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RESUMO

Eugenia uniflora L. e Cinnamomum verum J. Presl., sdo espécies ricas em
flavonoides, amplamente utilizadas na medicina tradicional, que precisam ter sua
qualidade e estabilidade atestadas para que estas e seus produtos sejam utilizados
de forma segura e eficaz. Uma ferramenta Gtil na avaliacdo da estabilidade sdo os
métodos indicativos de estabilidade, assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver e
validar métodos indicativos de estabilidade de flavonoides nas matrizes vegetais de
E. uniflora e C. verum. As espécies foram coletadas, identificas e caracterizadas, e
técnicas estatisticas foram utilizadas na analise das melhores condicfes de extracao.
Foram obtidos extratos secos por aspersdo (ESA), que foram caracterizados por
cromatografia em camada delgada (CCD) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Os métodos foram validados e um estudo de degradacéao forcada, avaliando
estresse hidrolitico acido e basico, oxidativo, térmico e fotolitico, foi realizado nos ESA
e no padrdo miricitrina, para avaliar a capacidade indicativa de estabilidade dos
métodos. As matérias primas vegetais se mostraram dentro dos limites de qualidade
e as melhores condi¢cdes de extracdo foram 5% de relacdo droga:solvente e etanol
80% como solvente extrator. A analise por CCD indicou 8 e 6 bandas caracteristicas
de flavonoides nos ESA de E. uniflora e de C. verum, respectivamente. A analise por
CLAE revelou 4 flavonoides no ESA de E. uniflora, dentre eles a miricitrina (2,92 +
0,02 g%), e 5 flavonoides na matéria prima de C. verum, dentre eles a rutina (0,070 *
0,001 g%), que apresentou teor de 0,634 + 0,001 g% no ESA. A degradacéo forcada
do ESA de E. uniflora indicou maior sensibilidade da miricitrina nas condi¢cdes de
hidrélise, o mesmo foi observado para o padrdo, porém este foi degradado mais
intensamente em todas as condi¢bes, indicando que o composto isolado é mais
sensivel a degradacao. A degradacado forcada do ESA de C. verum indicou maior
sensibilidade da rutina ao estresse hidrolitico, sendo mais estavel nas outras
condi¢cbes. Os métodos foram validados com éxito, em conformidade com a legislacéo
vigente (RDC 166/2017), demonstrando seletividade adequada aos flavonoides rutina
e miricitrina, mesmo em meio a possiveis produtos de degradacéo. Conclui-se que 0s
métodos validados podem ser utilizados como indicativos da estabilidade da miricitrina

e da rutina nas matrizes vegetais de E. uniflora e C. verum, respectivamente.

Palavras-chave: pitangueira; canela; miricitrina; rutina; degradagéo; cromatografia.



ABSTRACT

Eugenia uniflora L. and Cinnamomum verum J. Presl. are species rich in flavonoids,
widely used in traditional medicine, which need to have their quality and stability
attested so that they and their products can be used safely and effectively. Indicative
stability methods are a useful tool for assessing stability, so the aim of this study was
to develop and validate indicative stability methods for flavonoids in the plant matrices
of E. uniflora and C. verum. The species were collected, identified, and characterized,
and statistical techniques were used to analyze the best extraction conditions. Spray-
dried extracts (SDEs) were obtained and characterized by thin-layer chromatography
(TLC) and high-performance liquid chromatography (HPLC). The methods were
validated and a forced degradation study, evaluating acidic and basic hydrolytic,
oxidative, thermal and photolytic stress, was carried out on the SDEs and the myricitrin
standard, to assess the methods' ability to indicate stability. The plant raw materials
proved to be within quality limits and the best extraction conditions were 5%
drug:solvent ratio and 80% ethanol as the extracting solvent. TLC analysis showed 8
and 6 bands characteristic of flavonoids in the SDE of E. uniflora and C. verum,
respectively. HPLC analysis revealed 4 flavonoids in the SDE of E. uniflora, including
myricitrin (2.92 £ 0.02 g%), and 5 flavonoids in the raw material of C. verum, including
rutin (0.070 + 0.001 g%), which had a content of 0.634 + 0.001 g% in the SDE. Forced
degradation of the SDE of E. uniflora indicated greater sensitivity of myricitrin in the
hydrolysis conditions, the same was observed for the standard, but this was degraded
more intensely in all conditions, indicating that the isolated compound is more sensitive
to degradation. The forced degradation of the SDE of C. verum indicated greater
sensitivity of rutin to hydrolytic stress, being more stable in the other conditions. The
methods were successfully validated in accordance with current legislation (RDC
166/2017), demonstrating adequate selectivity for the flavonoids rutin and myricitrin,
even in the presence of possible degradation products. It is concluded that the
validated methods can be used to indicate the stability of myricitrin and rutin in the

plant matrices of E. uniflora and C. verum, respectively.

Keywords: pitangueira; Cinnamom; myricitrin; rutin; degradation; chromatography.
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais e seus derivados tém sido utilizados h& milénios na
medicina tradicional. H& registros escritos de uso de plantas medicinais ha mais de
5.000 anos, como a tabuinha de argila suméria, de 4.000 anos atras, que registrava
remédios de plantas para varias doencas, e 0 papiro de Ebers, datado de mais de
3.000 anos atrds, com descricdo de centenas de outros remédios (Gu et al., 2014;
Karunamoorthi et al., 2012; Liu, 2011).

Apesar do longo histérico de uso, a falta de padronizacdo e qualidade de
espécies vegetais constitui um dos principais desafios na implementacdo do uso de
produtos derivados de plantas medicinais, pois, estes fatores estdo diretamente
ligados a eficacia e seguranca destes produtos (Karunamoorthi et al., 2012; Liu, 2011).

Grande parte do desafio da padronizacéo e da qualidade de produtos de origem
natural reside na alta complexidade quimica dessas matérias-primas vegetais. Além
disso, elas possuem grande variabilidade, de origem enddgena e exdgena, fazendo
com gque a garantia da qualidade destes produtos seja mais complexa que para
produtos de origem sintética (Liu, 2011; Soares; Farias, 2017).

A identificacdo de marcadores € uma das estratégias mais importantes no
controle de qualidade de insumos farmacéuticos ativos vegetais (IFAV) e seus
derivados. Estes marcadores podem ser clinicos, quando sdo os principais
relacionados a atividade terapéutica; marcadores ativos, quando contribuem para a
resposta biolégica; marcadores analiticos, quando ndo ha evidéncia de contribuicédo
com o efeito terapéutico, mas sdo quimicamente relevantes; ou ainda marcadores
negativos, quando apresentam algum risco aos usuarios (Soares; Farias, 2017).

Para eleicdo e identificacdo destes marcadores, uma das técnicas mais
empregadas € a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Esta, constitui uma
ferramenta muito eficaz em separar os compostos e desenvolver um perfil fitoquimico
especifico para cada espécie, chamado “fingerprint” ou impresséo digital. A analise de
“fingerprints” cromatograficos pode ser (til para analisar apenas um grupo de
marcadores especificos, ou todo o conjunto de compostos presentes nas amostras
(Tistaert; Dejaegher; Vander Heyden, 2011; Waksmundzka-Hajnos; Sherma, 2011).

Considerando que a manutencéo do perfil fitoquimico e do teor dos marcadores
no IFAV e seus derivados é imprescindivel para a manutencdo da qualidade, eficacia

e seguranca destes produtos, a andlise da estabilidade destes durante toda a cadeia
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de producéo e distribuicdo é essencial (Shoyama, 2011). Neste sentido destacam-se
0s meétodos indicativos de estabilidade, que sdo métodos analiticos quantitativos
validados, capazes de mensurar com exatidao o teor do insumo farmacéutico ativo,
produtos de degradacdo e outros componentes de interesse, sem interferéncia de
outros produtos de degradacéo, impurezas e excipientes (Anvisa, 2015b; 2019c).

Para atestar a seletividade destes métodos aos marcadores, mesmo na
presenca de seus produtos de degradacao, se utiliza o estudo de degradacéao forcada,
onde a amostra é submetida a condi¢cdes de estresse como temperatura, hidrélise,
umidade, oxidacao e luz, e, posteriormente, é analisada nos métodos indicativos de
estabilidade, tanto para atestar a seletividade destes, como para avaliar em que
condicdes as substancias sdo sensiveis a degradac¢éo. Dessa forma, cuidados podem
ser tomados durante a producao e distribuicdo destes produtos a fim de manter sua
qualidade (Baertschi; Alsante; Reed, 2011; Blessy et al., 2014).

Os flavonoides sédo uma das principais classes de metabdlitos secundarios das
plantas. Sdo compostos fendlicos caracterizados por uma estrutura quimica que
consiste em dois anéis de benzeno ligados por um anel pirano. Existem diversos
relatos de propriedades biolégicas relacionadas a esses metabdlitos, incluindo as
atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, hepatoprotetora e antiviral, além
de atuar na prevencdo de doencas como cancer, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, diabetes ou osteoporose (Barbosa et al., 2020; Gullon et al.,
2017; Zhao; Yang; Xie, 2019).

Dentre as espécies de plantas medicinais que sao ricas em flavonoides, pode-
se destacar Eugenia uniflora L. e Cinnamomum verum J. Presl., duas espécies
amplamente utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de diversas doencas
(Fidelis et al., 2022; Moura et al., 2018; Sharma; Pathak, 2021; Wang et al., 2020).
Neste sentido, considerando a importancia de E. uniflora e C. verum na medicina
tradicional, a manutencéo do perfil quimico das espécies para sua qualidade, bem
como a importancia dos flavonoides nas propriedades biologicas relacionadas as
espécies medicinais, faz-se necessario o aprofundamento do estudo sobre a
estabilidade dos principais marcadores destas espécies, assim, este trabalho se

justifica no preenchimento desta lacuna sobre o tema.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos indicativos de estabilidade de flavonoides nas

matrizes vegetais de Eugenia uniflora L. e Cinnamomum verum J. Presl.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e caracterizar as matérias-primas vegetais de E. uniflora e C. verum;

e Obter extratos secos por aspersao a partir das folhas das espécies vegetais
selecionadas;

e Desenvolver e avaliar as condicbes cromatograficas por Cromatografia em
Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCD-AE) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) dos padrdes de flavonoides e nos derivados vegetais;

e Realizar o estudo de degradacao forcada para 0s extratos secos por aspersao
de E. uniflora e C. verum;

e Validar os métodos indicativos de estabilidade de flavonoides de E. uniflora e
C. verum por CLAE-DAD.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 QUALIDADE DE INSUMOS FARMACEUTICOS ATIVOS VEGETAIS (IFAV)

O insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) é definido como a matéria-prima
ativa vegetal, podendo ser a droga ou derivado vegetal, que é utilizada no processo
de fabricacdo de um medicamento fitoterapico (Anvisa, 2014). Esse tipo de matéria-
prima oriunda de fontes naturais apresenta alta complexidade quimica, podendo
apresentar variacdes qualitativas e quantitativas na sua composi¢cdo quimica,
provenientes de origem enddgena ou exogena (Soares; Farias, 2017).

Devido a natureza complexa dos IFAVs, a manutencdo da sua qualidade se
torna um desafio maior que o encontrado para insumos farmacéuticos ativos sintéticos
(Xie et al., 2007). A qualidade por sua vez pode ser definida como a adequacéo de
um determinado bem a uma finalidade especifica, do ponto de vista farmacéutico, esta
vai ser determinada pelas necessidades de uso de determinado produto, por suas
propriedades quimicas, fisicas ou biolégicas e ainda por seu processo de fabricacédo
(Pandey et al., 2019; Soares; Farias, 2017).

Para que a qualidade dos IFAVs seja atestada, € necessario um extenso
processo de controle de qualidade, que geralmente envolve exames macro e
microscoépicos, analises fisico-quimicas, tais como pesquisa de material estranho, teor
de umidade, teor de cinzas, teor de extrativos, determinacdo de indices de
intumescimento, amargor e espuma e pesquisa de contaminantes. Além disso, outro
passo importante no controle de qualidade de um IFAV envolve a pesquisa de
constituintes quimicos, empregando técnicas analiticas como cromatografia em
camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa,
espectrofotometria, dentre outras (Liang; Xie; Chan, 2004; Soares; Farias, 2017).

Um dos principais desafios no controle de qualidade dos IFAVs esta na busca
e na avaliacdo das fontes de variabilidade de sua composicdo quimica (Soares;
Farias, 2017). Um dos fatores que podem interferir variando e que € primordial na
gualidade quimica dos IFAVs é a estabilidade, e, para o controle deste fator destacam-
se 0s métodos indicativos de estabilidade (Gomes et al., 2018; Khan et al., 2022;
Ratnatilaka Na Bhuket et al., 2020).
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3.2 METODOS INDICATIVOS DE ESTABILIDADE

Métodos indicativos de estabilidade (MIE) sédo definidos como métodos
analiticos quantitativos validados, capazes de mensurar com exatiddo o teor do
insumo farmacéutico ativo (IFA), produtos de degradacédo e outros componentes de
interesse, sem interferéncia de outros produtos de degradacdo, impurezas e
excipientes. Dessa forma, um MIE pode ser utilizado para quantificar a diminui¢do no
teor do IFA no medicamento devido a degradacéo, e, dessa forma, detectar como a
estabilidade das substancias e dos medicamentos muda com o tempo (Anvisa, 2019c;
Blessy et al., 2014).

Moraes Do Carmo; Pereira e Gratieri (2018) e Bakshi e Singh (2002) classificam
os MIE como método indicativo de estabilidade especifico, quando é capaz de medir
inequivocamente o IFA na presenca de seus produtos de degradacao, excipientes e
adjuvantes da formulacédo, e método indicativo de estabilidade seletivo, quando é
capaz de medir inequivocamente o IFA e todos os produtos de degradacdo na
presenca de excipientes e adjuvantes da formulagdo. O mesmo é definido no Guia 04
de 2015 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que afirma que um
método pode ser indicativo de estabilidade somente para o teor do IFA, quando é
capaz de quantificar um IFA em meio aos seus produtos de degradacdo, sem
quantificar todos os produtos de degradacéao, podem ser indicativos de estabilidade
guantificando somente os produtos de degradacdo mas néo o IFA, ou ainda podem
guantificar tanto o IFA quanto os produtos de degradacao (Anvisa, 2015a).

Quando se trata de IFAV, sé é obrigatéria a quantificacdo e identificacdo dos
produtos de degradacéo quando estes forem citados em monografias de compéndios
oficiais ou quando houver descricdo na literatura cientifica de produtos de degradacédo
gue apresentem relevante toxicidade ou que possam gerar ineficacia terapéutica
(Anvisa, 2019c¢).

Bakshi e Singh (2002) propuseram algumas etapas primordiais no
desenvolvimento do método indicativo de estabilidade. Inicialmente deve-se realizar
um estudo critico da estrutura do farmaco para avaliar as provaveis rotas de
degradacdo, e coletar informacdes sobre suas propriedades fisico-quimicas. Deve-se
realizar o estudo de degradacéo forcada, e, a partir da amostra degradada, realizar
estudos preliminares de separacédo. O método deve ser desenvolvido e otimizado, e,

se necessario, os produtos de degradacdo devem ser identificados e caracterizados.
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Por fim, os autores indicam que o método deve ser validado. A técnica analitica mais
empregada no desenvolvimento de MIE é a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Blessy et al., 2014).

3.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma das técnicas cromatogréficas
mais utilizadas na andlise qualitativa e quantitativa de compostos organicos presentes
em misturas complexas. O seu vasto emprego é devido a fatores como elevada
exatiddo e precisdo, alta resolucdo, sensibilidade e especificidade, além de sua
versatilidade (Bakshi; Singh, 2002; Pereira; Beltrame, 2015).

A instrumentacdo para esta técnica é totalmente automatizada, e inclui uma
coluna, recipiente de fase mével, bomba, injetor e detector. Este sistema é controlado
por um programa computacional que registra os perfis cromatograficos e o0s picos
individuais, incluindo dados como tempo de retencgéo, altura do pico, largura do pico,
eficiéncia do sistema, fator de simetria do pico, nUmero de pratos tedéricos, dentre
outros (Waksmundzka-Hajnos; Sherma, 2011).

A separacao cromatogréafica pode ser desenvolvida em modo normal, quando
a fase estacionaria € mais polar que a fase moével, e em modo reverso, quando a fase
estacionaria € menos polar que a fase movel. A separacdo em modo reverso é a forma
mais amplamente utilizada na analise de extratos vegetais, e estima-se que
aproximadamente 80% de todas as separacfes cromatogréaficas sdo realizadas nesse
modo. As colunas mais utilizadas sdo as de fases estacionarias ndo polares
guimicamente ligadas, contendo principalmente cadeias de octadecilsilano (C18) e
octasilano (C8). Nestes sistemas a fase mével consiste comumente em misturas de
agua e modificadores organicos, os mais comuns sendo metanol, acetonitrila e
tetrahidrofurano (Pereira; Beltrame, 2015; Waksmundzka-Hajnos; Sherma, 2011).

O CLAE em fase reversa pode ser realizado por dois modos de eluicao:
isocratica, quando a fase movel tem composi¢céo constante, ou gradiente, quando a
composicdo da fase movel é alterada durante o decorrer da corrida cromatografica. A
eluicdo gradiente é capaz de melhorar a eficiéncia da separacdo, principalmente
quando € aplicada a misturas complexas onde o0s compostos diferem

consideravelmente em polaridade (Waksmundzka-Hajnos; Sherma, 2011).
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Devido a capacidade de alta resolucdo, sensibilidade e especificidade da
CLAE, esta técnica ganhou popularidade nos estudos de estabilidade, e a maioria dos
métodos indicativos de estabilidade sdo desenvolvidos a partir dela (Bakshi; Singh,
2002). Dessa forma, o Guia 04 de 2015 da Anvisa recomenda esta técnica de analise,
com detector de Arranjo de Fotodiodos (CLAE-DAD), no desenvolvimento de MIE
(Anvisa, 2015a). Este tipo de detector além de permitir o registro do espectro UV-Vis
de cada composto, fornece a informacgéo de pureza cromatogréafica de cada pico, o0
que permite a avaliagéo de co-eluicao (Bakshi; Singh, 2002; Singh et al., 2012).

A deteccédo por DAD apresenta a limitacdo de nao detectar ligacées C-H, C-C
e grupos C=C isolados, por esses nhao absorverem em regiées do espectro UV. Assim,
a utilizacéo de detector DAD se limita a compostos com ligacdes duplas conjugadas,
ou seja, com grupos croméforos, o que é o caso da maioria dos compostos de origem
natural, principalmente os polifendis (Pereira; Beltrame, 2015; Waksmundzka-Hajnos;
Sherma, 2011).

3.3 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de uma metodologia analitica visa demonstrar, por meio de uma
avaliacao experimental sistematica, que esta metodologia possui requisitos aceitaveis
para cumprir seu propésito pretendido. Esta avaliacéo fornece a confiabilidade de que
um método analitico fornecera em todas as medic¢des futuras, resultados confiaveis,
precisos e reprodutiveis (Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020; Raposo; Ibelli-Bianco,
2020).

Visando nortear a validacao de metodologias analiticas, agéncias reguladoras
ao redor do mundo publicaram diretrizes contendo os procedimentos necessarios a
fim de validar metodologias, como é o caso da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS)
(OMS, 2018), da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, 2016), da agéncia
reguladora dos Estados Unidos, Food and Drug Administration (FDA) (FDA, 2015) e
do Conselho Internacional para Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para
Medicamentos de Uso Humano (ICH) (ICH, 2005).

No Brasil, a Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) 166 de 2017, publicada
pela Anvisa, € utilizada na validacdo de metodologias analiticas. Nela, a validacéo &
baseada nos parametros de seletividade, linearidade, efeito matriz, preciséo, exatidao,

limite de deteccéo, limite de quantificagao e robustez (Anvisa, 2017b).
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3.3.1 Seletividade

Um método analitico pode ser considerado seletivo quando é capaz de
identificar ou quantificar, inequivocadamente, o analito de interesse mesmo na
presenca de outros compostos interferentes, como compostos da matriz, impurezas,
produtos de degradacdo, dentre outros. A analise da seletividade é feita de acordo
com o objetivo do método analitico, quando se trata de um método cromatogréfico,
pode ser confirmada através da andlise de pureza do pico cromatografico (Anvisa,
2017b; Marson et al., 2020).

3.3.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico € demonstrada quando este € capaz de
produzir respostas analiticas diretamente, ou atravées de uma transformacéo
matematica, proporcionais as diferentes concentracdes de um analito em uma
determinada faixa de concentracdo (Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020). Segundo a
RDC 166 de 2017 (Anvisa, 2017b), para que a linearidade seja estabelecida, deve-se
utilizar pelo menos 5 concentracdes, realizadas em triplicata, e esta deve ser avaliada
através de gréfico das respostas em funcao da concentracdo do analito, grafico de
disperséao de residuos, equacao da reta de regressao de y em x, estimada pelo método
dos minimos quadrados, coeficiente de correlacéo (r), coeficiente de determinacéo (r?)

e significAncia do coeficiente angular.

3.3.3 Efeito Matriz

A analise do efeito matriz visa avaliar se ha interferéncia dos constituintes da
matriz na resposta analitica. Para isso, compara-se 0s coeficientes angulares das
curvas de calibracdo do padréo e da amostra fortificada com o padrédo. Quando as
retas sdo paralelas, ha a indicagdo de que os constituintes da matriz ndo causam

alteracdo na resposta analitica (Anvisa, 2017b).

3.3.4 Precisao
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A precisdo de um método analitico diz respeito a proximidade de resultados
de multiplas analises da amostra preparada e analisada sob as mesmas condi¢cdes. A
proximidade destes resultados representa menor indice de erro aleatorio, 0 que indica
maior precisdo do método (Marson et al., 2020). Esta precisdo é demonstrada nos
ensaios de repetibilidade, precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade. Sendo a
repetibilidade avaliada por meio de, no minimo, 9 determinacgdes, que contemplem as
concentracdes baixa, média e alta, ou de 6 repeticdes a 100% da concentracdo da
amostra. Na precisdo intermediaria a analise é realizada em dias diferentes por
operadores diferentes e na reprodutibilidade as anélises séo realizadas em diferentes
laboratorios. A precisdo do método deve ser expressa por meio da dispersdo dos

resultados e calculo do desvio padréo relativo (Anvisa, 2017b).

3.3.5 Exatidao

Na exatiddo € demonstrada a capacidade do método em reproduzir respostas
analiticas que representam os valores aceitos como verdadeiros. Para verifica-la se
faz necessario, no minimo, 9 determinacdes que contemplem o intervalo linear do
método, nas concentracdes baixa, média e alta. Quando o analito de interesse
encontra-se em uma matriz complexa, como é o0 caso de extratos vegetais,
recomenda-se 0 método de adicdo de quantidades conhecidas de padrao na solucéo
amostra, e a partir da andlise do teor desta amostra calcula-se o percentual de

recuperacédo do analito (Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020).

3.3.6 Limite de Deteccao

A menor concentracdo de um analito que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, € denominada limite de deteccéo. Este limite pode ser
determinado através de investigacao visual, através da razdo sinal-ruido e por meio
de parametros da curva de calibragcéo, sendo os dois ultimos indicados para métodos

instrumentais (Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020).

3.3.7 Limite de Quantificacao
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Diferente do limite de deteccéo, o limite de quantificacdo diz respeito a menor
concentracdo do analito na amostra que pode ser quantificada com adequada
precisdo e exatiddo. Este limite pode ser estimado atraves da raz&o sinal-ruido ou de
parametros da curva analitica (Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020).

3.3.8 Robustez

Um método é considerado robusto quando é capaz de resistir a pequenas e
deliberadas mudancas nas condi¢cfes analiticas mantendo a precisao e exatiddo. O
objetivo principal ao avaliar este parametro é verificar a existéncia de alguma condicéo
analitica critica que precise ser monitorada para manutencdo da confiabilidade dos
resultados. Quando se trata de métodos cromatograficos, as condicbes analiticas
verificadas podem ser a variacdo do pH e composicao da fase mével, diferentes lotes
ou fabricantes de colunas, temperatura e fluxo da fase movel (Anvisa, 2017b; Marson
et al., 2020).

3.4 ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

O ensaio de degradacéo forcada é definido como estudo que permite a geracao
de produtos de degradacéo de insumos farmacéuticos ativos por meio da exposi¢cao
destes, ou de produtos acabados, a condi¢cdes de estresse, como luz, temperatura,
calor, umidade, hidrolise acida e basica e oxidacao, entre outras (Anvisa, 2015b;
2019c). Este estudo auxilia no desenvolvimento de métodos indicativos de
estabilidade com especificidade e seletividade adequada, e € a principal ferramenta
usada para prever problemas de estabilidade, além disso, fornece informacgdes sobre
as possiveis rotas de degradacdo de um composto (Anvisa, 2015b; Baertschi; Alsante;
Reed, 2011).

A degradacao forcada possui alguns objetivos, como estabelecer a evidéncia
de que um método analitico € indicativo de estabilidade, determinar as condicdes as
quais o IFA ou medicamento é sensivel, e assim determinar cuidados especificos
durante toda cadeia de producéo e distribuicdo. Além disso ainda é capaz de produzir
um perfil de degradacao do IFA ou medicamento e auxiliar na compreensao das suas

propriedades quimicas, rotas de degradacdo e na determinacdo de marcadores



27

especificos destas rotas de degradacéo, facilitando assim investigacoes de possiveis
desvios da qualidade. (Anvisa, 2015a; Blessy et al., 2014).

Os estudos de degradacédo forcada devem ser capazes de gerar degradacao
superior a 10% e inferior aquela que levaria a degradacao completa (Anvisa, 2015b).
No entanto, ndo ha diretrizes regulatorias que descrevam detalhadamente como
realizar este estudo, por isso, recomenda-se a realizacdo de um estudo de
degradacé&o preliminar, e, para alcancar a faixa de degradacao recomendada, deve-
se variar os parametros do estudo, as alteragcbes podem ser realizadas no tempo de
exposicao, na temperatura e na concentracdo ou magnitude do agente degradante
(Anvisa, 2015a; Baertschi; Alsante; Reed, 2011).

E importante destacar que o perfil de degradacéo gerado a partir do estudo de
degradacdo forcada é diferente do perfil de degradacéo real de uma amostra, neste
estudo geralmente séo gerados mais produtos de degradacao do que o observado em
estudos de estabilidade realizados sob condicfes normais de armazenamento. Dessa
forma, o perfil de degradacédo gerado através do estudo de degradacédo forcada é
chamado de perfil de degradacgéao potencial (Anvisa, 2015a; Baertschi; Alsante; Reed,
2011).

Alguns fatores de estresse devem ser considerados para estudos de
degradacédo forcada, sao eles: hidrolise acida e basica, degradacao térmica, fotdlise,

oxidacao e umidade (Anvisa, 2015b; Blessy et al., 2014).

3.5 Eugenia uniflora L.

3.5.1 Aspectos gerais e botanicos

Eugenia uniflora L., conhecida popularmente no Brasil como pitangueira, € uma
arvore ramificada, com folhagem persistente, sistema radicular profundo e que mede
de 2 a 4 m (Fidelis et al., 2022; Mazine et al., 2020). A espécie pertence a familia
Myrtaceae, que no mundo compreende cerca de 130 géneros e cerca de 5600
espécies e gue no Brasil compreende cerca de 20 géneros e 1030 espécies. Dentre
0s géneros da familia Myrtaceae, destaca-se o género Eugenia, que apresenta cerca
de 1000 espécies distribuidas na América Central e do Sul, destas, estima-se que 350
séo nativas do Brasil (Fidelis et al., 2022; Figueiredo et al., 2019).
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Na medicina popular, ha relatos de uso de infusdes aquosas das folhas de E.
uniflora no tratamento de hipertensao e como diurético desde o século 15. Além disso,
a espécie também €& empregada pela populacdo no tratamento de disturbios
digestivos, como anti-inflamatorio, antidiarreico, antifebril e como antirreumatico
(Moura et al., 2018; Samy et al., 2014; Sobeh et al., 2019). Devido a seu alto potencial
farmacoldgico, a espécie consta na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse para o Sistema Unico de Satde — RENISUS (Brasil, 2009).

Quanto aos aspectos botanicos, as folhas de E. uniflora sdo simples, opostas,
medem cerca de 4,5 a 6,2 cm de comprimento e 2,0 a 2,7 cm de largura, com formato
ovalado a ovalado-lanceolado, e com coloracdo que varia de verde claro a verde
escuro. Suas flores sao hermafroditas, composta por 4 pétalas livres que crescem na
base dos ramos e possuem coloragédo branca a creme. Seus frutos sédo conhecidos
como pitanga, nome derivado do Tupi que significa vermelho, cor caracteristica do
fruto. Este tem formato globoso, em forma de bagas, com 8 a 10 sulcos longitudinais,
com 1 a 2 sementes. Seu sabor é doce e acido e possui um aroma intenso (Anvisa,
2019a; Fidelis et al., 2022; Mazine et al., 2020).

Fonte: Autoria propria.

3.5.2 Atividades farmacolégicas

Quanto a suas acOes terapéuticas, diversos relatos na literatura cientifica
atestam o potencial biolégico de E. uniflora. A atividade antioxidante € uma das
atividades mais relatada na literatura, esta foi avaliada para o extrato etandlico,
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aquoso e COq supercritico das folhas (Martinez-Correa et al., 2011), oleo das folhas
(Figueiredo et al., 2019; Victoria et al., 2012), extrato metandlico e fracfes das folhas
e sementes (Figueiroa et al., 2013), extrato aquoso, etandlico, metandlico e acetona
das folhas (Schumacher et al., 2015), extrato etandlico das folhas (Da Cunha et al.,
2016; Sobral-Souza et al., 2020) e extrato metandlico e fracdes das folhas (Sobeh et
al., 2019; Sobeh et al., 2020). Os diferentes extratos demonstraram potente atividade
antioxidante, que foi relacionada ao alto teor de fendlicos, principalmente flavonoides,
da espécie.

Quanto a atividade anti-inflamatéria, Candeia et al. (2022) observaram acao
anti-inflamatoria in vivo dos extratos e frac6es de E. uniflora, que foram eficazes em
diminuir o numero de leucdcitos e neutréfilos na cavidade peritoneal e inibir o aumento
do volume do edema de pata. Além disso, 0s autores ainda relataram resposta
antinociceptiva no teste de contor¢cées abdominais induzidas por acido acético, no
teste da placa quente e no teste da formalina. A administracdo de naloxana reverteu
o efeito antinociceptivo da fracdo acetato de etila, indicando que os receptores
opioides estao envolvidos no efeito antinocicepetivo desta fragdo. Sobeh et al. (2019)
também avaliaram a acao anti-inflamatoria in vivo dos extratos e fracdes das folhas
de E. uniflora, os resultados indicaram diminuicdo do edema de pata em ratos e
diminuicdo da migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal. Assim como no
estudo desenvolvido por Candeia et al. (2022), os autores relataram propriedades
antinociceptivas centrais e periféricas in vivo, através do método de contor¢des e do
teste da placa quente, além de efeitos antipiréticos e atividade antidiabética. O extrato
acetona:agua (7:3) e as fracdes aquosa e acetato de etila das folhas de E. uniflora
também apresentaram atividade anti-inflamatoria in vivo no estudo desenvolvido por
(Falcao et al., 2018). Os extratos e fracOes foram eficientes em reduzir a migracao de
leucdcitos e a atividade da mieloperoxidase, além disso, reduziram significativamente
0s niveis de citocinas proé-inflamatérias. Os autores ainda observaram efeito
antioxidante e atividade analgésica periférica.

A atividade antimicrobiana do Oleo das folhas foi avaliada por Victoria et al.
(2012), o 6leo apresentou atividade frente as bactérias patogénicas Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes, e contra os fungos Candida lipolytica e Candida
guilliermondii. O Oleo essencial das folhas também foi avaliado frente a cepas padrao
de Escherichia coli (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853). Foi evidenciada uma atividade frente a E.
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coli e S. aureus, com concentracao inibitéria minima (CIM) de 1024 pg/mL e 256
pg/mL, respectivamente (Pereira et al., 2017).

A atividade antifungica da espécie foi avaliada por Silva-Rocha et al. (2015) que
avaliaram se o extrato acetona:agua das folhas interferia nos fatores de viruléncia de
48 isolados clinicos de Candida albicans. O extrato foi capaz de inibir a formacao de
hifa em meio liquido e em meio sélido e prejudicou a producéo de enzimas hidroliticas.
O oleo essencial das folhas foi testado frente a cepas padrdo de Candida albicans,
Candida krusei e Candida tropicalis e os resultados de concentracao inibitéria de 50%
(Clso) variaram de 1892,47 a 12491,80 pug/mL, além disso o 6leo inibiu a transi¢éo
morfologica de C. albicans e C. tropicalis (Dos Santos et al., 2018). E. uniflora ainda
foi testada quanto a sua capacidade de inibicdo da formacao de biofilme de espécies
de Candida isoladas da cavidade oral de pacientes transplantados renais. O extrato
acetona:agua das folhas foi eficaz em reduzir a formacdo de biofilme tanto para
Candida albicans quanto para Candida ndo-albicans (Souza, L. B. F. C. et al., 2018).

E. uniflora ainda teve sua capacidade antiparasitaria demonstrada frente a
Trypanosoma cruzi (Santos et al., 2012) e Leishmania amazonensis (Rodrigues et al.,
2013). O extrato etandlico das folhas demonstrou Clso de 62,76 pug/mL frente a T. cruzi.
Ja frente a L. amazonensis, o 6leo essencial das folhas apresentou Clso de 3,04 ug/mL

contra promastigotas e Clso de 1,92 yg/mL contra amastigotas.

3.5.3 Aspectos fitoquimicos

As diversas atividades bioldgicas relatadas para a espécie estao diretamente
relacionadas com a composicao fitoquimica desta espécie. Metabdlitos secundarios
como derivados antracénicos, saponinas, derivados cinamicos, taninos, flavonoides,
triterpenos e 6leos volateis foram descritos nos diversos farmacogenos de E. uniflora.
Dentre estes, destacam-se os flavonoides, taninos e triterpenoides (Da Cunha et al.,
2016; Garmus et al., 2014; Ramos et al., 2017).

Rattmann et al. (2012) relataram a presenca de dois compostos majoritarios
nas folhas de E. uniflora, identificados como miricetina-ramnosideo e quercetina-
ramnosideo. Além destes, foram identificados outros 9 flavonoides glicosilados de
miricetina ou quercetina. Samy et al. (2014) isolaram oito compostos das folhas de E.
uniflora, entre eles trés flavonoides (miricitrina, miricetina 3-O-(4"-O-galoil)-aL-

ramnopiranosideo e miricetina 3-O-B3-D-glicopiranosideo).
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O estudo realizado por Da Cunha et al. (2016) no extrato etandlico das folhas
de E. uniflora revelou a presenca de acido galico, acido clorogénico, acido cafeico,
acido elagico, cianidina, delfinidina 3-O-glicosideo, rutina, quercitrina, isoquercitrina,
quercetina, kaempferol e luteolina.

No estudo desenvolvido por De Souza et al. (2017) os flavonoides também
foram os compostos mais presentes nas folhas de E. uniflora, representando 18 dos
24 compostos identificados, principalmente glicosideos derivados de quercetina e
miricetina. Um resultado semelhante foi descrito por Sobeh et al. (2020), onde dos 22
metabalitos secundarios identificados, 15 eram glicosideos de miricetina e quercetina.

Bezerra et al. (2018) identificaram nas folhas de E uniflora compostos das
classes dos flavonoides e taninos, dentre os quais estavam o acido galico, o 4cido
elagico e a miricitrina. Souza, J. A. L. et al. (2018) também relataram a presenca de

acido galico e miricitrina neste farmacdgeno.

3.6 Cinnamomum verum

3.6.1 Aspectos Gerais e botanicos

Cinnamomum verum J. Presl., no Brasil popularmente conhecida como
“Canela”, “Canela-do-Ceildo” ou “Canela-verdadeira”, € uma arvore tropical perene de
tamanho moderado nativa do Sri Lanka (Barbosa et al., 2020; Ravindran; Babu;
Shylaja, 2003; Sharma; Pathak, 2021). A espécie pertence a familia Lauraceae, seu
género, Cinnamomum, compreende cerca de 250 espécies no mundo, e no Brasil é
representado por cerca de 18 espécies. Dentre elas encontra-se Cinnamomum verum
J. Presl., que possui alguns sinbnimos, sendo o mais descrito C. zeylanicum Blume
(Lauraceae, 2020; Ramazani et al., 2020; Wang et al., 2020).

A canela tem sido utilizada em uma variedade de aplicacdes culinarias e
medicinais ha milhares de anos, tendo sido empregada na mumificacdo pelos
egipcios. A utilizacdo da espécie como especiaria se expandiu durante os séculos XVI
e XVII, quando comerciantes portugueses levaram a especiaria do Sri Lanka para a
Europa, e seus produtos sdo usados até os dias atuais nas industrias farmacéutica e
alimenticia (Gulcin et al., 2019; Sharma; Pathak, 2021; Williams et al., 2015).

Na medicina tradicional C. verum tem sido empregada principalmente no

tratamento de problemas gastrointestinais como diarreia, enjoo, vdmito e coélicas, além
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disso, também ha relatos do seu uso no tratamento de dor de dente, como
antidiabético, anti-inflamatorio, no resfriado e como estimulante na medicina
ayurvédica (Barbosa et al., 2020; Hameed; Altameme; Mohammed, 2016; Pandey;
Chandra, 2015; Sharma; Pathak, 2021).

Quanto aos aspectos botanicos, a arvore de C. verum pode medir até 16 m de
altura, ela possui uma casca lisa marrom, que possui cheiro forte e sabor picante e
ardente. Seus ramos séo delgados e compridos, com folhas opostas ou sub-opostas,
glabras em ambas as superficies, ovais, elipticas a lanceoladas-ovais ou
estreitamente elipticas, com 11 a 16 cm. As laminas foliares possuem 3 nervos
principais proeminentes em ambas as superficies, e cor branca esverdeada
abaxialmente e verde e brilhante adaxialmente. O peciolo mede cerca de 10 a 20 mm
e € ligeiramente céncavo. Suas flores sao verde-amareladas palidas e seu fruto possui
formato elipsoide a oblongo-ovoide, é roxo escuro e mede até 12,5 mm de

comprimento (Chakraborty et al., 2015; Ravindran; Babu; Shylaja, 2003).

Figura 2 - Cinnamomum verum J. Presl.
L N '\‘ - o
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Fonte: Autoria prépria.

3.6.2 Atividades farmacolégicas

Os extratos aquoso e etandlico dos galhos foliares de C. verum demonstraram
atividade antinocipectiva in vivo nos testes de imersdo de cauda e contor¢des,
chegando a ser mais eficazes que o controle positivo em algumas situacfes. Os
autores também relataram atividade antioxidante in vitro para os extratos (Pandey;
Chandra, 2015). A atividade antioxidante das folhas também foi mencionada por Qadir
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et al. (2018), no mesmo artigo os autores relataram atividade anti-inflamataoria in vivo
em modelo animal de artrite reumatoide. A atividade antioxidante das folhas de C.
verum ainda foi avaliada por meio de 8 métodos bioanaliticos in vitro, os extratos de
C. verum se mostraram como potentes antioxidantes nos resultados apresentados
(Guicin et al., 2019).

O dleo essencial das cascas de C. verum foi avaliado frente a E. coli (J53R1),
e apresentou atividade bactericida e efeito sinérgico com o antibidtico piperacilina
(Yap et al., 2015). No estudo desenvolvido por Lima et al. (2021) extrato e fracbes das
folhas foram testados frente a isolados clinicos das bactérias gram-positivas Bacillus
megaterium, Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
saprophyticus, e das bactérias gram-negativas Enterobacter aerogenes, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis e
Serratia marcescens. As bactérias gram-positivas foram mais sensiveis ao extrato e
fracOes, j& as bactérias gram-negativas foram mais resistentes, porém, a combinacéo
da fracdo acetato de etila com o0s antibidticos sintéticos ampicilina, azitromicina,
ciprofloxacina ou gentamicina proporcionaram um efeito sinérgico contra cepas
multirresistentes.

A atividade antibacteriana do 6leo das folhas e flores de C. verum foi avaliada
frente a E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e S. enteritidis. Os 6leos foram capazes de
inibir o crescimento microbiano nas varias cepas bacterianas testadas, sendo o 6leo
essencial da folha mais potente que o 6leo das flores. Os autores ainda relataram um
significativo potencial larvicida para os 6leos, e, da mesma forma que foi para atividade
antibacteriana, o 6leo das folhas foi mais potente que o Oleo das flores
(Narayanankutty et al., 2021).

O 6leo essencial das cascas e folhas de C. verum foram avaliados quanto a
seu potencial de inibir o crescimento, formacéo de biofilme e expressdo génica em
quatro cepas de E. coli enterohemorragica. Os resultados demonstraram CIM que
variaram de 0,0075 a 0,175 %, sendo o 6leo da casca mais ativo com CIM de 0,0075%
em todas as linhagens, ja o 6leo da folha demonstrou eficacia intermediaria, com CIM
de 0,175% (v/v) em quase todas as linhagens. Além disso, os 6leos também foram
capazes de afetar a infectividade das cepas pois foram Uteis em inibir fatores de
viruléncia (Scotti et al., 2021).
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O potencial antifungico do o6leo das folhas de C. verum foi avaliado por
Wijesinghe et al. (2020), os autores estudaram a inibicdo do crescimento, adeséo,
formacao de biofilme e da formacdo do tubo germinativo em espécies do género
Candida. O ¢6leo reduziu 50% a adesé&o inicial de C. albicans, C. tropicalis e C.
dubliniensis nas concentracdes de 1,0, > 2,0 e 0,34 mg/mL, respectivamente. A
formacéo do tubo germinativo foi inibida numa faixa de concentracéo entre 0,5 e 1,0
mg/mL. As concentragdes de inibicdo de 50% da formacgao de biofilmes foram < 0,35
mg/mL e a concentracao de 1,0 mg/mL preveniu a progresséao do biofilme de Candida
spp. A analise dos fungos por microscopio eletrénico de varredura demonstrou danos
na parede celular, encolhimentos celulares e diminuicdo da formacéao de hifas.

Azeredo et al. (2014) avaliaram a atividade do 6leo das cascas frente a
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi. O 6leo foi eficaz
contra epimastigotas de T. cruzi com Clso de 24,13 yg/mL, Frente a tripomastigotas
metaciclicos e amastigotas intracelulares de T. cruzi o 6leo apresentou valores de ICso
de 5,05 pg/mL e 20 pg/mL, respectivamente.

Bellassoued et al. (2019) estudaram a atividade antioxidante in vitro e os efeitos
protetores in vivo na toxicidade hepatica e renal induzida por tetracloreto de carbono
do 6leo essencial das cascas de C. verum. O tetracloreto de carbono induziu um
aumento nos parametros bioquimicos séricos e desencadeou estresse oxidativo no
figado e nos rins. Os resultados demonstraram que o tratamento com o 6leo (100
mg/kg) preveniu tanto a formagéo de lesdes quanto a toxidade hepatica e renal.

3.6.3 Aspectos fitoquimicos

Em relacdo aos aspectos fitoquimicos, C. verum possui grande diversidade de
metabdlitos secundarios, sendo relatados na literatura cientifica compostos dos
grupos dos alcaloides, cumarinas, saponinas, flavonoides, terpenos e esteréis,
quinonas, triterpendides, fenilpropanoides, e proantocianidinas, destacando-se os
compostos fendlicos como flavonoides e proantocianidinas, e os fenilpropanoides
(Mahmood et al., 2021; Williams et al., 2015).

A andlise do extrato e fracdes das cascas de C. verum por cromatografia liquida
demonstrou como composto majoritario o trans-cinamaldeido, com teor de 7,8 g%,
além deste foram identificados o &acido cinamico e varios dimeros e trimeros de

proantocianidinas (Williams et al., 2015).
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A analise dos fendlicos de extratos da casca de C. verum por cromatografia
liquida evidenciou a presenca de 25 compostos, e dentre eles estavam: acido p-
hidroxibenzéico, acido p-cumarico, pirogalol, vanilina, acido ferulico e &cido cafeico
(Gulcin et al., 2019).

Lima et al. (2021) avaliaram o perfil fitoquimico das folhas de C. verum por
cromatografia liquida, os resultados demonstraram a presenca de derivados de

catequinas e de 6 flavonoides, dentre eles a rutina.

3.7 FLAVONOIDES

Flavonoides sdo compostos fendlicos que fazem parte do metabolismo
secundario de varias espécies de plantas medicinais. A sua biossintese ocorre a partir
das vias do acido chiquimico e do acetato (Shen et al., 2022). Quanto a sua estrutura,
compostos deste grupo sdo formados em sua maioria por 15 &tomos de carbono que
juntos formam 3 anéis (C6-C3-C6), chamados de anéis A, B e C (Figura 3). De acordo
com o estado de oxidacdo e grau de insaturacdo do anel heterociclico central (anel
C), os flavonoides podem ser classificados em algumas subclasses: Flavanona,
Flavona, Isoflavona, Flavanonol, Flavanol, Flavandiol e Flavonol (Figura 3). Os sitios
de grupamentos metil e hidroxila dos outros anéis podem possuir algumas outras
modifica¢des estruturais, como glicosilacdo e acilagdo. Quando possuem glicosilacao
sdo chamados de heterosideos, que podem ser C-heterosideos, quando o aglcar €
ligado em um grupo metila, ou O-heterosideos, quando o acucar é ligado em uma
hidroxila, quando ndo possuem glicosilacdo sdo chamados de agliconas ou geninas
(Shen et al., 2022; Zuanazzi; Montanha; Zucolotto, 2017).
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Figura 3 - Nucleo fundamental e subclasses dos flavonoides
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Fonte: Autoria propria.

Nas plantas, os flavonoides possuem variadas fungcdes como coloragéo de
flores e frutos, prevencao contra oxidacéo de gorduras, protecdo contra raios UV, além
de protecdo contra bactérias e fungos (Shen et al., 2022; Tuli, 2019). Quando
ingeridos, estes compostos podem trazer diversos beneficios a salde, como acao
anti-inflamatéria, antitumoral, antioxidante, antimutagénica, antienvelhecimento,
dentre outros (Shen et al., 2022; Tuli, 2019; Zuanazzi; Montanha; Zucolotto, 2017).

Mesmo possuindo varios beneficios a salde ja estabelecidos, a
biodisponibilidade dos flavonoides representa um desafio. Estes compostos em sua
maioria apresentam baixa absorcéo e possuem instabilidade no pH gastrointestinal,
onde sdo degradados ou tem suas estruturas modificadas (Kaushal; Singh; Singh
Sangwan, 2022).

A determinacdo de flavonoides pode ser realizada por algumas técnicas
analiticas, principalmente técnicas espectrofotométricas e técnicas cromatograficas.
Quanto as técnicas espectrofotométricas, os flavonoides tém capacidade de absorver
radiacéo ultravioleta, dessa forma, podem ser detectados diretamente por irradiacao
UV, ou apds complexagdo com cloreto de aluminio, que desloca sua absorgéo para a
regido visivel. No que diz respeito as técnicas cromatograficas, elas tém sido usadas

sob diversas formas na determinacéo de flavonoides, como cromatografia em camada
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delgada, cromatografia em coluna, cromatografia gasosa e cromatografia liquida de
alta eficiéncia, sendo as duas ultimas as mais sensiveis e seletivas (Sammani; Clavijo;
Cerda, 2021).

Considerando algumas vantagens dos flavonoides, como abundéancia no reino
vegetal, sua especificidade em algumas espécies e sua facilidade de identificacédo e
guantificacdo, estes compostos podem ser utilizados como marcadores taxondmicos
de varias espécies (Zuanazzi; Montanha; Zucolotto, 2017). No caso das espécies
Eugenia uniflora e Cinnamomum verum, ambas possuem flavonoides que podem ser
utilizados como marcadores, miricitrina e rutina, respectivamente (Lima et al., 2021,
Rattmann et al., 2012; Sharma et al., 2022; Sobeh et al., 2019).

3.7.1 Miricitrina

A miricitrina € um flavonoide glicosilado, que faz parte da classe dos flavonais.
Além de miricitrina, este metabdlito também é denominado miricetina-3-O-ramnosideo
(Domitrovic et al., 2015; Hobbs et al., 2015). Sua estrutura quimica € composta pela
combinacéo do flavonol miricetina ligada a uma molécula de ramnosideo na posi¢cao
3 do anel C (Figura 4) (Man et al., 2019).

Figura 4 - Estrutura quimica da Miricitrina.
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Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, a miricitrina apresenta-se como um
po amarelo claro, com massa molar de 464,4 g/mol, ligeiramente solGvel em etanol e
praticamente insoltvel em agua (NCBI. Sua baixa solubilidade em agua compromete
sua biodisponibilidade, e o composto geralmente é absorvido na forma de miricetina,
apos hidrolise do glicosideo no intestino delgado (Hobbs et al., 2015; Weng et al.,
2019).

Uma série de atividades bioldgicas séo relatadas na literatura para a miricitrina,
como atividade antioxidante, anti-inflamatéria e hepatoprotetora (Domitrovic et al.,
2015), atividade cicatrizante (Elloumi et al., 2022), efeito antitromboético (He et al.,
2019), efeito protetor na osteoartrite (Yan et al., 2020), atividade cardioprotetora (Qin

et al., 2015), dentre outras atividades.

3.7.2 Rutina

A rutina é um flavonoide glicosilado da classe dos flavondis, também
denominada rutosideo, quercetina-3-O-rutinosideo ou vitamina P, que €
abundantemente encontrada em espécies medicinais (Ganeshpurkar; Saluja, 2017;
Semwal et al., 2021). O nome ‘rutina’ € derivado da espécie Ruta graveolens que
possui o flavonoide em suas partes aéreas (Ganeshpurkar; Saluja, 2017; Mahood,
2021; Prasad; Prasad, 2019).

Quanto a sua estrutura quimica, a rutina € formada pelo flavonol quercetina
ligado a um dissacarideo, denominado rutinosideo, formado por uma molécula de
ramnose e uma molécula de glicose, na posicédo 3 do anel C (Figura 5) (Ganeshpurkar;
Saluja, 2017; Ma et al., 2022; Prasad; Prasad, 2019).
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Figura 5 - Estrutura quimica da Rutina.
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Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, € um po cristalino amarelo, com
massa molar de 610,521 g/mol, ponto de fusdo de 125 °C, pKa de 6,17 e solubilidade
em agua de 12,5 mg/100mL (Gullén et al., 2017; Prasad; Prasad, 2019; Semwal et al.,
2021). Esta baixa solubilidade em agua, somada a sua baixa estabilidade e limitada
permeabilidade membranar, esta associada com a baixa biodisponibilidade da rutina,
que representa uma das principais desvantagens associadas a este metabdlito
secundario (Gullén et al., 2017; Mel; Gunathilake; Fernando, 2020).

Alguns estudos tém associado uma série de atividades bioldgicas a rutina,
como atividade gastroprotetora (Abdel-Raheem, 2010), atividade antinociceptiva
(Selvaraj et al., 2014), efeito hepatoprotetor (Khan; Khan; Sahreen, 2012), atividade
antitumoral (Alonso-Castro; Dominguez; Garcia-Carranca, 2013), atividade
antioxidante (Yang; Guo; Yuan, 2008), atividade anti-inflamatoria (Torres-Rego et al.,
2016), dentre outras. Este potencial farmacoldgico foi associado aos quatro grupos
hidroxila, bem como ao grupo glicosidico ligado na posicdo 3 do anel C (Semwal et
al., 2021).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Obtencao, identificacéo e tratamento do material vegetal

As folhas de Eugenia uniflora e Cinnamomum verum foram coletadas em
Recife-PE, em janeiro de 2021, identificadas no Herbario Dardano de Andrade Lima
do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), sob nimeros de registro 93732 e
93900, e cadastradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado (Sisgen) sob os numeros A449575 e AFF07B4
respectivamente. Posteriormente, as amostras vegetais foram secas em estufa de ar
circulante (Lucadema®) por 72 h a temperatura de 45 °C. As matérias-primas vegetais
secas foram trituradas em moinho de facas (TE-680, Tecnal®) e caracterizadas de

acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 ed (Anvisa, 2019b).

4.1.2 Caracterizacdo dos materiais vegetais

Determinacéo da granulometria por tamisagao

Foram pesados cerca de 25 g dos pés, que foram submetidos a passagem por
tamises, previamente tarados, com aberturas de malha correspondentes a 850, 600,
425, 300, 250, 150 um e a base. O processo ocorreu em tamisador (Tamisador
Bertel®) por 15 minutos. Os tamises, com cada material vegetal, foram pesados e o
tamanho médio das particulas foi determinado por meio da andlise de histograma de
distribuicdo e curvas de retencdo e passagem. As andlises foram realizadas em

triplicata.

Determinacéo de matéria estranha

Através do processo de quarteamento, foram obtidos cerca de 5 g das drogas
vegetais. O material estranho foi separado e pesado para determinacdo da
porcentagem de matéria estranha presente em cada droga vegetal. As anéalises foram

realizadas em triplicata.
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Determinacéo de perca por dessecacao

Cerca de 2 g das drogas vegetais foram pesadas em pratos de aluminio e
levadas a balanca de infravermelho (Série ID V.18, Marte®), as andlises foram
realizadas a 105 * 5°C, até que o resultado apresentasse uma variacdo menor que

0,02% por 30 segundos. As andlises foram realizadas em triplicata.

Determinacéo de cinzas totais

Foram pesados cerca de 2 g das drogas vegetais, as amostras foram
transferidas para cadinhos previamente dessecados e pesados. Os cadinhos foram
levados a mufla onde foram submetidos ao seguinte gradiente de temperatura: 200 °C
por 30 minutos, 400 °C por 1 h e 600 °C por 1:30 h. Os cadinhos foram retirados e
resfriados em estufa a 100 °C por 15 min e em dessecador a temperatura ambiente
por mais 15 min. Os cadinhos foram pesados e retornaram a mufla por mais 1 h a 600
°C, apos decorrido o tempo, foram resfriados da mesma forma, primeiro em estufa e
depois em dessecador, e pesados. O procedimento foi novamente realizado até peso
constante. As analises foram realizadas em triplicata e os célculos de teor de cinzas

para cada droga vegetal foram realizados segundo a férmula abaixo:

P2-P1

CT= =

x 100

Onde: CT = Teor de cinzas totais, P2 = peso do cadinho e amostra apés

incineracédo, P1 = peso do cadinho vazio e Pa = peso da amostra.
4.2 OBTENCAO DO EXTRATO SECO
4.2.1 Avaliacao da quantidade de droga vegetal
Foi realizada uma analise univariada da quantidade de droga vegetal para

otimizar a extracdo de flavonoides por turbdlise das espécies E. uniflora e C. verum.
Foram utilizadas as quantidades de droga de 5,0, 7,5, 10,0, 12,5, e 15,0 g, e 100 mL
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de solvente. O solvente utilizado na extracdo foi etanol 80%, a escolha foi baseada
nos estudos de Ramos et al. (2017) e Barbosa et al. (2020). A extracdo foi realizada
por turbdlise, realizando 4 ciclos de 30 seg de agitacdo e 4 min de repouso. Os
extratos foram avaliados quanto ao teor de flavonoides totais (TFT), residuo seco e

eficiéncia de extracao.

Teor de Flavonoides Totais

Na analise do TFT de E. uniflora foi utilizada uma aliquota de 0,2 mL para baldo
volumeétrico de 25 mL, foram adicionados 3 mL de AICI3 5% e o volume do baléo foi
aferido com etanol 80%. A solucdo de compensacéao foi obtida sem adi¢cao do AlCls.
Apés 20 minutos de reacdo, uma varredura (200-500 nm) foi realizada em
espectrofotdometro (Evolution 60S, Thermo Scientific®). A escolha da concentragdo de
AICls e do tempo de reacéo foi baseada no artigo de Ramos et al. (2017).

O TFT de C. verum foi analisado utilizando uma aliquota de 2 mL também para
baldo volumétrico de 25 mL, foram adicionados 3 mL de AICI3 2,5%, o volume foi
aferido com etanol 80% e apds 35 minutos de reacdo uma varredura (200-500 nm)
foi realizada em espectrofotdmetro (Evolution 60S, Thermo Scientific®). A solucdo de
compensacao foi obtida sem adi¢do do AICls.

O TFT dos extratos foi calculado com base na formula:

Onde: A — Absorbancia; FD — Fator de diluicdo; m — Massa usada no preparo do

extrato e A% - Absorbancia especifica da rutina (259,40).
Residuo seco

O residuo seco foi determinado em balanca de infravermelho (Série ID — V.18,
Marte®), a temperatura de 130 + 2 °C. O residuo foi expresso em percentual pela

meédia das analises realizadas em triplicata para cada solucao extrativa.

Eficiéncia de extragédo
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A eficiéncia de extracao foi expressa pela razéo entre o TFT e o residuo seco,

de acordo com a equacao abaixo:

EE =TFT/RS

Onde: EE - eficiéncia da extragao; TFT — teor de flavonoides totais; RS —

residuo seco.

Analise estatistica

Para a analise estatistica, inicialmente foi encontrado o intervalo de confianca
(95%, bilateral) para a média dos TFTs dos extratos com diferentes quantidades de
droga vegetal de cada espécie vegetal. Determinou-se os TFTs dos extratos que
estavam acima desse intervalo de confianca, e assim foi possivel escolher qual

quantidade de droga vegetal é ideal para a realizagdo dos extratos.

4.2.2 Obtencao dos extratos brutos

Os extratos brutos das espécies, E. uniflora e C. verum foram obtidas pelo
método de turbdlise, realizando 4 ciclos de 30 seg de agitagdo e 4 min de repouso. A
proporcao droga/solvente, foi de 5% (m/v) e o etanol 80% foi utilizado como solvente
extrator para ambas as espécies. As solugdes extrativas foram concentradas em
rotaevaporador (RV-10 Basic, IKA®) sob presséo reduzida a 40 °C, com a finalidade

de eliminar o solvente organico.

4.2.3 Secagem por aspersao

Os extratos foram submetidos a secagem por aspersao em mini spray dryer
(MSDi, Labmaq®) para obtencdo dos extratos secos por aspersdo (ESA). As
condi¢cbes de secagem foram 140 °C de temperatura de entrada e fluxo de 0,6 L/h,
para E. uniflora, e, 0,4 L/h para C. verum. Para determinar o rendimento da secagem,
o residuo seco do extrato foi determinado em balanga de infravermelho (Série ID V.18,

Marte®), e as férmulas abaixo foram utilizadas para o calculo:
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Residuo seco x Quantidade de extrato seca (mL)
100

Rendimento tedrico (g) =

Peso do extrato seco (g) x 100
Rendimento tedrico

Rendimento (%) =

4.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Os extratos secos foram submetidos a cromatografia em camada delgada com
auxilio de sistema de aplicacdo semi-automatico (Camag®), controlado por programa
computacional (WinCats®). As solu¢Ges amostra foram preparadas na concentracéo
de 3 mg/mL em metanol. ApGs aplicacdo, as placas foram eluidas em camara
apropriada, utilizando como fase mdvel a mistura de acetato de etila: acido férmico:
agua na proporcao de 90:5:5. ApGs secagem a temperatura ambiente, as placas foram
derivatizadas utilizando NEU + PEG (difenilboriloxietilamina 1,0% (v/v) em metanol,
seguida de solucéo etandlica de polietilenoglicol 4000 (5,0% v/v)), sendo observadas
sob luz ultravioleta a 365 nm. As placas foram digitalizadas com auxilio de
fotodocumentador MultiDoc-It Imaging System® (Modelo 125, USA) com Software
UVP® e camera Canon® (Rebel T3, EOS 1100D).

4.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
4.4.1 Eugenia uniflora

Bezerra et al. (2018) desenvolveram um método de andlise por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) para E. uniflora, os autores confirmaram a
adequabilidade do método para analise da matéria prima vegetal, do extrato bruto e
fracOes da espécie. Dessa forma, seguindo a metodologia proposta, a analise por

CLAE foi realizada para o ESA obtido e esta descrita abaixo.

4.4.1.1 Preparo da amostra
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Inicialmente foram pesados 10 mg do ESA para baldo volumétrico de 5 mL, os
quais foram solubilizados com etanol 80% e levados a banho de ultrassom por 3 min
para completa solubilizagéo, obtendo-se assim uma solugéo inicial de 2 mg/mL. Desta
solucao inicial, foram transferidos 1,25 mL para baldo volumétrico de 5 mL, e o volume
foi ajustado com agua, obtendo uma solucdo de 500 pg/mL. A solucéo resultante foi

filtrada em membrana filtrante PVDF (0,45 um) para posterior injecao.

4.4.1.2 Condic¢des analiticas

A andlise foi realizada em um sistema Ultimate 3000, Thermo Scientific®,
equipado com um degaseificador, detector tipo DAD, um injetor automético com um
loop de 20 pL e coluna Supelco® HS (C1s; 25 cm x 4,60 mm; 5 pm) equipada com uma
pré-coluna de mesma composi¢cdo. Os dados foram adquiridos com o software
Chromeleon®. As fases moveis A e B foram agua ultrapura (Purelab Classic UV, Elga®)
e metanol grau HPLC (LiChrosolv®), respectivamente, acidificadas com 0,05% de
acido trifluoracético (TFA), e o gradiente de eluicdo: 0 min: 10% B; 10 min: 25% B; 15
min: 40% B; 25 min: 75% B; 30 min: 75% B; 31 min: 10% B, utilizando 0,8 mL/min
como fluxo, com volume de injecdo da amostra de 20 UL e deteccdo nos comprimentos
de onda de 210, 254, 270 e 340 nm.

4.4.2 Cinnamomum verum

4.4.2.1 Desenvolvimento do método

A fim de avaliar a composic¢ao fitoquimica da matéria prima vegetal de C. verum,
bem como analisar o ESA obtido a partir desta matéria prima, um método analitico por
CLAE-DAD foi desenvolvido. O desenvolvimento foi realizado em um sistema Ultimate
3000, Thermo Scientific®, equipado com um degaseificador, detector tipo DAD, um
injetor automatico com um loop de 20 pL e coluna Supelco® HS (Cis; 25 cm x 4,60
mm; 5 um) equipada com uma pré-coluna de mesma composi¢cao. Os dados foram
adquiridos com o software Chromeleon®. As fases moéveis testadas foram agua (A),
metanol (B) e acetonitrila (B), acidificadas ou ndo com 0,05% de &cido trifluoracético
(TFA), os diferentes gradientes testados estdo descritos no quadro 1. Os fluxos

testados variaram de 0,7 a 0,9 mL/min, e o volume de inje¢é&o foi fixado em 20 pL.



Quadro 1 - Gradientes de eluicdo e fases moveis testadas no desenvolvimento do método analitico por CLAE para analise dos produtos de C. verum.
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Método Fases Moveis Gradiente Gradiente

1 Agua 0,05% TFA (A) e 0 min: 20% B; 10 min: 40% B; 30 min: 75% B; 31 min: f
Metanol (B) 75% B; 33 min: 20% B; 34 min: 20% B .
2 0 min: 20% B; 10 min: 40% B; 30 min: 75% B; 31 min: :
75% B; 33 min: 20% B; 34 min: 20% B o
3 0 min: 10% B; 13 min: 40% B: 30 min: 75% B; 32 min:
75% B; 36 min: 10% B T

Agua 0,05% TFA (A) e
Metanol 0,05% TFA (B)
4 0 min: 10% B; 13 min: 40% B; 30 min: 65% B; 34 min: Efg
75% B; 36 min: 10% B s
5 0 min: 10% B; 13 min: 40% B; 30 min: 65% B; 32 min: ik

75% B; 34 min: 75% B; 36 min: 10% B

K ER 25 a0

Tempo (min.)

40
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[
50

10

0 min: 10% B; 13 min: 40% B; 28 min: 75% B; 32 min: o
75% B; 34 min: 10% B s

0 min: 10% B; 13 min: 45% B; 30 min: 65% B; 32 min: i
75% B; 34 min: 75% B; 36 min: 10% B o

0 min: 10% B; 13 min: 40% B; 28 min: 60% B; 32 min: P
75% B; 36 min: 10% B o

0 min: 20% B; 10 min: 40% B; 15 min: 54% B: 18 min: o
54%B 30 min: 75% B; 31 min: 75% B; 33 min: 20% B; h
34 min: 20% B .

0 min: 20% B; 10 min: 40% B; 15 min: 50% B: 20 min: I
55%B 30 min: 75% B; 31 min: 75% B; 33 min: 20% B; I
34 min: 20% B .

Tempo (min)
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0 min: 30% B; 10 min: 40% B; 18 min: 50% B; 20 min:

[
50

11 54%B 30 min: 75% B; 31 min: 75% B; 33 min: 30% B; L
34 min: 30% B b
0 min: 20% B; 5 min: 30% B; 10 min: 40% B; 18 min: ;252
12 50% B; 20 min: 54% B; 30 min: 75% B; 31 min: 75% fa
B; 33 min: 20% B; 34 min: 20% B o
13 0 min: 10% B; 15 min: 30% B; 20 min: 40% B; 32 min:
75% B; 36 min: 10% B “u
14 0 min: 10% B; 15 min: 30% B; 20 min: 40% B; 32 min:
75% B; 36 min: 10% B o

Agua 0,05% TFA (A) e
Acetonitrila 0,05% TFA (B)
15 0 min: 10% B; 15 min: 30% B; 20 min: 40% B; 35 min:
75% B; 38 min: 10% B T

Fonte: Autoria propria.
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O método escolhido para analise dos produtos de C. verum foi o0 método de
namero 15, utilizando um fluxo de 0,9 mL/min e deteccdo nos comprimentos de onda
de 210, 254, 270 e 350 nm.

4.4.2.2 Analise da matéria-prima vegetal

A matéria-prima vegetal foi extraida de acordo com a metodologia proposta por
Barbosa et al. (2020), utilizando 0,75 g e etanol 80%. Inicialmente a MPV foi pesada
e transferida para balédo de fundo redondo de 125 mL, adicionados 30 mL de solvente
ao baldo, que foi submetido a extracdo sob refluxo em banho-maria a 85 + 3 °C por
30 min. O extrato foi filtrado para baléo volumétrico de 100 mL com auxilio de algodao.
Ao final, o algodao e residuo da filtracdo foram devolvidos para o baldo de fundo
redondo e adicionados 30 mL de solvente para nova extracao por mais 15 minutos. O
processo foi repetido mais uma vez, e, ao final o baldo volumétrico foi aferido com o
liguido extrator, constituindo a solugéo extrativa da MPV.

O extrato obtido foi concentrado em rotaevaporador (RV-10 Basic, IKA®) sob
pressédo reduzida a 40 °C, com a finalidade de eliminar o solvente organico. O volume
foi reestabelecido com agua destilada. Da solucao resultante, 3 mL foram transferidos
para baldo volumétrico de 5 mL e o volume foi ajustado com agua ultrapura. A solucéo

foi filtrada em membrana filtrante NYLON (0,45 um) para posterior injecao.

4.4.2.3 Anélise do ESA

Inicialmente foram pesados 20 mg do ESA para baldo volumétrico de 10 mL,
os quais foram solubilizados com agua ultrapura e levados a banho de ultrassom por
3 min para completa solubilizacdo, obtendo-se assim uma solucdo 2 mg/mL. Foram
transferidos 2,5 mL desta solu¢do para baldo volumétrico de 5 mL, o volume foi
ajustado com metanol 50%. A solucdo foi filtrada em membrana filtrante NYLON (0,45

pMm) para posterior injecao.

4.5 ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

As condi¢cdes gerais para o estudo de degradacao forcada foram escolhidas

com base nos guias do ICH (ICH e em resoluc¢des da Anvisa (Anvisa, 2015b; 2019c),
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as condicfes especificas do estudo, como concentracdo dos agentes degradantes e
tempo de exposicdo, foram baseadas no estudo de Singh e Bakshi (2000) e estédo

descritas abaixo.

4.5.1 Eugenia uniflora

Hidrélise Béasica

Para avaliar a sensibilidade do extrato a hidrolise basica, 30 mg do ESA foram
pesados para frasco de vidro e foram adicionados 3 mL da solucdo degradante de
Hidroxido de sédio (NaOH) a 0,01 M. Apés 24 h de exposicdo, foram adicionados 3
mL de acido cloridrico (HCI) & 0,01 M a fim de neutralizar. A amostra foi congelada e
liofilizada (L101, Liotop®). O preparo da amostra para analise por CLAE seguiu o item
4.4.1.1.

Hidrolise Acida

A sensibilidade do extrato a hidrélise acida foi avaliada através da exposicao
do ESA a HCl a 0,1M por 24 h. 30 mg do ESA foram pesados para frasco de vidro e
foram adicionados 3 mL da solucdo degradante de HCI a 0,1 M. ApGs 24 h de
exposicdo, foram adicionados 3 mL de NaOH a 0,1 M a fim de neutralizar. A amostra
foi congelada e liofilizada (L101, Liotop®). O preparo da amostra para andlise por
CLAE seguiu o item 4.4.1.1.

Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo foi analisado a partir da exposi¢cdo do ESA a peroxido de
hidrogénio (H202) 3% por 24 h. Foram pesados 20 mg do ESA para bal&do volumétrico
de 10 mL e foram adicionados 2 mL da solu¢cédo degradante, apos 24 h de exposicéo,
adicionou-se etanol 80% ao baldo, e este foi levado a banho de ultrassom por 3 min;
apos decorrido o tempo, o volume foi aferido com etanol 80%, obtendo-se assim a
solucéo inicial de 2 mg/mL. Foram transferidos 1,75 mL desta solugéo para baldo
volumétrico de 5 mL e o volume foi aferido com agua ultrapura, esta solucao foi filtrada

em membrana filtrante PVDF (0,45 um) e injetada no cromatdgrafo.
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Estresse Térmico

Para anadlise do estresse térmico, foram pesados 30 mg do ESA, que foram
espalhados em uma camada fina em capsula de porcelana, o ESA foi submetido a
aguecimento de 75 £ 5 °C por 24 h. A amostra degradada foi preparada e analisada

por CLAE conforme item 4.4.1.1.

Estresse Fotolitico

Para analise do estresse fotolitico, 0 ESA foi submetido & degradacdo em
camara de fotoestabilidade (Ethik®). Foram pesados 50 mg do ESA, que foram
espalhados em uma camada fina em capsula de porcelana, a amostra foi exposta a
3,6 milhdes lux.h (visivel) e 600 watt.h/m? (ultravioleta), exposicédo 3 vezes maior que
0 preconizado no guia de estudo de fotoestabilidade Q1B do ICH (ICH, 1996). A
amostra degradada foi preparada e analisada por CLAE conforme item 4.4.1.1.

4.5.2 Miricitrina

O estudo de degradacéo forcada no padrdo miricitrina foi realizada com o
padrdo em solucao, para isso, pesou-se 2,5 mg do padrdo para baldo volumétrico de
5 mL, adicionou-se metanol ao baldo, que foi levado a banho de ultrassom até
completa dissolucédo. Posteriormente, o volume do baldo foi aferido com metanol,
obtendo-se uma solucéo estoque com concentracao de 0,5 mg/mL. Esta solucao foi
utilizada para realizacdo das etapas posteriores do estudo de degradacao forcada.

Hidrélise Béasica

A sensibilidade do padréo miricitrina a hidrélise basica foi avaliada a partir da
adicdo de 300 pL da solucado estoque do padréo a baldo volumétrico de 10 mL, onde
foram adicionados 0,5 mL da solucédo degradante de Hidréxido de sédio (NaOH) a
0,01 M. Apds 24 h de exposicao, foram adicionados 0,5 mL de acido cloridrico (HCI)
a 0,01 M a fim de neutralizar. O volume foi aferido com etanol 50%, a solucéo foi

filtrada em membrana filtrante PVDF (0,45 um) para vial e injetada no cromatégrafo.
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Hidrélise Acida

Para avaliacdo da sensibilidade do padrao miricitrina a hidrolise &cida, 300 pL
da solucéo estoque do padréo foi adicionada em baldo volumétrico de 10 mL, onde
foram acrescentados 0,5 mL da solucéo de HCl a 0,1 M, a exposi¢ao ocorreu durante
24 h. Decorrido o tempo, foram adicionados 0,5 mL de NaOH a 0,1 M a fim de
neutralizar. O volume foi aferido com etanol 50%, a solucéo foi filtrada em membrana

filtrante PVDF (0,45 um) para vial e injetada no cromatégrafo.

Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo foi analisado a partir da exposicéo do padrdao miricitrina a
peroxido de hidrogénio (H202) 3% por 24 h. Foram adicionados 300 pL da solucéo
estoque do padrdo para baldo volumétrico de 10 mL e foram adicionados 0,5 mL da
solucdo degradante, ap6s 24 h de exposi¢do, adicionou-se etanol 50% ao baléo, o
volume foi aferido e esta solucao foi filtrada em membrana filtrante PVDF (0,45 pum)

para vial e injetada no cromatégrafo.

Estresse Térmico

Para analise do estresse térmico, foram adicionados 300 L da solucéo estoque
do padrdo em um balédo volumétrico de 10 mL, este foi submetido a aquecimento de
75+ 5 °C por 24 h. O volume do baldo foi aferido com etanol 50%, a solucgéo foi filtrada
em membrana filtrante PVDF (0,45 um) para vial e injetada no cromatografo.

Estresse Fotolitico

A sensibilidade fotolitica foi avaliada a partir da exposi¢ao de 300 pL da solucdo
estoque do padrdo em um baldo volumétrico de 10mL em camara de fotoestabilidade
(Ethik®). A amostra foi exposta a 3,6 milhdes lux.h (visivel) e 600 watt.n/m?
(ultravioleta), exposicdo 3 vezes maior que o preconizado no guia de estudo de
fotoestabilidade Q1B do ICH (ICH, 1996). ApOs a exposicdo, o volume do balédo
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volumétrico foi aferido com etanol 50%, a solucao foi filtrada em membrana filtrante

PVDF (0,45 um) para vial e injetada no cromatografo.

4.5.3 Cinnamomum verum

Hidroélise Basica

A sensibilidade do extrato a hidrdlise basica foi avaliada pesando-se 30 mg do
ESA para frasco de vidro onde foram adicionados 3 mL da solu¢do degradante de
Hidréxido de sédio (NaOH) a 0,001 M. Apds 24 h de exposicéo, foram adicionados 3
mL de &cido cloridrico (HCI) & 0,001 M a fim de neutralizar. A amostra foi congelada e
liofilizada (L101, Liotop®). O preparo da amostra para analise por CLAE seguiu o item
4.4.2.3.

Hidrolise Acida

Para avaliar a sensibilidade do extrato a hidrolise acida, 30 mg do ESA foram
pesados para frasco de vidro e foram adicionados 3 mL da solucdo degradante de
Acido cloridrico (HCI) & 0,01 M. Apds 24 h de exposicéo, foram adicionados 3 mL de
hidroxido de sédio (NaOH) a 0,01 M a fim de neutralizar. A amostra foi congelada e
liofilizada (L101, Liotop®). O preparo da amostra para analise por CLAE seguiu o item
4.4.2.3.

Estresse Oxidativo

Para andlise do estresse oxidativo, o0 ESA foi exposto a peroxido de hidrogénio
(H202) 3% por 24 h. Foram pesados 20 mg do ESA para baldo volumétrico de 10 mL
e foram adicionados 2 mL da solucao degradante, apés 24 h de exposicéo, adicionou-
se agua ultrapura ao balédo, e este foi levado a banho de ultrassom por 3 min, apés
decorrido o tempo, o volume foi aferido com &gua ultrapura, obtendo-se assim a
solugéo inicial de 2 mg/mL. Foram transferidos 1,75 mL desta solugcéo para baldo
volumétrico de 5 mL e o volume foi aferido com metanol 50%, esta solucéo foi filtrada
em membrana filtrante NYON (0,45 um) e injetada no cromatégrafo.
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Estresse Térmico

A sensibilidade térmica foi analisada pesando-se 30 mg do ESA, que foram
espalhados em uma camada fina em capsula de porcelana, e o submetendo a
aguecimento de 75 £ 5 °C por 24 h. A amostra degradada foi preparada e analisada
por CLAE conforme item 4.4.2.3.

Estresse Fotolitico

Para analise do estresse fotolitico, o ESA foi submetido a degradacdo em
camara de fotoestabilidade (Ethik®). Foram pesados 50 mg do ESA, que foram
espalhados em uma camada fina em capsula de porcelana, a amostra foi exposta a
3,6 milhdes lux.h (visivel) e 600 watt.h/m? (ultravioleta), exposicédo 3 vezes maior que
0 preconizado no guia de estudo de fotoestabilidade Q1B do ICH (ICH, 1996). A
amostra degradada foi preparada e analisada por CLAE conforme item 4.4.2.3.

4.6 VALIDACAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS

4.6.1 Eugenia uniflora

A fim de aplicar o método validado por Bezerra et al. (2018) na analise do
extrato seco de E. uniflora, bem como avaliar se 0 método pode ser utilizado como
indicativo de estabilidade do marcador, o flavonoide miricitrina, realizou-se uma
validagao parcial, de acordo com o preconizado na RDC 166 de 2017 da Anvisa
(Anvisa, 2017b).

Curva analitica do padrao miricitrina

Inicialmente foi realizada uma solucdo estoque a 0,5 mg/mL do padréo
miricitrina em metanol, desta solu¢do estoque, aliquotas de 240, 270, 300, 330 e 360
uL, foram transferidas para baldes de 10 mL, o volume foi aferido com etanol 50%,
obtendo-se assim solucdes de 12, 13,5, 15, 16,5 e 18 pg/mL, de acordo com a faixa
de concentracéo de 80, 90, 100, 110 e 120%.
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Precisao

A precisdo do método foi avaliada a partir da analise da repetibilidade, ou

precisdo intracorrida, e da precisao intermediaria, ou preciséo intercorrida.

a)

b)

Repetibilidade: Para avaliacdo da repetibilidade, foram preparadas seis
amostras independentes, pelo mesmo operador, no mesmo dia, na
concentracéo de 500 pg/mL, como descrito no item 4.4.1.1. As amostras foram
injetadas, em uma Unica corrida analitica, e o teor de miricitrina foi obtido a
partir da curva de calibracdo obtida para o padrdo. Os resultados foram

expressos em média, desvio padrao e desvio padréo relativo.

Precisdo intermediaria: A precisdo intermediaria foi avaliada a partir da
analise de trés amostras preparadas independentemente por 2 operadores
diferentes em 2 dias diferentes, a preparagcdo das amostras seguiu 0
procedimento descrito no item 4.4.1.1, e os resultados foram expressos em

média, desvio padrao e desvio padréo relativo.

Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada a partir do ensaio de recuperagdo, onde

guantidades conhecidas do padréo miricitrina, correspondentes as concentracdes de

80, 100 e 120% da curva analitica, foram adicionadas a solu¢cbes amostra (500

pg/mL). As amostras foram preparadas como descrito no item 4.4.1.1, injetadas em

triplicata, e o percentual de recuperacao foi calculado a partir da equacéo abaixo:

Concentragao média experimental

p — 100
Concentracgao tedrica X

Recuperacao =

Seletividade

Para avaliacdo da seletividade do método, foi verificada a pureza do pico

cromatografico da miricitrina no ESA antes de ser degradado e ap0os as degradacdes

por hidrélise acida, hidrolise basica, degradacdo oxidativa, térmica e fotolitica. As
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amostras foram preparadas como descrito nos testes de degradacéo forcada (item
4.5.1). O estudo da seletividade também envolveu a verificacdo da semelhanca dos
espectros de absorgéo na base, meio e apice do pico cromatogréfico da miricitrina nas

amostras.

4.6.2 Cinamomum verum

Visando verificar a adequabilidade do método desenvolvido na analise dos
metabdlitos secundarios presentes na matéria prima vegetal de C. verum, bem como
aplicar o método proposto na analise do ESA obtido, realizou-se a validacéo analitica

do método para a MPV e uma validacdo parcial para o ESA.

4.6.2.1 Validacéo para matéria-prima vegetal

Linearidade

a) Curva analitica do padréo rutina: Inicialmente foi realizada uma solucdo do
padrdo a 1 mg/mL em metanol, desta, uma série de dilui¢cdo foi realizada, a fim
de se obter solucdes de concentracédo 2,40, 3,20, 4,00, 4,80 e 5,60 pg/mL para

obtencao a curva analitica.

b) Curva analitica da matéria prima de C. verum: A curva analitica para a
matéria prima de C. verum foi realizada a partir de uma série de diluicdes da
solucdo extrativa, 2,40, 2,70, 3,00, 3,30 e 3,60 mL para baldo volumétrico de 5
mL, de acordo com a faixa de concentragcao de 80, 90, 100. 110 e 120%.

Seletividade

A seletividade do método foi avaliada a partir da analise dos espectros de
absorcdo na base, no meio e no apice do pico cromatogréafico da rutina e através da
analise da pureza deste pico. A amostra analisada foi preparada de acordo com o

descrito no item 4.4.2.2.

Efeito Matriz
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A andlise do efeito matriz foi realizada através da comparacéo dos coeficientes
angulares da curva analitica do padrdo e da curva da amostra fortificada com o
padrao. Para isso, solu¢des contendo 100% da concentracao de trabalho da amostra
foram fortificadas com quantidades conhecidas de padrao, 2,40, 3,20, 4,00, 4,80 e
5,60 pug/mL, correspondentes as mesmas concentracdes utilizadas na sua curva de
linearidade. As amostras foram injetadas em triplicata e o paralelismo das retas foi

avaliado por meio de analise do teste F de Snedecor e do teste t.

Precisao

A avaliacdo da precisdo do método envolveu a analise da repetibilidade, ou

precisao intracorrida, e da precisao intermediaria, ou preciséo intercorrida.

a) Repetibilidade: O ensaio de repetibilidade foi desenvolvido a partir da analise,
em uma Unica corrida analitica, de seis amostras preparadas individualmente,
pelo mesmo operador, no mesmo dia, na concentracdo de 4,5 mg/mL (100%).
As amostras foram preparadas seguindo o que esta descrito no item 4.4.2.2,
os teores foram calculados de acordo com a curva analitica do padréo rutina, e
os resultados foram expressos em média, desvio padrdo e desvio padrédo

relativo.

b) Precisdo intermediaria: A precisdo intermediaria foi realizada através da
andlise de trés amostras, preparadas por dois operadores diferentes, em dois
dias diferentes, na concentragdo de 4,5 mg/mL (100%). As amostras foram
preparadas de acordo com o procedimento descrito no item 4.4.2.2, os teores
foram calculados a partir da curva analitica do padréo rutina e os resultados

expressos em média, desvio padrao e desvio padréo relativo.
Exatidao
O ensaio de recuperacéo foi realizado a fim de avaliar a exatiddo do método,

para isso, quantidades conhecidas do padrdo, 3,20, 4,00 e 4,80 pg/mL,

correspondentes aos niveis de concentracdo de 80, 100 e 120% da faixa de trabalho,
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foram adicionadas a solu¢cGes amostra. As amostras foram preparadas de acordo com
o descrito no item 4.4.2.2, injetadas em triplicata, e a taxa de recuperacao foi calculada

de acordo com a equacao demonstrada no item 4.6.1.

Limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccéo e quantificacao foram calculados a partir da equacgéo da
curva analitica do padréo rutina, utilizando as equacdes descritas abaixo:

3,3. 0)

LD:( IC

10 . 0)

LQ:( IC

Onde: o = desvio padréo do intercepto com o eixo Y e IC = inclinagc&o da curva.
Robustez

A robustez do método foi avaliada através da realizacdo de pequenas e
deliberadas alteracdes, tais como fluxo, temperatura da coluna e fabricante da fase
movel. A solucdo amostra, preparada de acordo com o descrito no item 4.4.2.2, foi
avaliada sob as seguintes condi¢cdes experimentais: fluxo da fase moével 0,895 mL/min
e 0,905 mL/min; temperatura 26 °C e 29 °C; fabricante da fase mdével orgéanica
LiChrosolv® e JTBaker®. As amostras foram injetas em triplicatas e, a partir dos teores
obtidos nas analises, avaliou-se o impacto das alteracfes testadas sobre a resposta
analitica. Os resultados foram expressos em media, desvio padrao e desvio padrao

relativo.
4.6.2.2 Validacéo parcial para o ESA

A fim de aplicar o método validado para a matéria prima na analise do extrato

seco de C. verum, bem como avaliar se 0 método pode ser utilizado como indicativo
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de estabilidade do flavonoide rutina nesta matriz, realizou-se uma validacéo parcial,
de acordo com o preconizado na RDC 166 de 2017 da Anvisa (Anvisa, 2017b).

Curva analitica do padrao rutina

Inicialmente foi realizada uma solucéo estoque a 1 mg/mL do padrdo rutina em
metanol, desta solugdo estoque, aliquotas de 39, 52, 65, 78 e 91 pL, foram transferidas
para baldes de 10 mL, o volume foi aferido com metanol 50%, obtendo-se assim

solucgdes de 3,90, 5,20, 6,50, 7,80 e 9,10 pug/mL para obtencédo da curva analitica.

Precisdo

A precisdo do método foi avaliada a partir da analise da repetibilidade, ou

precisao intracorrida, e da precisao intermediaria, ou preciséo intercorrida.

a) Repetibilidade: Na analise da repetibilidade, foram preparadas seis amostras
independentes, pelo mesmo operador, no mesmo dia, na concentracdo de
1000 pg/mL, como descrito no item 4.4.2.3. As amostras foram injetadas, em
uma unica corrida analitica, e o teor de rutina foi obtido a partir da curva
analitica obtida para o padrdo. Os resultados foram expressos em média,

desvio padréo e desvio padrao relativo.

b) Precisdo intermediaria: A precisdo intermediaria foi avaliada a partir da
andlise de trés amostras preparadas, de maneira independente, por 2
operadores diferentes em 2 dias diferentes, a preparacdo das amostras seguiu
o procedimento descrito no item 4.4.2.3, e os resultados foram expressos em

média, desvio padrao e desvio padréo relativo.

Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada a partir do ensaio de recuperacdo, onde
quantidades conhecidas do padréo rutina, correspondentes as concentragcdes de 80,
100 e 120% da curva analitica, foram adicionadas a solu¢gées amostra (1000 pg/mL).

As amostras foram preparadas como descrito no item 4.4.2.3, foram injetadas em
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triplicata, e o percentual de recuperacao foi calculado a partir da equacao descrita no
item 4.6.1.

Seletividade

Para avaliacdo da seletividade do método, foi verificada a pureza do pico
cromatografico da rutina no ESA antes de ser degradado e apds as degradacdes por
hidrélise &cida, hidrélise basica, degradacdo oxidativa, térmica e fotolitica. As
amostras foram preparadas como descrito nos testes de degradacéo forcada (item
4.5.3). A andlise da seletividade também envolveu a verificacdo da semelhanca dos
espectros de absorcdo na base, meio e apice do pico cromatografico da rutina nas

amostras.
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5 RESULTADOS

5.1 MATERIAL VEGETAL

5.1.1 Caracterizacdo do material vegetal

Determinagédo de granulometria por tamisagao

O tamanho médio encontrado para as particulas do material vegetal de E.
uniflora, determinado pelo ponto interse¢cdo das curvas de retencdo e passagem
(Figura 6A), foi de 270 um, o que caracteriza o0 p6 como moderadamente grosso
aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal
de malha de 710 um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha
de 250 um (Anvisa, 2019b).

O material vegetal de C. verum também foi caracterizado como um poé
moderadamente grosso, porém, o tamanho médio de particulas foi de 310 um (Figura
6B).

Figura 6 - Gréfico de retencao e passagem e histograma de distribuicdo do p6 das folhas de Eugenia
uniflora (A) e Cinnamomum verum (B).
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Fonte: Autoria propria.
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Determinacéo de perca por dessecacao

O controle do teor de umidade de matérias-primas vegetais é importante para
a manutencdo da sua qualidade, visto que o0 excesso desta pode favorecer o
crescimento microbiano e a hidrolise do material, dessa forma, o processo de
secagem para reducdo da umidade € importante para evitar o comprometimento da
sua qualidade (Soares; Farias, 2017).

O valor médio de umidade encontrado para a droga vegetal de E. uniflora foi
de 8,61 + 0,16%, estando dentro do valor de até 10%, preconizado na monografia da
espécie presente na Farmacopeia Brasileira 6% ed (Anvisa, 2019a). O valor de
umidade encontrado para a droga vegetal de C. verum foi de 8,66 + 0,26%, e, apesar
da espécie ndo possuir monografia prépria, o valor se encontrou dentro do valor geral
preconizado para as espécies de 8 a 14%, comprovando que o processo de secagem

foi eficiente para ambas as espécies.

Determinacéo de matéria estranha

O resultado médio encontrado na determinacdo de matéria estranha de E.
uniflora foi de 0,006 = 0,005%, encontrando-se dentro do valor maximo de 2%
estabelecido pela Farmacopeia Brasileira para a espécie. O valor de matéria estranha
determinado em C. verum também se mostrou dentro do limite preconizado pela
Farmacopeia Brasileira, sendo de 0,027 + 0,009%. Dessa forma, foi possivel
comprovar a auséncia de contaminacéo nas drogas vegetais estudadas, visto que a
analise da matéria estranha tem o objetivo de atestar que a droga vegetal € isenta de
fungos, insetos, de outras contaminacdes de origem animal ou de origem vegetal,

como outras espécies ou partes da planta (Anvisa, 2019b).

Determinagéo de cinzas totais

O ensaio de cinzas totais permite avaliar o teor de contaminantes inorganicos
no material vegetal de interesse, que podem ser tanto de natureza fisiolégica, como
de natureza nao fisioldgica (Anvisa, 2019b; Soares; Farias, 2017). O valor maximo

preconizado pela Farmacopeia Brasileira para as cinzas totais de E. uniflora é de 11%,
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e o valor médio encontrado experimentalmente foi de 6,74 + 0,095%, encontrando-se
dentro do recomendado. O valor médio encontrado para C. verum foi de 4,87 *
0,031%.

5.2 OBTENCAO DO EXTRATO SECO

5.2.1 Avaliacéo da quantidade de droga vegetal

Os resultados de TFT, residuo seco e eficiéncia de extracao para cada extrato
obtido com as diferentes quantidades de droga vegetal para as espécies E. uniflora e
C. verum estao descritos na tabela 1.

Inicialmente foram calculados os intervalos de confianca para média dos
valores de TFT das duas espécies. Os extratos de ambas as espécies, realizados com
5 e 10 g, ficaram acima do limite superior, revelando serem maior, em TFT, que a
média populacional de TFT com 95% de confiangca. Observando a eficiéncia de
extracdo, é possivel evidenciar que os extratos obtidos com menor quantidade de
droga foram mais eficazes em extrair os flavonoides. Dessa forma, avaliando os
resultados em conjunto, a quantidade de droga vegetal estabelecida foi de 5,0 g, tanto

para E. uniflora, quanto para C. verum.
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Tabela 1 - Teor de flavonoides totais, residuo seco, eficiéncia de extracao e intervalos de confianca
dos extratos obtidos com diferentes quantidades de droga vegetal de E. uniflora e C. verum.

Quantidade de Droga E. uniflora C.verum
vegetal (g) TFT (@%) RS (%) EE TFT (@%) RS (%) EE

50 3,206* = 2,20 1,45+ 0,482* + 1,03 + 0,466 *

’ 0,061 0,120 0,079 0,007 0,063 0,028
- 2,904 + 291+ 0,996 * 0,436 1,60 + 0,272

' 0,035 0,021 0,007 0,006 0,014 0,002
100 3,066* = 3,79 % 0,808 * 0,477* 2,05+ 0,232

’ 0,033 0,007 0,001 0,008 0,070 0,008
125 2,828 + 4,18 + 0,676 0,376 = 252+ 0,149 +

’ 0,023 0,056 0,009 0,005 0,077 0,004
150 2,839 + 5,06 + 0,560 + 0,445 + 3,29 + 0,135 +

’ 0,023 0,035 0,003 0,001 0,120 0,004
Intervalo de Confian¢ca do TFT Intervalo de Confiangca do TFT

2,968 + 0,0855 0,4438 + 0,2191

Onde: TFT — teor de flavonoides totais; RS — residuo seco; EE — eficiéncia de extracéo; * - Acima do
intervalo de confianca. Os dados foram expressos como média + desvio padréo.
Fonte: Autoria propria.

5.2.2 Extracao e secagem por aspersao

Os extratos de E. uniflora e C. verum foram obtidos por turbdlise, empregando
5 g de droga vegetal para cada 100 mL de etanol 80%. O extrato de E. uniflora
apresentou 1,66% (m/m) de so6lidos em sua constituicdo e seu processo de secagem
apresentou rendimento de 39,23%. Ja o extrato de C. verum, demonstrou 0,95%

(m/m) de s6lidos em sua constituicdo e rendimento de secagem de 42,05%.

5.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A andlise qualitativa dos extratos secos obtidos das espécies E. uniflora e C.
verum foi realizada por cromatografia em camada delgada. Esta técnica é simples e
rapida e, apesar de prover informacdes qualitativas e ndo quantitativas, pode fornecer
dados importantes sobre a fitoquimica de matrizes complexas (Souza, J. A. L. et al.,
2018).



65

O fingerprint obtido do ESA de E. uniflora esta apresentado na figura 7, e nele
€ possivel observar a presenca de bandas amarelas, que correspondem a
flavonoides, e azul esverdeadas, que correspondem a taninos hidrolisaveis,
considerando as condi¢cfes extrativas e cromatograficas. As bandas de flavonoides
apresentaram fatores de retencdo (Rfs) aproximados de 0,100; 0,175; 0,350; 0,475;
0,575; 0,675; 0,750; 0,850. A banda de Rf 0,350 apresentou 0 mesmo Rf e coloracéo
do padré&o miricitrina, indicando ser essa a substancia encontrada na amostra, como
ja descrito anteriormente na literatura (Bezerra et al., 2018; Sobral-Souza et al., 2020;
Souza, L. B. F. C. et al., 2018). As bandas azuladas apresentaram Rfs aproximados
de 0,230; 0,520; 0,630; 0,800.

Figura 7 - Perfil cromatografico por CCD do extrato seco de Eugenia uniflora.

Onde: ESA — Extrato seco por asperséo; MIR — Miricitrina.
Fonte: Autoria propria.

O cromatograma obtido do ESA de C. verum, apresentado na figura 8, revelou
6 bandas amarelo-alaranjadas, caracteristicas de flavonoides (Rfs: 0,08; 0,28; 0,35;
0,44; 0,55; 0,90), a amostra demonstrou a presenca de rutina, confirmada pela
coloracdo e valor de Rf da banda (Rf = 0,08). Barbosa et al. (2020) confirmou a

presenca de rutina no extrato das folhas de C verum.
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Figura 8 - Perfil cromatografico por CCD do extrato seco de C. verum.
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Onde: ESA - Extrato seco por aspersédo; RUT/QUE — Rutina e quercetina.
Fonte: Autoria prépria.

5.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O perfil cromatografico das espécies também foi obtido por CLAE. Diferente da
técnica de CCD, esta técnica é eficaz ndo s6 em qualificar, como também em
guantificar compostos presentes em matrizes complexas, como as matrizes vegetais.
Esta caracteristica faz com que essa seja uma das técnicas mais utilizadas na andlise

de produtos naturais (Tistaert; Dejaegher; Vander Heyden, 2011).

5.4.1 Eugenia uniflora

O perfil cromatogréfico por CLAE do ESA de E. uniflora esta demonstrado na
figura 9. O cromatograma, obtido no comprimento de onda de 340 nm, apresentou 4
picos caracteristicos de flavonoides (tR = 21,32; 22,14; 23,27 e 23,86 min). A

miricitrina (tR = 22,14 min), foi descrita também em trabalhos anteriores como
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marcador principal da espécie (Bezerra et al., 2018; Souza, L. B. F. C. et al., 2018). A
quantificacdo deste flavonoide no ESA foi de 2,92 + 0,02 g%.

Figura 9 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de Eugenia uniflora.
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Onde: ESA - Extrato seco por asperséo; MIR — Miricitrina.
Fonte: Autoria propria.

5.4.2 Cinnamomum verum

5.4.2.1 Desenvolvimento do método analitico

As condi¢Bes iniciais para o desenvolvimento do método foram baseadas em
estudos preliminares. Inicialmente, utilizou-se uma coluna Cis (Supelco® HS C18; 25
cm x 4,60 mm; 5 um), por se tratar de uma das fases estacionarias mais usadas na
separacdao de compostos naturais como flavonoides (Cavaliere et al., 2018). Como
fases méveis foram utilizadas combinacdes de metanol e 4gua, ambos acidificados
com 0,05% de TFA, no modo de elui¢do gradiente, que é recomendado para matrizes
complexas com baixa eficiéncia de separacdo no modo de eluigéo isocratico (Pereira;
Beltrame, 2015). O gradiente inicial foi de 0 min: 20% B; 10 min: 40% B; 30 min: 75%
B; 31 min: 75% B; 33 min: 20% B; 34 min: 20% B, porém, o cromatograma gerado
(Figura 10) demonstrou que o pico correspondente a rutina co-eluiu com outro
composto. O tempo de retencdo observado para a rutina foi de 20,523 min e a
resolucao do pico foi de 1,36.
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Figura 10 - Cromatograma do ESA de C. verum obtido com o método inicial.
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Fonte: Autoria propria.

Na tentativa de aumentar a eficiéncia de separacdo do pico de interesse,
diferentes programas de elui¢cédo gradiente foram testados (Quadro 1), porém, nenhum
dos gradientes testados foi eficaz em separar a rutina do composto que estava co-
eluindo. Assim, testou-se também a modificacdo do preparo da amostra, que foi
preparada com agua, etanol 80% e metanol, e diferentes fluxos de eluicdo, 0,7, 0,8 e
0,9 mL/min. Os resultados demonstraram que a modificacdo do preparo de amostra e
fluxo de eluicdo ndo melhoraram a resolucao do pico.

Dessa forma, a fase mével B foi substituida por acetonitrila acidificada com
0,05% de TFA. Empregou-se o gradiente de eluicdo de 0 min: 10% B; 15 min: 30% B;
20 min: 40% B; 32 min: 75% B; 36 min: 10% B e pdde-se observar no cromatograma

obtido um aumento da eficiéncia de separacao do pico da rutina (Figura 11).
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Figura 11 - Cromatograma do ESA de C. verum obtido utilizando acetonitrila como fase B.
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Fonte: Autoria prépria.

Nesta etapa, o fluxo de eluicédo (0,7, 0,8 e 0,9 mL/min) e pequenas variacdes
no gradiente de eluicdo, foram avaliados. O fluxo de 0,9 mL/min foi escolhido por
demonstrar maior eficiéncia de separacédo da rutina. O gradiente de eluicéo foi fixado
em: 0 min: 10% B; 15 min: 30% B; 20 min: 40% B; 35 min: 75% B; 38 min: 10% B. O
cromatograma obtido utilizando as condicfes de analise escolhidas esta demonstrado
na figura 12, neste a rutina apresentou tempo de retencéo de 13,247 min e resolucao
de 1,74, superior a encontrada no método inicial, demonstrando que as modificacfes

resultaram no aumento da eficiéncia de separacdo do método.

Figura 12 - Cromatograma do ESA de C. verum obtido a partir do método desenvolvido.
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Fonte: Autoria propria.
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5.4.2.2 Andlise da matéria prima vegetal

A avaliagéo da solucéo extrativa da MPV de C. verum por CLAE revelou 3 picos
caracteristicos de flavonoides (tR = 11,207; 13,413 e 15,380 min) (Figura 13). A
quantificacdo da rutina (tR = 13,413 min) neste extrato foi de 0,070 £ 0,001 g% de
matéria prima vegetal. A presenca da rutina foi atestada a partir da comparacéo do
tempo de retencao e do espectro de absor¢gédo com o padrao rutina. Lima et al. (2021)

também descreve a presenca deste composto no extrato das folhas de C. verum.

Figura 13 - Perfil cromatografico por CLAE da MPV de Cinnamomum verum.
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Absorbance [mAU]

5.4.2.3 Andlise do ESA

O perfil cromatografico por CLAE do ESA de C. verum revelou a presenca de 5
picos caracteristicos de flavonoides (tR = 10,290; 11,100; 13,273; 15,250 e 15,813
min) (Figura 14). O teor de rutina (tR = 13,273 min) encontrado neste extrato foi de
0,634 + 0,001 g% de ESA.
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Figura 14 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de Cinnamomum verum.
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5.5 VALIDACAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS

5.5.1 Eugenia uniflora

O método descrito e validado por Bezerra et al. (2018) foi validado
parcialmente, e testado quanto ao seu potencial em indicar a estabilidade da miricitrina
no ESA de E. uniflora. Segundo a RDC 166 de 2017 da Anvisa, a validacéo parcial é
eficaz em demonstrar se um método previamente validado possui as caracteristicas
necessarias para obtencdo de resultados com qualidade nas condi¢cbes em que é
praticado. O estudo de validacdo parcial deve envolver pelo menos os ensaios de

precisao, exatidao e seletividade (Anvisa, 2017b).

Curva analitica do padrdo miricitrina

A curva analitica obtida para o padrdo miricitrina, utilizando cinco niveis de
concentracéo, foi linear na faixa de concentragéo de 12 a 18 pg/mL. Os dados brutos
de area dos picos estao dispostos na tabela 2, e a curva analitica da média das areas

pode ser observada na figura 15.
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Tabela 2 - Areas obtidas para os picos da curva analitica de miricitrina.
Concentrag&o (ug/mL) Areal Area2 Area3 Meédia+ DP (DPR%)

12,0 6,051 5,918 5,840 5,936 +£ 0,10 (1,80)
13,5 7,046 7,045 7,127 7,073 £ 0,04 (0,67)
15,0 8,184 8,133 8,070 8,129 + 0,05 (0,70)
16,5 9,071 9,090 9,082 9,081 + 0,009 (0,10)
18,0 9,937 9,943 9,800 9,893 £ 0,08 (0,82)

Onde: DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrao relativo (%).
Fonte: Autoria propria.

Figura 15 - Curva analitica média para o padr&o miricitrina.
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Fonte: Autoria propria.

A avaliacdo da regressdo linear demonstrou um alto coeficiente de
determinacao, com valor de 0,9959, indicando que quase 100% da variabilidade é
explicada pela regressao. Foi realizada uma analise de variancia a fim de avaliar a
significAncia da regressdo, o resultado indicou que a regressdo € altamente
significativa, com 95% de confianca (F = 2261,96). A normalidade dos residuos foi
avaliada a partir da analise visual do grafico de distribuicdo dos residuos em funcao
da concentracdo da resposta, os residuos apresentaram distribuicdo aleatéria ao
redor de zero, indicando normalidade na distribuicdo (Anvisa, 2017a). Para avaliacao
da homoscedasticidade dos residuos aplicou-se o teste de Cochran. Inicialmente foi
calculada a variancia do valor de y em cada nivel de concentragdo, e testou-se a
hipétese de que as variancias sao todas iguais. Para isso, calculou-se o valor de C
que foi comparado com o valor de Cecriico. Como 0 valor de C foi de 0,485, inferior ao
valor de Cecrico (0,684), aceita-se a hipdtese, as variancias de y sdo iguais e 0s

residuos sdo homoscedasticos (Anvisa, 2017a). O coeficiente angular foi
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estatisticamente diferente de zero, com confianca de 95% (p > 0,05), indicando que a
variacdo da concentracdo do analito causa uma variacao significativa na resposta
(Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020; Neto; Scarminio; Bruns, 2001).

Precisao

A analise de precisdo visa avaliar a proximidade entre os valores obtidos por
medicOes repetidas de uma amostra sob condi¢bes especificadas. Varias condi¢cdes
como operadores, reagentes, dia e equipamento, podem ser fontes de variabilidade
dos resultados analiticos, esta variabilidade pode ser sistematica, quando o erro é
constante e pode ser reduzido ou corrigido, ou aleatdria, quando o erro € causado por
variaveis incontroladas ou desconhecidas. O erro aleatério produz a dispersao dos
resultados, e ndo pode ser reduzido ou corrigido, este caracteriza a precisdo do
meétodo (Marson et al., 2020; Raposo; Ibelli-Bianco, 2020).

A precisdao pode ser avaliada por meio da repetibilidade, da precisao
intermediaria e da reprodutibilidade. A repetibilidade representa a concordancia dos
resultados de medicbes realizadas em amostras preparadas no mesmo dia pelo
mesmo analista, esta avalia a contribuicdo do preparo de amostra para a variabilidade
do método. A precisdo intermediaria expressa a contribuicdo de fatores como dias,
reagentes, analistas e equipamento na variabilidade dos resultados, para isso, avalia-
se amostras preparadas por analistas diferentes em dias diferentes. Por fim, a
reprodutibilidade expressa a concordancia entre resultados obtidos a partir da
avaliacdo de amostras em diferentes laboratérios, apesar deste ensaio fornecer a
maior precisdo esperada, por variar todos os fatores que podem afetar os resultados,
a analise da repetibilidade e precisdo intermediaria € eficaz em representar a
variabilidade intralaboratorial (Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020).

Neste contexto, o teor de miricitrina foi avaliado nos ensaios de repetibilidade e
precisao intermediaria. Os resultados da repetibilidade e da precisao intermediaria
estédo descritos na tabela 3. Para a repetibilidade o desvio padréo relativo indicou uma
alta precisdo do método, com baixa variabilidade (DPR = 0,96%). Quanto a precisao
intermediéria, os resultados de ambos os dias, para ambos 0s analistas apresentaram
alta concordancia apresentando desvios padrdes relativos variando de 0,02 a 0,75%.
O resultado geral das 12 determinagdes em diferentes dias e diferentes analistas foi
de 2,922 + 0,027 g%, com desvio padréo relativo de 0,93%.
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Tabela 3 - Repetibilidade e preciséo intermediéria para miricitrina no ESA de E. uniflora.

Precisao

Repetibilidade - Teor (g%) (Média + DP; DPR%)
2,916 + 0,028 (0,96)

Precisdo intermediaria - Teor (g%) (Média + DP; DPR%)

Dia 1 Dia 2
Analista 1 2,904 + 0,021 (0,75) 2,937 + 0,020 (0,69)
Analista 2 2,951 + 0,003 (0,12) 2,896 + 0,0005 (0,02)
Média + DP (DPR%) 2,927 + 0,029 (1,00) 2,916 + 0,025 (0,89)
Resultado Geral 2,922 + 0,027 (0,93)

Onde: g%: Grama % de ESA; DP: Desvio padrdo; DPR%: Desvio padréo relativo.
Fonte: Autoria propria.

Exatidao

Enguanto o ensaio de precisdo busca avaliar a concordancia dos resultados
entre si, a exatidao expressa a concordancia entre os resultados encontrados pelo
método analitico e os valores aceitos como verdadeiros (Marson et al., 2020). Neste
sentido, a exatiddo do método foi avaliada a partir da adicdo de quantidades
conhecidas do padrao miricitrina, concentracdes correspondentes a 80, 100 e 120%,
na amostra de ESA. As amostras foram analisadas e o percentual de recuperagéo foi
calculado. Os valores de recuperacéo variaram de 110,32-114,50% (DPR = 2,09%),
demonstrando que o método possui exatiddo adequada na quantificacdo da

miricitrina.

Seletividade

Um método é considerado seletivo quando é capaz de identificar ou quantificar
o analito de interesse na presenca de outros componentes da amostra, como
impurezas e componentes da matriz (Anvisa, 2017b). Este parametro € muito
importante na avaliacdo de métodos indicativos de estabilidade, visto que a analise

da seletividade nas amostras degradadas mensura se 0 método é capaz de quantificar
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o teor do analito de interesse mesmo na presenca de produtos de degradacéao (Blessy
et al., 2014).

A seletividade de um método pode ser avaliada a partir da andlise da pureza
do pico cromatogréfico do analito de interesse na presenca dos possiveis interferentes
(Anvisa, 2017b). Dessa forma, a analise da seletividade do método foi realizada
avaliando o valor de pureza do pico e comparando-se 0s espectros de absorcdo em
varios pontos dos picos cromatogréficos, base, meio e 4&pice, das amostras
submetidas as condic¢des de estresse. Todos 0s picos da miricitrina apdés degradacdo
apresentaram pureza de pico > 99%, e, como pode-se observar nas figuras de 16 a
20, ndo foram observadas variagdes nos maximos de absorcdo dos espectros dos
picos da miricitrina, indicando que o método possui seletividade adequada para
quantificar o teor de miricitrina mesmo em meio a possiveis produtos de degradacéo,

sendo Gtil como método indicativo de estabilidade para este composto.

Figura 16 - Andlise de seletividade na condicao de estresse hidrolitico béasico.
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Figura 17 - Analise de seletividade na condicdo de estresse hidrolitico acido.
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Figura 18 - Analise de seletividade na condicdo de estresse oxidativo.
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Figura 19 - Analise de seletividade na condicdo de estresse térmico.
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Figura 20 - Andlise de seletividade na condicéo de estresse fotolitico.
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5.5.2 Cinnamomum verum

O meétodo desenvolvido para analise e quantificacdo da rutina presente em C.
verum foi validado para a matéria prima vegetal, a fim de assegurar a acuracia deste
método na separacdo, identificacdo e quantificacdo deste composto nesta matriz.
Posteriormente, o método foi aplicado e validado parcialmente para analise do ESA,
além de ser testado quanto a sua capacidade indicativa de estabilidade da rutina
presente neste extrato. Tanto a validacdo analitica do método para a matéria prima
vegetal quanto a validacao parcial deste método para o ESA seguiram o preconizado

na RDC 166 de 2017 da Anvisa (Anvisa, 2017b), os resultados estdo descritos abaixo.
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5.5.2.1 Matéria prima vegetal

Linearidade

Foram obtidas as curvas analiticas do padréo rutina e da matéria prima, ambas
as curvas foram consideradas lineares, sendo a curva analitica do padrao rutina linear
no intervalo de concentracéo de 2,4 a 5,6 pg/mL e a curva da matéria prima linear no

intervalo de 3,6 a 5,4 mg/mL como pode ser observado na figura 21 e na tabela 4.

Tabela 4 - Areas obtidas para os picos da curva analitica do padréo rutina e da matéria prima.
Rutina (mUA)

Concentracdo (ug/mL)  Areal Area2 Area3 Média+ DP (DPR%)

2,40 1,789 1,812 1,797 1,799 + 0,01 (0,65)
3,20 2,725 2,869 2,752 2,782 +0,07 (2,76)
4,00 3,472 3,614 3500 3,529+ 0,07 (2,13)
4,80 4,091 4,210 4,135 4,145 0,06 (1,45)
5,60 4,875 5093 4,891 4,953 +0,12 (2,46)

Matéria prima (mUA)
Concentracdo (mg/mL) Areal Area2 Area3 Média+ DP (DPR%)

3,60 2,016 2,000 1,944 1,987 £ 0,03 (1,89)
4,05 2,265 2,227 2,166 2,219 £ 0,05 (2,25)
4,50 2,690 2,626 2,600 2,639 £ 0,04 (1,77)
4,95 3,076 3,020 3,090 3,090 + 0,07 (2,51)
5,40 3,409 3,422 3,438 3,438 + 0,03 (1,16)

Onde: DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padréo relativo (%).
Fonte: Autoria propria.
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Figura 21 - Curvas analiticas para o padrao rutina (A) e para a matéria prima (B).
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Fonte: Autoria prépria.

A avaliacdo da regressao linear demonstrou um elevado coeficiente de
determinacao para ambas as curvas, com valor de 0,9940 para a curva do padréo e
0,9907 para a curva da matéria prima. A normalidade dos residuos foi avaliada a partir
da analise visual do gréfico de distribuicdo dos residuos em func¢édo da concentracédo
da resposta, os residuos das duas curvas apresentaram distribuicdo aleatoria dos
erros ao redor de zero, indicando a normalidade da distribuicdo (Anvisa, 2017a). A
homoscedasticidade dos residuos foi avaliada a partir do teste de Cochran.
Inicialmente foi calculada a variancia do valor de y em cada nivel de concentracao,
tanto para a curva do padrdo como da amostra, e testou-se a hipotese de que as
variancias sdo todas iguais. Para isso, calcularam-se os valores de C que foram
comparados com o valor de Cecritico. O valor de C da curva do padréo foi de 0,492 e o
valor de C da curva da amostra foi de 0,441, ambos inferiores ao valor de Ceritico
(0,684), assim aceita-se a hipo6tese, as variancias de y sao iguais e os residuos de
ambas as curvas sdo homoscedasticos (Anvisa, 2017a). Foi realizada uma analise de
variancia a fim de avaliar a significAncia das regressées, os resultados indicaram que
tanto a regressado do padrdo quanto a regressao da matéria prima foram altamente
significativas, com 95% de confianc¢a, apresentando valores de F de 1380,57 e 823,18,
respectivamente. Os coeficientes angulares das curvas apresentaram-se
estatisticamente diferentes de zero, com confianca de 95%, (p > 0,05), indicando que
a variacao da concentracdo do analito causa uma variacéo significativa na resposta
(Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020; Neto; Scarminio; Bruns, 2001).

Seletividade
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A seletividade do método foi avaliada a partir da analise da pureza do pico
cromatografico da rutina, assim como preconiza a RDC 166 de 2017 da Anvisa
(Anvisa, 2017b). Também foram comparados os espectros de absorcdo em varios
pontos do pico cromatogréafico, base, meio e 4pice, da rutina na matéria prima. A
pureza do pico da rutina na matéria prima foi >99%, e, como pode-se observar na
figura 22, ndo houve variacbes nos maximos de absorcdo dos espectros do pico da
rutina, o que pode sugerir que o método possui seletividade adequada para quantificar
o teor deste composto na matéria prima de C. verum, mesmo em meio a possiveis

interferentes.

Figura 22 - Analise de seletividade do método para a rutina na matéria prima de C. verum.
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Fonte: Autoria propria.

Efeito Matriz

Além da seletividade, outro parametro da validacdo analitica que avalia a
influéncia dos componentes da matriz na resposta analitica é o efeito matriz, sendo
este parametro aplicado quando a amostra € uma matriz complexa, como é o caso de
extratos vegetais (Anvisa, 2017b). Neste sentido, o efeito matriz do método foi
determinado, para isso, quantidades conhecidas do padrao de rutina, nas mesmas
concentracbes utilizadas na curva analitica, foram adicionadas a amostra, e 0
paralelismo da reta obtida na linearidade do padrao e da reta obtida com as amostras
fortificadas foi avaliado, além da similaridade dos coeficientes angulares destas duas

curvas.
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Como pode-se observar na figura 23, as retas demonstraram ser paralelas.
Para analisar a igualdade dos coeficientes angulares foi realizado um teste F de
Snedecor, que demonstrou que as variancias eram semelhantes estatisticamente.
Assim, aplicou-se o teste t para variancias semelhantes que apresentou tca de 0,467,
sendo menor que o tab de 4,30, demonstrando a igualdade estatistica dos coeficientes
angulares, com 95% de confianca, sendo assim ndo ha efeito matriz significativo
(Anvisa, 2017a).

Figura 23 - Grafico de efeito matriz.
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Fonte: Autoria propria.

Precisao

O teor de rutina na matéria prima foi avaliado nos ensaios de repetibilidade e
precisao intermediaria a fim de avaliar a precisdo do método analitico. Os resultados
estdo descritos na tabela 5. O ensaio de repetibilidade resultou em um desvio padrdo
relativo de 1,05%, indicando uma alta precisdo do método, com baixa variabilidade.
Quanto a precisdo intermediaria, os resultados de ambos os dias, para ambos o0s
analistas, apresentaram alta concordancia apresentando desvios padrbes relativos
variando de 0,15 a 1,03%. O resultado geral das 12 determinag¢des em diferentes dias

e diferentes analistas foi de 0,078 + 0,002 g%, com desvio padrao relativo de 2,96%.



82

Tabela 5 - Repetibilidade e precisdo intermedidria para rutina na matéria prima de C. verum.

Precisao

Repetibilidade - Teor (g%) (Média £ DP; DPR%)
0,076 = 0,0008 (1,05)

Precisdo intermediaria - Teor (%) (Média + DP; DPR%)

Dia 1l Dia 2
Analista 1 0,076 + 0,0008 (1,03) 0,076 £ 0,0002 (0,31)
Analista 2 0,082 + 0,0001 (0,15) 0,078 + 0,0003 (0,41)
Média + DP (DPR%) 0,078 £+ 0,002 (3,72) 0,077 £ 0,001 (1,39)
Resultado Geral 0,078 + 0,0023 (2,96)

Onde: g%: Grama % de ESA; DP: Desvio padréo; DPR%: Desvio padréo relativo.
Fonte: Autoria propria.

Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada através do ensaio de recuperacédo, onde
guantidades conhecidas do padréo rutina, nas concentracées de 3,20, 4,00 e 5,60
ug/mL, foram adicionadas no extrato da matéria prima na concentracdo de 100%. As
amostras foram analisadas e o percentual de recuperacao foi calculado. Os valores
de recuperacao variaram de 102,00-106,30% (DPR = 2,14%), demonstrando que o
meétodo possui exatiddo adequada na quantificacao da rutina na matéria prima vegetal

de C. verum.
Limite de deteccao (LD) e quantificacéo (LQ)

A partir dos valores de intercepto com o eixo Y e coeficiente angular, extraidos
da curva analitica construida com cinco concentragdes da rutina, foi possivel calcular
os limites de detec¢éo e quantificacdo do método. O limite de deteccéo foi de 0,115
pHg/mL e o limite de quantificacéo foi de 0,348 pg/mL.

Robustez

Pequenas e deliberadas variagcbes nos parametros experimentais do método

foram realizadas a fim de avaliar sua capacidade de manter uma precisao e exatidao
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aceitaveis, esta capacidade também é denominada robustez (Anvisa, 2017b; Marson
et al., 2020). Foram realizadas varia¢des no fluxo, na temperatura e no fabricante do
solvente utilizado na fase movel, os resultados estdo demonstrados na tabela 6. Todas
as andlises apresentaram desvio padrédo relativo <1,65%, e o desvio padrao relativo
entre as analises foi de 3,98%, indicando adequada concordancia entre os resultados,

0 que € indicativo que o método é robusto a estas variacoes.

Tabela 6 - Andlise da robustez do método para analise do teor de rutina na matéria prima de C.

verum.
Fonte de Variacéo Parametros Rutina (g%) (Média £ DP; DPR%)
, 0,895 0,064 + 0,0006 (1,64)
Fluxo (mL/min)
0,905 0,065 + 0,0011 (1,65)
_ LiChrosolv® 0,068 + 0,0005 (0,72)
Fabricante do solvente
JTBaker® 0,070 £ 0,0011 (1,53)
26 0,063 + 0,0004 (0,59)
Temperatura (C°)
29 0,067 +0,0008 (1,17)

Resultado geral - Rutina (g%) (Média = DP; DPR%)

0,066 + 0,066 (3,98)

Onde: g%: Grama % de ESA; DP: Desvio padrédo; DPR%: Desvio padrao relativo.
Fonte: Autoria propria.

5.5.2.2 Extrato seco por aspersao

Curva analitica do padrao rutina

A fim de contemplar um novo intervalo de concentracéo, foi realizada uma nova
curva analitica para o padrdo rutina, utilizando cinco niveis de concentracdo. Os
resultados indicaram que a curva foi linear na faixa de concentragdo de 3,9 a 9,1
png/mL. Os dados brutos de area dos picos estdo dispostos na tabela 7, e a curva

analitica da média das areas pode ser observada na figura 24.
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Tabela 7 - Curva analitica do padréo rutina.
Concentrag&o (ug/mL) Areal Area2 Area3 Meédia+ DP (DPR%)

3,9 2,892 3,032 2,948 2,957 £ 0,07 (2,38)
5,2 3,996 4,142 4,006 4,048 + 0,08 (2,01)
6,5 5,007 5,156 5,032 5,065 + 0,07 (1,57)
7,8 5,975 6,165 6,006 6,048 +£ 0,10 (1,68)
9,1 6,884 7,096 6,938 6,973 £ 0,10 (1,57)

Onde: DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrao relativo (%).
Fonte: Autoria propria.

Figura 24 - Curva analitica do padrao rutina.
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Fonte: Autoria propria.

A avaliacdo da regresséo linear demonstrou um coeficiente de determinacao
de 0,999 para a curva do padrao rutina, indicando que aproximadamente 100% da
variagdo pode ser explicada pela regressdo. A normalidade dos residuos foi avaliada
a partir da analise visual do grafico de distribuicdo dos residuos em funcdo da
concentracdo da resposta, os residuos apresentaram distribuicdo aleatéria dos erros
ao redor de zero, indicando a normalidade da distribuicdo (Anvisa, 2017a). A
homoscedasticidade dos residuos foi avaliada a partir do teste de Cochran. O valor
de C foi de 0,298, inferior ao valor de Ceritico (0,684), assim aceita-se a hipotese, as
variancias de y sado iguais e os residuos sdo homoscedasticos (Anvisa, 2017a). A
analise de variancia para a significancia da regresséao, indicou que a regressao é
altamente significativa, com 95% de confianca, apresentando valor de F de 3572,62.
O coeficiente angular da curva demonstrou ser estatisticamente diferentes de zero,

com confianga de 95% (p > 0,05), indicando que a variagao da concentracao do analito
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causa uma variacao significativa na resposta (Anvisa, 2017b; Marson et al., 2020;

Neto; Scarminio; Bruns, 2001).

Precisdo

A fim de avaliar a precisdo do método na quantificacdo da rutina no ESA, foi
avaliada a concordancia dos resultados obtido nos ensaios de repetibilidade e
precisdo intermediéria, os resultados estdo descritos na tabela 8. Para o ensaio de
repetibilidade o desvio padrdo relativo foi menor que 5%, indicando adequada
concordancia entre os resultados. Quanto a precisao intermediaria, os resultados de
ambos os dias, para ambos os analistas apresentaram concordancia satisfatoria,
apresentando desvios padrdes relativos variando de 0,21 a 3,42%. O resultado geral
das 12 determinacdes em diferentes dias e diferentes analistas foi de 0,604 + 0,025

g%, com desvio padrao relativo de 4,20%.

Tabela 8 - Repetibilidade e preciséo intermediaria para rutina no ESA de C. verum.

Precisao

Repetibilidade - Teor (%) (Média + DP; DPR%)
0,618 + 0,018 (3,04)

Precisdo intermediaria - Teor (g%) (Média £ DP; DPR%)

Dia 1 Dia 2
Analista 1 0,586 + 0,013 (0,21) 0,578 + 0,019 (3,42)
Analista 2 0,628 + 0,001 (0,17) 0,628 + 0,0009 (0,14)
Média + DP (DPR%) 0,606 + 0,022 (3,74) 0,602 + 0,029 (4,97)
Resultado Geral 0,604 + 0,025 (4,20)

Onde: g%: Grama % de ESA; DP: Desvio padréo; DPR%: Desvio padréo relativo.
Fonte: Autoria propria.

Exatidado

A fim de verificar se os resultados encontrados pelo método analitico possuem
concordancia com os valores aceitos como verdadeiros, realizou-se 0 ensaio de
exatidao (Marson et al.,, 2020). Quantidades conhecidas do padrédo rutina, nas

concentracdes de 5,20, 6,50 e 7,80 pug/mL, correspondentes a 80, 100 e 120%, foram
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adicionadas na amostra de ESA. As amostras foram analisadas e o percentual de
recuperacédo foi calculado. Os valores de recuperacao variaram de 94,59-97,45%
(DPR = 1,56%), demonstrando que o método possui exatiddo adequada na
quantificacdo da rutina.

Seletividade

A capacidade do método em quantificar a rutina na presenca de outros
componentes da amostra, como impurezas, componentes da matriz e possiveis
produtos de degradacdo, foi avaliada no estudo de seletividade. As amostras
submetidas as condi¢des de estresse foram utilizadas na analise da seletividade, onde
foram avaliadas as purezas dos picos e foram comparados os espectros de absorgéo
de vérios pontos dos picos cromatograficos, base, meio e apice. Os picos
cromatograficos da rutina nas amostras degradadas de ESA apresentaram pureza de
pico >99%, e, ndo foram observadas variacbes nos maximos de absorcdo dos
espectros (Figuras 25 a 29), indicando que o método possui seletividade adequada
para quantificar o teor de rutina mesmo em meio a possiveis produtos de degradacéo,

sendo Gtil como método indicativo de estabilidade para este composto.

Figura 25 - Andlise de seletividade na condicdo de estresse hidrolitico béasico.
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Figura 26 - Analise de seletividade na condicdo de estresse hidrolitico acido.
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Figura 27 - Andlise de seletividade na condicdo de estresse oxidativo.
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Figura 28 - Andlise de seletividade na condi¢do de estresse térmico.

st WVL350 nm
50,0+
37,51
25,0
12,54
0,0+ o
10,0 T T T T T T T

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 38,0

Retention Time [min]

Fonte: Autoria propria.



88

Figura 29 - Analise de seletividade na condicdo de estresse fotolitico.
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5.7 ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

A RDC 53 de 2015 (Anvisa, 2015b) determina que o estudo de degradacédo
forcada deve ser realizado considerando algumas condi¢cdes de estresse, como
hidrolise acida e bésica, estresse oxidativo, estresse térmico e estresse fotolitico, além
disso, € exigido pela referida legislacdo no minimo 10% de degradacédo da substancia
de interesse em cada uma das condi¢cdes. Contudo, a legislacdo ndo traz os
parametros experimentais de concentracdo de agente degradante e tempo de
exposicao da amostra para alcance da degradacao preconizada.

Dessa forma, seguindo a metodologia proposta por Singh e Bakshi (2000),
foram escolhidos os parametros experimentais para desenvolvimento do estudo de
degradacdo forcada, a fim de atingir a degradacdo minima de 10%, ou até atingir uma
condicao de estresse extremo, ndo condizente com situa¢des reais as quais o insumo

farmacéutico ativo vegetal (IFAV) poderia ser exposto.

5.7.1 Eugenia uniflora

Hidrélise basica

O ESA de E. uniflora quando submetido a estresse hidrolitico basico com NaOH

a 0,01 M (pH 11,3), a temperatura ambiente por 24 h, apresentou decaimento de cerca
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de 12,3% no teor de miricitrina, porém, o cromatograma gerado (Figura 30) n&o
evidenciou o aparecimento de picos de produtos de degradacao. Isso pode ocorrer se
a degradacao gerar produtos de degradacdo sem croméforos, ou seja, incapazes de
absorver no UV, ou ainda se a decomposicdo do composto gerar fracdes de baixo
peso molecular (Bakshi; Singh, 2002).

Figura 30 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de E. uniflora e do ESA ap6s degradacéo
hidrolitica basica.
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Fonte: Autoria propria.

A miricitrina demonstrou sua sensibilidade a hidrélise basica no estudo
realizado por Xiang et al. (2017), onde este flavonol foi testado quanto a sua
estabilidade em tampdes de pH 1 a 8. Em condi¢cbes de pH mais elevado (7 e 8) este
flavonoide foi quase 100% degradado. No geral, flavonoides ndo séo estaveis em pH
basico, se mostrando mais estaveis em valores mais baixos de pH (Fuguet et al., 2023,
Ma et al., 2014). No caso da miricitrina, esse comportamento é explicado por sua
estrutura quimica, que apresenta cinco hidroxilas fenélicas, o que confere a molécula
um carater acido, fazendo assim com que esta seja mais estavel em condi¢des baixas
de pH (Xiang et al., 2017). Desta forma, condicdes favoraveis a hidrolise basica devem
ser evitadas durante as etapas de processamento da E. uniflora e seus derivados, a

fim de garantir a estabilidade da miricitrina.

Hidrolise acida
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A exposicdo do ESA de E. uniflora a condicdo de estresse hidrolitico acido com
HCla 0,1 M (pH 1,3), a temperatura ambiente por 24 h, promoveu uma diminui¢do de
cerca de 13,9% no teor de miricitrina. Assim como foi com o estresse hidrolitico basico,
nao houve o aparecimento de picos de produtos de degradacdo (Figura 31).
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Xiang et al. (2017), que
testaram a miricitrina durante 3 h frente a condi¢cdes extremas de pH acido, o que
resultou em uma degradacao de cerca de 15% deste flavonoide. Assim, situagdes em
que podem ocorrer hidrélise acida devem ser evitadas durante o processamento de

E. uniflora e seus produtos, para que a miricitrina se mantenha estavel.

Figura 31 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de E. uniflora e do ESA apds degradacéo
hidrolitica acida.
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Fonte: Autoria propria.

Estresse oxidativo

A exposicdo do ESA de E. uniflora a H202 & 3% por 24 h gerou uma degradacao
menor que a faixa estabelecida (> 10%), nesta condi¢ao, o teor de miricitrina decaiu
cerca de 3,1%, e, da mesma forma que para as outras condi¢cdes, ndo foram

evidenciados picos de produtos de degradacéo (Figura 32).
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Figura 32 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de E. uniflora e do ESA ap6s degradacéo
oxidativa.
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Fonte: Autoria propria.

A estabilidade da miricitrina nesta condi¢ao de estresse pode ser relacionada a
atividade antioxidante relatada para a espécie, atividade esta que esta ligada a
compostos fendlicos presentes em sua matriz vegetal, dentre os quais a propria
miricitrina (Domitrovic et al., 2015; Falcao et al., 2018; Sobeh et al., 2020).

Estresse térmico

O teor de miricitrina diminuiu em cerca de 1,9% quando o ESA foi submetido
ao estresse térmico, a 75 °C por 24 h, e, o cromatograma obtido ndo evidenciou a
presenca de picos de produtos de degradacéao (Figura 33).

O estudo desenvolvido por Liu e Zhao (2019), demonstrou que mesmo em
temperaturas brandas, a miricetina, aglicona da miricitrina, se mostrou labil. Porém,
apesar da semelhanca estrutural, a miricitrina presente no ESA de E. uniflora se
mostrou estavel frente ao estresse térmico sob temperaturas elevadas. A estabilidade
térmica de flavonoides esta relacionada a varios fatores estruturais como hidroxilagéo,
glicosilacdo, metilacdo e acilacéo. A presenca de glicosilacao, € relatada como um
fator protetor térmico destes compostos, desta forma, a glicosilacédo da miricitrina pode
ser uma das razfes para a diferenca na estabilidade entre este composto e sua

aglicona (Fu; Liu; Soladoye, 2021).
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A estabilidade térmica da miricitrina no ESA de E. uniflora pode ser considerada
uma vantagem por possibilitar a aplicacdo de procedimentos que envolvam

temperatura durante seu processamento.

Figura 33 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de E. uniflora e do ESA apds degradacao térmica
seca.
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Fonte: Autoria propria.

Estresse fotolitico

A exposicado do ESA a condicao de estresse de 3,6 milhdes lux.h (visivel) e 600
watt.h/m? (ultravioleta), gerou uma degradacéo de cerca de 2,5%, menor do que a
degradacdo minima de 10%. O cromatograma obtido ndo evidenciou a formacao de
produtos de degradacédo (Figura 34). O comportamento estavel da miricitrina a este
estresse ja era esperado, visto que flavonoides possuem estabilidade frente a
radiacdo UV, podendo ser inclusive utilizados como fotoprotetores (Wang et al., 2022).

A estrutura quimica dos flavon-3-6is e flavon-5-6is permite que estes
compostos possuam esta estabilidade fotoquimica, visto que 0 excesso de energia
absorvido pela molécula é dissipado através de transferéncia de prétons no estado
excitado (Sharif et al., 2022). Dessa forma, a estabilidade da miricitrina, um derivado
de flavon-3-ol, pode estar relacionada a essa caracteristica estrutural destes

Compostos.
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Figura 34 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de E. uniflora e do ESA ap6s degradacéo
fotolitica.
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Fonte: Autoria propria

5.7.2 Miricitrina

Hidrélise basica

Diferente do que aconteceu quando o ESA foi submetido ao estresse hidrolitico
basico, o padrdao miricitrina foi completamente degradado ao ser exposto durante 24
h ao NaOH 0,01M. Apesar da extensa degradacdo, ndo foram detectados produtos
de degradacdo nesta condicdo de analise (Figura 35), que pode estar ligado a
concentracdo dos produtos de degradacdo gerados, ou a suas caracteristicas de
absorcao UV, que podem fazer com que eles nao sejam detectados em 340 nm.

No estudo de degradacdo forcada realizado por Balestrin et al. (2020), os
flavonoides quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina também foram mais
suscetiveis a condicao de estresse quando estavam isolados. Os autores atribuiram
este comportamento a uma possivel maior estabilidade dos flavonoides quando estéao
em matrizes vegetais. O mesmo comportamento foi relatado para a catequina e a
epicatequina, que, ao serem expostas a condi¢do de estresse hidrolitico basico, foram
cerca de duas vezes mas degradadas quando estavam isoladas do que quando
estavam no po6 do guarana (Paullinia cupana Kunth) (Roggia et al., 2020). Os autores
também atribuiram este comportamento a uma possivel protecéo contra a degradacao

exercida pela matriz vegetal nos compostos. Dessa forma, esta pode ser uma possivel
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explicacdo para a maior sensibilidade do padréo miricitrina ao estresse hidrolitico

basico em comparacédo com a miricitrina no ESA.

Figura 35 - Perfil cromatogréafico por CLAE da Miricitrina e da Miricitrina apés degradacéo hidrolitica
basica.
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Fonte: Autoria prépria.
Hidrolise acida

Quando submetido a condicdo de estresse hidrolitico acido, o padrdo de
miricitrina apresentou uma reducéo de cerca de 32,2% na area, cerca de duas vezes
maior que a observada no teor de miricitrina no ESA quando submetido a mesma
condicdo de estresse. Da mesma forma que para o estresse anterior, a miricitrina
demonstrou ser mais estavel no ESA do que isolada, provavelmente devido a um
efeito protetor exercido pela matriz vegetal neste flavonoide. Apesar da degradacéo,

nao foram observados picos correspondentes a produtos de degradacgéo (Figura 36).
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Figura 36 - Perfil cromatografico por CLAE da Miricitrina e da Miricitrina apés degradacao hidrolitica
acida.
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Fonte: Autoria prépria.

Estresse oxidativo

A exposicao do padréo miricitrina a condi¢céo de estresse oxidativo, resultou em
uma degradacado de cerca de 30,8% na area deste flavonoide, demonstrando que a
sensibilidade da miricitrina isolada é cerca de dez vez superior a sua sensibilidade no
ESA. No estudo desenvolvido por Braga; Pianetti e Cesar (2020), os autores
observaram que o composto arbutina quando submetido a estresse oxidativo isolado
foi mais suscetivel a degradacdo do que quando estava na matriz vegetal, esta
diferenca na sensibilidade a degradacao foi atribuida a presenca de compostos
antioxidantes na matriz, o que reduz o poder oxidativo do H202. Assim como foi com
a arbutina, a presenca de compostos antioxidantes no ESA de E. uniflora pode ter
inibido a degradacao oxidativa da miricitrina no ESA.

Na figura 37 pode-se observar que o cromatograma obtido demonstrou a
presenca de um produto de degradacdo no tR de 22,66 min proveniente da
degradacéao oxidativa da miricitrina. Este produto de degradagéo apresentou maximos
de absor¢do em 215 e 271 nm, e area de 0,730 mAU, como demonstrado na figura
24,
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Figura 37 - Perfil cromatografico por CLAE da Miricitrina e da Miricitrina apos degradacéo oxidativa.
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Fonte: Autoria propria.

Estresse térmico

A exposicdo do padréo de miricitrina ao estresse térmico gerou uma reducao
de cerca de 16,7% na sua area, reducédo cerca de oito vezes maior que a observada
na miricitrina presente no ESA. Fu; Liu e Soladoye (2021) relacionaram a presenca de
glicosilacdo nos flavonoides como um fator que incrementa a estabilidade térmica
destas substancias, porém, a diferenca entre a sensibilidade térmica da miricitrina no
ESA e isolada é indicativa de que fatores externos a estrutura, como a matriz vegetal,
estdo ligados a estabilidade deste metabdlito. Outros compostos presentes na matriz
podem ter funcionado como termoprotetores diminuindo o impacto da temperatura na
miricitrina. Um outro fator que pode afetar a sensibilidade térmica da miricitrina é sua
estrutura cristalina. O processo de secagem pode comprometer o polimorfismo de
muitas substancias, e diferentes polimorfos apresentam caracteristicas fisico-
guimicas Unicas, afetando assim a sua estabilidade (Hao et al., 2020; Zhou et al.,
2022). Apesar da degradacédo, ndo foram observados picos correspondentes a
produtos de degradacdo no cromatograma obtido (Figura 38).
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Figura 38 - Perfil cromatografico por CLAE da Miricitrina e da Miricitrina apés degradacéo térmica.
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Fonte: Autoria propria.

Estresse fotolitico

O padrao miricitrina degradou cerca de 7,4% quando submetido a condi¢do de
estresse fotolitico, 3,6 milhGes lux.h (visivel) e 600 watt.h/m? (ultravioleta), degradacéo
quase trés vezes maior que a degradacao da miricitrina no ESA, porém, ainda assim
menor que a degradacdo minima (10%), confirmando a estabilidade da miricitrina
frente a este estresse.

Balestrin et al. (2020) testaram os flavonoides quercetina, luteolina e 3-O-
metilquercetina. isolados e no extrato. frente as radiagdes UV-A e UV-C, os
flavonoides isolados se mostraram mais sensiveis a degradacéo fotolitica. Os autores
relacionaram esta diferenca de sensibilidade com um possivel efeito protetor da matriz
vegetal nos flavonoides. Neste sentido, a diferenga na sensibilidade da miricitrina a
radiacdo UV/Vis quando isolada, pode ser atribuida a presenca de outros compostos
fotoprotetores presentes na matriz vegetal, que podem atuar inibindo o impacto da luz
neste flavonoide. Também néo foram evidenciados picos de produtos de degradagéo

no cromatograma obtido, como é possivel observar na figura 39.



98

Figura 39 - Perfil cromatografico por CLAE da Miricitrina e da Miricitrina apés degradacao fotolitica.
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Fonte: Autoria propria.

5.7.3 Cinnamomum verum

Hidrélise basica

A exposicdo do ESA de C. verum a hidrélise basica resultou numa degradacgéo
de cerca de 33,7% no flavonoide rutina, e, como pode-se observar na figura 40, nédo
foram evidenciados produtos de degradacao.

Os resultados encontrados corroboram com o estudo desenvolvido por Ma et
al. (2022), neste, foi observada uma alta degradacédo do padrdo de rutina exposto a
NaOH 0,1 M durante 1 h. Da mesma forma, no trabalho desenvolvido por Sengupta
et al. (2023), a absorbancia da rutina decaiu em 14,3% quando esta foi submetida a
condic¢des de pH 12 por 30 minutos. Ja no estudo desenvolvido por Peng et al. (2019),
a quercetina, aglicona da rutina, foi completamente degradada apds 1 hora em pH 12,
esta diferenca na degradacao da rutina e quercetina pode estar ligada a ocupacao da
hidroxila da posicdo 3 do anel C deste flavonoide, ja que esta funcéo € essencial para
a degradacgao (Buchner et al., 2006). A instabilidade dos flavonoides em condi¢gbes
basicas de pH ja € bem descrita, apresentando processos de degradacao mais ou
menos intensos (Fuguet et al., 2023; Peng et al., 2019; Sengupta et al., 2023). Como
discutido anteriormente, a presenca de hidroxilas na estrutura destas moléculas
confere a elas um carater 4cido, fazendo com que estas sejam labeis em altos valores
de pH, assim, quanto maior o numero de hidroxilas menor a estabilidade destas

moléculas em condi¢cdes basicas (Wang; Zhao, 2016; Xiang et al., 2017). Estes
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resultados indicam que, para manter a estabilidade da rutina em produtos derivados

de C. verum, deve-se evitar a exposicao destes a condi¢cdes basicas de pH.

Figura 40 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de C. verum e do ESA apo6s degradacao
hidrolitica basica.
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Fonte: Autoria propria.
Hidrolise acida

A rutina degradou cerca de 27% ao ser exposta durante 24 h a HCI 0,01 M,
demonstrando que este composto € mais sensivel a condicdo de degradacao
hidrolitica basica do que a condic¢édo de hidrolise acida. O mesmo foi descrito por Ma
et al. (2022), neste estudo, o padréo de rutina foi exposto durante 1 h a HCI 1M, e,
como descrito anteriormente, durante 1 h a NaOH 0,1 M, que decorreu em uma maior
degradacédo da rutina na condicdo basica de estresse.

Flavonois O-glicosilados podem facilmente perder a porcéo glicosideo através
da quebra da ligacdo hemiacetal do acgucar por hidrélise acida, se tornando agliconas
(Zuanazzi; Montanha; Zucolotto, 2017). Dessa forma, a hidrélise acida poderia gerar
0 aparecimento de um pico correspondente a quercetina, aglicona da rutina, porém, o
estudo realizado por Ma et al. (2022) demonstrou que a quercetina também é labil a
condicdo de hidrdlise acida, o que pode justificar o ndo aparecimento de um pico
correspondente a este composto apos a hidrélise acida do ESA de C. verum. Também
nao foram identificados outros picos correspondentes a produtos de degradagcao no
cromatograma obtido a partir do ESA degradado (Figura 41). Considerando a

degradacéo hidrolitica acida sofrida pelo marcador de C. verum, esta € uma condic&o
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a ser evitada durante o processamento desta droga vegetal, a fim de manter sua

estabilidade.

Figura 41 - Perfil cromatogréafico por CLAE do ESA de C. verum e do ESA apds degradagéo
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A exposicdo do ESA de C. verum a H202 & 3% por 24 h gerou uma degradacao

menor que a faixa estabelecida (>10%), nesta condic¢éo, o teor de rutina decaiu cerca

de 8,4%, e, da mesma forma que para as outras condi¢des, ndo foram evidenciados
picos de produtos de degradacdo (Figura 42). Esta estabilidade pode estar

relacionada a caracteristica antioxidante relatada para este composto (Semwal et al.,

2021; Yang; Guo; Yuan, 2008) bem como a atividade antioxidante dos outros

flavonoides ou de outros fendlicos presentes na matriz vegetal de C. verum (Gulcin et
al., 2019; Pandey; Chandra, 2015).
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Figura 42 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de C. verum e do ESA apds degradacao oxidativa.
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Fonte: Autoria propria.

Estresse térmico

A exposicdo do ESA de C. verum a condicdo de estresse térmico a 75 °C por
24 h nao resultou em diferenca significativa no teor da rutina, indicando que este
composto € estavel em condicbes de estresse térmico (Figura 43). Este resultado
corrobora com o resultado descrito no estudo realizado por Ma et al. (2022). Neste, 0
padrao de rutina foi submetido a temperaturas de 60 a 80 C° durante 12 h e ndo houve
degradacéo significativa deste composto.

A quercetina, flavonoide do qual a rutina € derivada, € |abil ao estresse térmico,
como relata o estudo realizado por Wang et al. (2016), dessa forma, a estabilidade da
rutina frente a este estresse pode estar relacionada a glicosilacdo presente na posicao
3 do anel C deste composto (Fu; Liu; Soladoye, 2021).
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Figura 43 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de C. verum e do ESA apés degradacao térmica.
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Fonte: Autoria propria.

Estresse fotolitico

Quando o ESA foi submetido a condi¢éo de estresse fotolitico, 3,6 milhdes lux.h
(visivel) e 600 watt.h/m? (ultravioleta), foi observado decréscimo de cerca de 3,6% no
teor da rutina, indicando a estabilidade deste composto frente a esta condicdo de
estresse. Da mesma forma que nas outras condi¢cdes de estresse, ndo foram
evidenciados picos correspondentes a produtos de degradacéo (Figura 44).

Assim como a miricitrina, a rutina € derivada de um flavon-3-ol, compostos que
possuem estabilidade fotoquimica decorrente de suas caracteristicas estruturais
(Sharif et al., 2022). Por apresentar este comportamento frente a radiacdo UV, o
emprego da rutina em formulag@es fotoprotetoras tem sido estudado (Tomazelli et al.,
2018).
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Figura 44 - Perfil cromatografico por CLAE do ESA de C. verum e do ESA apds degradacao fotolitica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados expostos foi possivel concluir que os materiais vegetais
utilizados estavam dentro dos parametros de qualidade estabelecidos pela
farmacopeia, servindo de matéria prima para obtencdo de solucbes extrativas e
extratos secos por aspersao das espécies estudadas. Analises cromatograficas por
cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia foram
eficazes em evidenciar os flavonoides presentes em E. uniflora e C. verum, mais
precisamente os flavonoides miricitrina e rutina, respectivamente.

A validacdo dos métodos propostos para analise do ESA de E. uniflora e para
andlise da matéria prima vegetal e ESA de C. verum demonstrou que os métodos
atendem os requisitos preconizados na legislacdo vigente, sendo adequados para o
uso proposto, a analise e quantificacdo precisa e exata dos marcadores de ambas as
espécies. A andlise da seletividade dos métodos demonstrou a pureza dos picos
cromatograficos da miricitrina e rutina apés a degradacéo dos ESA de E. uniflora e C.
verum, indicando que os métodos podem ser empregados como indicativos de
estabilidade destes flavonoides nestas matrizes vegetais.

Através do ensaio de degradacdo forcada foi possivel concluir em que
condicBes os extratos secos de E. uniflora e C. verum, e o padrdo miricitrina séo
sensiveis. A miricitrina no ESA de E. uniflora foi mais sensivel em condi¢cdes de
estresse hidrolitico, tanto basico como &cido, se mostrando praticamente estavel
frente ao estresse oxidativo, térmico e fotolitico. Ja o padrdo miricitrina se mostrou
mais sensivel do que a miricitrina no ESA em todos as condicfes de estresse, levando
a conclusdo de que a matriz vegetal, além de desempenhar importante papel
farmacoldgico ja conhecido, desempenha também um importante papel protetor deste
flavonoide frente a estresses, que se ocorrer no trato gastrointestinal pode aumentar
a sua biodisponibilidade e consequentemente seu potencial farmacoldgico. O teor da
rutina no ESA de C. verum também foi mais afetado pelos estresses hidroliticos, se
mostrando também praticamente estavel nos estresses oxidativo e fotolitico e estavel
no estresse térmico. Tais resultados indicaram que as condigcbes em que ha a
possibilidade de hidrolise devem ser evitadas durante o processamento destas
espécies, a fim de preservar suas estabilidades.

O desenvolvimento deste estudo possibilitou a ampliacdo do conhecimento

sobre a estabilidade dos flavonoides miricitrina e rutina, presentes nas matrizes
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vegetais de E. uniflora e C. verum. Os métodos indicativos de estabilidades aqui
descritos podem ser aliados no controle da qualidade destas espécies e de produtos
derivados delas, contribuindo no estudo de pesquisa e desenvolvimento de novos
fitomedicamentos a partir destas espécies vegetais.
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