testadas (1, 2 e 3 mL).
De acordo com os resultados, as aliquotas de 2 mL e 3 mL foram as que mostraram
melhor resposta e, para verificar se existe diferenca significativa entre essas médias
foi realizado um teste t student com nivel de 95% de confiangca mostrado na tabela 7.
Como ot calculado entre essas duas aliquotas mostrou-se inferior ao t tabelado, pode-
se inferir que n&do houve diferenca significativa entre as meédias dos teores das

aliquotas de 2 mL e 3 mL de NH4OH. Em virtude disto, escolheu-se a aliquota de 2
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mL para o emprego do método levando em consideragé&o o menor volume de solvente

utilizado.

Tabela 7 - Avaliagdo das aliqguotas de NHisOH 100%como reagente para a

quantificacdo dos derivados hidroxiantracénicos em Senna angustifolia.

Teor médio (g%) t calculado
Aliguotas de NH4OH 100%
media + DP (DPR) (2mL /3mL)
1mL 0,951 + 0,0105 (1,11)
2mL 1,144 + 0,0105 (0,92) 1,17
3mL 1,179 £ 0,0143 (1,21)

DP = desvio padréo; DPR%= desvio padréo relativo.
t tabelado = 2,77

5.2.6 Determinacao do tempo de reacao

A cinética da reacdo dos derivados hidroxiantracénicos em meio alcalino
(NH4OH 100%) mostrou-se lenta, com uma estabilizacdo de reacdo em 45 minutos na
absorvancia, como mostra a figura 7. Com isso, estabeleceu-se o tempo de leitura de
45 min ap6s a adicao de NH4OH 100%.

Figura 7 -Cinética de reagéo dos derivados hidroxiantracénicos com NH4OH.
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5.2.7 Avaliacéo da proporgao droga:solvente

Através da avaliagdo da proporcao droga:solvente na obtencdo das solucdes
amostras, verificou-se que a medida que aumenta-se a quantidade de droga em um
volume de solvente fixo, ha saturacdo do solvente e diminuicdo da eficiéncia da
extracdo. A quantidade de droga que mostrou o melhor resultado em teor de derivados

hidroxiantracénicos foi de 1,0 g, como pode ser observado na figura 8.

Figura 8 - Avaliacdo da proporgéo de droga:solvente nos frutos deSenna angustifolia.
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5.2.8 Avaliacdo do desenvolvimento do método espectrofotométrico

Os resultados obtidos, como observado na tabela 8, demonstram que os teores
dos trés métodos se assemelham, porém nas metodologias das Farmacopeias
Britanica e Brasileira o teor se encontra um pouco abaixo do encontrado pela nova
metodologia proposta. Essa diferenca pode ser decorrente do descarte da fracéo
organica apdés hidrolise dos heterosideos nas metodologias presentes nos
compéndios, ficando evidente a presenca de derivados hidroxiantracénicos na fracao
a ser descartada, confirmada pela observacdo da coloracdo résea, caracteristica
destes metabdlitos, em placas de silica-gel GF2s4, através da cromatografia em
camada delgada (CCD) (Figura 9).
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Tabela 8 -Teores obtidos nos trés métodos testados para o doseamento de derivados

hidroxiantracénicos nos frutos de S. angustifolia.

Método Borntraeger Farmacopeia Brasileira Farmacopeia Britanica

Leitura
1 1,1428 1,07403 0,9932
Leitura
2 1,1816 1,1039 1,0123
Leitura
3 1,1868 1,0263 1,0219
Média 1,1704 1,0681 1,0091
DP 0,0240 0,0391 0,0146
DPR (%) 2,05 3,66 1,45

DP = desvio padrdo; DPR%= desvio padréo relativo.

Figura 9 - Avaliacao da fracédo organica por cromatografia em camada delgada (CCD).

(A) Farmacopeia Britanica e (B) Farmacopeia Brasileira.

Outra possibilidade da diferenca dos teores se encontra no liquido extrator das

metodologias dos métodos farmacopeicos. Nestes métodos utiliza-se agua como

solvente, porém,conforme avaliado no método proposto o etanol 70% foi o que
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apresentou melhor rendimento de extracdo para os compostos de interesse. Além
disso, para a confirmagéo da eficiéncia da extragdo para a quantificagéo dos derivados
hidroxiantracénicos em sua totalidade no método proposto, também foi realizado um
teste de identificacdo em CCD, seguindo os mesmos parametros farmacopeicos
citados anteriormente. Para isso, cinco fragbes da metodologia proposta foram
testadas (Figura 10). A primeira (1) refere-se a solucdo amostra antes da particéo,
evidenciando a presenca dos metabdlitos de interesse. A segunda (2) e a terceira (3)
bandas identificam as fracdes organica e a aquosa, respectivamente, apés particao e
sem adicdo do acido cloridrico, evidenciando que ainda se fazem presentes o0s
derivados hidroxiantracénicos em ambas as fracdes, inclusive na que ir4 ser
descartada (aguosa), confirmando a necessidade de um tratamento prévio de hidrélise
para um doseamento total destes compostos. As bandas quatro (4) e cinco (5)
referem-se a fracdo organica e aquosa, respectivamente, ap0s particdo e com a
adicdo do acido cloridrico, concluindo que todos os heterosideos foram hidrolisados e
transferidos para a fracdo de maior afinidade (organica), a mesma que sera utilizada
posteriormente para quantificar estes metabdlitos. Com isso, pode-se afirmar que o
método apresenta resultados confiaveis para a quantificacdo total dos compostos

hidroxiantracénicos.

Figura 10 - Avaliacdo da eficiéncia de extracdo dos derivados

hidroxiantracénicosatravés da CCD.

LEGENDA:

Solugao amostra antes da particéo;

Fracao organica apdés a particdo e sem adigao do acido cloridrico;
Fragdo aquosa apos a particdo e sem adicdo do acido cloridrico;
Fracao organica apés a particdo e com adigao do acido cloridrico;
Fracao aquosa apos a particdo e com adicido do acido cloridrico;

arwnE
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5.3 VALIDACAO DO METODO ESPECTROFOTOMETRICO
5.3.1 Especificidade

Na metodologia proposta neste trabalho, este parametro foi demonstrado
através da sobreposicdo dos espectros do padrdo e da solucdo amostra para
confirmar a identidade dos derivados hidroxiantracénicos presentes na amostra dos
frutos de S. angustifolia ap6s a adi¢do de hidroxido de amdnio. A Figura 11 apresenta
0S espectros sobrepostos do padrdo (azul) e da solucdo amostra (vermelho),
podendo-se observar o maximo de absorcéo caracteristico de ambos no comprimento
de onda de 515 nm, confirmando que o método é capaz de medir exatamente os

compostos de interesse (derivados hidroxiantracénicos) (BRASIL, 2003).

Figura 11 - Ensaio de especificidade para o método espectrofotométrico.
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5.3.2 Seletividade

A figura 12 apresenta as curvas obtidas para a solugdo amostra do Sene e para
a solugcdo da amostra enriquecida com o padrédo (curva de seletividade). Os
parametros de regressao foram avaliados e a linearidade das curvas comprovada
pelos coeficientes de determinacdo (R? > 0,99). Para avaliar a seletividade, foram
comparados estatisticamente os coeficientes angulares das duas curvas (tabela 9), e
o resultado revelou ndo haver diferenca significativa entre a resposta do método a
solucdo amostra ou a solugdo contaminada com o padréo. Desta forma, pode-se
assegurar que a resposta da técnica € majoritariamente decorrente do analito e,

portanto, 0 método poder ser considerado seletivo para derivados hidroxiantracénicos.
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Figura 12 -Seletividade para o método espectrofotométrico.
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Tabela 9 - Andlise estatistica para os coeficientes angulares (a) das curvas obtidas no

ensaio da seletividade.

Leituras : tcac ttap
Curva da amostra Curva padréo

1 0,0865 0,0862
2 0,0865 0,0869

3 0,0859 0,0865 0,82 2,77
Média 0,0863 0,0865
DP 0,0003 0,0004
Intersecéo (b) 0,0291 0,2577
R2 0,9991 0,9994

5.3.3 Linearidade

Curva de calibracdo da amostra e curva analitica do padrao
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A linearidade do método espectrométrico foi verificada por meio da elaboragéo
da curva de calibracdo da amostra na faixa de concentracdo de 1,2 a 8,4 mg/mL e da
curva analitica do padrdo na faixa de concentracdo de 25 a 75 pg/mL. A figura 13
mostra a meédia das trés curvas auténticas da amostra e do padrao, respectivamente,
para o teste da linearidade do método. Os coeficientes de determinacdo calculados
pela regressao linear através do método dos minimos quadrados foram obtidos a partir
da curva média de trés curvas auténticas, tanto para o padrao quanto para amostra.
Os dados obtidos revelam que proporcdo superior a 99% das variabilidades
experimentais sdo explicados pelos modelos matematicos encontrados para a
amostra (R2 = 0,9991) e para o padréo (R? = 0,9986). Comprovando, desta forma, a
relacdo satisfatoria entre as concentracbes do analito e as respostas
espectrométricas, atendendo o0s requisitos preconizados para analise desse
parametro (> 99%) (BRASIL, 2003).

Figura 13 - Curvas de calibracdo para a amostra de S. angustifolia (1) e para a solugao

padréo (senosideos A e B) (2).
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5.3.4 Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)

Conforme demonstrado na tabela 10, os resultados dos limites de deteccéo e
quantificacdo indicam que o método analitico para a quantificacdo de derivados
hidroxiantracénicos nos frutos de S. angustifolia exibe boa sensibilidade, sem

interferéncia importante da técnica instrumental.
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Tabela 10 - Ensaio dos limites de deteccdo e quantificacdo calculados para os frutos

de Senna angustifolia.

Limites de Deteccédo e Quantificacéo

Parametros Equacbes png/mL
LD Dpa x 3/IC 0,2564
LQ Dpa x 10/IC 0,8547

Onde o DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo do Y e IC = inclinacdo da curva.

5.3.5 Precisao

Repetibilidade (intracorrida)

A tabela 11 apresenta os resultados obtidos para o parametro de repetibilidade
nos frutos de Sene. O teor médio de derivados hidroxiantracénicos foi de 1,03%, o
baixo desvio padrao relativo (2,34%) demonstra que o método apresenta adequada

precisao.
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Tabela 11 - Ensaios de preciséo intracorrida para a amostra de S. angustifolia.

n Absorvancia (UA) Teor (g%)
1 0,441 1,1428
2 0,440 1,1402
3 0,456 1,1816
4 0,464 1,2024
5 0,458 1,1868
6 0,463 1,1998
Média 0,454 1,18
DP 0,011 0,0276
DPR% 2,34 2,34

DP = desvio padrdo; DPR%= desvio padréo relativo.

Precisdo intermediaria (intercorrida)

A tabela 12 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de precisdo
intermediaria para o método de quantificacdo de derivados hidroxiantracénicos em S.
angustifolia. O baixo desvio padrao relativo geral (DPR%) (2,86%) obtido e as analises
obtidas através do tratamento estatistico por ANOVA Two-Way demonstram que o
método é preciso para as analises realizadas por analistas diferentes em um mesmo
dia e em dias diferentes, em virtude dos valores de F calculado terem sido inferiores

aos valores do F tabelado.
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Tabela 12 — Ensaios de precisdo intercorrida para a amostra de Senna angustifolia.

Dia 1 (g% de DH) Dia 2 (g% de DH)
Analista 1 1,1481 + 0,032 (2,80) 1,1334 + 0,026 (2,26)
Analista 2 1,1455 + 0,035 (3,05) 1,1481 + 0,053 (4,58)
Fdia 0,078
Fanalista 0,078

Fi1.g2, 0,05 = 5,32

5.3.6 Exatidao

A tabela 13 mostra o resultado do ensaio de exatidédo no teste de recuperacéo
apos a fortificacdo das solu¢cbes amostras com a solucdo padrdo de concentracdes
conhecidas. Os dados encontrados demonstram gque a recuperacéao ficou entre 94 e
110%. Deste modo, o procedimento pode ser considerado exato conforme limites

especificados pelos compéndios oficiais (entre 80 e 120%) (BRASIL, 2003).

Tabela 13 -Teste de recuperacéo para a amostra de Senna angustifolia.

Valor Valor experimental
Amostra Padrao tebrico (UA) Recuperacéo
maimt) (hg/mL) (UA) média + dp (dpr) ()
2,40 37,5 0,594 0,591 + 1,38 (1,70) 99,38
2,40 50,0 0,733 0,694 + 0,30 (0,36) 94,72
2,40 62,5 0,872 0,954 + 0,25 (0,30) 109,41

DP = desvio padréo; DPR%= Desvio padrao relativo.

5.3.7 Robustez

No método proposto, os parametros considerados criticos sobre a resposta

analitica foram: preparacdo da amostra (etapa de evaporacdo da fracdo orgéanica),
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fornecedor do solvente e comprimento de onda. A tabela 14 apresenta os resultados
obtidos com estas pequenas variacdes introduzidas no método observados através
do teor de derivados hidroxiantracénicos. Os dados obtidos demonstram que o
método é robusto em virtude do baixo desvio padrao relativo e do F calculado se
encontrar abaixo do F tabelado, através do tratamento estatistico por ANOVA One-

Way.

Tabela 14 - Ensaio de robustez para a amostra de Senna angustifolia.

Parametros Variaveis Média + DP (dpr) F calc
Preparacdo da amostra Banho-maria 1,154 £ 0,0242 (2,22)
0,0614
(Evaporacgéo do CHsCl) Chapa 1,134 £ 0,0369 (3,25)

Cinética® 1,127 + 0,0428 (3,79)
Marca do solvente (Cloroférmio) 0,898
Quimex® 1,154 + 0,0242 (2,09)

513nm 1,149 + 0,0242 (2,10)
Comprimento de onda 515 nm 1,154+ 0,0242 (2,09) 0,27
517nm 1,165 + 0,0341 (2,93)

DP = desvio padrdo; DPR%= desvio padréo relativo.

F gi1g12,005 = 7,71

5.4  AVALIACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Para as analises, foram injetadas, separadamente, 10 pl da solucdo padrédo e
solugcdo amostra, em triplicata. Os cromatogramas foram registrados e as areas dos
picos foram medidas. O tempo total de analise foi de 45 minutos. O tempo de retencao
observado foi de aproximadamente 18,0 minutos para o senosideo B e 20,7 minutos

para o senosideo A.
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55 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO
5.5.1 Especificidade

A especificidade foi avaliada através da comparacao do espectro de varredura
e do tempo de retencdo da amostra de S. angustifolia e dos padrées senosideo A e
B. A figura 14 representa o espectro de varredura do senosideo A (1) e do pico
correspondente ao senosideo A na amostra de S. angustifolia (2). Enquanto que a
figura 15 apresenta 0 mesmo parametro (espectro de varredura e tempo de retencao),
porém com os espectros do senosideo B (1) e do pico correspondente ao senosideo
B amostra de S. angustifolia (2), cujo maximo de absorvancia ocorre entre 201,0 e 203
nm. A figura 16 apresenta os cromatogramas obtidos para a amostra de S. angustifolia
e para o padrdo, mostrando a similaridade dos respectivos tempos de retencdo. Nas
condicdes estabelecidas, o tempo de retencdo médio foi de 18,0 minutos para o
senosideo B e de 20,7 para o senosideo A, sendo 45 minutos o tempo total de analise.

Figura 14 -Espectro de varredura do pico do padrao de senosideo A (1) e espectro de

varredura do pico correspondente ao senosideo A na amostra de S. angustifolia (2).
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Figura 15 - Espectro de varredura do pico do padrdo de senosideo B (1) e espectro

de varredura do pico correspondente ao senosideo B na amostra de S. angustifolia
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Figura 16 - Cromatogramas obtidos para asolucdo do padrdo (senosideos A e B) (1)

e para a amostra dos frutos de S. angustifolia (2).
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5.5.2 Linearidade

Curva de calibracdo da amostra e curva analitica do padrao

As curvas analiticas dos senosideos A e B foram construidas a partir de trés
curvas independentes na faixa de concentracao de 45,6 a 83,6 pg/mL e 99,2 a 148,8
pug/mL, respectivamente. A figura 17 mostra a curva de linearidade média obtida para
0 senosideo A, com equacédo da reta obtida pela regressao linear igual a y = 0,2329x
— 2,7971 e o coeficiente de determinagdo R? = 0,9958. A figura 18 mostra a curva de
linearidade obtida para o senosideo B, em que a média das curvas mostrou coeficiente

de determinagdo R? =0,9982 e a equacdo da reta de y = 0,1583x - 1,0215.

Figura 17 -Curva de calibracdo média para a solucéo padréo do senosideo A.
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Figura 18 -Curva de calibragdo média para a solucao padrédo do senosideo B.
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Apés a avaliacdo do padrao, o método analitico foi testado para a droga vegetal
de S. angustifolia. Assim, trés curvas analiticas na faixa de concentracdo de 1,3 a 13,9
mg/mL foram elaboradas. As curvas médias da amostra para o senosideo A (figura
19) e para o senosideo B (figura 20) apresentaram coeficiente de determinacdo e
equacao da reta igual a 0,9997 ey = 1,1563x — 0,0633 € 0,999 e y = 1,8706x — 0,02,
respectivamente.

Os resultados obtidos comprovam, desta forma, a relacédo satisfatoria entre as
concentracfes do analito e as respectivas areas dos picos, atendendo aos requisitos

preconizados pela legislacdo em vigor para analise desse parametro (R2> 99%).

Figura 19 -Curva de linearidade para o pico do senosideo A em amostras de S.

angustifolia.
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Figura 20 -Curva de linearidade para o pico do senosideo B em amostras de S.

angustifolia.
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5.5.3 Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)

Conforme observado na tabela 15, os resultados dos limites de deteccao e
quantificacdo indicam que o método analitico para a quantificacdo dos senosideos A
e B nos frutos de S. angustifolia exibe boa sensibilidade, sem interferéncia da técnica

instrumental.

Tabela 15 -Resultados dos limites de deteccdo e quantificacdo calculados para o

senosideo A e B nos frutos de Senna angustifolia.

Limites de Deteccédo e Quantificacao

Parametros  Equacdes SENOSIDEO A (ug/mL) SENOSIDEO B (pug/mL)

LD Dpa x 3/IC 0,23 1,88

LQ Dpa x 10/IC 0,76 6,25

Onde o DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo do Y e IC = inclinacdo da curva.

5.5.4 Precisao

Repetibilidade (intracorrida)

A tabela 16 apresenta os resultados dos teores obtidos no ensaio de

repetibilidade para os senosideos A e B para o método de quantificacdo de
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senosideos nos frutos de S. angustifolia por CLAE. Esse teste foi realizado em
sextuplicata no mesmo dia e pelo mesmo operador. O teor médio de senosideo A
encontrado na amostra foi de 0,0067 g% e de senosideo B foi de 0,0135 g%. Os
baixos desvios padrao relativo (DPR%) obtidos de 2,38 e 1,71%, respectivamente,

demonstraram que o método apresenta precisdo adequada.

Tabela 16 - Resultados do ensaio de repetibilidade para o método de quantificagéo do

teor de senosideos A e B nos frutos de Sena por CLAE.

AMOSTRAS SENOSIDEO A (g%) SENOSIDEO B (g%)
1 0,0066 0,0133
2 0,0069 0,0136
3 0,0066 0,0135
4 0,0068 0,0136
5 0,0067 0,0139
6 0,0064 0,0132

MEDIA + DP (DPR%)  0,0067 + 0,00016 (2,38%)  0,0135 + 0,00023 (1,71%)

DP = desvio padréo; DPR%= desvio padréo relativo.

Precisao intermediaria (intercorrida)

A tabela 17 apresenta os teores dos senosideos A e B para o teste da precisao
intermediaria para 0 método de quantificacdo simultdnea dos senosideos nos frutos
de S. angustifolia por CLAE, realizado por analistas diferentes em um mesmo dia e
em dias diferentes. O baixo desvio padréo relativo geral (DPR%) (2,86%) demonstra
gue o meétodo apresenta precisdo apropriada visto que esse valor encontra-se abaixo

do limite estabelecido pela legislacao vigente (5%) (BRASIL, 2003).
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Tabela 17 - Resultados do ensaio de precisdo intermediaria do senosideo A e B.
TEOR (g%) + DP (DPR%)

Operador Senosideo Dial Dia 2 Interdia
0,0068 + 0,0002 0,0066 + 0,0003 0,0067 + 0,0001

. (3,39%) (4,29%) (2,32%)
0,0140 £ 0,0002 0,0135 + 0,0002 0,0138 + 0,0004

(1,75%) (1,13%) (2,57%)
0,0067 + 0,0003 0,0064 + 0,0003 0,0066 + 0,0002

, (4,38%) (4,17%) (3,24%)
0,0139 + 00,0002 0,0132 + 0,0002 0,0136 + 0,0005

(1,77%) (1,34%) (3,65%)

DP = desvio padrédo; DPR%= desvio padréo relativo.

5.5.5 Exatidao

As tabelas 18 e 19 mostram os resultados do ensaio de exatidao apds a
fortificacdo de solugbes amostras de concentracao fixa (10 mg/mL) com solucdes
padrdo de concentracdes conhecidas em 3 niveis crescentes de concentragdes (80,
100 e 120%). Os valores de teor esperados foram calculados e comparados com 0s
dados experimentais. Assim, a recuperacao encontra-se em torno de 101% para o
senosideo A e entre 97 e 99% para o senosideo B, demonstrando que a exatidao do
método desenvolvido foi alcancada. Deste modo, o procedimento pode ser
considerado exato conforme limites especificados pelos compéndios oficiais de

recuperacao (entre 80 a 120%)).
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Tabela 18 - Resultados obtidos no teste de recuperacao para o pico do senosideo A na solucdo amostra dos frutos de S. angustifolia.

Amostra Sene

Exatidao Padrao Senosideo
(10 mg/mL) Valor

Concentragdao

A (Area) ) ~ Concentragdo teérica (y Valor pratico_Média 3
(Area) teérico ) pratica (y = 0,2329x - Recuperacao (%)
i ) = 0,2329x - 2,7971) (Area)
Conc. o Média + DP (Area) 2,7971)
Média + DP (DPR)
pg/mL (DPR)
13,220 £ 0,0911 12,157 £ 0,0187
68,4 11,938 63,27 ug/mL 64,21 ug/mL 101,48
(0,69%) (0,15%)
14,852 + 0,0684 10,656 + 0,2635 12,933 £ 0,0474
76,0 12,754 66,77 pg/mL 67,54 ug/mL 101,15
(0,46%) (2,47%) (0,37%)
16,517 + 0,0398 13,833+ 0,0194
83,6 13,587 70,35 pg/mL 71,40 pg/imL 101,49
(0,24%) (0,14%)

DP = desvio padrdo; DPR%= desvio padréo relativo.
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Tabela 19 - Resultados obtidos no teste de recuperacéo para o pico do senosideo B na solugdo amostra dos frutos de S.angustifolia.

Amostra Sene (10

Exatiddo Padréo Senosideo B Concentragao . . .
mg/mL) Valor . Valor Concentracao pratica Recuperagéao
__ . teorica (y = 0,1583x - . o
Média + DP o tedrico pratico_Meédia (y =0,1583x - 1,0215) (%)
Conc. pg/mL Média + DP (DPR) 1,0215)
(DPR)
16,7689 + 0,1978 16,797 + 0,1003
111,6 17,220 115,23 pg/mL 112,56 pg/mL 97,68
(1,18%) (0,60%)
18,5571 +£0,2704 17,670 = 0,2046 17,853 + 0,0791
124,0 18,114 120,88 pg/mL 119,23 pg/mL 98,64
(1,46%) (1,16%) (0,44%)
20,7297 +£ 0,0811 19,015 + 0,0153
136,4 19,200 127,74 pg/mL 126,57 pg/mL 99,08
(0,39%) (0,08%)

DP = desvio padrdo; DPR%= desvio padréo relativo.
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A tabela 20 apresenta o resultado obtido com as pequenas variacdes

introduzidas no método observados através do teor de senosideos A e B,

respectivamente. No método proposto, os parametros considerados criticos sobre a

resposta analitica foram: fluxo da fase mével, pH da fase A (aquosa) e temperatura

da coluna. Os dados obtidos demonstram que o0 método é robusto em virtude do baixo

desvio padrao relativo e do F calculado se encontrar abaixo do F tabelado, através do

tratamento estatistico por ANOVA One-Way.

Tabela 20 - Ensaios de robustez nos frutos de S. angustifolia por CLAE.

SENOSIDEO A SENOSIDEO B
Parametro Variaveis Média + DP F calc Média + DP
(DPR%) (DPR%) e
0.8 mUmin 0,0068 + 0,0002 0,014 + 0,0001
FLUXO'DA (2,29%) 031 (1,03%) 4,30
FASE MOVEL 0,0068 + 0,0001 0,014 £ 00,0005 E-05
1,0 mL/min
(2,01%) (3,49%)
L7 0,007 + 0,0003 0,0131 + 0,0001
pH IZ’)A FASE (3,95%) Lo (0,79%) 8,40
MOVEL A Lo 0,007 + 0,0002 0,0131 £ 0,0001 E-05
(2,83%) (0,70%)
05 00 0,007 + 0,0003 0,014 + 0,0005
TEMPERATUR (3,85%) a6 (4,03%) 2,40
A DA COLUNA o5 o 0,007 + 0,0002 0,0134 + 0,0003 E-01
(2,92%) (2,41%)

DP = desvio padréo; DPR%= desvio padréao relativo.
F@si005 = 7,71
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6 CONCLUSAO

O teor de derivados hidroxiantracénicos nos frutos de Senna angustifolia Vahl
encontrado no método espectrofotométrico desenvolvido permaneceu superior aos
teores testados e obtidos pelos métodos presentes na Farmacopeia Brasileira e na
Farmacopeia Britanica, podendo-se confirmar que, além deste método ser de mais
facil execucdo, mais simples e rapido, € mais eficiente ao quantificar a totalidade
destes metabalitos.

Um meétodo por CLAE também foi avaliado, tendo em vista a auséncia de um
meétodo cromatografico na Farmacopeia Brasileira para o doseamento de senosideos
nos frutos de S. angustifolia. O método avaliado mostrou-se simples, rapido e robusto
para a deteccdo e quantificacdo simultdnea dos senosideos A e B nesta droga
vegetal, sendo estes considerados os marcadores analiticos e farmacoldgicos para a
espécie.

Os dois procedimentos analiticos para determinacdo e quantificacdo de
derivados hidroxiantracénicos totais e senosideos A e B avaliados neste trabalho,
apresentaram adequacdo aos parametros de validacdo estabelecidos pela RE n°
899/03. Estas metodologias mostram-se disponiveis como técnicas especificas,
sensiveis, precisas, exatas e robustas. Desta forma, os procedimentos puderam ser
considerados validados para o fim que se propdem.

Por fim, foi possivel concluir que, independente das metodologias, ambos 0s
procedimentos avaliados neste estudo estdo apropriados ao emprego como
ferramenta de controle de qualidade para a droga vegetal e produtos derivados dos

frutos de S. angustifolia Vahl.
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